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Bu calismada, Ulkemizde yetistirilen tescilli aygicedi gesitleri ile atasal melezler ve
kurakliga toleransli oldugu bilinen atasal Helianthus agrophyllus’un kuraklik ve
iyilesme sureclerinde olusturduklari yanitlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekuler (proteom) dizeyde incelenmesi amaclanmigtir. Calismanin |
asamasinda aycicegdi c¢esitleri iki farkl siddette (orta siddetli-7 gun / siddetli-9 gun)
kuraklik ve sonrasinda iyilesme (sulama- 5 gun) uygulamalarina maruz birakilmistir.
Bu asamada, cesitlerin fotosentetik aktiviteleri (klorofil a fluoresans olgumleri),
membran hasarlari (iyon sizintisi), fotosentetik pigment ve su igerikleri dlgiimustir.
Fotosentetik performans indekslerinden, kuraklik ve iyilesme faktor indeksleri ile
fizyolojik ve biyokimyasal olgcumlerden hasar indeksi ve iyilesme potansiyelleri
hesaplanmigstir. Bu hesaplamalar dogrultusunda gesitler; kurakliga toleransli ($Sems,
Sirena, Tarsan-1018), orta derecede toleransli (Duna, Hornet, Tunca) ve duyarli

(Bosfora, Coral, Kaan) olmak tGzere 3 tolerans diizeyinde siniflandiriimigtir.

Calismanin Il. asamasinda, secilen gesitler ile birlikte aygiceginin atasal melezleri

(Helianthus annuus x Helianthus agrophyllus ve Helianthus annuus x Helianthus



deserticola) 9 gln kuraklik stresine ve devaminda 5 gun iyilesme surecine maruz
birakilarak genotiplerin kurakhgda olusturdugu cevaplar bazi morfolojik, fotosentetik,
fizyolojik ve biyokimyasal parametreler ile ortaya konulmustur. Elde edilen
verilerinden hasar indeks degerleri ve iyilesme potansiyelleri hesaplanarak
genotipler kuraklik toleranslarina gore karakterize edilmistir. Kuraklik kosullarinda
su icerigini azalmasina bagh olarak, tim genotiplerde fenotipik karakterlerde (bitki
boyu, yaprak sayisi ve taze/kuru agirlik) degisimler saptanmistir. Bununla birlikte,
toleransli genotipler duyarli genotiplere goére; fotosentetik aktivitelerini ve pigment
iceriklerini (klorofil/karotenoid) koruyup (eksitasyon enerjisini daha iyi yakalayip
etkin bir sekilde kullanabildigi), savunma kapasitesini [flavonoid, antosiyanin, glisin
betain, slperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon reduktaz
(GR), peroksidaz (POD) ve aldoz reduktaz (ALR)] arttirarak, stresle olusan
membran hasari (MDA) ile H202 dizeyini dusuk tutabilmis ve strese dayanim

saglayabilmiglerdir.

Calismanin lll. asamasinda toleransli (Tarsan-1018) ve duyarli (Tunca) olarak
karakterize edilen gesitler ile atasal Helianthus agrophyllus’un protein profillerindeki
degisimler proteomik analizler ile ortaya konulmustur. MALDI-TOF/TOF MS/MS
kutle spektrometresi ve MASCOT veri tabani kullanilarak genotiplerde 63 adet
protein tanimlanmis ve STRING veri tabani ile protein-protein etkilesim oruntleri
olusturulmustur. Tanimlanan proteinlerin; fotosentez ve karbohidrat, enerji ve
solunum, savunma, arjinin, nukleotid, yag asidi ve glikolipid, protein ve sinyal
metabolizmasi ile hicre ¢eper biyogenezinde godrev alan proteinler oldugu
belirlenmistir. Duyarh cesitte, metabolizmalarda tanimlanan proteinlerin farkli yénde
degismesi ve kuraklikla birlikte nukleotid ve protein metabolizmalari ile sinyal
iletiminde yer alan protein ifadelerindeki azalmalar, Tunca’yi diger genotiplere gore
daha az basarili kilmigtir. Toleransli genotipler ise fotosentez ve karbon
metabolizmalari ile birlikte enerji ve solunum ile yag asiti ve glikolipid
metabolizmalarindaki protein ifadelerini benzer ydonde dizenleyerek ve sinyal iletim
yolaginda yer alan 14-3-3 benzeri protein ifadesini artirarak kuraklik kosullarina

dayanimda daha iyi performans sergiledikleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fotosentetik aktivite, iyilesme, kuraklik, proteomik, savunma

sistemleri, tolerans, yerel ve atasal aygicegi genotipleri



ABSTRACT
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Ayse Suna BALKAN NALCAIYi
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Yasemin EKMEKCI

January 2018, 217 pages

In this study, it was aimed to investigate the responses of registered sunflower
cultivars grown in our country with their wild hybrids and wild Helianthus agrophyllus,
identified to be drought tolerant, at morphological, physiological, biochemical and
molecular (proteomic) levels during drought and recovery. In the first stage,
sunflower cultivars were exposed to two different drought treatments (moderate -7
days / severe-9 days) and then recovery (irrigation-5 days). In this stage,
photosynthetic activities (chlorophyll a fluorescence measurements), membrane
damage (ion leakage), photosynthetic pigment and water contents of the cultivars
were measured. Drought-recovery factor indexes and damage-recovery potential
indexes were calculated from photosynthetic performance indexes, and
physiological and biochemical measurements, respectively. These calculations
allowed classification of the genotypes to three tolerance levels: drought-tolerant
(Sems, Sirena, Tarsan-1018), moderately tolerant (Duna, Hornet, Tunca) and
sensitive (Bosfora, Coral, Kaan). In the second stage of the study, the drought
responses of selected cultivars with the wild hybrids of the sunflower (Helianthus

annuus x Helianthus agrophyllus and Helianthus annuus x Helianthus deserticola)



subjected to drought stress for 9 days and then 5-days recovery were proved by
using the morphological, photosynthetic, physiological and biochemical parameters.
Genotypes were characterized according to their drought tolerances by calculating
damage indexes and recovery potentials from the obtained data. The changes in
phenotypic characters (plant height, number of leaves and fresh / dry weight) were
determined in all genotypes due to the reduced water content under drought
conditions. However, tolerant genotypes compared to sensitive genotypes, were
able to conserve photosynthetic activities (absorption/trapping of excitation energy
and utilize efficiently), pigment contents (chlorophyll/carotenoid) and enhance
defense capacity [flavonoids, anthocyanins, glycine betaine, superoxide dismutase
(SOD), ascorbate peroxidase (APX), glutathione reductase (GR), peroxidase (POD)
and aldose reductase (ALR)], thereby the level of H202 and stress-induced
membrane damage (MDA) were kept low and were able to provide tolerance to
stress.

In the third stage, the alterations in the protein profiles of tolerant (Tarsan-1018) and
sensitive (Tunca) cultivars and wild Helianthus agrophyllus were proved by
proteomic analysis. 63 proteins were identified in genotypes with MALDI-TOF / TOF
MS / MS mass spectrometry and MASCOT database, and the protein-protein
interaction patterns were performed with STRING database. It has been determined
that the identified proteins are involved in photosynthesis and carbohydrate, energy
and respiration, defense, arginine, nucleotide, fatty acid and glycolipid, protein and
signal metabolism and cell wall biogenesis. Different expression of proteins in
metabolisms and the reductions in nucleotide and protein metabolisms, as well as
protein involved in signal transduction of sensitive cultivar, made Tunca less
successful in stress resistance compared to other genotypes. Tolerant genotypes
were found to exhibit better performance in terms of photosynthesis and carbon
metabolism, as well as protein expression in energy and respiration and fatty acid
and glycolipid metabolisms in the same way, and increased the expression of 14-3-
3 like protein in signal transduction pathway increased resistance to drought

conditions.

Keywords: Photosynthetic activity, recovery, drought, proteomics, defense

systems, tolerance, cultivated and wild sunflower genotypes.
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1. GIRIS
Gunumuzde azalan yagis miktari, artan sicakliklar ve/veya buna bagh surekli
buharlagma ile su kaybi ve toprakta kullanilabilir su miktarinin azalmasi ile ortaya
cikan kuraklk, bitkiler tarafindan yaygin olarak karsilasilan en 6nemli abiyotik
stresler arasinda yer almaktadir [1, 2]. Bu baglamda kuresel iklim degisikligi ile
birlikte kurakhgin bitkiler Uzerindeki etkilerini anlamak iklim degisikligine adapte
olabilen ve topraktaki sinirli dizeydeki su varliginda yasam dongusunu
tamamlayabilen dayanikh bitki ¢esitleri GUretmek ve kurakhda toleranslh bitkiler
gelistirmek zorunlu hale gelmistir [3-5]. Son yillarda iklimde meydana gelen
degisimler sonucunda 21. yuzyilin sonunda sicakliklarin birka¢ derece daha
artacagi ve orta enlemlerdeki bolgelerde su duzeyinin daha da azalacagi ve bunun
sonucunda kurakligin etkisinin daha siddetli hissedilecegi iklimsel modelleme

calismalari ile ortaya konulmustur [6].

Yuksek duzeyde doymamis yag asitleri iceren aygice@i (Helianthus annuus L.)
dinya capinda 26 milyon hektar dretimi ve Ozellikle yag uretimi icin 1slah
calismalarindaki 6nemi nedeniyle Helianthus cinsi icerisinde yer alan en dnemli
turdur [7]. Kolza ve soyadan daha yuksek yag icerigine sahip olan aycicegi bitkisi
yaklasik olarak %70 oraninda linoleik ve %20 oraninda oleik asit igerigine sahiptir.
Aycicegdi tohumlarinda yag igerigine ek olarak protein, sellloz ve mineral madde
dizeyi de yuksektir [8]. Kuzey Amerika’dan koken alan aygicegi gunumuzde
dunyanin birgcok bolgesinde ekim alanina sahip olmakla birlikte, Ulkemizde yagli
tohumlu bitkiler i¢cinde ekim alani ve Uretim miktari bakimindan birinci sirada yer
almaktadir [9]. Ulkemizde uretilen yaglh tohumlu bitkiler icerisinde dnemli payi olan
ayciceginde verim ve kalitedeki dusus, bitkinin gelisim surecinde biyotik (mantar,
pas, killeme, mildiyd, orobans, Sclerotonia enfeksiyonu gibi) ve abiyotik (kuraklik,
sicaklik ve tuz gibi) stres faktorleri ile karsi karsiya kalmaktadir. Diger kultir
bitkilerinde oldugu gibi ayciceginde de tane ve yag verimini etkileyen en dnemli
faktorlerden  birisi  toprakta  koklerin  ulasabilecedi  derinlikte  bitkilerin
faydalanabilecegi yeterli miktarda suyun bulunup bulunmamasidir. Derin bir kok
sistemine sahip olan ayciceQi, kisa sureli su stresine karsi toleransh [10, 11]
olmasina kargin bitkinin toleransi kurakhgin olustugu gelisim evresine bagli olarak
degisim gostermektedir. Ciceklenme 6ncesi ve sonrasindaki 20 gun aygiceginde su

stresi bakimindan son derece onemli tarihlerdir ve bu zaman diliminde su stresine
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maruz kalma ayciceginde yag yuzdesi, protein orani ve verimi onemli oranda
etkilemektedir [12]. Ulkemizde aygicegi tarimi yapilan bolgelerde, bitkinin yetistigi
donemde topraga yeterince yagis dismemesine bagli olarak meydana gelen
kuraklik zarari, verimin énemli dl¢lide azalmasina neden olmaktadir [13]. AygiceQi
verimi ve kalitesini artirmak amaciyla Ulkemizde yetistirilen genotiplerin kurakliga
toleranslari ile ilgili bilimsel temellerin aydinlatiimasi aycicegi Uretimine katkida

bulunacaktir.

Bu tez kapsaminda, Ulkemizde yetistirilen tescilli aygicegi ¢esitleri ve kurakliga
dayanikli oldugu tespit edilmis atasal tir olan Helianthus agrophyllus’'un kurakliga
verdikleri morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekuler yanitlarin incelenmesi ve
karsilastiriimasi amaglanmistir. Bu arastirmadan elde edilen giktilar ile aygiceginde
kurakliga toleransta rol oynayan mekanizmalar aydinlatiimaya caligiilmigtir. Bu
baglamda, kurakligin ve kurakli§i takiben sulama uygulamalarinin (iyilesme)
ayciceginde bitki gelisimine etkileri ve aygiceginin olusturdugu kuraklik cevaplari 3

asamada incelenmeye calisiimistir:

1. Asamada: 9 tescilli aygicegi ¢esidinin kurakliga karsi toleranslari; 2 farkli kuraklik
uygulamasi (orta -7 gun- ve siddetli -9 gln- kuraklik) ve kurakligin
devaminda sulama (5 gun) ile polifazik klorofil a fluoresansi, su igerigi
ve fotosentetik pigment ile membran hasar dizeyleri dlgllerek
belirlenmistir. Cesitler bu analizlerden elde edilen sonuglardan yapilan
puanlamaya baglh olarak kurakliga tolerans duzeylerine gore

siniflandinimistir.

2. Asamada: Bir 6nceki asamada belirlenen dayanikh (Tarsan-1018 ve Sems), orta
dizeyde dayanikh (Tunca) ve hassas (Kaan) ¢esitleri ile birlikte atasal
tir melezleri olan Helianthus annuus x Helianthus agrophyllus ve
Helianthus annuus x Helianthus deserticola’da kuraklik (9 gin) ve
iyilesmenin etkisi morfolojik, fotosentetik, fizyolojik ve biyokimyasal
Olcumler ile antioksidan enzim aktivitelere bagli olarak karakterize

edilmigtir.

3. Asama: Genotiplerin gen ve/veya protein ifade profillerinin kuraklik stresine karsi
olusturduklari cevaplarin kargilagtiriimasi amaciyla duyarl (Tunca) ve
dayanikli (Tarsan-1018) genotipleri ile atasal tur Helianthus



agrophyllus’un protein profillerindeki degisimler, iki boyutlu jel
elektroforezi ile proteinlerin ayrimi gerceklestiriimis ve sonrasinda
MALDI-TOF/TOF MS-MS ile de proteinlerin tanimlanmasi yapilmistir.

Elde edilen veriler biyoinformatik analizler ile degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGI

2.1. Aygicegi

2.1.1. Taksonomisi ve Orijini

Ihman ve subtropikal iklim bolgelerindeki 72 lGlkede yetistirilen aygicedi (Helianthus
annuus L.) [14]; soya fasulyesi, kolza ve yer fistiindan sonra dinyada en fazla
ekilen yagli tohumlu bitkilerden biridir. Aygicedi, taksonomik olarak gigekli bitkilerde
Asterales takimina ait Asteraceae familyasinin Helianthus cinsinde yer alir.
Helianthus cins ismi Yunanca’da helios (glines) ve anthos (gicek) kelimelerinden
koken almistir. Yapilan son siniflandirmaya gore bu cins; 14 tek yillik ve 37 ¢ok
yillik tar icermektedir [15, 16].

Ayciceginde kiltire alinmig tim tek yillik tirler, yabani tirler gibi diploid iken (2n =
2x = 34); cok yillik olanlar genellikle tetraploid (2n = 4x = 68) veya hekzaploiddir (2n
= 6x = 102). Ayciceginin tahmin edilen genom boyutu 3000 Mbp olup bu boyut
Arabidopsis, piring, dari, soya ve domates ile karsilastirildiginda oldukga buyuktur
[17].

Morfolojik, cografik, molekuler ve arkeolojik veriler Kuzey Amerika yerlileri
tarafindan besin, ilag ve renklendirici olarak kullanilan aygiceginin; Orta Amerika'dan
Amerika Birlesik Devletleri'nin tamamina ve guney Kanada'ya kadar uzanan
bdlgede yaklasik 4000 ila 5000 yil 6nce kultare alindigini géstermektedir [18, 19].
1510'da Amerika’nin kesfinden sonra ispanyol kasifler aygicegini Avrupa’ya
Madrid’deki Botanik bahgesine getirmiglerdir. Aygicegine dair ilk basili kayit 1568’de
zamanin Unla bitki bilimcilerinden Belgikali Rembert Dodoens’e aittir. Avrupa’ya
girisinden sonra, iki yuzyilldan daha uzun sure sus bitkisi olarak kullanilan
ayciceginin endistriyel amacla kullanimina dair ilk kanit 1716’da ingiltere’de bitkinin
tohumlarindan yag ekstraksiyonu icin patent bagvurusuna aittir. Aygicegi ancak,

1697 yilinda Rusya’da yaglik amagla kullanilan bir bitki olmustur [12].

Helianthus cinsi; verim, abiyotik ve biyotik stres direnci gibi tarimsal agidan 6nemli
Ozellikler ve faydali allelik varyasyonlari iceren 51 yabani tur igerir [20]. Rieseberg
ve Seiler [21], yaptiklari RFLP analizinde kultire alinmis aygicegi genotiplerinin
kulturlesme surecinde tek bir orijinden geldigini, bu hatlarin duguk allozim
degiskenligi gosterdigi ve hepsinin tek bir cpDNA ile karakterize edildigini
belirlemistir [22]. Ayrica kultire alinmig aycigedinin gen havuzu ile yabani aygicegi

populasyonlari arasinda %40-50 nukleotid farkhligi bulunmaktadir [19].



Bitki biliminde gunesi izlemeyi ve giceklenme gelisimini anlamak i¢cin model bir bitki
olan aygicegi [23], nispeten kisa yetistirme donemine sahip olma 6zelligi ile temel
endustriyel bitkilerinden birini temsil eder [24]. Ayrica, iklim degisikli§ine adaptasyon
bakimindan umut veren kuresel bir yag bitkisi olup, kuraklik da dahil olmak Uzere

cok cesitli gevre kosullarinda toleransini surdurebilen bir bitkidir.

2.1.2. Morfolojisi, Gelisimi ve Ekolojisi

Aycicegi yaklasik 150-200 cm boya sahip [bazi yabani turler 4-5 metreye
ulasabilirken yari cuce (100-150 cm) ya da cuce (50-100 cm) genotiplerde
mevcuttur] uzun bir bitkidir. Bitkinin boyu iklim ve toprak kosullarina bagl olup,
kuraklik ya da besin elementlerinin eksik olmasi durumunda 6nemli dlgtide azalir.
Uzun boyun en dénemli avantajlari verimi pozitif ydonde etkilemesidir ve pek ¢ok

¢alismada boy uzunlugu énemli bir verim kriteri olarak belirtiimistir [22].

Yabani aygigegi turlerinin gogu ug¢ kisminda nispeten daha kuguk gigekler bulunan
birden fazla sapa sahip olan kapitulumlara; kiltire alinmis aygicegi ise ¢ok sayida
aken iceren tek ve buyudk bash kapitulumlara sahiptir. Aygiceginin tabla sekli
icbukeyden digbukeye dogru olup, egdilimi toprak yonundedir. Tabla ¢api aygicegi
bitkisinde genel olarak 18-25 cm araliginda degigirken, bu aralik tim genotiplerde
5-50 cm arasinda degigkenlik goOsterebilir. Ayrica aygi¢ceginde onemli verim
parametrelerinden biri olan tabla ¢api, bitki boyuna benzer sekilde cevresel
kosullardan 6nemli 6lgude etkilenmektedir [22]. Aycicedi tablasi tek bir gigcek degil,
karsilikli olarak tabla zeminine baglanan 1.000 ila 2.000 bireysel gi¢cekten olusur.
Kendine fertil olmayan aycigedi, polenlerin aktivitesi ve dollenme icin basta bal arisi

olmak Uzere bdceklere ihtiyag duymaktadir [25].

Aycicedi hem derin hem de genis yayihm gosteren karakterize bir kok sistemine
sahiptir ve bu durum su ve besin alimi agisindan kolaylik saglar. Yaprak gelisimi ile
kargilastirildiginda aygiceginde kok sisteminin bluyimesi daha hizhdir ve herhangi
bir sinirlayici faktor olmadigi zaman kokler suya ulasabilmek igin 3 metreden daha
derinlere kadar uzayabilmektedir. Su ve besin emilimi ise kok sisteminin yapisi

(sayisl, uzunlugu ve her bir kdk ekseninin pozisyonu) ile yakindan ilgilidir [26].

Ayciceginin yasam dongusu boyunca gecirdigi fenolojik asamalar, temelde vejetatif
ve Ureme asamalari olarak siniflandiriimig ve tanimlamistir (Cizelge 2.1) [27].
Kulture alinmis aygicegi genellikle 60-70 gunde gigceklenme evresine, 80-100 gunde



ise fizyolojik olgunlu@a erisir ve toplam yetisme suresi genetik yapisi ve yetistigi

cevresel kogullara bagl olarak 125-130 gun arasinda degismektedir.

Tohum ve kabuktan olusan aygicegi akenleri, kolza ve soyadan daha yuUksek yag
icerigine (%44) sahiptir ve tohumlarinda %18 protein, %15 sellloz, %9 su ve
karbohidrat ile %14 mineral bulunur [8]. Aygicedi tohumu yaklasik %70 oraninda
¢oklu doymamis linoleik asit (C18:2) ve %20 oraninda tekli doymamis oleik asit
(C18:1) icerir. Cevresel kosullara bagl olarak yag asitlerinin konsantrasyonlari
degiskenlik gosterse de, tohumdaki yag iceriginin yaklasik %90’ini oleik ve linoleik
asit; geriye kalan %10’luk kismini ise palmitik asit (C16:0) ve stearik asit (C18:0)
olusturmaktadir. Bunun yanisira aygiceginde ortalama tokoferol icerigi 700-1000
mg/kg olup bunun %90’ini a-tokoferol olusturmaktadir [12]. Ayciceginde yag kalitesi;
yag asiti kompozisyonu ile tokoferoller, steroller, karotenoidler ve diger bilesenlerin
seviyeleri tarafindan belirlenir. Ayrica aygicek yagi kalsiyum, fosfor, nikotinik,asit,
vitamin E, B1, B3 ve B6 vitaminleri bakimindan iyi bir kaynaktir [22, 28, 29].

Ayciceginde yag verimi (tane sayisi, tane agirhgi ve tanenin yag igerigi) ve kalitesi
(yag asiti kompozisyonu) genetik olarak belirlenmekle birlikte, gcevresel faktoérlerden
de etkilenmektedir. Toplam yetisme surecinde aygicedi 500-600 mm’lik yagisa
ihtiyag duyar ve su ihtiyaci bakimindan gigeklenme dncesi ve sonrasindaki 20 gun
en 6nemli dénemdir. Bu dénemlerde bitkinin su stresine maruz kalmasi verimi
olumsuz yonde etkilenmektedir. Aygiceginin su kullanim etkinligi, % 20’sini
¢imlenmeden tabla olusumu arasindaki evrede, % 60’Iini giceklenme ve tabla
olusumu evrelerinde ve geri kalan % 20’sini ise yag dolum evresinde belirlenmisgtir
[13].

Aycicegi, mineral element miktarinin yeterli oldugu, derin ve yuksek su tutma
kapasitesine sahip topraklarda ve yeterli 1sik kosullarinda (PAR) ylksek verim
potansiyeline sahiptir [30]. Aygicegi 6 makroelement (N, P, K, Ca, Mg ve S) ile 7
mikro elemente (Fe, Mn, Zn, Cu, B, Cl ve Mo) ihtiya¢ duyar. Bu elementlerin alimi
toprak su igerigi, elementlerin toprakta yarayishihgi (pH 6.5-7.5) ve kokun durumu
ile iligkilidir [22].



Cizelge 2.1. Aygicegi bitkisinin (Helianthus annuus L.) gelisim evreleri ([27]'den
modifiye edilmigtir).

Tanimlama

Evre

Fideler ortaya cikar ve kotiledonlardan sonraki
ilk yaprak 4 cm'den daha kisadir.

VE
Vejetatif
Olusum)

Bu evreler V-1, V-2, V-3, V-4 olarak tanimlanir
ve en az 4 cm uzunlugunda gergek yapraklarin
sayis| Uzerinden belirlenir. Alt yapraklarin
dokulmesi durumunda (kotiledonlar harig
tutularak), uygun evreyi belirlemek igin yaprak
izleri sayilir.

Vejetatif Evreler

V (V-1, V-2,
V-3 gibi)

Tepe tomurcugu, bir yaprak kiimesinin iginde

minyatur bir gigek tablasi olusturur. Yukaridan

bakildiginda, olgunlasmamigs braktelerin sivri
uclu bir yildiz benzeri gérinima vardir.

R-1

Olgunlasmamig tomurcuk, sapa en yakin
N yapraktan 0,5 ila 2,0 cm kadar uzaktadir.
o Brakteler dogrudan tomurcugun arka tarafina
yapismis durumdadir.

™ Olgunlasmamis tomurcuk, en yakin yapragin 2
o cm Uzerindedir.

Ureme Evreleri

Cicek durumu agilmaya baglar. Yukaridan
bakildiginda, olgunlasmamis 1ginsal gicekler
gOralebilir.

R-4

Bu asama giceklenmenin  baslangicidir.
Tamamlanan veya cicek acan bas alaninin
ylzdesine bagli olarak alt agsamalara bdélinebilir.
Ornegin; R-5.3 (% 30), R-5.8 (% 80) gibi.

Ureme Evreleri
R-5 (R-5.1, R-5.2, R-5.3, gibi
ondalik sistem ile ifade edilir)




R-6 Ciceklenme tamamlanir ve isinsal gicekler
dokulmeye baslar.

R-7 Tablanin arka yuzu soluk sariya déntismeye
baslar.

R-8 Tablanin arka kismi saridir, ancak brakteler yesil
kalir.

R-9 Brakteler sari ve kahverengi olur ve bu asama
fizyolojik olgunluk olarak kabul edilir.

Genis olan aycicegdi yapraklari fototropik olup guinesi 12 derecelik aci ile takip eder.
Ayciceginin fotoperiyoda verdigi cevap biraz karmasik olup; bitkiler fotoperiyottan
etkilenmedigi cicek olusum evresine kadar uzun gun isidina ihtiya¢c duyarken,
ciceklenmenin basladigi donem ile giceklenme evresinde kisa gun isidina ihtiyag

duyarlar. Ayrica fotoperiyoda duyarsiz bazi genotipler de bulunmaktadir [31].

Aycicegi tohumlar ortalama 5°C’de ¢imlenebilmektedir, ancak yeterli gimlenmenin
ve gelisimin olmasi igin en az 14 ila 21°C arasindaki sicakliklara ihtiyaci olup toplam
yetisme siirecinde 2600-2850°C sicakliga gereksinim duyar [32]. Ulkemizde
ayciceginin genellikle Mart sonu ile Mayis ortasinda yazlik olarak ekimi
yapilmaktadir. Aygiceginin yetismesi icin optimum sicaklik araligi 23-28°C olmasina
ragmen 34 °C’ye kadar c¢ikabilen sicakliklar bitkinin verimliligi tzerinde ¢ok dnemli

degisikliklere neden olmaz [32].

2.1.3. Aygigegi’nin Turkiye ve Dunya’da Ekimi ve Kullanim Alanlari
Yaglik yetistirilen bitkiler icerisinde diinyada 4. sirada yer alan aycgicegdi, Avrupa’da
kolza ile birlikte yetigtirilen en dnemli 2 bitki arasinda yer almaktadir [12]. FAO

(Birlegmig Milletler Gida ve Tarim Orgiitti)'nun verilerine gére 2014 yilinda diinyada
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Sekil 2.1. 2014 yili verilerine gore diinyada en ¢ok aycigedi Uretimi yapilan tlkeler
[9].

aycicedi Uretim siralamasinda Turkiye 6. sirada yer almaktadir (Sekil 2.1).
Ulkemizde yaglik aygicedi ekimi cogunlukla Trakya bolgesinde (%47,2) yapiimakta
olup, Orta Karadeniz (%12), Kiy1 Ege ve Cukurova (%8,7) bdlgelerine ek olarak son
yillarda i¢c Anadolu (%29,2) Bélgesi’nde énemli bir artis s6z konusudur [30, 33].

Aycicegi icerdigi yuksek oranda doymamis yag asitleri seviyesi ile gida sektoriinde
yag uretimi ve cerezlik igin kullanimlarinin yanisira sabun, deterjan, yagli boya,
vernik, kagit, plastik, kozmetik Grlnler icin hammadde sanayinde degerlendiriimekte
ve ayrica saplari da yakacak olarak kullaniimaktadir [30]. Aycicedi bitkisinin yag
uretimi sonrasinda elde edilen yuksek oraninda protein iceren kispesi ise hayvan
beslenmesinde yem olarak kullaniimaktadir. Ote yandan aygicegi son yillarda gida
disinda biyodizel Uretiminde kullanimiyla da enerji sektort agisindan onemli bir
hammadde haline gelmistir [30]. Park ve bahcelerde ayciceginin sus bitkisi olarak
kullanimlari da mevcut olup, kurak alanlarda bugday ile sulak alanlarda ise pancar,

legumenler ve misir ile ekim nobeti icin de kullaniimaktadir [32].

2.1.4. Aygicegi Geligsimini Etkileyen Stres Faktorleri

Aycicedi, cevresel degiskenlerin yag bilesimi Uzerindeki etkisini incelemek
acisindan model bir bitki olarak siklikla kullaniimaktadir [34]. Aycicedi genellikle
marjinal topraklarda ve yari kurak kosullarda basariyla yetistirilebilir ve diger tarla
bitkilerine kiyasla abiyotik streslere kargi daha dayanikl oldugu bildirilmistir [35].
Ayciceginde bluyume, gelisme, verim ile Urun kalitesi bir¢ok abiyotik ve biyotik stres

faktoriinden etkilenmektedir.



Aycicegi hem dusuk hem de yuksek sicakliklara toleransl bir bitki olmasina ragmen
duguk sicakliklara karsi toleransi daha yuksektir. Bitki topraktan ylzeye cikis
evresinde ozellikle yuksek toprak sicakligina karsi agiri duyarhdir. Aygigegi bitkisinin
olgunlasma dénemi 6ncesinde ihtiya¢ duydugundan daha duslk sicakliklara maruz
kalmasi bitkinin 6lmesine neden olabilir. Ayrica sicaklik oOzellikle tane dolum
evresinde aygiceginde yag kalitesini etkileyen en énemli faktor olup asiri yuksek
sicakliklar yagd yuzdesini, cimlenme ve tane dolumunu azaltmaktadir [36]. Soguga
dayanikli bir bitki olan aygicegi 4 ila 6 yaprakli evreye kadar dondan zarar gormese
de -4°C altindaki sicaklardan onemli oranda etkilenir. Ayrica aygiceginin bir diger
abiyotik stres faktdrt olan tuzluluga karsi toleransi disuk olmasina ragmen tuzlu

kosullara karsi diger yagli bitkilere gore daha iyi performans géstermektedir [22].

Ulkemizde aycicedi genelde kurak sartlarda ve yazin vyetistirildiginden, sicak
donemlerde hukim suren olumsuz iklim kosullari bitkinin verimini dnemli dlgide
etkilemektedir [37]. Diger yag bitkileri ile karsilastirildiginda aygicegi etkili ve
gelismis kok sistemi, dusuk suyu tolere edebilen yapraklari ile gdvdesindeki tuyler
sayesinde su stresine karsi daha iyi adaptasyon gdésterir. Bununla birlikte su,

aygicegi buyumesi icin en sinirlayici faktordur [38].

Abiyotik stres faktorleri gibi birgok biyotik stres faktort de aygiceginin verimini Snemli
dizeyde etkilemektedir. Aycicegini etkileyen biyotik stres faktorleri tim bitkiyi
etkileyen, yesil yaprak alanini etkileyen ve dogrudan kapitulumu etkileyen biyotik
stres faktorleri olmak Gzere 3 grup altinda toplanmis ve Cizelge 2.2’de agiklanmistir
[26].

Yabani aygicedi genotipleri ve bunlarin akrabalari bitki islah ¢alismalarinda
kurakliga, asiri tuzluluk ve mineral yetersizli§i gibi abiyotik stresler ile biyotik
etmenlere toleransta pek ¢cok dnemli gen kaynagina sahiptir. H. anomalus ve H.
deserticola ¢ol kosullarina adaptasyonlari nedeniyle kuraklia tolerans genleri
bakimindan mukemmel birer aday oldugu bildiriimektedir [15]. Benzer sekilde tek
bir baskin gen tarafindan kontrol edilen ve transpirasyonu azaltan ve gines isigini
yansitan tlylU ve gri (gérunimlu) yaprak yapisina sahip H. agrophyllus su kullanim
etkinligini artirmak icin faydali 6zelliklere sahip bir gen kaynagi olarak 6nerilmektedir
[39]. H. paradoxus’un ise sukkulent yaprak yapisi ve yaprakta sodyumu ayirabilme

kapasitesi ile yuksek tuz toleransina sahip oldugu tespit edilmigtir [40].
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2.2. Kuraklhik

Meteorolojik bir terim olan kuraklik; yagis miktarinin azalmasi, artan sicaklik, yer alti
suyunun azalmasi ve transpirasyon veya buharlagsma ile surekli su kaybinin artmasi
gibi birgok faktorin etkilesimi sonucu, topraktaki mevcut su potansiyelinin
azalmasiyla ortaya cikar [1, 2]. Iklimsel modellemeler, kiresel isinmanin uzun vadeli
etkileri nedeniyle kurakhgin etkisinin yakin gelecekte daha siddetli hissedilecegini
ve bunun gelisen endustri Ulkeleri icin de dnemli bir sorun haline gelecegini
ongormektedir [41, 42].

Bitkilerin kurakliga karsi olusturdugu cevaplar; stresin yogunluguna ve suresine,
bitkinin cesidine/tirine ve blyume evresine badli olarak énemli dlgide farkhlik

gOstermektedir [43-45]. Kuraklik stresi, bitkiler Gzerinde blylime ve verimi olumsuz

Cizelge 2.2. Aygicegini etkileyen biyotik stres faktorleri, buna neden olan etmenler
ve etki bolgeleri [12]

Etki

bodlgeleri

Biyotik
Stres

Etmen

TUm bitki Uzerine

etkileyen

Patojen

Bocek

Sclerotinia sclerotiorum, Verticilium dahlia, Alternaria helianthi
Phomopsis helianthi, Plasmopara halstedii

Lepidoptera (Agriotes spp., Agrotis spp., Euxoa spp., Feltia ducens,
Suleima helianthana), Coleoptera (Apion occidentale, Baris
strenua, Lethrus apterus, Ligyrus gibbosus, Opatum sabulossum,
Psalidium maxillosum, Pseudoheteronyx spp., Pterohelaeus spp.,
Tanymecus dilatiollis), Diptera (Strauzia longipennis)

Ortoptera (Acheta deserta, Lacolampra spp.,)

Yesil yaprak alanini

etkileyen

Patojen

Bocek

Verticilium dahlia, Phomo oleracea, Albugo tragopogonis
Puccinia helianthi

Ortoptera (Cammula pellucida, Melanoplus spp.,), Homoptera
(Aphis helianthi, Brachycaudus helichrysy, Masonaphis masoni,
Vanessa cardui), Coleoptera (Diabrotica speciosa, Zigogramma
exclamationis), Lepidoptera (Chlosyne Ilacinia saundersii,
Loxostege sticticalis, Mamestra brassicae, Plusia spp., Rachiplusia
nu ), Hemiptera (Galeatus helianthi), Thisanoptera (Frankliniella
sp., Thrips spp.,)

Kapitulum ya da taneleri

etkileyen

Patojen

Bocek

Kus

Sclerotinia sclerotiorum

Diptera (Acanthiophilus helianthi, Contarinia schulzi, Gymnocarena
diffusa, Neothephritis finalis), Coleoptera (Cyclocephala
melanocephala,Haplothynchites  aeneus, Smicronyx  spp.),
Lepidoptera (Cochylis hosoes, Helicoverpa spp., Homoeosoma
spp.),_Hemiptera (Eurydema ventral, Lygus rugulipennes, Nezara
viridula, Nysius spp.)

Serce (Passer domesticus L., P. Hispaniolensis L.), Karga (C.
splendens), Papagan (P. eupatria), Guvercin (Zenaida auriculata,
Streptopelia decaocto L., S. turtur), Muhabbet kusu (Psittacula
krameri Scopoli)
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Sekil 2.2. Farkh siddette ve suredeki kurakligin etkilerini ve bitkilerin molekduler, fizyolojik ve morfolojik dizeyde uyarana nasil tepki
verdigini gosteren akig semasi [46].



yonde etkileyen bir dizi morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekuler degisikliklere
neden olur (Sekil 2.2) [45, 46]. Bitkilerde, su igeridi ile yaprak su potansiyelinin
azalmasi, turgor kaybi, stomalarin kapanmasi ve hicre uzamasinda ve
genislemesinde azalma ile karakterize edilen [45, 47-49] kuraklik, ayrica asiri ROS
uretimi yoluyla lipidlerin peroksidasyonuna, proteinlerin oksidasyonuna, nukleik
asitlerin zarar gérmesine, enzim inhibisyonuna, programlanmig hicre élumu (PCD)
yolaginin ve nihayetinde hucresel iglevlerin inaktivasyonuna neden olarak bitkilerin

yasamsal fonksiyonlari Gzerine tehdit olusturabilir [50, 51].

2.2.1. Bitkilerde Kuraklikla Meydana Gelen Degisimler

2.2.1.1. Morfolojik Degigimler

Cok boyutlu bir stres olan kuraklik, tim bitki diizeyinde bitki blylime slrecini olumsuz
yonde etkiler. Bitkilerde kuraklikla yapraklarin genisleme ve sayisindaki azalma ile
etkisini gosteren morfolojik cevap, transpirasyonun azalmasi ve erken yaprak
senesensinin bir sonucudur [41]. Bitkilerde genellikle kuraklk kosullarinda kok
uzamasinda ve su aliminda azalma belirlenirken [47]; bazi bitkiler daha derin toprak
tabakalarindaki suya ulagsabilmek igin kok buyime kapasitesini arttirarak bu kosullara
adapte olabilmektedir [41]. Ayrica kuraklikta bitkilerde meydana gelen diger morfo-
anatomik degisiklikler ise yaprak kivrilmasi, epidermal (stomatal ve kutikular) iletkenlik,
stoma boyutu, yodunlugu ve dagiliminin azalmasi [48] ile kutikular kalinlasma ve
yaprak tuylerinin artmasidir. Kurakhk ayrica, kok ve govdenin taze ve kuru

biyokutlesinde azalmaya neden olmaktadir [49, 50].

2.2.1.2. Mekanik Degisimler

2.2.1.2.1. Su ve lyon Dengesindeki Degisimler

Bitkilerde taze agirhdinin yaklasik %90’in1 olusturan su [51] cesitli metabolik
reaksiyonlar, iyon ve ¢6zinmis madde tasinimi, besin metabolizmasi ve hicresel
gelisim icin son derece dnemlidir [52]. Bitkilerin kurakliga maruz kalmasi, kok hidrolik
iletkenliginin, yaprak su potansiyelinin, nispi su igeriginin ve transpirasyon oraninin

onemli duzeyde azalmasina neden olur [53-55].

Su eksikligi durumunda akuaporin seviyesindeki artis; zarlarin su gegirgenligini artmasi
ile birlikte su tasinimi kolaylastirir ve bdylece bitkide normal fizyolojik sureglerin
surdurilmesine yardimci olarak strese direng saglamada gorev alir [52]. Bununla
birlikte, osmolitlerin birikimi ile suyun buharlagmasi azaltilarak hucrede turgorun

muhafaza edilebilmesi de saglanir [56, 57]. Bitkilerde su kaybinin édnlenmesi igin bir
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diger cevap ise, absisik asitin (ABA) hlcresel konsantrasyonun artmasi sonucu

stomalarin kapanmasi ve su kaybinin azalmasidir.

Su eksikliginin en dnemli etkilerinden biri de transpirasyon oraninin azalmasina bagh
olarak kdkten besin maddelerinin aliminin ve tasiniminin azalmasidir [58]. Kuraklik
kosullari altinda N*, K*, Mg?*, Ca?*, Fe®*, Zn?* ve Cu?* aliminin azaldigi [59], bitki
dokularinda P?* ve (PO%)s igeriginin distigu belirlenmistir [60-64]. Disik K*
konsantrasyonlarinin, kuraklik stresine direnci ve K* emilimini daha da azalttigi buna
karsin 6nemli bir sinyal molekili olan Ca?’un sitosoldeki hizli artisinin hiicrede

dehidrasyon direncini arttirtigi bildirilmistir [57].

2.2.1.2.2. Membran Yapisinda Degisimler

Kuraklik stresinde zarlarin butinlagunun ve stabilitesinin korunmasi oldukga 6nemlidir
[58]. Membranlardan su kaybi nedeniyle sivi akiskan halden kristal faza dontsim
sonucu, hucre hacmi azalir ve plazma zari hicre ¢geperinden uzaklagsarak membran
batinligundn bozulmasina yol acar [65]. Bunun yani sira lipid peroksidasyonu sonucu
membran butunligunun bozunmasina neden olan bir diger etmen de, kuraklikla ortaya

cikan oksidatif stres ile artan ROS birikimidir.

Kurakliga tolerans igin zarda gergeklesen olaylarin bir kismini membran lipid ve yag
asidi kompozisyonunun yeniden modellenmesi igerir. Lipid ¢ift tabakay! olusturan
galaktolipidlerden, digalaktosil-diagilgliserol (DGDG) ve monogalaktosildiagilogliserol
(MGDG) arasindaki denge ile kloroplast membranlarinda yeterli miktarda asidik
sulfokinovozildiagilgliserol (SQDG) ve fosfatidilgliserol (PG) igerigi, zarlarin istikrarini
ve fotosentez ile iligkili anahtar proteinlerin aktivitelerini korumak igin gereklidir [66-68].
MGDG:DGDG oranindaki azalma (plastid) membranlarda kurakliga toleransi artirir
[68, 69]. Bitki zarlarinin primer bilesenleri olarak goérev yapan fosfolipidler ve
glikolipidlerin uzun siren kuraklik kosullarinda genel bir azalis gosterdigi, triagilgliserol
miktarinin ise arttigi bildirilmistir [64, 70-72].

2.2.1.3. Metabolik Degisimler

2.2.1.3.1. Kurakhkhgin Fotosentetik Aktiviteye Etkisi

Abiyotik stres faktérl olan kurakhk stresi dogrudan veya dolayl olarak fotosentetik
aktiviteyi etkilemektedir. Kuraklikla birlikte fotosentez hizinda meydana gelen
azalmalar stomal engellemeye baglh olabilecedi gibi metabolik bozukluktan da
kaynaklanabilir. Stomatal dizenleme, stres kosullarinda bitkilerdeki fotosentetik

kapasitenin korunmasinda dnemli bir stregctir [48]. Kuraklikta; foto-inhibisyon hasari ile
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kloroplastlarda enerji dagiliminin (dissipation) bozulmasi sonucu azalan elektron
akisini iceren stomatal ve stomatal olmayan etkiler araciligiyla fotosentetik aktivitede

azalmalar meydana gelir [73].

2.2.1.3.1.1. Stomatal Engellemeler

Stomatal engelleme, kurakhda cevap olarak stomatal iletkenligin azalmasi ile
fotosentezde meydana gelen dususu ifade etmek igin kullanilir [74]. Stomalarin
kapanmasi ile gerceklesen fotosentetik inhibisyon, su stresi etkilerinin bitki
metabolizmasi Uzerindeki baslica ve en belirgin yansimalarindan biridir. Yapilan
calismalarda stoma kapanmasinin kisa sureli dizenlenmesinde; yaprak su igerigi,
topragin nem duzeyi, atmosferik nem, hidrolik iletkenlik gibi faktorlerin etkili oldugunu
belirtiimistir [58, 75]. Yaprakta mevcut su korunurken; toprak su potansiyelinin
azalmasi ile birlikte stomalar, koklerden Uretilen ve ksilem araciligi ile taginan ABA gibi

kimyasal sinyallere cevap olarak kapanir [76-78].

Su noksanhgina maruz kalan bitkilerde ABA kaynakli stoma kapanma yaniti, net CO2
alimini baskilayarak ve karbon dengesini degistirek fotosentezin azalmasina neden
olur [79, 80]. Yuksek bitkilerdeki fotosentez orani RuBisCO'nun aktivitesine ve
ribulozl1,5-bifosfat (RuBP)'In yenilenmesine baglidir ve kuraklik kosullarinda genel
olarak karbon asimilasyonu ve kullanimi ile iligkili olan biyokimyasal kapasite azalir
[81]. Ayrica siddetli kuraklik; RuBisCO'nun karboksilasyon etkinligini dnemli dizeyde
azaltirken; oksigenaz aktivitesinin artmasina neden olarak CO: fiksasyonunu sinirlar
[58]. Bu durumda, fotosistem II'nin (PSII) fazla uyarilmasini énlemek ve fotosentezin
enerjisel verimliligini distrmek icin adaptif bir cevap olarak fotorespirasyon orani artar
[82]. Buna ek olarak RuBisCO aktivaz kapasitesinin segici olarak arttirilmasi ise stres

kosullarinda kismen fotosentezi artirabilir, ancak bu artisin dizeyi disuktur [83].

Kuraklik kosullarinda RuBisCO aktivitesinde bir duslUs; kloroplast stromasinin
asitlesmesi, karboksilasyon igin substrat eksikligi, ATP sentaz gibi birlesme faktorunin
miktarinda ve/veya aktivitesinde azalma, kloroplastlarin ve RuBisCO'nun yapisal
degisiklikleri, RuBisCO sentez ve yikimindaki dengesizlikler, RuBisCO’nun maksimum
karboksilasyon kapasitesinde azalmalar ve hasarli plastidlerden RuBisCO'nun
salinmasi gibi pek ¢ok faktorden kaynaklanir [84]. Ayrica ATP konsantrasyonlarindaki
azalma nedeniyle artan RuBisCO aktivaz aktivitesi ve Calvin dongsusu enzimlerinin

aktivitelerindeki azalmalar da kuraklikda RuBisCO aktivitesini etkilemektedir [85].
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2.2.1.3.1.2. Stomatal Olmayan Engellemeler

Kuraklik kosullarinda bitkilerde meydana gelen stomatal olmayan engellemeler;
elektron tasima kapasitesinde, maksimum karboksilasyon oraninda (Vcmax) ve mezofil
iletkenliginde azalma gibi metabolik sinirlamalar ile birlikte gergeklesir. Kurakligin
siddeti arttikga, fotosentez Uzerine stomatal olmayan engellemelerin etkisi, stomatal
engellemeye karsi daha baskin hale gelir [74]. Normal kosullarda 1sik, kloroplastlarin
tilakoid zarlarinda 1sik toplama kompleksine (LHC) baglanan klorofil ve karotenoid
pigmentleri tarafindan absorbe edilir [86]. Kuraklik stresi altinda klorofil igeriginin
azalmasi, kurakligin suresine ve giddetine bagl olup [84] bu durum fotosentez hizinin
azalmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Stres kosullari altinda LHCII pigmentleri
tarafindan fotonlarin asiri absorbsiyonu potansiyel olarak LHC'lerde uyariima
enerjisinin birikmesine ve fotoinhibisyona neden olabilir. Klorofil pigmentleri ile
kiyaslandiginda kurakliga daha az duyarli olan ve PSI ile PSII'nin 1sik toplayici
kompleksinde yer alan diger onemli fotosentetik pigment grubunu olusturan
karotenoidlerdir. Bu pigment grubu kuraklik kosullarinda asiri enerjinin 1s1 olarak
dagilimini saglayan ksantofil donglstnu aktive eder [81, 87, 88]. Karotenoidler ayrica
abiyotik stres sirasinda Ugla klorofil molekiillerini sondirip (3Chl), kloroplastta olusan
tekli oksijen (1O2) ve diger toksik reaktif oksijen tirlerini detoksifiye ederek énemli bir
fotokoruyucu rol oynar. Bunlara ek olarak; PSII ile iligkili fotokimyasal reaksiyonlarin
kurakhga daha duyarh oldugu ve D1 ile D2 proteinlerin miktarindaki duasus PSII
fotokimyasinin kaybiyla iligkili oldugu bildirilmistir [89]. Ayrica, fotosentetik elektron
tasima kapasitesinde ve fotosistem aktivitesindeki dedisikliklerle birlikte, kurakhkta
CO2 asimilasyonunun engellenmesi, kloroplastta Mehler reaksiyonu yoluyla aktif

oksijen tlrlerinin artan Gretimi ile sonuglanir [90].

Klorosolunum, kloroplastlarin tilakoid zarinda bulunan ve plastokinon havuzu
araciligiyla elektronlari NAD(P)H'den O2'ye aktaran solunum elektron tagima zincirini
ifade eden yol olup hem fotokimyasal olmayan indirgemeyi hem de oksijen tuketimi ile
plastokinon oksidasyonunu igeren fotosentetik elektron tasinimi ile etkilesime girer.
Klorosolunum ve devirsel elektron tagsima yollarinin kurakliga toleransa onemli rol

oynadigi bildirilmistir [91].

2.2.1.3.2. Kuraklikhigin Solunum Metabolizmasi Uzerine Etkisi
Stres kosullarinda bitki verimliligi buyuk Olglide fotosentez ile solunum arasindaki

dengeye bagl olup O6zellikle su stresi kosullarinda fotosentezin bastiriimasi ile
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solunum, bitki verimliligini kontrol eden énemli faktor olarak devreye girmektedir [92].
Kuraklik stresinde fotosentetik aktivitenin azalmasina baglh olarak gerek koklere
gerekse yapraklara iletilen karbon bilegiklerinin azalmasi kdk ve gévde solunumunun
da azalmasina neden olur [93]. Kuraklik esnasinda mitokondrial elektron tasima zinciri
(ETC) enerji metabolizmasini desteklemek igin gesitli mekanizmalara sahiptir. Ayrisim
proteinleri (UCP’ler) ve alternatif dehidrogenazlar, kuraklik stresinde bu
mekanizmalardan ikisini temsil etmektedir. Ayrica mitokondriyal ETC'nin bir diger
onemli Ozelligi ise enerji tasarrufunu saglamak ve enerji dengesizliklerine karsi
tamponlama islevi icin iki terminal oksidaza (sitokrom oksidaz ve -alternatif oksidaz-
AOX) sahip olmasidir [94, 95]. Kuraklik kosullari altinda hem sitokrom hem AOX
aktiviteleri etkilenir ve bu kosullarda AOX/sitokrom orani artar ki bu asiri enerjinin
dagitilmasi icin gerekliliktir. Bu baglamda, kuraklikta solunum aracili karbon akiginin
surdurllebilmesi ve fotosentez metabolizmasinin desteklenmesi icin AOX solunumu

son derece onemlidir.

2.2.1.4. Kuraklikla indiiklenen Oksidatif Degisimler

Oksidatif stres, bitkilerde biyotik ve abiyotik stres faktorleri veya gelisimsel suregler
tarafindan uyarilan ve reaktif oksijen turlerinin (ROS) uretimi ile antioksidan savunma
sistemleri arasindaki dengesizlik oldugu zaman ortaya ¢ikan 6nemli bir stres etmenidir.
[96]. Hucrelerdeki yuksek ROS konsantrasyonlari, fotosentetik pigmentler, lipidler,
proteinler ve nukleik asitler gibi biyomolekullerde hasara ve ayrica lipit peroksidasyonu
yoluyla elektrolitlerin sizmasina yol agarak da hicre metabolizmasinin bozulmasina

neden olan oksidatif zararlara yol acar.

2.2.1.4.1. Oksidatif Streste Uretilen ROS’lar
Reaktif oksijen turleri (ROS), hem normal hem de stres kosullari altinda, hucrelerde
kloroplast, mitokondri, endoplazmik retikulum, plazma zarlari, peroksizomlar, apoplast

ve hicre ¢eperinde Uretilir (Cizelge 2.3).

Superoksit radikali (O2¢7); bitki hiicresinde olusan ilk ROS tiru olup kloroplastlarda
ve diger hucresel bolumlerde elektron transferi sirasinda O2'nin kismen indirgenmesi
ile Uretilir [96] ve bu ROS tlrinden membran lipid peroksidasyonuna neden olabilecek
OHe- (hidroksil radikali) ve 'Oz (tekli oksijen) gibi daha reaktif ve toksik formlar
sentezlenebilir [97, 98] (Cizelge 2.3). Ayrica O2+™ stabil bir molekil olmadigi igin
kendiliginden veya SOD’un katalizledigi bir reaksiyon ile hidrojen peroksit (H202)’e
donustarulir [99]. Bitkide pek ¢ok yerde Uretilen H202, NADPH oksidaz ve ksantin
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oksidaz (XOD) ile foto-oksidasyon reaksiyonlari ile de uretebilir [100]. H202 moleklli
dusuk konsantrasyonlarda; yaslanma [101], fotorespirasyon, fotosentez [102], stoma
hareketleri ile buyime ve gelisme [103, 104], hucre dongusu, cgesitli streslere karsi
tolerans saglama [105] gibi 6nemli fizyolojik slreclerde duzenleyici bir sinyal molekuli
olarak gorev alir. Yiksek konsantrasyonlarda ise hem sistein (-SH) hem de metiyonin
(-SCH3) rezidulerini oksitleme, Calvin dongusinde Cu/Zn SOD ve Fe-SOD enzimlerini
inaktive etme potansiyeline sahip olup ayrica programlanmis hicre 6limune neden
olabilir. H202; O2+~ gibi orta derecede reaktiftir ve zarar yalnizca daha reaktif ara

drtnlere donustugunde gorulmektedir [99].

H202 ve O2¢‘e gore daha reaktif olan singlet oksijen (*Oz2); kloroplastin anten
sistemindeki triplet klorofilin (3Chl) Oz ile reaksiyonu sonucu olusan bir ROS'dur [99]
(Cizelge 2.3). 3Chl, fotosentez sirasinda enerjinin yetersiz dagilimi nedeniyle olusur ve
dioksijen (302) ile tepkimeye girerek son derece reaktif olan 102 sentezlenir [99, 105]
102 olugsumu hem PSI hem de PSII (izerinde gligli bir olumsuz etkiye sahip olup tim
fotosentetik mekanizmayi tehdit eder [99]. O2'in, PSII aktivitesinin 1sik kaynakh
kaybindaki temel ROS oldugu dusinilmektedir [106, 107]. En reaktif ROS olan
hidroksil radikali (OH+); H202 ve O2 *~ arasindaki Fenton reaksiyonu ile Uretilir. Bu
son derece toksik ROS'u supurecek herhangi bir enzimatik sistem bulunmamaktadir;

bu nedenle artan birikimi huicre dlumune yol agmaktadir [105].

Kuraklik stresi altinda, stomalarin kapanmasi ve CO: sinirlanmasi ile fotosentezin
indirgenmesi sonucunda ROS Uretiminde dogrudan ve dolayli olarak artis olur.
Stomalarin kapanmasina bagli olarak Calvin doéngusunde CO:2 fiksasyonunun
sinirlanmasi NADP* rejenerasyonunun azalmasina ve fotosentetik elektron tasima
zincirinde elektron transferi sisteminin asiri indirgenmesine neden olur ve bu
kosullarda Mehler reaksiyonu ile O2'ye dogru elektron sizintisi daha ylksektir [100].
Ayrica kuraklik kosullarinda dusuk CO2 ve RuBisCO’nun yuksek oksijenaz aktivitesi
Ozellikle fotorespirasyon duzeyinin artmasina neden olur. Fotorespirasyon yoluyla
H202 Uretiminin % 70'ten fazlasinin kuraklik stresi kosullarinda gergeklestigini
bildirilmistir [102]. Kuraklik stresi altinda ROS'un asirn Uretimi, kloroplastlar ve
mitokondrideki elektron tasima sistemindeki aksakliklardan da kaynaklanmaktadir.
PSII'nin absorbladigi 1sik enerjisini yeterli dizeyde fotokimyasal yola aktarilamamasi
ile elektronlarin Uretimi ve kullanimi arasinda bir orantisizlik meydana gelir ve bu

kuantum veriminde degisiklige neden olur. Kloroplastlarin fotokimyasindaki bu
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degisiklikler, PSII merkezinde ve anteninde asir1 eksitasyon enerjisinin dagiimasina ve

dolayisiyla Oz¢~, H202, OHe ve 102 ROS’larin olusumuna neden olur [105].

2.2.1.4.2. Oksidatif Streste ROS Detoksifikasyonu

ROS'un neden oldugu oksidatif zarardan kaginmak icin yulksek bitkilerde igsel
antioksidan savunma sisteminin islevi artmaktadir [100]. Cesitli abiyotik (tuzluluk, su
kithgi, UV radyasyonu, agir metaller, yuksek sicaklik, besin maddelerinin eksikligi) ve
biyotik (patojenler, mikroorganizma enfeksiyonlari gibi) stres faktorleri tarafindan ROS
uretimi ile detoksifikasyonu arasindaki denge bozulmaktadir [105]. Detoksifikasyonda
rol alan antioksidan savunma sisteminde ROS'lar enzimatik [(sUperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), guaiacol peroksidaz (GPX), glutatyon-S-transferaz
(GST), katalaz (CAT), monodehidroaskorbat rediktaz (MDHAR), dehidroaskorbat
rediuktaz (DHAR)] ve enzimatik olmayan [(askorbik asit (AA), indirgenmis glutatyon
(GSH), o-tokoferol, karotenoidler, fenolikler, prolin ve flavonoidler)] metabolitler
tarafindan detoksifiye edilir (Cizelge 2.4) [105, 108, 109].

2.2.1.4.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Superoksit Dismutaz (SOD); stres kosullarinda ROS'un yol agtigi hasarlara karsi
birincil savunma hattini olusturan énemli bir enzimdir (Sekil 2.3) [110]. SOD enzimi
O2+"'yi daha stabil bir molekul olan H202'ye donusturir [99]. Aktif oksijen Ureten ve
ROS aracili oksidatif strese karsi savunmasiz olan hicre-alti bélmelerin cogunda SOD
bulunur [100]. Metal faktorlerin varhgi temelinde SOD'lar, Mn-SOD (mitokondri ve
peroksizomlarda), Fe-SOD (genellikle bitkilerde saptanmamistir, ancak mevcut
oldugunda kloroplastlarda bulunur) ve Cu/Zn-SOD (sitozol, peroksizomlar ve
kloroplastlarda) olmak Uzere 3 izozime sahiptir. Strese bagli olarak ortaya cikan
SOD'larin ifadesindeki artiglar; bitkinin hayatta kalmasi ile oksidatif stresin
hafifletiimesinde ve bitkinin streslere adaptasyonunda 6nemli rol oynamaktadir [111-
113].

Katalaz (CAT); kesfedilen ve karakterize edilen ilk antioksidan enzim olup [100]
H202'nin H20 ve O2'ye donugumunu katalizleyen ve hem grubu igeren bir enzimdir
(Sekil 2.3) [99]. CAT; H20:2'ye karsi yuksek afiniteye sahipken, organik peroksitler igin
daha az 06zgullige sahiptir. Yag asitlerinin B-oksidasyonu, fotosolunuma bagli
oksidasyon ve purin katabolizmasi nedeniyle H20:2 Uretilen baslica organel olan

peroksizomlara ek olarak glioksizomlar da yuksek duzeyde H20:2 Uretmektedir [114].
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Cizelge 2.3. Farkh reaktif oksijen turleri ve 6zellikleri [99, 115].

ROS *tap Tasinim Uretim Yeri Etki sekli DNA ile Protein ile Lipid ile Siparici
mesafesi reaksiyon reaksiyon reaksiyon sistemler
Slperoksit 1-4us 30 nm Apoplast (Fe-S) proteinleri gibi Yok Fe merkezi Oldukca SOD,
(O2+) Kloroplast Gift bag iceren aracihgi ile dusuk Flavonoidler,
Mitokondri bilegikler ile reaksiyon Askorbat...
Peroksizom reaksiyona girer.
Hidroksil 1 us 1nm Membranlar Tdm biyomolekiillere Hizli Hizl reaksiyon Hizl Flavonoid,
radikali Kloroplast karsi son derece reaksiyon reaksiyon Prolin,
(OHe) Mitokondri reaktiftir. Sekerler,
Askorbat...
Hidrojen 1 us 1 um Apoplast Proteinleri oksitler ve Yok Sistein ve Oldukca APX, CAT,
peroksit Kloroplast O™ araciligiyla OHe metiyonin dusuk GPX, POX,
(H202) Mitokondri olusturur. rezidisu ile reaksiyon Askorbat
Peroksizomlar reaksiyon Flavonoidler,
Sitozol Glutatyon
Singlet 1-4 us 30 nm Membranlar Proteinler, PUFA’lar G rezidusu Trp, His, Tyr, Met PUFA** Karotenoidler
oksijen Kloroplast ve DNA'y1 oksitler. ile reaksiyon  ve Cys rezidileri ve a-tokoferol
(*0») Mitokondri ile reaksiyon
Cekirdek

* 1 12 yarilanma suresi
**PUFA: ¢oklu doymamis yag asitleri

20



Sitozol, kloroplast ve mitokondri gibi diger hlcresel bodlgelerde de CAT'In mevcut

oldugu bildirilmisse de, bu bolgelerde CAT aktivitesi hentz belirlenememigtir [116].

Askorbat Peroksidaz (APX); Askorbat-Glutatyon (AsA-GSH/Asada-Halliwell-Foyer)
Dongusi’nun ilk basamaginda yer alan ve yuksek bitkilerde sitozol ve kloroplastta
uretilen H202'yi ortadan kaldirarak ROS’un temizlenmesi ile hicrelerin korunmasinda
temel role sahip bir enzimdir (Sekil 2.3) [105]. APX enzimi; mitokondriyal (mAPX),
tilakoid (tAPX), glioksizom membran formlari (gmAPX), kloroplast stromal formu
(sAPX) ve sitozolik form (cAPX) olmak Uzere en az bes farkli izozimden olusur. CAT'a
kiyasla H20:2 igin daha fazla 6zgullige sahip olan APX, stres kosullarinda H202'nin

detoksifikasyonunda daha etkin bir role sahip oldugu bildirilmistir [117].

Monodehidroaskorbat rediuktaz (MDHAR) kisa omurli MDHA radikalinden,
askorbik asitin (AsA) yenilenmesini katalize eden bir flavin adenin dintkleotid (FAD)
olup indirgeyici ajan/elektron dondri olarak NADPH'yi kullanir ve sonug¢ olarak
hiacredeki AsA havuzunu yeniler (Sekil 2.3) [100]. AsA rejenerasyonunda gorev aldigi
icin MDHAR enziminin izozimleri-kloroplast, mitokondri, peroksizom, sitozol ve
glioksizomlarda bulunur [99, 118, 119].

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR); elektron verici/indirgeyici ajan olarak indirgenmis
glutatyonu (GSH) kullanir ve dehidroaskorbatin (DHA) AsA'ya indirgenmesini katalize
eder (Sekil 2.3). DHAR da MDHAR gibi AsA havuzunu hicre iginde yeniden olusturur,
bu nedenle her iki enzimde AsA seviyesinin ve oksidatif stres kosullarinda redoks
durumunun didzenlenmesinde ayni derecede 6nemlidir [120]. DHAR'In roli hem
simplast hem de apoplastta hicresel AsA havuzunun muhafaza edilmesi oldugu igin
bu enzim oldukga kritik bir goreve sahiptir ve bdylece hicrenin redoks durumunu

surdirmeye katki saglar [121].

Glutatyon rediiktaz (GR); GSSG'yi GSH'ye indirgemek icin elektron donérl olarak
NADPH'yi kullanan bir flavoprotein oksidoreduiktazdir. Bu enzim indirgenmis
glutatyonu (GSH), MDHA ve DHA'dan askorbik asiti yenilemek icin kullanir ve okside
formuna dénuastirdr (Sekil 2.3). Genel olarak GR, yaprak dokularindaki kloroplastlarda
bulunmakla birlikte, az miktarlarda sitozol, mitokondri, glioksizom ve peroksizomlarda
da bulunur [119]. APX gibi, GR askorbat-glutatyon dongusunun ana bilesenlerden
biridir. Glutatyonun etkin bir sekilde geri donisiumiu GR tarafindan saglanir ve bu
nedenle GR, hucrede indirgenmig/oksitlenmis glutatyon (GSH/GSSG) oranini
koruyarak oksidatif stres sirasinda kloroplastlarin korunmasinda 6nemli bir rol
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oynamaktadir [117]. Ayrica, GR 0&zellikle stres kosullarinda H20: detoksifikasyon

yolunun hizlandiriimasi i¢in de gereklidir [122].

Glutatyon peroksidaz (GPX) ; Sitozol, vakuol ve hicre ¢eperinde yer alan GPX; H20:2
ile organik ve lipid hidroperoksitleri (LOOH) indirgemek igin GSH'yi kullanarak bitki
hlcrelerini oksidatif stresten koruyan ve cgesitli izozimlerden olusan buyuk bir ailenin
uyesidir [102] (Sekil 2.3). Bununla birlikte, membran lipid peroksidasyonunu tamir
edebilen GPX, hucresel zarlari oksidatif hasardan korumada [123] ve oksidatif stresin

sinyal iletiminde de gérev almaktadir [124].

2.2.1.4.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidantlar
Enzimatik olmayan antioksidanlar, hucresel bilesenlerin hasardan korunmasi ile birlikte
mitoz bdlinme, hicre uzamasi, yaslanma ve hicre 6limiu gibi temel slrecleri

etkileyerek bitki blylimesinde ve gelisiminde énemli bir rol oynamaktadir [125].

Askorbik Asit (AsA); dusuk molekul agirhikh ve suda c¢ozunebilen guaglu bir
antioksidan olup, artan ROS duzeyi ile iligkili olarak oksidatif strese karsi bir dizi
enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonda elektron verme 6zelliginden dolayi onemli
bir savunma rolline sahiptir [105, 126]. AsA’nin apoplastta ve sitozolde dnemli miktarda
bulunmasi, AsA’yi ROS'a karsi ilk savunma basamagi haline getirmektedir [127]. Bitki
dokularinda genis bir dagilima sahip olan askorbik asit, genellikle meristematik ve
fotosentetik hiicrelerde daha yuksek oranda bulunur ve bitki bluylimesi, farklilasma ve
metabolizma gibi cesitli fizyolojik stireglerde dnemli rol oynar. AsA; H202, OH+,102 ve
superoksit ile tepkimeye girerek ve ayrica tokoferoksil radikalinden a-tokoferoll
yenileyerek hem zarlari oksidatif hasardan korur hem de metal iyonlari igeren
enzimlerin aktivitelerini korumalarini saglar [128]. Ayrica AsA; violaksantin de-
epoksidazin  kofaktéri olarak gorev yaparak asiri eksitasyon enerjisinin
dagitimasinda, PSIl  aktivitesini  fotooksidasyona karsi  korumada ve

downregulasyonunu onlemede gorevlidir [129].

indirgenmis glutatyon (GSH); ROS ile indiiklenen oksidatif hasara karsi hiicre igi
savunmada tum hucresel bolgelerde genis dagihm gosteren dusuk molekul agirlikli bir
tiol tripeptittir (y-glutamil-sisteinil-glisin). GSH; hicre bdlinmesi, hicre farkhlasmasi,
hidcre 6luml ve yaslanma, patojen direnci, enzimatik aktivite ile sulfat tasiniminin
dizenlenmesi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, metabolitlerin konjugasyonu,
protein ve nukleotid sentezi, fitoselatin sentezi (PC) ve strese cevap genlerin ifadesi
gibi birgok biyolojik sliregte 6nemli bir rol oynamaktadir [130, 131]. GSH; H202, 1Oz,
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OHe ve superoksitin uzaklastirimasinda goérev alir ve bunu yaparken ROS veya
organik serbest radikallerin varliginda yan urin olarak GSSG olusturacak sekilde
biyomolekulleri korur. Ayrica GSH, stres kosullarinda protein tiyol gruplarinin
oksidasyonundan kaynaklanan protein denatlrasyonunu &nler. ROS’larin
indirgenmesinde dogrudan rol alan GSH, tokoferol ve zeaksantinin indirgenmis halde
kalmalarini saglayarak membranlari korumada dolayh bir rol oynar [45]. H202'nin
bozunmasi sirasinda GSH/GSSG oranindaki degisim, bazi redoks sinyal yolaklarinda
onemlidir [132]. GSH, ROS'a kars1 savunmada gerekli bir yardimci substrat olmasinin
yani sira, bu antioksidantin redoks dengesindeki degisimleri algilama ve bu

degisiklikleri ilgili hedef proteinlere iletme gorevi de bulunmaktadir [133].

Tokoferoller; ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) iceren tilakoid membranlarda
yuksek oranda bulunurlar [134] ve lipofilik bir antioksidan grubunu olusturur. Tokoferol
(a, B, y ve ©) izomerlerinden a-tokoferol; digerlerine gore daha ylksek antioksidan
kapasitesine sahip olup ROS (6zellikle OH+ ve 1Oz2) ve lipid radikallerini (LOO¢) etkin
bir sekilde uzaklastirir. Bu durum a-tokoferolu biyolojik zarlarda énemli bir koruyucu
bilesen haline getirir [135, 136]. Yalnizca fotosentetik organizmalar tarafindan
sentezlenen tokoferoller, O2 ile reaksiyona girerek ve fazla enerjisini bertaraf ederek
hem yapisal hem de islevsel olarak PSll'yi, kloroplast lipidlerini ve diger membran
unsurlarini korur. Ayrica tokoferoller, lipid peroksidasyon déongusunun de guglu bir

serbest radikal yakalayicisi olarak gérev yapar [113].

Karotenoidler; lipofilik antioksidan pigmentlerdendir ve ROS'u detoksifiye etme
yetenegine sahiptir. 450-570 nm'de 151§1 absorbe eden karotenoidler, enerjiyi klorofil
molekuline aktararak fotosentezde gorev alir. Buna ek olarak karoteonidler; lipid
peroksidasyon Urtnleri ile reaksiyona girerek fotosentetik mekanizmayi korumak, 3Chl
ve uyarilmis klorofil (Chl*) ile reaksiyona girerek *O2 olusumunu 6nlemek ve olusan
102'yi temizlemek ile ksantofil donglsiindeki asir eksitasyon enerjisini dagitmak gibi
gorevlere sahiptir [113]. Ayrica karotenoidler; PSI, 1sik toplayici kompleks ve tilakoid

membranlarin yapisal stabilitesinin korunmasina da yardimci olur [137].

Prolin; bir osmolit olarak hem programlanmis hucre dlumunde etkili bir inhibitor hem
de hicresel igslevlerde guclu bir antioksidan olarak gérev alir. Farkli ROS'larin olumsuz
etkilerine kargi potansiyel bir enzimatik olmayan antioksidan olan prolin;
osmoprotektan, protein stabilizdrt, metal selatért [138], lipit peroksidasyon inhibitoru

ile OH" ve O2'nin etkili bir stplrtclsi gibi davranir.
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Flavonoidler; cicek, meyve ve tohum pigmentasyonu, UV’ye karsi koruma,

fitopatojenlere karsi savunma ve tohum ¢imlenmesindeki rollerine ek olarak, dnemli bir
sekonder ROS uzaklastiricisi olarak serbest radikalleri hicreye zarar vermeden
notralize ederek fotosentetik aparatlarin zarar gérmesini 6nler. Flavonoidlerin

antioksidatif 6zellikleri, lipid olusumundaki peroksidasyon kinetiklerinin ve

membranlarin akigskanhginin korunmasidir. Bu degisiklikler serbest radikallerin

difuizyonunu engelleyebilir ve peroksidatif reaksiyonlarini kisitlayabilir [139, 140].

Cizelge 2.4. Farkli ROS uzaklastirici antioksidanlar ve katalize ettikleri reaksiyonlar

[105, 114, 141, 142].

Antioksidan Enzim Kodu Gergeklestirdigi Reaksiyon — Reaksiyon yeri
SOD EC1.15.1.1 20;™ + 2H" - H202 + O2
Klo*, Sit, Apo, Mit, Per
CAT EC1.11.1.6 H202 —H20 + %20:
Per, Klo, Mit
APX EC1.11.1.11 H0, + 2AsA — 2H,0 + 2MDHA
Klo, Sit, Apo, Mit, Per
MDHAR EC1.6.5.4 NADPH + H* + 2MDHA — 2AsA +NADP~*
Klo, Sit, Mit
DHAR EC1.8.5.1 DHA + 2GSH — AsA + GSSG
Klo, Sit, Mit
GR EC1.6.4.2 NADPH + H* + GSSG — 2GSH +NADP*
Klo, Sit, Mit
GPX EC1.11.1.9  2GSH + ROOH(H20:) — GSSG + ROH + H,0 (2H:0)
Sit, Mit
GST EC2.5.1.18 H.O, + 2GSH — 2H,0 + GSSG RX +GSH— HX + GS-R
Klo, Sit, Mit
AsA - 027, H202, OHe ve!O, sliplrilmesi
Klo, Sit, Apo, Mit, Per
GSH - H202, OH- velO, sliplrilmesi
Klo, Sit, Apo, Mit, Per
Tokoferol - OH?s ve'O,, ROO+ ve ROOH

Membranlar

*Klo: kloroplast; Sit: Sitokrom; Apo: Apoplast; Mit: Mitokondri; Per; Peroksizom
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2.2.2. Kuraklik Stres Toleransinda Yer Alan Fonksiyonel Metabolitler

Bitkilerdeki kuraklik stres cevabi; stresin algilamasi, sinyal iletimi ve genin ifadesi ile
bir dizi protein ve diger bilesiklerin sentezi sonucu ortaya ¢ikmaktadir [143]. Kuraklik
toleransina cevapta yer alan proteinler genellikle, stres toleransinda dogrudan gorev
alan (igslevsel) proteinler ile sinyal iletimi ve strese cevapta gen ifadesinin
dizenlenmesinde yer alan (duzenleyici) proteinler olmak Gzere iki grupta siniflandirilir.
islevsel proteinler grubunu; zarlar arasinda suyun hareketinin diizenlenmesinde gérev
alan su kanal proteinleri (akuaporinler), makromolekullerin ve zarlarin korunmasinda
gorevli proteinler [ge¢ embriyogenezis (LEA proteinleri) 1s1 soku proteinleri (HSP),
osmotin, antifiiz protein, saperonlar, mRNA baglanma proteinleri vb.], bazi
ozmoprotektan molekiillerin biyosentezi icin gerekli olan enzimler (seker, prolin, glisin
betain vb.) ve detoksifikasyon enzimleri (SOD, APX vb.) olusturken; dizenleyici
proteinler grubunu ise; transkripsiyon faktorleri, protein kinazlar, fosfatazlar,

fosfolipazlar ile ABA biyosentezi ve algilanmasinda gorev alan proteinler olugturur.

2.2.2.1. iglevsel Proteinler

2.2.2.1.1. Akuaporinler

Membran proteinlerinden olduk¢a korunmus bir protein ailesinin Uyesi olan ve zarlar
arasinda suyun tasinmasini kolaylastiran akuaporinler; suyun plazma zari veya
tonoplast boyunca tagsinmasini dizenleyen (PIP’ler ve TIP’ler) proteinler, nodulin 26-
benzeri integral proteinler (NIP'ler) ve kucuk temel integral proteinler (SIP'ler) olmak
Uzere dort alt gruba ayrilir [144]. Son yillarda, X i¢sel proteinleri (XIP) de cesitli
dikotiledon turlerinde tanimlanmistir [145]. TdPIP2;1 ifadesi arttirilmis transgenik
piringte yabani tiple karsilastirildiginda kuraklik toleransinin arttigi belirlenmistir [146].

2.2.2.1.2. LEA-tip Proteinler

LEA proteinleri; ge¢ embriyogenez sirasinda bol miktarda bulunan ve tohum kurumasi
ile su stresine cevap olarak biriken yuksek molekul agirlikh protein grubunu temsil eder
[147, 148]. Farkli bitki trlerinde RD (dehidrasyona cevap), ERD (dehidrasyona erken
cevap), CIN (soguk induklenebilir), COR (soguk ile regule edilmis) ve RAB (ABA'ya
cevap veren) genleri LEA proteinlerini kodlar. Bu genlerin ifadesini kuraklik
kosullarinda ABA'ya bagimli ve ABA'dan bagimsiz sinyal yollarinda C-Tekrar
elementleri (DRE/CRT) tarafindan dizenlenir [149].

Kurakliga cevap olarak 6nemli Ol¢glide biriken LEA proteinleri, amino asit dizi

benzerliklerine ve belirgin korunmug bolgelerin varligina gore yedi gruba ayriimistir.
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Grup 1 LEA proteinlerinin arttinimis su-baglama kapasitesine sahip oldugu tahmin
edilirken, grup 5 LEA proteinlerinin su kaybi sirasinda iyonlari tuttugu dusunulmektedir
[150]. Grup 2 LEA proteinleri olarak bilinen dehidrinler, tuz, kuraklik ve yuksek sicaklik
gibi stres kosullarinda vejetatif dokularda birikim gosterir. LEA proteinlerinin su
eksikliginde makromolekil stabilizasyonunu da saglamaktadir [151]. Arpada LEA

ifadesini saglayan bir gen olan HVA1?’in ifadesi stres kogullarinda koruyucu bir rol

Kloroplast

e e o
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2

v O reakiyonu © > O > b9 7 §5 H,0

' NADPH may ﬁAsc = 1A% A
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limen stroma
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Sekil 2.3. Fotosentetik redoks sinyali ve ROS’larin detoksifikasyonunun sematik goésterimi
[152].

Cesitli stres faktorlerine cevap olarak olusturulan ROS’lar ve elektron tagima zincirinden gelen redoks
sinyalleri, cekirdekte gen ifadesinde degisime yol acan sinyal iletim basamaklarini baglatir. PSl'den
Ferrodoksin araciliiyla aktarilan elektronlar Mehler reaksiyonunda stiperoksit radikaline dénustaralur.
O2-, ROS temizleyici bir enzim olan sUperoksit dismutaz (SOD) ile detoksifiye edilir. Bir bagka ROS
temizleyici enzim olan askorbat peroksidaz (APX), H202'yi H2Q'ya indirgemek igin askorbat (Asc)
kullanmaktadir. Serbest radikallerin APX ile temizlenmesi, monodehidroaskorbat (MDA) ve
dehidroaskorbat (DHA) seviyesini arttirir. MDA ve DHA'nin yuksek seviyeleri, MDA rediktaz (MDAR),
DHA rediktaz (DHAR) ve glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan azaltilir. H202 mitojen-aktive protein (MAP)
kinazlari uyararak cekirdek gen ifadesi gibi dogrudan hiicresel cevaplari yonlendirebilir. Tiyoredoksinler
(TR) PSl'dan elektronlari alir ve LHC'yi fosforile etmede kullanir ve sonug olarak gekirdek gen ifadesini
uyarir. Benzer sekilde, plastokinon (Pq) havuzu, nikleusda transkripsiyonel sinyal iletimini tetikleyebilen
bazi protein kinazlarin ve transkripsiyon faktorlerinin (TF'lerin) sentezlenmesine neden olur.
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oynarken, transgenik piring bitkilerinde hem kurakliga hem de tuza toleransi arttirdigi
bildirilmistir [153, 154]. Ayrica, LEA proteinlerinin kuraklik ve donma streslerinde hucre

hasarina karsi koruyucu gsaperon benzeri fonksiyonu oldugu bildirilmistir [155, 156].

2.2.2.1.3. Is1 Soku Proteinleri (HSP)

Isi soku cevabi; bir dizi genin transkripsiyonunun artigi ile tdm organizmalarda ortaya
¢ikan, oldukga korunmus bir biyolojik suregtir [157]. Koruyucu proteinler olarak bilinen
HSP'ler; proteinlerin sentezi, hedeflenmesi ve olgunlasmasi gibi birgok htcresel
surecte onemli role sahiptir. Is1 gok proteinleri ile kuraklik stres toleransi arasinda
pozitif korelasyon oldugunu gdsteren birgok galismalar bulunmaktadir [158]. HSP’ler;
Hsp100, Hsp 90, Hsp 70, Hsp 60 ve sHsp (kuglk Isi-sok proteinleri) olmak Uzere 5
korunmus familyaya sahiptir ve bunlardan HSP70, HSP60, HSP90 ve HSP100’Un
kuraklik ve tuz stresi kosullarinda indiklendigi bildirilmistir [159].

2.2.2.1.4. Osmolitler

Kuraklik stresi kosullarinda meydana gelen su kaybi bitki metabolizmasinda
degisikliklere neden olur ve bu duruma karsi bitkiler osmotik olarak aktif ¢ézlinenleri
biriktirir [47]. Bitkiler; kuraklik stresi ile basa c¢ikabilmek igin prolin, glutamat, glisin-
betain, karnitin, manitol, sorbitol, fruktanlar, polioller, trehaloz, sakkaroz,
oligosakkaritler ve K* gibi inorganik iyonlarin sentez ya da birikimleri yolu ile hicresel
osmotik potansiyeli azaltip osmotik dlizenlemeye ihtiyac duyar [41]. Strese dayanikl
transgenik bitkilerin gelistirildigi ¢alismalarda, osmotik koruyucularin [amino asitler
(6rn., prolin), kuaterner ve diger aminler (6rn., glisin betain ve poliaminler) ve ¢esitli
sekerler ile seker alkoller (6rn. manitol, trehaloz ve galaktinol) gibi osmotik
duzenlemede biriken pek c¢ok organik molekul] sentezinde yer alan birgok gen
kullaniimigtir [155]. Osmotik duzenleme igin uyumlu ¢dzinenlerin birikimi; bitkilerin
kuraklik kosullarinda hayatta kalmalari icin 6nemli bir fizyolojik adaptasyon olup
bitkilerin tuz, kuraklik ve yuksek sicaklik gibi ¢esitli abiyotik streslere kargi toleransini
saglar. Bu bilesenler, su kaybinin engellenmesi ve topraktaki su aliminin
etkinlestirilmesi yoluyla hicre turgorunun duzenlenmesi, blyume, gaz degisimi ve
ayrica membranlarin yapisal buatunlugunan devamlihginda énemli rol oynamaktadir
[41, 75, 160].

Dogada en yaygin sekilde bulunan seker alkollerinden birisi olan mannitol, ROS ve
hidroksil radikallerinin temizlenmesinde ve enzimlerin makro molekuler yapisini

korumasinda goérev alir. Kurakliga yanit olarak rafinoz ve galaktinol gibi
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oligosakkaritler de sentezlenir ve bu bilesikler, ozmotik dlizenleme yerine osmotik
koruyucular olarak iglev gérmektedir. indirgenmeyen bir disakkarit olan trehaloz ise
stres kosullarinda karbon ve ABA metabolizmasini dizenleyen bir sinyal molekull
olarak gorev alir ve kuraklik kosullarinda zarlar ile makromolekullerin stabilizasyonunu
saglar [161, 162]. Bununla birlikte trehalozun agsiri ifade edilmesi, 6ncelikle PS Il'yi foto-
oksidasyona kargi koruyarak fotosentez igin yiksek kapasitenin muhafaza edilmesine

yardimci olur [163].

Stres sirasinda sitozol ve vakuolde biriken ve bir aminoasit olan prolin, 02 veya HO-
gibi ROS’larin neden oldugu hasarlara karsi bitki hicrelerini korumaktadir. Kurakliga
maruz kalan yabani genotipten daha ylksek diuzeyde prolin biriktirebilen transgenik
bugdaylarin membranlarinda daha az lipid peroksidasyonunun gergeklesmesi, prolinin
kuraklikta ROS zararlarini azaltmada roli oldugunu goéstermektedir [164]. Ayrica
prolinin dolayli yoldan PSII'nin fotokimyasal etkinligini korumaya yardimci oldugu da
bilinmektedir [165]. Bunlara ek olarak esasen kloroplastta biriken glisin betain (GB)
ise kuaterner amonyum bilesiklerinden (N,N,N-trimetilglisin) birisi olup stres kosullari

altinda PSII’nin verimliligi ile membran butlinliGglinin korunmasini saglar [166-168].

Biyosentetik ve hidrolitik sureclerde gorev alma ve enerji substrati olarak iglev gorme
ile bitki metabolizmasinda énemli role sahip olan ¢ozunur sekerler; kuraklik stresinde
hacreleri iki sekilde korur: (1) dehidrasyon sirasinda sekerlerin hidroksil gruplari ile
suyun yer degistirmesi sonucu membranlardaki proteinler ve hidrofilik etkilesimler
korunur ve (2) sekerlerin zarlar ve proteinler ile hidrojen bagi kurarak zarlarin ve
proteinlerin denatlirasyonu engellenir [47]. CozunUr seker miktarindaki degisim, bitki
turine ve kuraklik stresinin suresi ile derecesine de baghdir [169]. Sperdouli ve
Moustakes [170], kuraklk kosullarinda diger metabolitlerle birlikte ¢cozinlr sekerlerin
birikiminin, daha yuksek bir antioksidan koruma saglayarak kurakliga uyumu artirdigini
belirlemistir. Bununla birlikte, ¢éztunur sekerler hormonlar gibi birincil haberciler olarak

hareket edebilir ve bitki metabolizmasinda rol oynayan gen ifadesini duzenler [171].

Gelecekte yapilacak galigmalar ile abiyotik streslere (kuraklik, tuzluluk ve yiksek
sicakliga) toleransta osmoregulatér genlerin ifadesi ile osmotik dizenlemenin, dnemli
stratejiler arasinda yer alacagi dusunulmektedir. Biyosentetik ve metabolik yollardaki
transgenik modifikasyonlarin sonuglari; daha yuksek stres toleransi ile uyumlu

¢6zinen maddelerin birikiminin bitkileri, ROS’larin olusturdugu hasarlara karsi
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koruyabilecegini ve bu molekullerin saperon benzeri aktiviteleri ile proteinlerin

yapilarini ve iglevlerini muhafaza edebilecegini gostermektedir [150].

2.2.2.1.5. Detoksifikasyon Enzimleri
Detoksifikasyon enzimleri “2.2.1.4.2.1. Enzimatik Antioksidantlar” bashgdi altinda

aciklanmigtir.

2.2.2.2. Duzenleyici proteinler
Transkripsiyon seviyesindeki gen regulasyonu, biyolojik sureglerin baslica kontrol
noktalarindan biridir ve transkripsiyon faktorleri ile dizenleyici proteinler bu surecte Kkilit

rol oynamaktadir.

2.2.2.2.1. Protein Kinazlar

Protein kinazlarin bir grubunu olusturan ve stres cevaplarinda etkili olup énemli bir
hicresel sinyal sisteminde gorev alan mitojen aktive protein kinaz (MAPK)'larin sinyal
yolagi, diger sinyal yollari ile is birligi icerisindedir [172]. MAPK yolu éncelikle birbiriyle
iligkili G¢ protein kinazdan olusur. Bunlardan ilk sirada olan MAPK kinaz kinaz
(MAPKKK), MAPK kinazi (MAPKK) fosforile eder ve bu da MAP kinazi (MAPK) fosforile
ederek aktivasyonunu saglar. Fosforile olan MAPK, Ser/Thr rezidulerinden
transkripsiyon faktorlerini/gen dizenleyicilerini aktive eder. Tutinde, NPK1'in (bir
MAPKKK) kinaz bélgesinin ifadesinin artigiyla birlikte kuraklik toleransi artarken; sera
kosullarinda bitkilerin ylksek fotosentetik hizlarini da koruyabildikleri bildirilmistir [143].
Bir diger protein kinaz grubunu olusturan kalsiyum bagiml protein kinazlar (CDPK'ler)
ise ikincil haberci olarak goérev yapan kalsiyum sinyal yolu boyunca daha ileriye sinyali
iletmek igin hucre icinde kalsiyum sinyalleri araciligiyla protein sensorlerinin aktivitesini
duzenler [173].

2.2.2.2.2. Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri (TF), sinyal iletim yolunda stres cevap genlerinin
dizenlenmesi yoluyla abiyotik stres cevaplari ve stres adaptasyonunda énemli rol
oynar. Sinyal iletimi sirasinda TF'ler, stresle iligkili genlerin promotér bélgesindeki cis
duzenleyici elementlere baglanir ve molekuler anahtarlar olarak ilgili genlerin
sentezlenmesini dogrudan duzenlerler [174, 175]. Bitki genomundaki genlerin buyuk
bir kismi (% 10 kadari) DNA baglanma bolgelerindeki yapisal farkliliklara gére AREB,
DREB, MYB, WRKY, NAC, cekirdek faktor Y (NF-Y) ve bZIP gibi farkli gen aileleri
icerisinde siniflandirilan TF'lerini kodlar [143, 175-177]. Bu TF genlerinin bir kismi,
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kuraklik stresi altinda ABA'ya bagdimli/bagimsiz sinyal yollari araciligiyla cevap

olusturmaktadir. Kuraklikla indiklenen TF’ler Cizelde 2.5’de 6zetlenmigtir.

Cizelge 2.5. Bitkilerde kuraklikla indiklenen transkripsiyon faktorleri [1, 41, 50, 143,
178-191].

TF

Ozellikleri ve iglevi

AREB/ABF TF

Osmotik streste ABA sinyali sirasinda genlerin ifadesini duzenleyen baslica ABA-
cevap veren element baglanma proteini/ABRE baglanma faktoru (AREB/ABF)
olarak ifade edilen transkripsiyonel aktivatérdr.

ABA'ya duyarli gen ifadesi, promotor bdlgesi iginde 8 b¢ uzunlugunda korunmus bir
ABRE (PYACGTGG / TC) cis-elementi tarafindan kontrol edilir.

Yapisal olarak AREB/ABF'ler, ABA'ya bagli gen ifadesini dizenleyen ve korunmus
bolgeler iceren dort SnRK2 fosforilasyon bdlgesinden olusur. Aktive edilmis
SnRK'lar AREB/ABF TF'leri gibi proteinleri fosforile eder ve bu proteinler ABRE cis
elementine baglanir. SnRK2'nin aktiflesmesi, bitkilerin kurakliga karsi hizl ve adaptif
cevabini duzenleyen dnemli mekanizmalardan birini temsil eder.

AREB/ABF aile Uyelerinden AREB1/ABF2, vejetatif evrede kuraklik stresinde ABA
sinyalini dizenler.

AREB1?’in agiri ifadesinin Arabidopsis, soya ve piringte kuraklik toleransini artirdigi
bildirilmistir.

MYB TF

MYB TF’ler bitki gelisimi, primer ve sekonder metabolizmalari, hormon sentezi ve
sinyal iletimi ile stres cevabini dlizenleyen pek ¢cok gen grubu tarafindan kodlanir.
Kuraklk stresinde bu TF'lerin stoma hareketleri ve transpirasyon oraninin ABA
badimli dizenlenmesine katildigi belirlenmistir.

ABRE aracili gen regulasyonuna ek olarak, kuraklik stresinde ABA'ya cevapta gen
ifadesini duzenler.

Bu TF'ler tarafindan yanal kék uzamasinin baskilanmasinin kuraklik tolerans
mekanizmasindan biri oldugu digunilmektedir.

NAC TF

DNA-baglanma bolgesi ile karakterize edilir.

Promotor bolgesindeki CACG-gekirdek DNA baglanma motifindeki NAC tanima
bolgesi ile etkilesime gecerek, kuraklikla uyarilan ERD1 (dehidrasyona erken
cevap 1) geninin transkripsiyonunu dizenler.

Bu genlerinin dokuya, gelisimsel evreye veya strese 6zgu olarak farkh ifade
yapilari gdstermesi bu genlerin bitkinin stres cevabi sirasinda karmasik sinyal
aglarinda aktif katiimlarini da ortaya koymaktadir.

Bu TF'lerinin piring, titin, bugday ve Arabidopsis’de kuraklik toleransini artirdigi
bildirilmistir.
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o Bitkilerde bliyume ve gelisimin diizenlenmesindeki rollerinin yani sira kuraklik gibi
abiyotik stres cevabi agisindan da énemli islevleri diizenleyen ve temel bélge 16sin
fermuari olarak adlandirilan (bZIP) transkripsiyon faktorleridir.

o ABA ile indiklenebilen bu TF'leri, ABRE'nin spesifik promotdr bolgesi ile
baglandiktan sonra strese-bagl genlerin ifade edilmesini saglar.

e Bu ailenin genlerinin cogunlukla kdklerde, yaprak vaskiler dokularinda ve bekgi
hicrelerinde aktif oldugu belirlenmistir.

e bZIP TF'lerin kurakhkta verilen cevaplari iyilestirmedeki potansiyeli Arabidopsis'te
GmbZIP1'in artan ifadesi ile gosterilmistir.

e Ayrica ¢imen ve soyadan Arabidopsis’e aktarilan bZIP genlerinin artan ifadesi
kuraklik toleransina sahip bir fenotipin olusmasina neden olmustur.

o Benzer sekilde OsbZIP16 ve OsbZIP23’'U asir ifade eden transgenik piring
bitkilerinde de yabani tip ile karsilastirildiginda; kuraklik toleransinin énemli
dizeyde arttigi belirlenmistir.

e Yapilan calismalar ABA sinyal yolunda goérev alan bZIP TF'lerinin kurakhk
toleransina sahip genotipler gelistirmek icin kullanilabilecegini gdstermektedir.

e ABA bagimsiz metabolik yolda gorev alan ve dehidrasyona cevap veren element
baglama (DREB) proteini olarak adlandirlan bu TF’leri; DRE/CRT cis-elementine
baglanir.

o DREB1/CBF'yi asiri ifade eden domates, soya ve tittiinde kurakliga karsi toleransi
artiran strese duyarli genlerin ifade oldugu belirlenmistir.

o DREPB’ler kendi icerisinde 6 alt gruba ayrilmis ve bunlardan temel iki alt grup A-1
ve A-2 siraslyla DREB-1 ve DREB-2 genleri olarak belirtiimistir.

o DREB1 genleri, ABA bagimsiz ve ABA bagdimli kuraklhk cevaplari arasinda kdpru

gOrevi gérmektedir.

DREB2A ve DREB2B gibi TF’leri osmotik stres genlerinin DRE-cis elementini

aktive ederek hucrenin osmotik dengesini korumada gorev alirlar.

e DREB2 proteinlerinin 6nemli bir 06zelligi, osmotik stresin erken evresinde
translasyon sonrasi modifikasyon ile aktiflestiriimelerinin gerekliligi olup bu aktif
form, sinyal yolunda daha ilerideki genlerin aktivasyonu ile kurakhk cevabini
indukleme yetenegine sahiptir.

o Yapilan galismalar kuraklik stresinde DREB2A ifadesinin enerji kaybini en aza
indirgenmesi ile iligkili oldugunu ve DREB2A'nin tuz stresine, DREB2B'nin ise
kuraklk stresine cevapta gen ifadesinin dizenlemesinde 6nemli bir rol oynadigi
bildiriimektedir.

e Bu TF’leri W kutusu olarak adlandirilan korunmus bir sekansa baglanarak gen
ekspresyonunu duzenlenmesinde gorev alir.

e Tohum c¢imlenmesi ve stres cevabi sirasinda ABA sinyal yolunun pozitif
duzenleyicileri olan WRKY18 ve WRKYG60 zayif transkripsiyonel aktivator olarak rol
alirken, ABA sinyal yolunun negatif dizenleyicisi olan WRKY40; DREB1A/CBF3,
DREB2A ve MYB2 gen promotorlarina baglanarak bu genlerin ifadelerini baskilar.

o NF-YA, NF-YB ve NF-YC olmak tzere g farkli altbirime sahip olan heterotrimerik
proteinler olup hedef genlerin promotor bdlgesindeki CCAAT kutusuna spesifik
olarak baglanirlar.

e NF-Y transkripsiyon faktorlerinin 6zellikle kuraklk stresine cevap ve toleransta rol
almasi ile iligkili calismalar yapilmistir.

e NF-Y'nin B alt biriminin asirn ifadesi, misirin kurakhga dayanikhhidini artirdigi
bildirilmistir.

2.2.2.2.3. Kuguk RNA’lar

Son zamanlarda, abiyotik streslere kargi gen ifadesinin dizenleyicileri olarak dikkat

bZIP TF

DREB TF
[ ]

WRKY TF

NF-Y TF

ceken kuguk RNA'lar, mRNA translasyonunu etkileyerek biyolojik suregleri duzenler
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[143]. Kodlanmayan kuglik RNA'larin iki farkli ¢esidi vardir: microRNA'lar (miRNA'lar)
ve small interfering RNA'lar (siRNA'lar). Biyolojik surecleri miRNAlar, mRNA
bozunumu veya translasyonel baskilama ile etkilerken; siRNA'lar DNA metilasyonu,
histon modifikasyonu ve mRNA bozunumu mekanizmalari ile transkripsiyonel veya
transkripsiyon sonrasi seviyede etkiler. Bitkilerde kuraklik sinyalinde miRNAlar 6nemli
duzenleyicilerdir ve hedefi olan genler metabolizma ve sinyal iletiminde anahtar rollere
sahiptir [178, 179]. miRNA'lar; kuraklikla iligkili tim htcresel yolaklarda bulunurlar ve
hedeflenen TF'lerin ya da genlerin ifadesini dizenleyerek kuraklik tolerans

mekanizmasinda kilit rol oynamaktadir [180, 181].

Kuraklik stresinde bitkilerin olusturdugu cevaplar dinamiktir. Stresin algilanmasinda
cesitli sinyal iletim yollari devreye girer ve bu yolaklardaki basamaklarda capraz
gecisler olabilir [182] (Sekil 2.4). Kurakliga cevapta gen promotorleri bir DRE/CRT
bdlgesi icerir ve ABA-badimsiz DREB/CBF TF’si bu bélgeye bagdlanarak ABA-bagimii
DREB2A ve DREB2C proteinlerinin AREB/ABEF ile iligki kurmasi da ABA'ya bagimli ve

bagimsiz sinyal ve duzenleyici yolaklar arasinda bir isbirligi oldugunu gdstermektedir.

2.2.3. Kuraklik ve Fitohormonlar

Fitohormonlar (FH); oksin (IAA), sitokinin (CK), gibberelik asit (GA), absisik asit (ABA),
jasmonik asit (JA), etilen (ET), salisilik asit (SA) ve az sayidaki diger hormonlari
(brassinosteroidler -BR-, nitrik oksit -NO-, poliaminler ve strigolakton) iceren bitki
bluyume duzenleyicileridir. Hormonlar, bitkilerin bUylme ve gelismesi esnasinda
dizenleyici iglevlerinin yani sira gevresel streslere cevaplarin olusturulmasinda yer
alan gesitli sinyal iletim yollarinda anahtar rollere sahiptir [184]. Oksinler, GA'lar ve
sitokininler bitkiler icin dncelikle gelisim sureglerinde rol oynarken; stres cevaplarini ya
da stres kosullarinda buyumeyi dizenlerler. ABA, JA, etilen ve SA ise gesitli abiyotik

ve biyotik stres cevaplarina aracilik eder (Cizelge 2.6) [192].

2.2.4. Kurakhkla Meydana Gelen Proteom Degisimleri

Belirli bir zaman ve kosulda tim proteinlerin ifadesinin genis bir haritasini temsil eden
PROTEOM terimi (genOM tarafindan ifade edilen PROTEinler); bir hlicrenin, dokunun
veya organizmanin proteinlerinin kantitatif toplami olarak da tanimlanabilir. Proteomik
ayrica proteinlerin saptanmasi, miktarlarinin belirlenmesi, translasyon sonrasi
modifikasyonlarin  belirlenmesinin  yani  sira  protein-protein  etkilesimlerinin

incelenmesini de kapsamaktadir [203].
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Bitkilerde abiyotik stres toleransinin arastirimasinda 6énemli bir islem olarak ortaya
clkan proteomik, stres veya toleransla iligkili yeni proteinlerin hizli bir sekilde
tanimlanmasina ve incelenmesine imkan vermektedir [204]. Hem model hem de model
olmayan bitkiler icin mevcut genomik bilgiye ek olarak, biyoinformatik analizler ve
analitik aracglarin gelisimi; proteomigi bitkilerin yasam déngustui ile abiyotik/ biyotik gen
ifadesindeki ABRE elementi icin birlesim elemani olusturur [183]. DREB1A/CBF3,
streslere verilen cevaplardaki dnemli sinyal metabolizmalari ve biyokimyasal yollari
aydinlatan onemli bir yaklagim yapar [203]. Proteomik ile stres kosullari altindaki
proteom kompozisyonundaki degisiklikleri ve bunun yani sira bitkinin strese uyumunu
saglayan mekanizmalarda yer alan anahtar proteinlerin tanimlanmasi da mumkuin
olmaktadir. Bununla birlikte, bir proteinin, hlcre alti yerlesimi, translasyon sonrasi
modifikasyonlar (PTM) ve etkilesimde oldugu diger metabolitlere bagl olarak
gerceklestirdigi farkli fonksiyonlar nedeniyle, organel proteomlarinin, PTM'lerin ve

protein-protein etkilesimlerinin arastiriimasi son derece énemlidir.

Abiyotik stres calismalarinda, stres uygulanan bitkiler ile kontrol gruplarinin
proteomlarini karsilastirarak protein birikimindeki degisiklikleri fenotipik tepki ile
iliskilendirmeye cgalismak ve strese karsi farkli duyarhli§i olan genotipler arasindaki
karsilagtirmalar (duyarli/ toleransli), toleransli genotiplerde farkli olarak zengin
proteinlerin tahmini etkisini anlamak icin yaygin bir uygulamadir. Bitkilerin strese
verdigi cevaplar dinamik bir slre¢ olup; stresin yogunlugu, slresi ve stres uygulanan
bitkinin gelisim evresi ile iligkilidir. Bitki stres cevabi baslangi¢, uyum, koruma, tikenme
ile iyilesme gibi safhalardan olusup her bir safha kendine 6zgu transkriptom, proteom
ve metabolom degisiklikleri ile karakterizedir [203]. Bitkiler tarafindan kurakligi da
iceren c¢evresel streslere karsi gelistirilen molekuler ve hucresel seviyelerdeki
stratejilerin blyuk bir ¢cogunlugunu genler tarafindan dogrudan kontrol edilen ve
proteinler tarafindan iglevsel hale getirilen gesitli fizyolojik sureglerdeki degisimler
olusturmaktadir [204, 205]. Strese verilen cevapta proteinler, yalnizca metabolit
seviyelerindeki degisimleri katalizleyen enzimleri igermekle kalmaz, ayni zamanda
transkripsiyon ve translasyon bilesenlerini de igerir ve transkript/protein seviyelerinde
bitki stres cevabini da duzenler. Ayrica proteinler plazma zarinda, hicre sitoplazmasi
ve iskeleti ile birlikte hicre ici bdlgelerin kompozisyonunda degisikliklere neden olan

dogrudan stres uyumu iglevlerine sahiptirler [203].
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Sekli 2.4. Bitkilerde hlcresel dehidrasyonda anahtar role sahip farkli TF’lerinin transkripsiyonel dizenleme modeli [1].

PP2C-PYR/PYL/RCAR kompleksi AREB/ABF-SnRK2 yolunu pozitif dizenler. SnRK2 daha sonra stres ve ayni zamanda tohum olgunlasmasinda FBH3/AKS1,
SNS1 ve AREB/ABF leri iceren diger TF’leri dizenler. Fosforile AREB/ABF TF’leri AREB1, AREB2, ABF3 ve ABF1 hedef genlerinin promotor bolgesine baglanir
ve dehidrasyona cevap olarak ifadelerini aktiflestirir. ABA bagimsiz gen ifadesinin en 6nemli TF’si olan DREB2A’'nin ifadesini GRF7 baskilar. PP2C-
PYR/PYL/RCAR, pirabaktin direng 1/ PYR1 benzeri/ ABA reseptorlerinin dizenleyici bilesenleridir; PP2C, protein fosfataz 2 C, CE, eslesme elementi,
GTE,GRF7’yi hedef alan cis element, HSE, 1sI soku elementi, TF, transkripsiyon faktoru.
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Cizelge 2.6. Kuraklikla indiklenen fitohormonlar [57, 108, 192-202].

FH

Ozellikleri

Absisik asit (ABA)

Fitohormonlar arasinda "stres hormonu" olarak da adlandirilan ABA bitkilerin
abiyotik stres adaptasyonunda olusturdugu cevaplarda farkl rollere sahiptir.
Cevresel streslere cevap olarak Ozellikle kuraklikta ABA, suyun tasarrufunu
saglamak icin stomalarin kapanmasi ile transpirasyon aktivitesini engelleme ve
yaprak genislemesinin azalmasinda hayati bir rol oynamanin yani sira; strese
cevap veren genlerin ifadesi; LEA proteinleri, dehidrinler, diger koruyucu
proteinler, osmoprotektanlar ve antioksidan enzimlerin sentezinin diizenlemesi
ve protein kinazlar/ fosfatazlarin yardimiyla iyon kanallarinin aktivasyonu veya
inaktivasyonunu saglayan kimyasal sinyal molekil islevi gorr.

Oksin [IAA (indol-
3-asetik asit)]

Stres kosullarinda bitki bluyimesinin yonlendiriimesinde hayati 6nem tasiyan
oksin hlcresel seviyede hicre boélinmesini, uzamasini ve farklilagmasini
etkiler.

Bu hormon; kok yapisi, ROS metabolizmasi ve ABA’'ya cevap olarak gen
ifadesini degistirerek kuraklik toleransi tzerindeki etkisini gosterir.

Oksinin stoma hareketlerini etkileme fonksiyonuna ek olarak akuaporin
fonksiyonunu da etkiler ve bu sekilde hem akuaporin dagilimini dizenleyerek
hemde yanal kok olusmunun tesvik ederek kokte su tasinimini artirir.

Sitokininler (CK)

Bitkilerin su stresi kosullarina adaptasyonda CK, ABA ile birlikte calismaktadir
ve kuraklik kosullarinda CK azalmasi ve ABA birikimi ABA/CK oranini artirir.
ABA tarafindan stoma hareketlerinin dizenlenmesi ile birlikte azalan CK’nin
apikal dominansiyi artirarak kuraklik stresine adaptasyonda yardimci olur.
Stresle induklenen CK’ler ve ABA'daki degisimler erken yaprak senesensini
tesvik eder ve bitkide yaprak miktari ve sonug¢ olarak su kaybi azalir.

CK biyosentezinde hiz sinirlayici basamagi kontrol eden izopenteniltransferaz
(IPT) enzimine ait genin ifadesinin artirildigi transgenik titin bitkilerinde, su
verimliligi ile kuraklik toleransinda artis oldugu belirlenmistir. Ayrica IPT'nin
asiri ifadesinin birgok bitki tlrinde kuraklik kosullarinda bitki performansini
iyilestirdigi tespit edilmistir.

Salisilik
asit (SA)

ABA ile birlikte SA, kurakhk cevabinin diuzenlenmesinde goérev alir ve SA
birikimi stomalarin kapanmasi ve kuraklik toleransinin artmasi ile iligkilidir.
Kurakliga maruz kalan digsal SA uygulamasi, stomatal iletkenlik ile birlikte net
CO; asimilasyon oraninin artmasina ve sonugta bitki kuru agirhginin artisina
neden olmustur.

Etilen (ET)

Kuraklik stresine karsl olusan sinyalizasyon sirasinda ABA ve JA arasindaki
etkilesime benzer sekilde etkilesim JA ve ET arasinda gergeklesir ve bu iki
hormon bitkide savunma genlerini dizenlemek icin isbirligi yaparak abiyotik
stres toleransini duzenler.

Kuraklik kosullarinda stomalarin kapanmasi Uzerine ET’nin rollnun, bekgi
hicrelerinde NADPH oksidaz aracili ROS dretimi yolunu uyararak stoma
kapanmasi tetiklemesi oldugu yapilan bazi calismalarda bildiriimektedir.
Ayrica kuraklik kosullarinda etilen, flavonol birikimini uyararak hem ROS
konsantrasyonunu hem de ABA’nin uyardigi stoma kapanma oranini azaltir.

Strigolakton (SL)

Onemli bir sinyal molekul grubunu olusturan SL'ler, bitkilerin degisen gevresel
kosullara gelisimsel adaptasyonlarinin anahtar duzenleyicileri konumunda
oldugu bildirilmistir.

SL ve ABA’'nin stoma hareketleri ve fonksiyonu duzenleyerek stres sinyallerinin
iletiminde 6nemli bir rol oynadigi ve digsal SL uygulamasinin kuraklia
toleransi artirarak SL’nin stres cevabinda pozitif bir duzenleyici oldugunu
bildirilmistir.
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e Digsal BR uygulamasinin, net fotosentetik aktivite (PSII etkinligi, eksitasyon
enerjisinini dagilimi), nispi su igerigini ve antioksidan enzim aktivitesini
arttirarak kuraklik stresinin etkisini dnemli 6lclide bitkilere tolerans sagladigi
belirlenmisgtir.

¢ BR tarafindan indlklenen kuraklik toleransi hem yapisal hem de dizenleyici
proteinleri kodlayan gen ifadesindeki degisiklikleri de icerir. A. thaliana'da
WRKY transkripsiyon faktdrlerinden WRKY46, WRKY54 ve WRKY70’in BR
aracilh biyumede pozitif ve kuraklik cevabinda ise negatif olarak yer alan
onemli sinyal bilesenleri oldugu belirlenmistir.

Brassinosteroidler
(BR)

e A.thaliana'da gen ifadesinde degisiklige neden olan kuraklik ve osmotik stresin,
GA igeriginde de azalmaya neden oldugu belirlenmistir.

Giberellinler
(GA)

Proteomik yaklasim, kuraklik stresine kargi olusturulan cevaplari ve stres cevabinda
yer alan mekanizmalarin daha iyi anlasiilmasini saglayan yararli bilgiler sunmaktadir.
Kuraklikla degisen proteinlerin ifade dinamikleri ve PTM ile bu proteinlerin iglevleri ve
etkilesimleri hakkinda dogrudan fikir edinmek; biyolojik markor secimi ve transgenik
stratejiler araciligiyla yeni 6zelliklere sahip kurakliga toleransh bitkilerin tretimi icin
onemli bilgiler saglamaktadir (Sekil 2.5) [206].

Kuraklik stresi bitkinin tim organlarinda morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekller duzeylerde bir takim degisiklikler meydana getirir. Proteomik ve
biyoinformatik analizler, bitkilerde kurakliga cevapta yer alan proteinlerin kapsamli
olarak tanimlanmasi igin iyi bir aragtir. Genel olarak, kuraklik bitkilerde; sinyal iletimi,
karbohidrat ve enerji metabolizmasi (glikoliz, Calvin dongulsu, ATP biyosentezi vb.)
azot ve amino asit metabolizmasi, protein metabolizmasi, transkripsiyon, savunma
metabolizmasi, protein sentezi, katlanmasi ve yikimi, fotosentez ve fotosolunum,
membran ve tasinim, hlcre yapisi ve hicre dongusu ile yag asidi metabolizmasi,
protein katlama ve saperon aktivitelerine katilan proteinler, diger koruyucu proteinleri
(LEA, PR proteinleri gb.) iceren protein aginda énemli degisikliklere neden olur [207,
208]. Son yillarda proteomik galismalardan elde edilen bulgular ile kuraklikta bu
metabolik yollar ve bu yolaklarda yer alan 6nemli proteinlerin ifade degisimleri asagida

listelenmistir.

2.2.4.1. Sinyal iletimi ile ilgili Proteom Degisimleri
Bitkilerde en dnemli hiicre sinyal metabolik yollarindan birini olugturan G-proteinlerinin

en blyuk monomerik ailesini olusturan kiigik GTPaz Rab proteinlerinin abiyotik stres
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cevaplarinda yer aldigi belirlenmistir [209]. Son yillarda proteomik c¢alismalar, G
protein alt birimlerinin (alfa ve beta alt birimi), kiguk G proteinlerinin (Ras-iligkili protein
Rab7 ve Ras-iligkili gekirdek protein Ran vb.) ve Ran-baglayici protein 1'in kuraklik
uygulanmig yapraklarda arttigini géstermistir [208]. G protein alfa alt birimi kuraklik
stresinin dizenlenmesinde olumlu bir rol oynarken [210] Arabidopsis'deki G protein
beta alt birimi kuraklik toleransini olumsuz sekilde duzenlemektedir [211, 212].
Kuraklik stresinde ikincil haberci olarak gorev alan kalsiyum protein kinaz aktivitesi ile
gen ifadesini dizenler [213]. Kurakhida cevapta, kalmodulin (CaM), kalsiyum algilama
reseptori (CaSR), kalretikulin (CRT) ve kalsiyum bagimli protein kinaz (CDPK) gibi
cesitli kalsiyum baglanma proteinlerinin (CaBs) proteomik c¢alismalarda degisim
gostermigtir. CRT’yi agirl ifade eden tutun bitkilerinin kurakhida tolerans gosterdigi
bildirilmistir [214]. Bitkilerin kuraklik toleransinda negatif dizenleyici olarak bilinen,
protein fosfataz 2C (PP2C) ve fosfolipaz D (PLD)'nin ve CDPK'larin protein miktari ve
fosforilasyon seviyesinin de degisim gosterdigi bildirilmistir [215, 216].

14-3-3 proteinleri; sinyal iletimi, membran reseptorleri ve transkripsiyon aktivasyonu da
olmak Gzere bitkilerde dlzenleyici sureglere katilan hicre igi dimerik fosfoserin/treonin
baglanma molekdlleri olup; proteomik calismalarda piring, bugday ve misir gibi
bitkilerde 14-3-3 protein ailesi ve 14-3-3 benzeri proteinlerinin bazi tyelerinin kuraklikta
farkli cevaplar olugturdugu belirlenmistir [217-221]. H*-ATPaZz'larin pozitif duzenleyicisi
olarak bilinen 14-3-3 proteinleri ABA sinyal yolunun diizenlenmesi yoluyla kuraklik
stres cevabinda rol almaktadir. Ayrica, yapilan ¢alismalarda pamuk bitkisinde kuraklik
kosullarinda etilen sinyal yolunda yer alan [222] etilene-cevap transkripsiyon faktorunu
(ERF) ile misirda oksin baglanma [216] proteininin (ABP) bazi Uyelerinin ifadelerinin

uyarildigi belirlenmistir.

2.2.4.2. Metabolik Yollarda Meydana Gelen Proteomik Degisimler

2.2.4.2.1. Savunma Metabolizmasi

ROS uzaklastiran savunma sistemi ile ilgili gesitli bitkilerde meydana gelen proteom
degisimlerini ortaya koyan birgok c¢alisma bulunmaktadir. Proteomik c¢aligmalarda,
bitkileri ROS hasarindan koruyan enzimlerden ilk sirada yer alan enzimlerden SOD’un
ifadesinin bugday [223], tutln [224], piring [225], Rhododendron chrysanthum’da [226]
degisim gosterdigi; mese [227], kurakliga dayanikh piring yapraklarinda [228] ve
bugdayda [229] ise POD'larin ifadesinin arttigi belirlenmistir. H202’e ylksek afinite
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gosteren etkili ROS uzaklastiricilarindan GPX dlzeyi tatln, kolza ve orman gulu
bitkisinde kuraklikla beraber artig gostermistir [226, 230, 231].

Kurakliga cevapta onemli bir antioksidan yolunu olusturan AsA-GSH metabolik
yolunda yer alan pek ¢ok protein ifadesi kuraklik kosullarinda artis géstermistir. H202'yi
suya donustlren hidrojen peroksit detoksifikasyon sisteminin anahtar enzimlerinden
olan APX ifadesi soya [232], ekmeklik bugday [223], piring [233], kolza [234] gibi pek
cok bitkide degisim gostermistir. GSH dongusunde, glutatyon rediktaz (GR) GSSG’nin
GSH'ye indirgenmesini katalizleyen bir hiz sinirlayici enzim olarak gorev yapar. Ayrica,
askorbatin indirgenmis halde kalmasini saglayabilen iki enzim olan DHAR ve MDHAR
ifadeleri de stresle birlikte piring ve bugdayda [225, 229] artis gOsterdidi tespit
edilmistir. Bunlara ek olarak ROS temizlenmesinde gdrev alan poliamin oksidaz [229],
glutamat sistein ligaz, metilglioksil, metionin sulfoksid rediktaz [235] gibi pek ¢ok

enzim ifadesi kuraklk kosullarinda artmistir.

Patojen iligkili (PR) proteinler, patojen enfeksiyonuna yanit olarak induklenen bir
grup bitki proteini olup biyolojik fonksiyonlarina veya birincil yapi benzerligine bagli
olarak 17 farkh aileye (PR-1/PR-17) siniflandiriimistir [236, 237]. Kuraklik kosullarinda
bitki proteomunda kitinaz, hastalik direng proteini (DRP), polifenol oksidaz (PPO),
patojen savunma-iligkili protein 10 (PR10) gibi patojen iligkili pek ¢ok proteinin ifadesi
artis gostermistir. Eucalyptus sp. [238] ve bermuda c¢imeninde [239] temel kitinaz
ifadeleri artmigtir. B. hygrometrica’da [240] polifenol oksidazin ifadesinin ve
aktivitesinin artmasi su noksanlhgina adsaptasyonda bu proteinin 6nemini ifade
etmektedir. Ayrica, Wu ve ark. [241], PR10 proteininin artan ifadesinin tutinde

kurakhdi da iceren pek ¢ok strese toleransi artirdigini belirlemistir.

Kuraklik toleransi icin son derece 6nemli olan ve osmotik diizenleme ile iligkili; LEA,
dehidrin, betain aldehit dehidrogenaz gibi bazi proteinlerinin piring [242], bugday [243],
misir [216], ekmeklik bugday [244] ve kolza [231] yapraklarda birikimi kurakhkla
beraber artmistir. Grup 2 LEA proteinleri olarak bilinen dehidrinlerin misirda kuraklikta
artan fosforilasyonu ile protein yapisinin stabilizasyonu ve saperon benzeri aktivite
gosterdigi belirlenmigtir [233]. Bitkilerin kurakliga adaptasyonunda pozitif etki gésteren
ve betain aldehiti, glisin betaine geviren BADH'’in arpada [245] kuraklikla ifadesi

artmigtir.
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2.2.4.2.2. Fotosentez, Fotosolunum ve Karbohidrat Metabolizmasi

Stoma kapanmasina bagl olarak su stresinin baslica zararli etkilerinden biri
fotosentezin inhibisyonu olup fotosentezle iligkili proteinlerin genelinde azalig
gorulmektedir. Fotosentezde yer alan 6nemli proteinlerden 1sik toplayici klorofil a/b
baglanma proteinleri, karbonik anhidraz, sedoheptuloz-1,7-bisfosfataz, ribuloz-1,5-
bisfosfat karboksilaz/ oksijenaz buyuk altbirimi (RbcL ), ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz
/oksijenaz kuguk altbirimi (RbcS),oksijen olusumunu artirici protein 1 ve 2 (OEE1 ve
OEE?2), fosforibulokinaz, fruktoz 1,6 bisfosfat aldolaz, gliseraldehit-3- fosfat
dehidrogenaz (GAPDH), fosfogliserat kinaz (PGK), rubisko aktivaz (RCA) gibi pek cok
proteinin ifadesi kuraklik kogullarinda stresin suresine, siddetine ve uygulanan bitkilerin
gelisim evrelerine gore farkli dizeylerde artis ya da azalislar gostermistir [225, 234,
246-250].

Kuraklikla birlikte, foto-inhibisyona karsi fotosentetik mekanizmaylr koruyan
fotosolunumda yer alan bazi proteinlerin ifadelerinde azalma belirlenirken; glikol
oksitaz, glisin dehidrojenaz, serin glioksilat aminotransferaz ve serin transhidroksimetil
transferaz gibi enzimlerin M. domestica’da orta siddetli kuraklikta dnemli dizeyde artis

gostermistir [251].

Glikoliz/Glukoneogeneziste yer alan fosfoglukomutaz piringte [228] azalirken, C.
lanatus’da [252] kurakhda cevap olarak artis gostermigtir. Fruktoz-bisfosfat aldolaz
(FBPA) ifadesi M. domestica’da [251] kurakliga duyarli genotiplerde azalirken,
toleranslida artmigtir. Sitozolik FBPA ve GAPDH’in kuraklik toleransi ile pozitif iligkisi
vardir. Kuraklik kosullari altinda elektron tasima zincirinde yer alan proteinler [231,
250] ile ATP sentaz alt Uniteleri (kloroplastik ve mitokondriyal) bitkinin fizyolojik
aktivitesini surdurebilmesi igin enerji Uretimini artirmak ve stres hasarini engellemek
icin ifade duzeylerini degistirmistir [205, 223, 225, 234, 246, 253].

2.2.4.2.3. Azot ve Protein Metabolizmasi

Bitkilerde kuraklikla birlikte azot ve protein metabolizmalarinda yer alan 6nemli bazi
enzimlerin ifadelerinde azalmalar gézlenmistir. Kuraklik stresi glutamik asiti substrati
olarak kullanan ve amonyumun glutamine 6zimlenmesini gergeklestiren glutamin
sentetaz 1 ve 2 ile glutamat sentaz (GOGAT) protein miktarini pek ¢ok bitki ¢esidinde
azaltmistir [208, 224, 234, 246, 247, 254]. P. pratensis’de aspartat aminotransferaz ile
alanin aminotransferaz miktarlari kuraklikla azalmigtir [255]. S-adenosil-L-metionin

(SAM) dongusu DNA metilasyonu, gen ifadesi ve hicre geper metabolizmasi Uzerinde
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onemli rollere sahip olup kuraklik kosullarinda bu dénglide yer alan anahtar enzimler
mese [256], bugday [246], misir [216] ve darida [205] artis gostermistir.  Amino
gruplarinin, diger amino asitlere aktariminda gorev alan aminotransferazlarin (aspartat
aminotransferaz -AST- ve alanin aminotransferaz -ALAT-) ifadelerinin kuraklikta
azalmasi, amino asitlerin rol aldigi ¢esitli metabolitlerin sentezinin inhibisyonuna neden
oldugu bildirilmigtir [255, 257].

Bitkilerde temel metabolik sireclerden protein sentez ve yikimi ile iligkili proteinlerden
kurakliga cevapta yer alanlarin % 16'sinin yapisal protein sentezinde gdrev aldigini
ortaya konulmustur. Protein sentezinde yer alan ribozomal protein (RP), uzama faktor
(EF), translasyon baglatma faktortu (TIF), tRNA sentaz (TRS) ve ribozom yenilenme
faktori (RRF) gibi pek ¢ok proteinin miktari kuraklik kosullarinda artis géstermistir
[208]. Kuraklikta proteazomlar, proteazlar ve peptidazlar da dahil olmak tzere kuraklik
protein yikimiyla ilgili proteinler artis gosterir. Bitkilerin kuraklik toleransinin pozitif
dluzenleyicilerinden olan E3 ubikuitin ligazin fosforilasyon seviyesi kuraklikta ekmeklik

bugday ve misir yapraklarinda énemli dlgtide artis gostermigtir [215, 258].

2.2.4.2.4. Yag Asiti Metabolizmasi

Su stresi altinda lipid kompozisyonundaki degisiklikler, zar batinlagunin korumasi igin
onemlidir. Yag asitlerinin biyosentezine katillan dort protein (asetil-koenzim A
karboksilaz karboksil transferaz, asil tasiyici protein, enoil-asil tasiyici protein rediktaz
ve lipoksijenaz 6) ile yikiminda goérev alan g proteinin (tiyolaz I, tiyolaz Il ve asil-CoA
dehidrogenaz) kuraklik kosullarinda duzeyinin ve yapisinin degisimine bagl olarak yag
asiti/lipid metabolizmasinin etkilendigi birgok ¢alisma bildirilmigtir [259, 260]. Zhao ve
ark. [261], kuraklikta misir yapraklarinda yag asiti desaturaz ifadesinin azaldigini rapor
etmislerdir. Acil tasiyici protein miktarinin Parthenium hysterophorus’da artarken [262],
arpada azaldi§i tespit edilmistir [263]. Cao ve ark. [264] ise Amygdalus mira’da kuraklik
kosullarinda enoil-ACP reduktaz proteinlerinin kuraklikla azalip sonrasinda yeniden
sulama ile artttigini belirlemistir. Bununla birlikte membran lipidlerinden doymamis yag
asitlerinin, C. dactylon'da yaprak dehidrasyon toleransina buyulk katki sagladigi tespit
edilmigtir.  Ayrica kuraklhktan sonraki rehidrasyon surecinde ise Parkinsonia
aculeata'nin yapraklarinda kloroplast lipidleri (monogalaktosildiagilgliserol ve
digalaktosildiagilgliserol) ile plastidial lipidler (fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin)

miktarlarinin arttigi ve tolerans gelistirdigi saptanmistir [69].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitki materyali
Tez calismasinda kullanilan aygicegi (Helianthus annuus L.) genotipleri T.C. Gida
Tarim ve Hayvancilik Bakanhdi, Trakya Tarimsal Arastirmalar Enstitlisi’nden temin

edilmistir ve genotipler asagida listelenmigtir.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan aycicedi genotipleri.

Kullanilan Aycicegi Genotipleri

Aycicegi Cesitleri

1- Hornet 4- Kaan 7- Coral
2- Tunca 5- Duna 8-Tarsan-1018
3- Sirena 6- Sems 9- Bosfora

Aycicegi Melezleri
Helianthus annuus X Helianthus agrophyllus
Helianthus annuus X Helianthus deserticola

Atasal Tur Helianthus agrophyllus

3.2. Bitki Yetigtirme Yontemi

Yaklasik ayni morfoloji ve buyUklige sahip, embriyosu ve tohum kabugu saglam olan
tohumlar segilerek kabuk sterilizasyonu iglemine tabi tutulmustur. Bu iglemde, secilen
tohumlar %5’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) ile 3 dk sterilize edilmis, 10 kez distile su
ile ylkanmis ve sonrasinda iki saat distile su ile imbibisyona birakilmigtir. Aycicegdi
cesitlerine ait 4’er adet tohum her uygulama igin U¢ saksiya ekilmistir. 14 X 13 cm (Ust
cap X yukseklik) boyutundaki plastik saksilarda yetistirme ortami olarak 800 g toprak
kullanilmistir ve bu toprak Ankara Universitesi, Ziraat Fakiltesi Haymana tarim arazisi
bdlgesinden temin edilmistir. Calismada kullanilan topraginin bazi fiziksel ve kimyasal
analizleri Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi Toprak Boélimi, Toprak Analiz
Laboratuvari’nda yapilmis ve analiz sonuglari Cizelge 3.2'de verilmistir.

Bu analiz sonuglarina goére topragin azot ve fosfor igerikleri bakimindan yetersiz
potasyum igerigi bakimindan ise yeterli oldugu belirlenmigtir. Toprakta ilgili besin
elementleri yetersiz oldugu igin slire¢ zarfinda bir sorun olusturmamasi adina 100 ppm

amonyum nitrat ve 50 ppm KH2PO4 gubrelerinden gerekli miktarlarda saksilara
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Cizelge 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan deneme topraginin bazi fiziksel ve kimyasal
analiz sonuglari.

% N ppm P ppm K pH EC(dS/m) % Kireg % O.M  Tekstur

0.06 7.6 315 8 0.54 19.76 1.345 Kil

uygulanmigtir. EKimden sonra uygulamaya kadar gecgen sure ile hasat gunlerine kadar
saksilarin gunluk agirhiklari tartilarak son agirlik tarla kapasitesine esit olacak sekilde
gun asiri saksilar sulanmistir. 25+2°C sicaklik ve % 50-60 nem kosullarina sahip olan
kontrollt iklim odasinda tohumlarin ekimini takiben 5 gun boyunca saksilar karanlikta
(Uzeri kapatilarak) tutulmus ve ¢imlenme saglanmistir. 5. ginin sonrasinda bitkiler
25+2°C sicaklk, % 40-55 nem, 16 saat 151k/8 saat karanlk fotoperiyodu ve 250

umol/m-2.s1 11k siddetine sahip olan iklim odasinda 40 giin boyunca biyutilmustr.

3.3.1. ASAMA: KURAKLIGA TOLERANSIN BELIRLENMESI
3.3.1. Bitki Materyali
Bu asamada 9 adet aycicegdi ¢esidi kullaniimistir.

3.3.2. Uygulamalar

Kontrolli iklim odasinda 40 gun boyunca yetistirilen giceklenme dncesi donemdeki
aycicegdi cesitlerine; orta siddette kuraklik (7 gun) ve siddetli kuraklik (9 gin) olmak
Uzere sulamaksizin kuraklik uygulanmis ve her iki stres grubu igin de 5’er gun yeniden
sulama ile iyilesme uygulamalari gerceklestiriimistir. Bu agsamada c¢esitlere yapilan

uygulamalara ait kisaltmalar asagida listelenmistir (Sekil 3.1).
C: 40 gunlik kontrol grubu bitkileri
Cwm: Orta siddette kuraklik (M) uygulamasina ait 47 gunltk kontrol grubu bitkileri

M: 40 gun kontrol kogullari sonrasinda 7 gun -orta siddette- kuraklik uygulanan
bitkiler

CrmM: Rmuygulamasina ait 52 gunlik kontrol grubu bitkileri

Rwm: 7 gun kurakhgi takiben 5 gun sulama ile iyilesme uygulanan bitkiler

Cs: Siddetli kuraklik (S) uygulamasina ait 49 gunlik kontrol grubu bitkileri

S: 40 gun kontrol kosullari sonrasinda 9 gun - siddetli- kuraklik uygulanan bitkiler
Crs: Rsuygulamasina ait 54 gunlik kontrol grubu bitkileri

Rs: 9 gun kurakhgi takiben 5 gun sulama ile iyilesme uygulanan bitkiler
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Aycicegi cesitlerinde giceklenmenin hemen dncesinde 40. glinde kontrol grubunun (C)
ilk hasadi yapilmistir. Daha sonra saksilar rastgele secilerek gruplandiriimig ve 2 farkh
kuraklik stresi (M-S) ile iyilesme (Ru-Rs) uygulamalari olmak Uzere toplamda 4 farkh
uygulamaya maruz birakilmistir. ilk gruptaki bitkilere 7 giin sulamaksizin -orta siddette-
kuraklik uygulanmis ve bu 7 glin sonrasinda kendi kontrol grubu (Cw) ile 2’ser bitki
kullanilarak hasat yapiimistir. Benzer sekilde ikinci gruptaki bitkiler icin de 9 gun
sulamaksizin -siddetli kuraklik- uygulanmis ve sonrasinda kendi kontrol grubu (Cs) ile
bu bitkilerin hasadi yapilmistir. Uglincli sirada orta siddette kuraklik ve sonrasinda 5
gun sulama ile iyilesme uygulanan Rwm grubu bitkilerinin de kendi kontrol grubu (Crm)
ile ve son olarak siddetli kuraklik ve sonrasinda 5 gin sulama ile iyilesme uygulanan

Rs grubu bitkilerde de kendi kontrol grubu (Crs) kullanilarak hasat edilmisgtir.

Bu asamada polifazik klorofil a fluoresansi kinetikleri, yaprakta fotosentetik pigment

icerigi ve yaprak dokularindaki membran hasari analizleri yapilarak aygiceqgi

C
. en
— | gun
40 gin f'.;e:’«:”iw‘,‘.f ( ” L \l CS-S 40g
47 zun ‘ ‘ ‘ “ =
E \ N \ 49 zun
) N——
Eune | Crs-Rs
‘ { ‘ s ‘
\ A A
52 giun e

Sekil 3.1. Orta ve siddetli kurakhk uygulamalari ile iyilesme gruplarina ait deneme
dizeni

cesitlerinde 2 farkll siddette kuraklhk (M-S) ve bunlara ait iyilesme (Rwm-Rs)
uygulamalarinin meydana getirdigi degisiklikler ve bitkilerin tolerans duzeyleri

belirlenmis ve siralanmistir.
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3.3.3. Ol¢iim ve Analizler

3.3.3.1. Klorofil a Fluoresans Kinetikleri

Aycicegi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalar icin fotosentetik sistemlerin
enerjitik davranislarinda meydana gelen degisimlerin belirlenmesi, fotosentetik
aparatlarin yapisal ve fonksiyonel durumlarini anlamamizi saglayan polifazik klorofil a
fluoresans kinetik olgumleriyle yapilmigtir [265]. Polifazik klorofil a fluoresans (OJIP
transientleri) 6lcimleri igin Portatif Fluoresans Olglim Cihazi (HandyPEA, Hansatech
Ltd.) kullanilmistir. OJIP polifazik klorofil a fluoresans verileri, tilakoid zarlardaki eneriji
akisi teorisini temel alan JIP testi ile biyofiziksel parametrelere c¢evrilerek
fotosistemlerin durumu, fonksiyonu ve yapisi hakkinda oldukg¢a detayl bilgiler elde
edilmesini saglamaktadir (Sekil 3.2). Bu analiz fotosentezin biyofiziksel yonu ile
fluoresans sinyalleri ve fluoresansin analitik ifadeleri arasindaki iliskinin anlagiimasina
olanak saglamaktadir. Enerji akiglarini ve bunlarin dagilislariyla birlikte etkinlik/verim
olarak tanimlanan enerji akis oranlarini sunan JIP testinin sematik 6zeti Sekil 3.3’'de

verilmistir [266].

c)

2000 | | OJ = PSiI'nin akseptor kismunin redaksiyonu

JI = PQ havuzunun redaksiyonu

IP = PSl'n akseptor kismindaki ferrodoksinin redaksiyonu

Klorofil a fluoresansi (a.u.)

0 | Sinilayici basamaklar:

J = Okside PQ molekalinan rediklenmesi
£ - | o 1= PQH,'nin cyt b6A tarafindan tekrar oksidasyonu
10°%107* 10~ 1072 10" 10° P = inaktif ferredokin-NADP*-redUktaz (FNR)

Zaman (s)

Sekil 3.2. a) Handypea cihazinin genel gérunumu, b) Biolyzer HP3 programi ile analiz

goruntisu ve c) Bitkiler tarafindan sergilenen tipik polifazik klorofil a flouresansi [267].

Polifazik klorofil a fluoresans dlguimleri yapilmadan énce kontrol ve stres gruplarina ait
bitki drnekleri 30 dakika karanliga adapte edilmis ve yapraga 6zel klipsler kullanilarak
6 tekrarl olacak sekilde olgimler yapilmigtir. Fluorometre, fluoresansi kirmizi isikla
(maximum 650 nm’de emisyon) uyarir ve 700 nm Uzerindeki fluoresansi algilar.
Olgumler 3 adet dizenli 151k yayan diyodun Urettigi bir saniyelik tek giicli 1sik pulsu
(3000 umol m= s1, tim PSII reaksiyon merkezlerinin kapanmasi igin yeterli olan
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Spesific akiglar (RC basina), deneysel olarak asafidaki formil ile belirlenen
ABS/RC kullanilarak kuantum verimlerinden {ABS bagina akislar) thretilmigtir.

ABS =TRW/RC ~y TRy =My ={AV)s/At =4(Fi-Fg) I ETg=  (Fu-F)=(1-V)
RC TRy/ABS RC Y Fi-Fo TR, (Fi— Fo)

Sekil 3.3. JIP-testinin ve enerji akiglarinin sematik 6zeti: Alinan, tutulan ve sistemde
depolanan ya da kaybolan akiglari (genis oklar) gdsterilmistir. Enerji akis oranlari
olarak adlandirilan etkinlik/verim (cizgi oklar)'de gosterilmistir ve bu oranlar sonrasinda
OJIP fluoresans gecislerinden secilen fluoresans sinyalleri ile iliskilendirilmigtir.
Etkinlikler, belirli fizyolojik kosullarda (6rn; karanliga adapte) fotosentetik 6rnegin
baslangi¢c kosullarini (tim reaksiyon merkezleri -RC- acik; alt simge ‘0’) ifade eder.
Kuantum verimlerinden (absorbsiyon temelli etkinlik yani ABS bagina akiglar) spesifik
akislarin (RC basina akiglar; baslangic¢ kosullan) tiretiimesi de gosterilmistir. Akislar;
absorbsiyonu (ABS), yakalamayi (TRo) yani Pheo ve QA ‘nin indirgenmesi, Qa’dan
sistemler arasi elektron alicilarina elektron transportunu (ETo) ve PSl'in elektron alici
tarafinda son elektron alicisinin indirgenmesini (REo) ifade eder [266].

eksitasyon siddeti) ile 4 mm’lik yaprak alaninda gercgeklestiriimistir. Hizh fluoresans
kinetikleri (minimum fluoresans, F, - maksimum fluoresans, Fu) 10 us’den 1 s’ye kadar
kaydedilmektedir ve 20 ps’de kaydedilen fluoresans siddeti minimum fluoresans (Fo)
olarak kabul edilmektedir [268]. Biolyzer HP3 programi kullanilarak elde edilen veriler
analiz edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen JIP testinin bazi parametreleri Cizelge
3.3'de verilmistir.
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Analizler sonucunda elde edilen fluoresans parametreleri kullanilarak bitkilerin
fizyolojik durumu ve canlihgi hakkinda yararli ve kantitatif bilgi veren ve PSI ile
PSII'deki fotokimyasal olaylari ifade eden fotosentetik performans indeksleri (Plaos ve
Pliop) hesaplanmig; bu hesaplarin sonucunda aygicegi her iki kuraklik uygulamasi ve

bunlarin iyilestirme kosullarina verdikleri cevaplar tespit edilmigtir.

Plabs: Performans indeksi (Plabs), bitkilerin fizyolojik durumu ve canliligi hakkinda
yararli ve kantitatif bilgi veren ve fotokimyasal olaylari ifade eden bir klorofil fluoresans
parametresidir [yRC/(1 - yRC)] X [pPo/(1 - ¢P0)] X [wo/(1 - wo)]. Performans indeksi
(Plabs), bir tek coklu-parametrik ifadede fotosentetik aktivitenin ¢ ana fonksiyonel
basamagi (isik enerjisi absorbsiyonu, eksitasyon enerjisinin yakalanmasi ve
eksitasyon enerjisinin elektron tasinimina déndsumu) ile bir PSII reaksiyon merkezi
kompleksini birlestirir[269, 270].

Pliop: Toplam performans indeksi (Plwp), bitkilerin fizyolojik durumu ve canliligi
hakkinda yararli ve kantitatif bilgi veren ve fotokimyasal olaylar ifade eden bir klorofil
fluoresans parametresidir. Performans indeksi (Pliwop) [YRC/(1 - YRC)] X [ePo/(1 - ¢P0)]
X [yo/(1 - yo)]* [(BRo/(1-6R0)], PSII tarafindan absorblanan foton veya uyariima
enerjisinin PSI son alicilarinin indirgenmesi igin kullanimini ifade eder. Bu parametre,
IS1k enerjisi absorbsiyonu, eksitasyon enerjisinin yakalanmasi ve eksitasyon enerijisinin
elektron taginimina donugsumu ile bu enerjinin PSI son alicilarina iletimi hakkinda bilgi
verir [265].

Plabs ve Pliop verileri kullanilarak kuraklik faktor indeksi (KFI), KFI= logA + 2 logB ile
Strauss vd. [271] ve Oukarroum vd. [272]'nin kullandid1 KFI'nin modifikasyonu sonucu
elde edilen iyilesme faktor indeksi (IFl), IFI= logA + 2 logB formull kullanilarak
hesaplanmistir. Bu formulde A orta derecedeki kurakliga maruz kalan (IFI'da ise orta
derecedeki kurakligi takiben iyilesme uygulanan) bitkilerin ortalama nispi performans
indeksini (PI), B ise siddetli kurakhda maruz kalan (IFI'da ise siddetli kurakhgi takiben
iyilesme uygulanan) bitkilerin ortalama nispi performans indeksini (Pl) ifade etmektedir.

Ortalama nispi Pl degerleri ise Pl kuraklik/PIl kontrol formuld kullanilarak hesaplanir.
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Cizelge 3.3. JIP-testinde kullanilan bazi terimlerin, tanimlamalarin ve formullerin 6zeti [265, 266, 273].

Teknik ve hesaplanan fluoresans parametreleri

Fo= Foous Minimum fluoresans intensitesi (O basamagi) ; PSII’'nin tim reaksiyon merkezleri agik
FL= F1s0us 150 us’deki fluoresans intensitesi
Fk= Fsoous 300 ps’deki fluoresans intensitesi
Fi= Foms 2 ms’deki fluoresans intensitesi (J basamagi)
Fi= Fsoms 30 ms’deki fluoresans intensitesi (I basamagi)
Fp= Fm Maksimum fluoresans intensitesi (P basamag);PSII'nin tim reaksiyon merkezleri kapali
Tem Maksimum fluoresans intensitesi Fv'e ulasildigi zaman
Area Fluoresans egrisinin Foile Fy degeri Uzerinde kalan ve Qa’nin tam indirgenmesi igin transfer edilmesi gereken
elektron sayisi hakkinda bilgi saglayan toplam alan
Mo 4(F300us — Fo)/( FMm — Fo)  Relative degigken klorofil fluoresans egrisi Vi (Fo= Fsous igin)'nin tahmini baslangic
(dV/dt)o egimi (ms'deki) veya fotokimyanin baslangi¢ hizi
A (Fa-Fo)/(Fm-Fo) J basamaginda relative degisken fluoresans
Vi (Fi-Fo)/(Fm-Fo) | basamaginda relative degisken fluoresans
Swm Area/Fv Her bir reaksiyon merkezi igin toplam elektron tasiyicilar

Kuantum etkinligi veya akis oranlari

#po =TRo/ABS

FviFm =[1 - (Fo/Fm)] t=0’da primer fotokimyanin maksimum kuantum verimi

Wo= ETo/TRo

(1-Vy) t=0’da tutulan eksitonun Qa“dan elektron transport zincirine bir elektronu hareket ettirme etkinligi

PHI(Eq)=ETo/ABS

[1 - (Fo/Fm)] wo t=0'da elektron transportunun maksimum verimi

O0Ro= REW/ETo

(1 - V))/( 1 - Vs) Indirgenmis sistemler arasi elektron alicilarinin bir elektronu, PSI son elektron alicilarina
hareket ettirme etkinligi

47



¢Ro= REo/ABS

@ro.Wo.8R0 Qa“‘dan PSI son elektron alicilarina elektron transportun kuantum verimi

Spesifik akiglar- Her bir reaksiyon merkezi basina enerji akiglari

ABS/RC Mo (1/Vs) (1/¢pr0) Reaksiyon merkezi (RC) basina absorbsiyon akisi (PSIl anten klorofilleri igin); t= 0’da
absorplanan enerji akigi veya ortalama anten buyuklugu
TRo/RC Mo (1/V35) t= 0’da yakalanan eneriji akigi (reaksiyon merkezi bagina)
ETo/RC Mo(1/V3) wo t= 0’da elektron transportu (reaksiyon merkezi bagina)
Dlo/RC (ABS/RC) - (TRo/RC) t= O’d“a yayllan enerji akigl (reaksiyon merkezi basina); Fotokimya disinda kaybedilen
ener;ji
Fenomenolojik akislar - Olgiim yapilan yaprak alani bazinda enerji akislari
ABS/CSo =Fo | t= 0'da absorblanan enerji akisi
TRo/CSo @Po.(ABS/CSp) t= 0'da yakalanan enerji akisi
ETo/CSo @Po.W.(ABS/CSo) t= 0’da elektron transportu
Dlo/CSo (ABS/CSo) = (TRo/ CSo) Bir PSIlI'de fotokimya disinda kaybedilen enerji
RC/CSo ¢@ro.(Va/Mo).Fo t=trv’'da aktif PSII reaksiyon merkezleri miktari
Performans indeksleri
Plabs [/RCI(1 - RC)] X [@Pol(1 - pP0)] X [yo/(1 - yo)]
PSII tarafindan foton absorbsiyonundan sistemler arasi elektron alicilarinin indirgenmesine kadarki ener;ji
korunumunun performans indeksi (Potansiyel)
Pltop [/RC/(1 - RC)] X [@P0/(1 - ¢pPO)] X [wo/(1 - yo)]* [(6R0/(1-8R0)]

Toplam performans indeksi, PSI'in son elektron alicisina kadar olan performans
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3.3.3.2. Fizyolojik Olgiimler

3.3.3.2.1. Yaprak Nispi Su igeriginin Belirlenmesi

Stres ve iyilesme gruplari ile bunlarin kontrol grubu bitkilerinin yaprak dokularindaki
nispi su icerigini belirlemek igin aygigegi genotiplerine ait bitkilerden 3 tekrarli ve her
tekrardan iki bitki olmak Uzere 6 adet bitkiden (n=6) yaprak diskleri (R=0.5 cm)
cikartilmis ve tartilmistir (taze agirlik). Tartilan diskler 5 ml distile su igeren falkon
tiplere konulmus ve tlpler galkalayicida 100 rpm’de 24 saat galkalanmistir. Bu sure
sonunda hidrate hale gelen yaprak diskleri tekrar tartilarak turgor durumundaki
agirliklari saptanmistir. Daha sonra bu yaprak diskleri 80°C’lik etivde 48 saat
kurutulmus ve agirliklari yeniden tartilarak kuru agirliklari belirlenmistir. Yaprak
dokularindaki nispi su igerigi (NSI) (%) = (TA-KA) / (HA-KA) x 100 formUliinden Farrant
[274]'a gore hesaplanmistir. (TA, taze agirlik; HA, hidrate agirlik; KA, kuru agirlik)

3.3.3.3. Biyokimyasal Olgiimler

3.3.3.3.1. Yapraklardaki Fotosentetik Pigment igeriklerinin Belirlenmesi

Kontrol, stres ve iyilesme grubuna ait bitkilerde toplam klorofil (a+b) ve karotenoid
(ksantofil+B-karoten) miktarlari (mg ml-tcm-?) Lichtenthaler [275]'a gbre belirlenmistir.
Bunun igin kontrol, stres ve iyilesme grubuna ait bitkilerden 3 tekrarli olacak sekilde ve
her bir drnekten 1 adet olmak Uzere toplam 3 adet yaprak diski (R=0.6 cm) alinmig ve
bu 6rnekler 1 ml %100’luk aseton iceren 1,5 mllik santriflj tuplerine konularak
pigmentlerin yaprak dokusundan ¢ozeltiye gegmesi icin 1 hafta buzdolabinda (+4°C),
karanlikta bekletilmistir. Bu sure sonrasinda ornekler 14000 rpom’de 10 dakika sure ile
santrifijlenmis ve spektrofotometrede (Spectro UV-Vis Double Beam PC) 470, 644,8

ve 661,6 nm dalga boylarinda érneklerin absorbanslari okunmustur.

3.3.3.3.2. Yapraklardaki iyon Sizintisi Oraninin Belirlenmesi

Kontrol, stres ve iyilesme grubuna ait bitkilerde yaprak dokularindaki iyon sizintisi
orani Redmann vd. [276]'nin modifiye edilmis metoduna gore analiz edilmistir. Her bir
uygulamaya ait bitki orneklerinden 6 tekrarli olacak sekilde S’er adet yaprak diski
(R=0,6 cm) alinmisg ve 10 ml distile su igeren kapakli tuplere konulmustur. 24 saat
boyunca 100 rpm’de galkalama islemi sonrasinda tuplerden ¢ikarilan yaprak diskleri
sivi azot ile muamele edilmis ve tlplerdeki ¢ozeltilerden alinan érneklerin 280 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile (Spektro UV-Vis Double Beam PC) absorbans degerleri
okunmustur (A280).
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Bu islem sonrasinda sivi azot ile muamele edilmis yaprak diskleri tekrar kendi tlplere
konularak yine 24 saat 100 rpm’de tupler ¢alkalanmistir. En son basamakta diskler
tuplerden cikartilimig ve tupte kalan g¢ozeltilerin absorbans degerleri ayni sekilde
yeniden okunmustur (A’280). Yaprak dokularindaki iyon sizintisi orani asagidaki

formul kullanilarak hesaplanmistir:
Iyon sizintisi= A280/A’280 (3.1)

3.3.4. Puanlama
Puanlamada kullanilan Hasar indeksi (%) ve lyilesme derecesi (%) asagidaki

formullere gore hesaplanmigtir.

Hasar indeksi (%):

(Kuraklik stresi — Kontrol) / [1 - (Kontrol/100)] * 100 (3.2)
Kuraklk stresi: M ve S

Kuraklk gruplarinin kontrolleri: Cm ve Cs

Bu hesaplama Glerum [277]'dan modifiye edilerek alinmistir.

iyilesme Derecesi (%):

[(lyilesme - Kuraklik stresi) / (Kontrol - Kuraklik stresi)] *100 (3.3)
lyilesme (stres sonrasi 5 giin yeniden sulama): Rv ve Rs

lyilesme gruplarinin kontrolleri: Crm ve Crs

Bu hesaplama Blumenthal vd. [278]'den modifiye edilerek alinmistir.

Puanlar, Plabs ve Plwop igin hesaplanan kurakhk faktor indeksi (KFI) ve iyilesme faktor
indeksi (IF1) kullanilarak; toplam klorofil (a+b), karotenoid ve iyon sizintisi iginse
hesaplanan hasar indeksi (%) ve iyilesme dereceleri (%) kullanilarak genotiplere gore
ayri ayri hesaplanmistir. Bu hesaplamalarda kullanmak igin segilen parametrelerden
stresle azalanlar igin (Plabs, Pliop, Klorofil (a+b) ve karotenoid) parametre degeri en
yuksek olan geside en disuk puan (1 puan) stresle artan parametre (iyon sizintisi) igin
ise, parametre degeri en dusuk olan c¢eside en ylksek puan (1 puan) verilerek
hesaplamalar yapilmistir. Her bir parametre icin aygicegi genotiplerinin aldigi puanlar,

toplam puan olarak hesaplanmis ve siniflandiriimalari yapiimistir.
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3.4.1l. ASAMA: SEQiLEN GEN_OTiPLERDE KURAKLIGA TOLERANSIN AYRINTILI
ANALIZLERLE INCELENMESI

3.4.1. Bitki Materyali

Bu asamada |. agsama sonuglarina gore belirlenen kurakliga dayanikli (Sems ve
Tarsan-1018), orta derecede dayanikli (Tunca) ve duyarh (Kaan) cesitler ile birlikte
atasal aygice@i melezleri olan H. annuus x H. agrophyllus ile H. annuus x H. deserticola

kullaniimigtir.
Ha*Ha: H. annuus x H. agrophyllus
Ha*Hd: H. annuus x H. deserticola

3.4.2. Uygulamalar

40 gun boyunca kontrolli kosullarda yetistirilen aygicegi genotiplerine ait bitkilere
siddetli (9 gun) kuraklik ile sonrasinda iyilesme (5 gln) uygulanmistir (Sekil 3.4).
Uygulama grubundaki bitkilere kuraklik stresi sulama yapilmaksizin, iyilesme
uygulamasi ise yeniden sulama yapilarak gergeklestiriimistir. Yetistirilen bitkilerin
kuraklik uygulama grubu, iyilesme grubu ve bunlarin ayni yastaki kontrol gruplarina ait

rumuzlarin agiklamasi sirasi ile asagida verilmigtir.

C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler

Cs: 9 gun kurakhga (S) maruz kalan stres grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri

S: 40 gun kontrol kosullar1 + 9 gin kurakliga maruz kalan 49 gunluk stres grubu bitkileri
Cr: R grubunun 54 gunluk kontrol bitkileri

R: 9 gun kuraklik uygulamasini takiben 5 gun yeniden sulanan 54 gunlik iyilesme

grubu bitkileri

Kurakhk uygulamasinin baglatildidi ekimden sonraki 40. gunde ilk kontrol grubunun
(C) hasadi yapilmistir. 40 gunlik bitkiler kuraklik ve iyilesme olmak Uzere 2 farkh
uygulamaya maruz birakilmigtir. Birinci uygulamada yer alan bitkiler 9 gin boyunca
sulamaksizin kurakliga maruz birakilmigtir ve 9. glin sonunda bu bitki grubu (S) ile bu
gruba ait kontrol grubu (Cs) hasat edilmistir. ikinci uygulamayi, kurakhg takiben 5 giin
yeniden sulanan iyilesme grubu bitkileri olugsturmaktadir ve bu uygulamada hasat
islemi, 5 gunluk iyilesme uygulamasinin sonunda bu iyilesme grubu (R) ile bu gruba
ait kontrol grubunda (Cr) gerceklestirilmigtir.
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Sekil 3.4. Kuraklik ve iyilesme uygulamasina ait deneme duzeni

Bu basamakta, genotiplerde kurakhgin ve iyilesme kosullarinin etkisi; morfolojik (bitki
boyu, yaprak sayisi, agirik degisimleri), fizyolojik (yaprak gercek su igerigi),
fotosentetik (fotokimyasal élgumler), biyokimyasal (klorofil ve karotenoid icerigi, lipid
peroksidasyonu, hidrojen peroksit ile antosiyanin ve flavonoid igerigi) ve antioksidan
enzim aktiviteleri (SOD, APX, GR, POD, CAT ve ALR) odlgumleriyle incelenmigtir. Bu
sekilde kurakhgin fotosentetik performans Uzerine etkisi ile kuraklik stresine toleransta

antioksidan savunma sistemlerinin rolu ortaya konulmaya ¢aligiimigtir.

3.4.3. Olgiim ve Analizler

3.4.3.1. Morfolojik Olgiimler

3.4.3.1.1. Bitki Boyu ve Yaprak Sayisi Olgiimleri

Kontrol ve uygulama grubundaki aygicedi fidelerinin toprak hizasindan surgun ucuna
kadar olan uzunluklari dlglilerek bitki boyu (mm. bitki') kaydedilmis ve yaprak sayilari
(Vadet bitki) belirlenmistir. Ayrica elde edilen bu verilere gére bitki boyu tolerans

indeksi (BBTI-%) ve iyilesme potansiyeli (IP-%) hesaplanmistir [10, 278]

BBTI (%) = (Strese maruz kalan bitkilerin boyu/Kontrol bitkilerinin boyu) x100  (3.4)

IP (%) = (Yeniden sulama uygulanan bitkilerin boyu - Strese maruz kalan bitkilerin
boyu) / (Kontrol bitkilerinin boyu - Strese maruz kalan bitkilerin boyu) x 100

(3.5)

3.4.3.1.2. Taze ve Kuru Agirlik Olgiimleri
Aycicegi cesitlerine ait bitkilerin toprak Ustl aksami 3 tekrarli (n=3) olacak sekilde
tartilarak fidelerin taze agirliklari (gr. bitkit), taze agirligi belirlenen bitkilerin, 80°C’lik
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etlivde 48 saat kurutulup yeniden tartiimasiyla kuru agirliklari (gr. bitki-t) belirlenmistir.
Elde edilen bu verilere gore, taze agirlik tolerans indeksi (TATI) ve kuru agirlik tolerans

indeksi (KATI-%) ve iyilesme potansiyeli (IP-%) hesaplanmistir [10, 278].

TATI (%) = (Strese maruz kalan bitkilerin taze agirligi/Kontrol bitkilerinin taze agirhigr)

x 100 (3.6)
KATI (%) = (Strese maruz kalan bitkilerin kuru agirhigi/Kontrol bitkilerinin kuru agirhigi)
x100 (3.7)

IP (%) = (Yeniden sulama uygulanan bitkilerin taze/kuru agirhgi - Strese maruz kalan
bitkilerin taze/kuru agirlhigi) / (Kontrol bitkilerinin taze/kuru agirhgi - Strese
maruz kalan bitkilerin taze/kuru agirhgr) x 100 (3.8)

3.4.3.2. Fizyolojik Olgiimler

3.4.3.2.1. Yapraklardaki Nispi Su igeriginin Belirlenmesi

Stres ve iyilesme gruplari ile bunlarin kontrol grubundaki bitkilerin yaprak dokularindaki
nispi su icerigi (NSi-%) (mg mltcm?) Farrant [274]'a gére hesaplanmistir. (Yontem 1.

asamada agiklanmistir).

3.4.3.3. Fotosentetik Olgiimler

3.4.3.3.1. Fotokimyasal Olgiimler

Klorofil a fluoresans &lgiimleri icin, tasinabilir, Modile Fluoresans Olgiim Sistemi
(FMS-2, Hansatech Ltd.) kullanilmigtir. Module fluoresans sisteminden alinan klorofil
a fluoresans sinyalleri uygun paket programina transfer edilerek, klorofil fluoresans
parametreleri hesaplanmistir. 30 dakika karanlik adaptasyonundan sonra, 0.2 ymol m-
2s'1 g1k siddetinde c¢ok disik isik pulsu kullanilarak minimum fluoresans (Fo)
belirlenmistir. Daha sonra doygun 1sik pulsu (7500 ymol m2s1) verilerek karanlikta
adapte edilmis durumdaki maksimum fluoresans (Fw) degeri belirlenmistir. Karanlikla
adapte edilmis, yapraklarda PSII’'nin potansiyel fotokimyasal etkinligi (®P,=Fv/Fwm),
degdisken fluoresansin (Fv), maksimum fluoresansa orani olarak ifade edilir ve Fv/Fm
= (Fm-Fo)/Fm formulinden hesaplanir [279]. Ayrica PSII'nin donor (verici) kismindaki
O2 olusturan kompleksin etkinligini ifade eden Fv/Fo, [(Fm-Fo)/Fo] formulinden
hesaplanir. Karanlikta adapte edilmis yaprak dlgimunden sonra, aktinik 1s1k (250 pmol
m-?s71) verilmesi ile klorofil a fluoresansindaki isik ile tesvik edilen degisiklikler Fo' (1s1k
ile doygun durumdaki minimum klorofil a fluoresans) ve Fu'(isik ile doygun durumda
maksimum fluoresans) belirlenmigtir. Isik ile adapte edilmis durumdaki yapraklarda,
PSII'nin gergek fotokimyasal etkinligi ®PSIl = (Fu-Fs/Fu') formdlinden Genty
vd.[280]'ne gobre hesaplanmigtir. Buradaki Fs isikla adapte edilmis yapraklardaki
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dinamik denge durumundaki fluoresansi ifade etmektedir. Bunun yani sira, PSII’'nin
eksitasyon enerjisini yakalama etkinligi @exc= Fv'/Fu',[Fv/Fm'= (Fm ' - Fo )/Fm ] de Genty
vd. [280]'ne gore hesaplanmistir. Aktinik 11k kapatilip, kirmizi 6tesi isik (7 umol m-2s?
) acildiginda elektron tasima hizi (ETH), [(Fm' - Fs/ Fm ) X PAR x 0.84 x 0.5)]
formUlinden hesaplanir. Burada PAR (fotosentetik aktif radyasyon), 0.84 (yaprak
absorbsiyonu icin ortalama faktor) ve 0.5 katsayisi ise iki fotosistem (PSI ve PSII)
arasindaki absorbe edilen fotonlarin teorik olarak esit paylasildigini ifade eder. Tum
sistemdeki, fotokimyasal kullanim [gp = (Fu'- Fs/ Fm ' - Fo )] ve fotokimyasal olmayan
kullanim [NPQ = (Fu-Fm')/Fu'] da Genty vd. [280]'ne gore hesaplanmisgtir.

3.4.3.4. Biyokimyasal Olgiimler

3.4.3.4.1. Yaprak Dokularindaki Fotosentetik Pigment Miktarinin Belirlenmesi
Stres ve iyilesme gruplari ile bunlarin kontrol grubundaki bitkilerin yaprak dokularindaki
toplam klorofil (a+b) ve karotenoid (ksantofil+B-karoten) miktarlari (mg mlicm2)

Lichtenthaler [275]'a gbre belirlenmistir (Yontem 1. asamada acgiklanmistir).

3.4.3.4.2. Yaprak Dokularinda Malondialdehit (MDA) ve Hidrojen peroksit (H202)
Miktarinin Belirlenmesi

Yaprak dokularindaki membran hasarinin son Urlin olan malondialdehit (MDA) miktari
ile oksidatif stres sonucu olusan ve bir aktif oksijen ¢esidi olan hidrojen peroksit
(H202)’in miktar1 Esterbauer ve Cheeseman [281]'in metodu kullanilarak belirlenmisgtir.
Kontrol ve stres grubundaki bitkilerden alinan 0,1 g yaprak 6rnegi 4 ml %0.1
trikloroasetik asit (TCA) ile 4°C’de homojenize edilmistir. Homojenat 10000 rpm’de 15
dakika santriflij edilmistir ve elde edilen slpernatandan asagida belirtiien yontemler

izlenerek MDA ve H202 miktari belirlenmistir:

MDA miktarini belirlemek i¢cin cam tupe alinan 0.5 ml supernatanin Gzerine 1 ml TCA-
TBA-HCI (%15 trikloroasetik asit, %0.375 tiobarbiturik asit, 0.25 N HCI) ajani ve 0,5 ml
pH’si 7.6 olan 0.1 M tris/HCI tamponunundan eklenmistir. Reaksiyon karisimi, 97°C’lik
su banyosunda 45 dakika reaksiyona sokulmustur ve buradan ¢ikarilan tlpler buz
banyosuna konularak reaksiyon durdurulmustur. Bu igslemden sonra reaksiyon karigimi
10000 rpm’de 5 dk santrifijlenip spektrofotometrede (Spektro UV-Vis Double Beam
PC) 532 ve 600 nm dalga boylarinda absorbans degerleri okunmustur. Yaprak
dokularindaki MDA miktari nmol g T.A."! olarak belirlenmistir.

H20:2 miktarini belirlemek igin cam tlpe alinan 0.5 ml sipernatanin Gzerine 0.5 ml pH’si

7.6 olan 0.1 M tris/HCI tamponu ve 1 ml 1 M KI eklenmistir. Reaksiyon karisimi 90 dk
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karanlikta bekletiimis ve spektrofotometrede (Spektro UV-Vis Double Beam PC) 390
nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Yaprak dokularindaki H20:2

miktari standart egri kullanilarak ve pmol g T.A.* olarak belirlenmigtir.

3.4.3.4.3. Yaprak Dokularinda Antosiyanin ve Flavonoid igeriginin Belirlenmesi

Kuraklik ve iyilesme gruplari ile bunlarin kontrol gruplarindaki bitkilerin yaprak
dokularindaki antosiyanin icerigi Mancinelli [282]'ye, flavonoid icerigi ise Mirecki ve
Teramura [283]'ya gore belirlenmistir. Her iki yonteme goére 0.1 gr taze yaprak ornegi
6 ml %79 metanol, %20 distile su ve %1 HCI'den olusan ¢dzelti eklenerek homojenize
edilmistir. Homojenat +4°C’de 10000 rpm’de 20 dakika santrifujlenmis ve elde edilen
stupernatandan asagida belirtilen yontemler izlenerek antosiyanin ve flavonoid igerigi

belirlenmistir:

Yaprak dokularindaki antosiyanin igerigini belirleyebilmek igin, elde edilen
supernatanin spektrofotometrede (Spektro UV-Vis Double Beam PC) 530 ve 657 nm
dalga boylarinda absorbans degerleri okunmus ve yaprak dokularindaki antosiyanin

miktari (mg ml* gTA!) asagidaki formile gére hesaplanmistir:
Antosiyanin = Aszo — (Aes7/3) (3.9)

Yaprak dokularindaki flavonoid igerigini belirleyebilmek icin, elde edilen sipernatanin
spektrofotometrede (Spektro UV-Vis Double Beam PC) 300 nm dalga boylarinda
absorbans degerleri okunmustur. Yaprak dokularindaki flavonoid miktari kontrole gére

yuzde olarak hesaplanmistir.

3.4.3.4.4. Yaprak Dokularinda Glisin Betain igeriginin Belirlenmesi

Kuraklik ve iyilesme gruplari ile bunlarin kontrol gruplarindaki bitkilerin yaprak
dokularindaki glisin betain icerigi Grieve ve Grattan [284]'a gbre belirlenmistir. Bitki
ornekleri 80°C’de 4 gun kurutulmugtur. Her bir 6rnek icin 0.05 gr kuru bitki materyali
ependorf tiplere aktarilmis ve Uzerlerine 1 ml distile su ilave edilerek vortekslenmistir.
Ornekler oda sicakhiginda 24 saat 250 rpm’de galkalanmistir. Sonrasinda 3000 g'de 5
dakika santrif(ij edilen érneklerden 25 ul sipernatan yeni tuplere aktariimistir. Glisin
betain igin ayrilan 6rneklerin Gzerine 1:1 oraninda 2N H2SOuilave edilerek 1 saat buz
Uzerinde karistiriimistir. Daha sonra drneklerin tGzerine 20 ul soguk Kl-I2 ¢ézeltisi ilave
edilerek dikkatlice vortekslenip érnekler + 4°C’de 16 saat bekletilmistir. Ertesi gin
tipler 10000 g’de 15 dakika ve 0°C’de santriflj edilip sUpernatan dikkatlice

uzaklastirilmigtir. Dipte kalan kristaller 900 ul 1-2 dikloroetanda ¢ozdurulmustur.
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Kuvvetlice vortekslenerek kristallerin ¢ézliinmesi saglandiktan sonra 30 dakika 80°C’de
inkibe edilip, 496 nm dalga boyunda (UV-1800, UV-Vis Spektrophotometer,
SHIMADZU) absorbans degerleri okunmustur.

3.4.3.5. Antioksidan Enzim Aktivite Olgiimleri
3.4.3.5.1. Protein igeriginin Belirlenmesi
Enzim aktiviteleri protein miktarlarina bagh olarak hesaplandidi igin dncelikle tim

enzim ozutlerinin protein igerikleri belirlenmigtir.

Kontrol ve stres grubundaki aygicegi genotiplerine ait yaprak orneklerinin protein
konsantrasyonlari, Bradford [285] metoduna goOre sigir serum albumini (BSA)
standardi kullanilarak belirlenmistir. Bradford ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin; 500 mg
Coomassie Blue G, 50-70 ml suda ¢ozulerek bu ¢dzelti icine sirasiyla 250 ml %95’lik
etanol ve 500 ml %85’lik fosforik asit eklenip karistirilir. Daha sonra bu ¢ozelti 1 L'ye
tamamlanir ve +4°C’de karanlikta tutulur. Bu yodun Bradford c¢ozeltisi (5X)

kullaniimadan 6nce 5 kez (1X) seyreltilmigtir.

20 ul 6rnek c¢ozelti ile 480 ul distile su karistirildiktan sonra, karisima 5 ml Bradford
cOzeltisi (1X) eklenmigtir. Bu karisim 10 saniye vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 10 dakika  bekletilimigtir. ~ Cozeltinin  absorbans  degerleri
spektrofotometrede (Spektro UV-Vis Double Beam PC) 595 nm dalga boyunda ug¢

tekrarl olacak sekilde okunmustur.

3.4.3.5.2. Suiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi, nitrobluetetrazolyum’un
(NBT) fotokimyasal indirgenmesini esas alan yénteme gore spektrofotometrik olarak
belirlenmistir [286]. Kontrol ve stres gruplarina ait bitkilerden alinan 0.5 g taze yaprak
ornegi sivi azotta havanda ezildikten sonra 100 mM potasyum fosfat (pH 7.0) ve 1 mM
Na2EDTA igeren 1.5 ml'lik sUspansiyon g¢ozeltiye eklenmistir. Bu karisim +4°C’de
14000 rpm’de 20 dakika santrifijlenmis ve enzimi iceren sipernatan kismi ayrilmigtir.
50 mM fosfat tamponu (pH 7.8), 9.9 mM L-metiyonin, 57 yM NBT ve %1 Triton X-100
ile karistinimis ve bu karisimdan alinan 1 ml ¢dzeltiye 20 pl supernatan eklenmistir.
Ornegin konulmasini takiben reaksiyonu baglatmak igin tzerine 10ul riboflavin ilave
edilmistir. Karistirma isleminden sonra tiipler 375 pmol. m2.s? i1sik yogunlugunda
floresan i1s13ina maruz birakilmis ve absorbans degerler kore kargi spektrofotometrede
(Spektro UV-Vis Double Beam PC) 560 nm dalga boyunda okunmustur. Toplam SOD

aktivitesi tinite mg protein olarak hesaplanmistir. Bir enzim Unitesinin aktivitesi, NBT
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reduksiyonunda %50’lik bir inhibisyon yaratmak icin gereken SOD miktari olarak

tanimlanmistir.

3.4.3.5.3. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) enzim aktivitesi Wang vd. [287]'nin
metoduna gore belirlenmistir. Kontrol ve stres gruplarina ait bitkilerden alinan taze
yapraklar (0.5 g) sivi azotla havanda ezildikten sonra 50 mM Tris-HCI (pH 7.2), 1 mM
NazEDTA ve 2 mM askorbat igeren 1.5 ml'lik sispansiyon ¢dzeltisine eklenmistir. Bu
karisim +4°C’de 12000 rpm’de 20 dakika santrifijlendikten sonra 75 ug protein iceren
enzime 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.6), 2.5 mM askorbat ve 10 mM H202
ile son hacim 1 ml olacak sekilde ilave edilmigtir. H2O2'nin eklenmesi ile reaksiyon
baslatilmistir. Askorbatin okside olmasi nedeniyle askorbat konsantrasyonunda
azalma gorulmektedir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 290 nm dalga boyundaki
absorbans degerlerinin enzim 0zuUtl icermeyen reaksiyon c¢ozeltisine kargsilik
kaydedilmesiyle deg@erlendirilmistir. Toplam APX enzim aktivitesi, askorbatin
ekstinksiyon katsayisi (2.8 mM.cm?) kullanilarak baslangi¢c hizindan (nmol askorbat

dk1 mg protein) hesaplanmistir.

3.4.3.5.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon rediktaz (GR; EC 1.6.4.2) enzim aktivitesi Rao vd. [288]'nin metodu ile
belirlenmistir. Kontrol ve stres gruplarina ait bitkilerden alinan 0.5 g taze yaprak ornegi
sivi azotta havanda ezildikten sonra 100 mM potasyum fosfat (pH 7.0) ve 1 mM
NazEDTA igeren 1.5 ml'lik sispansiyon ¢ozeltiye eklenmistir. Bu karisim 14000 g ve
+4°C’de 20 dakika santriflijlenmistir. SGpernatan enzim él¢gimda i¢in ayrilmistir. 100 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.8), 2 mM Na2EDTA, 0.5 mM GSSG, 0.2 mM NADPH
ve 100 ug protein igeren enzim ekstrakti son hacim 1 ml olacak sekilde hazirlanmistir.
Reaksiyon, ortama NADPH'In eklenmesiyle baslamistir. Orneklerin absorbansi
spektrofotometrede 340 nm’de okunmustur. NADPH'In enzimatik olmayan
oksidasyonu icin 340 nm dalga boyunda GSSG eklenmeyerek kaydedilen azaligla
dizeltme yapiimigtir. Toplam GR enzim aktivitesi, NADPH’'In ekstinksiyon katsayisi
(6.2 mM.cm?) kullanilarak enzimatik olmayan oksidasyon gikarildiktan sonra

reaksiyon baslangi¢ hizindan (nmol NADPH dk* mg protein) hesaplanmistir.

3.4.3.5.5. Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Belirlenmesi
Peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) enzim aktivitesi Bergmeyer [289]'e gore belirlenmistir.
Reaksiyon karisimi 3 ml olup 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 20.1 mM
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guaiakol, 12.3 mM H202 ve enzim 6zutl icermektedir. Reaksiyon enzim 6zutundn
ilavesiyle baslatiimis ve 10 dakikalik sure igerisinde izlenmistir. Toplam POD enzim
aktivitesi, guaiakol'lin ekstinksiyon katsayisi (6.39 mM.cm™, 436 nm) kullanilarak

reaksiyon baslangi¢ hizindan (nmol H202.dkt.mg protein-t) hesaplanmistir.

3.4.3.5.6. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) enzim aktivitesi Chance ve Maehly [290]in metodu ile
belirlenmistir. Kontrol ve stres gruplarina ait bitkilerden alinan 0.5 g taze yaprak ornegi
sivi azotla havanda ezildikten sonra 50 mM tris-HCI (pH 7.8) iceren 1 ml’lik
suspansiyon ¢ozeltisine eklenmistir. Bu karisim 14000 g ve +4°C’de 20 dakika
santrifijlenmistir. SUpernatan enzim 6l¢imu i¢in ayriimistir. 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7.0), 100 mM H20:2 ¢dzeltisi ve 100 ug protein iceren enzim ekstrakti
hazirlanmistir. Reaksiyon, ortama H202'nin eklenmesiyle baglamigtir. Orneklerin
absorbansi spektrofotometrede 240 nm’de okunmustur. Toplam CAT enzim aktivitesi,
H202'nin ekstinksiyon katsayisi (40 mM cm; 240 nm) kullanilarak reaksiyon baslangig

hizindan (nmol H202 dk'* mg protein-t) hesaplanmistir.

3.4.3.5.7. Aldoz Rediiktaz (ALR) Aktivitesinin Belirlenmesi

Aldoz rediktaz (ALR; EC 1.1.1.21) enzim aktivitesi Mundree vd. [291]'nin modifiye
metoduna gore analiz edilmistir. Bitkilerden alinan taze yaprak érneklerine (0.5 g) esit
miktarda PVP eklenerek sivi azotta 6zitlendikten sonra, dokuya orani 1/20 olacak
sekilde tampon ¢ozeltisi [20 mM KH2POs4 (pH 7.5), 0.5mM EDTA, 1 mM
fenilmetilsulfonil florid (PMSF) ve 0,5 mM DTT] eklenmistir. Homojenat 10000 rpm’de
+4°C’de 10 dakika santrifijlendikten sonra sirasiyla %40 ve %100 saturasyon igin
amonyum sulfat ile doyurulmustur. Cokelen proteinler, ekstraksiyon tamponu ile
¢ozdurulmus ve Sephadex-G25 kolonundan gegirilerek tuzlarindan arindiriimigtir. 100
mM KH2PO4 (pH 6.9), 0.15 mM NADPH, 50 mM gliseraldehit ve 100 ug protein iceren
enzim ekstrakti son hacim 1 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon, ortama
gliseraldehit'in eklenmesiyle baslatiimistir ve érneklerin absorbansi spektrofotometrik
olarak 340 nm’de okunmustur. ALR enzim aktivitesi, NADPH’in ekstinksiyon katsayisi
(6.2 mM.cm?) kullanilarak enzimatik olmayan oksidasyon gikarildiktan sonra

reaksiyon baslangi¢ hizindan (nmol NADPH dk* mg protein) hesaplanmistir.

3.4.4. Puanlama
Puanlamada kullanilan Hasar indeksi (%) ve lyilesme derecesi (%) asagidaki

formullere gére hesaplanmigtir.
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Hasar indeksi (%):

(Kuraklik stresi — Kontrol) / [1 - (Kontrol/100)] * 100 (3.10)
Kuraklik stresi: S

Kuraklik grubunun kontrolu: Cs

Bu hesaplama Glerum [277]'dan modifiye edilerek alinmistir.

iyilesme Derecesi (%):

[(lyilesme - Kuraklik stresi) / (Kontrol - Kuraklik stresi)] *100 (3.11)
lyilesme (stres sonrasi 5 giin yeniden sulama): R

iyilesme grubunun kontrolii: Cr

Bu hesaplama Blumenthal vd. [278]'den modifiye edilerek alinmistir.

Tezin bu asamasinda kullanilan tim parametrelerden hasar indeksi (%) ve iyilesme
dereceleri (%) genotipler igin ayri ayri hesaplanmistir. Bu hesaplamalarda kullanmak
icin secilen parametrelerden stresle azalanlar igin (bitki boyu, yaprak sayisi gibi)
parametre dederi en yiksek olan g¢eside en disik puan (1 puan) stresle artan
parametre (MDA, H202 gibi) igin ise, parametre degeri en diuglk olan ¢eside en disuk
puan (1 puan) verilerek hesaplamalar yapiimigtir. Her bir parametre igin aygicegi
genotiplerinin aldigi puanlar, toplam puan olarak hesaplanmis ve siniflandiriimalari

yapimigtir.
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3.5. lll. ASAMA: AYCICEGI PROTEOMUNDAKI DEGISIMLER
3.5.1. Bitki Materyali
Bu asamada, Il. asama sonuglarina goére segilen genotipler ile birlikte atasal aygicegi

tura Cizelge 3.4°de verilmigtir.
Cizelge 3.4. lll. asamada kullanilan aygicegi genotipleri

lll. Asamada Kullanilan Ayc¢icegi Genotipleri

Yerel Atasal

1- Helianthus annuus L.(Tarsan-1018-toleransh) Helianthus agrophyllus
2- Helianthus annuus L. (Tunca-duyarh) Alchemy

3.5.2. Uygulamalar

Kontrolli iklim odasinda 40 gun boyunca yetistirilen giceklenme oncesi donemdeki
aycicegi genotiplerine; 9 gin sulamaksizin kuraklik uygulanmig ve sonrasinda 5 gun
yeniden sulama ile iyilesme uygulamasi gergeklestirilmistir. Bu asamada genotiplerine

yapilan uygulamalara ait kisaltmalar asagida listelenmistir (Sekil 3.5).
C: 40 gunluk kontrol grubu bitkileri
S: 40 gun kontrol kosullari sonrasinda 9 gun kuraklik uygulanan bitkiler

R: 9 gun kurakligi takiben 5 gun sulama ile iyilesme uygulanan bitkiler

L‘ 40 gun

¥ \ 49 gun

54 gin

Sekil 3.5. Kontrol, kuraklik uygulamasi ile iyilesme gruplarina ait deneme dizeni
Aycicegi genotiplerinde gigeklenmenin hemen 6ncesinde 40. guinde kontrol grubunun

(C) hasadi yapilmigtir. Sonrasinda bitkiler 9 guin sulamaksizin kuraklik (S) uygulanmis;
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bunu takiben de 5 gun sulama ile iyilesme uygulamasi (R) gerceklestiriimistir. Kuraklik

ve iyilesme uygulamalari sonrasinda her grup belirlenen surelerde hasat edilmistir.

3.5.3. Proteomik Analizler

3.5.3.1. Toplam Protein Ekstraksiyonu

Aycicedi genotiplerinin yapraklarindan protein ekstraksiyonu Hurkman ve Tanaka [292]
ile Ahsan ve Komatsu [293]'dan modifiye edilen fenol ekstraksiyon metoduna gore
yapilmistir. Kuraklik ve iyilesme gruplari ile bunlarin kontrol gruplarindaki bitkilerin
yapraklarindan alinan 2 gr taze yaprak ornegi sivi azotla 6gutulmastur ve 8 ml soguk
Mg/NP-40 ekstraksiyon tamponuyla [ 0.5 M Trisma-HCI (pH 8.3), 0.7 M sukroz, 20 mM
MgCl2, %2 NP-40, %2 B-merkaptoetanol (B-ME) ve 1mM PMSF] homojenize
edilmistir. 10 dk buz Uzerinde inkibe edilen homojenata Tris-HCI ile doyurulmus
fenolden (pH 8.0) esit miktarda eklenmistir. Homojenat 10 dk oda sicakliginda inkibe
edildikten sonra 15 dk 5300 rpm’de +4°C’de santrifuj edilmistir. Santrifujun ardindan
proteinlerin toplandidi Ustteki fenol faz ayri bir tipe alinmistir ve tGzerine 5.5 ml soguk
Mg/NP-40 ekstraksiyon tamponu eklenmistir. Homojenat tekrar oda sicakliginda 10 dk
inkiibe edildikten sonra santriflij edilmigstir (15 dk, 5300 rpm, +4°C). Ayri bir tipe alinan
fenolik fazdaki proteinlerin Gzerine ¢ozeltinin 4 kati hacminde 0.1 M amonyum asetat
iceren soguk metanol eklenerek bir gece boyunca -20°C’de ¢oktlriimustir. Ertesi gin
cokelen proteinleri toplamak igin tlipler 10 dk 12000 rpm’de +4°C’de santrifuj edilmistir
ve sonrasinda supernatan kismi atilmistir. TUpte kalan protein pellet kismi 3 kez 0.1
M amonyum asetat iceren soguk metanolle ¢okturulmus ve iki kez de soguk aseton ile
yikanmigtir. Her ¢oktirme ve yikama sonrasinda protein pelleti 10 dk 12000 rpm’de
+4°C’de santrifiij edilmistir. islemler sona erdiginde protein pellet oda sicakliginda

kurutulmustur ve kullanilana kadar -20°C’de saklanmistir (Sekil 3.6).

3.5.3.2. Proteinlerin Cozdiiriilmesi ve Toplam Protein Miktarinin Tayini

-20°C’den alinan protein pelletlere 500 ul rehidrasyon tamponu [7 M Ure, 2 M Thiolire,
%4 CHAPS, 65 mM DTT, %0.2’lik Amfolit (pH 3-10/pH5-8)] ilave edilmis ve proteinler
5 dk vortekslendikten sonra 7 dk ultrasonikasyonlu su banyosunda tutularak
¢Ozdurtlmustir. Cézunmeyen pargaciklarin atilmasi igin érnekler 10000 rpm’de 5 dk
+4°C’de santriflij edilmis ve supernatan yeni bir ependorf tlipe aktarilmigtir. Aktarma
isleminden sonra toplam protein konsantrasyonu Ramagli ve Rodriguez [295] metodu

ile belirlenmistir.
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Deneme Deseni
Biyolojik Sistem, Biyolojik stireg, Proteomik alani
(tamimlayici, kargilagtirmali, PTM, interaktomik)

|

Ornek hazirlama
Belirli bir organizma, doku, hiicre ya da organel/hiicre alti pargacik

- !
R 4
N Protein ekstraksiyonu
E (toplam ya d_a parcalara ayrilmis)
K Protein saflastirma
1DE ve 2DE (jel temelli), LC-temelli y
A 1 Protein etiketleme (ICAT,ITRAQ,SILAC)
N
A Pargalanmamig Protein parcalanmasi (Tripsin)
L protein Tum ya da parcalarina ayrilmis protein ekstraktlan, 1DE bantlar ya da 2DE spotlari
i
; |
i M il Kutle spektrometresi 1DE bantlari ya da 2DE
Tam proteinler  pepit kangimlarinin LC-MS/MS ile analizi spotlarindan triptik peptitlerin
Etiketli ya da etiketsiz MS ya da MS/MS analizi
v
,
v Kiitle spektrum analizi ve veri tabani se¢imi
E PMF, MS-MS ya da de hovo sekanslama
h v
|
) '
N ( Protein tanimlanmasi
A Translasyon sonrasi modifikasyonlari da igeren protein formlarn ve gesitleri
L Homolog proteinler Gen iirinleri
7{ (Sekanslanmamis organizma) (Sekanslanmis organizma) )
‘ V
7

Proteomik sonuglarinin dogrulanmasi
(mRNA ifadesi, Western Blot ya da enzim analizleri)
Veri tabanlarinda depolama

(2DE haritalama) y

Sekil 3.6. Proteomik deneyin is akis semasi [294].

3.5.3.3. iki-yénlii Poliakrilamid Jel Elektroforezi (2-D)

Proteom igerigindeki degisimler iki-yonlii (2-D) poliakrilamid jel elektroforezi [izoelektrik

fokuslama(lEF)+Sodyum dedosil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)]
teknigi kullanilarak belirlenmigtir. IEF 6ncesinde 500 pg protein igeren 300 pl'lik

rehidrasyon tamponu ile pH 3-10 gradiyentine sahip 17 cm’lik dogrusal immobilize pH
gradiyent (IPG) stripleri (ReadyStrip, Bio-Rad, USA) laboratuvar kosullarinda 16 saat

suresince pasif olarak rehidrate edilmistir. Rehidrasyondan sonra IEF islemi,

PROTEAN® i12™|EF Cell (Bio-Rad, USA) cihazinda 30 dk 250 V; 2 saat 10.000 V ve
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sonrasinda toplamda 70.000 V olacak sekilde gergeklestirilmigtir. Stripler ikinci ayrima

kadar -80°C’de saklanmistir.

Ikinci ayrim asamasinda IPG stripleri 15’er dk boyunca sirasiyla dengeleme tamponu
| (6 M urea, 1.5 M Tris—HCI, %2 SDS, %20 gliserol ve %2 DTT) ve dengeleme
tamponu Il (6 M urea, 1.5 M Tris—HCI, %2 SDS, %20 gliserol ve %2.5 iyodoasetamid)
ile calkalanarak dengelenmigtir. Dengeleme asamasindan sonra ikinci ayrim igin,
stripler 1.5 mm kalinliginda %12'likk SDS poliakrilamid jellere  [%30
akrilamid/bisakrilamid, 1.5 M Tris-HCI tamponu pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum
persulfat ve TEMED] [295] transfer edilmis ve kuyucugun Uzeri bromfenol mavisini
iceren %5’lik overlay agoroz ile doldurulmustur. Protein standarti olarak 10-250 kDa
araliginda yuksek bant netligine sahip boyanmayan dogal protein standarti (Precision
Plus Protein™ Unstained Standards, Biorad) kullaniimigtir. Elektroforetik yidrime
PROTEAN II XL Cell (Bio-Rad, USA) sisteminde (jel basina baslangicta 20 mA 30 dk;
sonrasinda 35 mA yaklasik 7 saat; 16°C’de) bromfenol mavisinin ¢izgisi jelin en altina
ulasana kadar gerceklestirilmistir. Kuraklik ve iyilesme gruplari ile bunlarin kontrol

gruplarindaki her bir 6rnek icin 3 tekrar olacak sekilde 3’er adet 2-D jel hazirlanmistir.

3.5.3.4. Jellerin Boyanmasi ve Gorunti Analizi

2-D ayrimi yapilan proteinlere ait jeller; kutle spektorometre analizleri i¢in hazirlayici,
yuksek duyarlliga ve daha kisa uygulama sulresine sahip Oriole™ Fluorescent Gel
Stain boyasi (Bio-Rad, USA) ile 90 dk karanlik kosullarda galkalayici Gzerinde (60

rom/dk) muamele edilmistir.

Proteomik analizler icin hazir hale getirilen jellerin daha sonraki islemleri Kocaeli
Universitesi DEKART Protein Arastirmalari ve Proteom Bilimi Laboratuvar’nda

gerceklestirilmistir.

Boyanan jeller VersaDoc sistemi (BioRad, USA) ile uygun 1sik kaynag: ve filtreler
kullanilarak goéruntllenmistir. Jellerin analiz i¢gin uygun boyutlarda goérintileri
QuantityOne programi (BioRad, USA) kullanilarak elde edilmistir. Protein beneklerinin
analizi ve jellerin karsilastirmasi PDQuest Advanced programi (versiyon 8.0.1, BioRad,
USA) ile yapilmistir. Bu asamada jellerdeki beneklerin genotip i¢i ve genotipler
arasindaki varlklari tespit edilmistir ve benek hacmindeki degisimler program

araciligiyla normalizasyonu yapilarak belirlenmistir.
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3.5.3.5. Jeldeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi

Belirlenen protein benekleri jellerden EXQuest Spot Cutter (Bio-Rad) cihazi ile 1,5
mm’lik otomatize uglar kullanarak kesilmistir. Elde edilen benekler 96 kuyucuklu plaka
icerisine konulmustur.

Protein beneklerinin triptik kesimi igin In-Gel Tryptic Digestion Kiti (Thermo Scientific)
kullaniimigtir. Plakalarda tuplere aktarilan jel pargalari 2 g/L amonyum bikarbonat
iceren %50’lik asetonitril (ACN) ¢ozeltisi ile 37°C’de 30 dk muamele edilmigtir (Boya
uzaklastirilma basamagi). Jel pargalarinin tGzerindeki sivi faz uzaklastirildiktan sonra
tuplerde 50 mM Tris(2-karboksietil)fosfin ¢ozeltisi iceren 2 g/L amonyum bikarbonat
gozeltisi eklenmigtir ve 60°C’de 10 dk muamele edilmistir (indirgenme basamagn).
islem sonunda jel tizerindeki sivi faz uzaklastiriimistir ve proteinleri alkillemek icin jel
parcaciklart 100 mM iodoasetamid ile oda sicakhginda 1 saat inkube edilmigtir
(Alkilasyon basamagt).

inkiibasyon sonunda tekrardan sivi faz uzaklastirilmistir ve jel parcalari éncelikle 2 g/L
amonyum bikarbonat iceren %50 ACN c¢ozeltisi ile 37°C’de 15 dk; sonrasinda ise
konsantre ACN ile oda sicakhginda 15 dk inkdbe edilmistir. Codzeltinin
uzaklastirlmasindan sonra jel parcalari oda sicakliginda kurutulmustur ve Uzerine
aktive edilmis tripsin (10ng/uL) eklenerek 37°C’de gece boyunca inkibe edilmistir.
inkiibasyon sonunda tiplerin icerisindeki ¢cdzelti yeni bir tiipe alinmistir ve vakum
konsantrator (Eppendorf concentrator plus, Germany) ile kurutulmustur. Kurutulan
ornekler 10 pL %0.1’lik trifloroasetik asit (TFA) eklenerek kitle spektrometre analizleri

igin hazir hale getirilmistir.

3.5.3.6. Kutle Spektrometresi Analizleri

Kltle spektrometresi analizlerinde; %0.1’lik TFA’da ¢dzinmus peptitler ZipTip C18
(Millipore, USA) kullanilarak konsantre hale getirilmistir ve matriks ¢ozeltisi (%50 ACN
ve %0.1 TFA ile doyurulmus 10 mg L? a-siyano-4-hidroksisinnamik asit) ile
kangtirnimistir. Daha sonra 2 uL ¢ozelti MALDI plakasina yerlestirilmistir ve kurumasi
beklenmistir. Kutle spektrometresi analizleri, AB Sciex TOF/TOF 5800 kutle
spektrometresi cihazi (Applied Biosystems, Framingham, 69 MA, USA) kullanilarak
gerceklestiriimistir. MALDI kalibrasyonu eksternal (digsal) veya internal (i¢sel) kalibrant
kullanilarak yapilmigtir ve her bir spektrum igin ortalama 200 lazer wvurusu
kullaniimigtir. Elde edilen tum spektrumlar (m/z), MASCOT bilgi bankasinda analiz

edilmigtir.
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Katle spektrumu (m/z 800-3000) pozitif iyon reflektér modunda elde edilmistir. Bir
protein benegi icin MS modundan elde edilen 10 pik, MS/MS fragmentasyonu igin
segilmigtir. MS/MS modu 1 kV'ik carpisma (collision) enerjisi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Carpisma tesvikli fragmentasyon icgin ¢arpisma gazi olarak hava
kullaniimigtir. Oncti MS spektrumlar icin internal kalibrasyon olarak otolitik tripsin
peptitleri kullaniimistir. Glu-Fib fragmentleri ile elde edilen eksternal kalibrasyon ise
MS/MS spektrumlarina uygulanmigtir. MS verileri GPS Explorer (Applied Biosystem)
ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yazilimlari kullanilarak veri tabanlarina

kars! taranmistir.

3.5.3.7. Biyoinformatik Analizler

Genotiplerde tanimlanan ortak proteinleri belirlemek icin Venny 2.1.0 programi
(http://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)  kullaniimigtir.  Tanimlanmis proteinlerin
birbirleri ile etkilesimini belirleyebilmek icin STRING veri tabani kullanilarak analiz

yapilmistir (https://string-db.org/). Ayrica fotosentez ve karbohidrat metabolizmasi ile

iligkili proteinlerin metabolik yolaklardaki yerleri KEGG veri tabani kullanilarak elde

edilmistir (http://www.genome.jp/kegag/pathway.html).

3.6. istatistiksel Analizler

Denemeler, rasgele deneme deseninde, 3 tekrarli ve her bir tekrarda da 4 bitki (n=12)
olmak tzere 9 deneme tekrari olacak sekilde diizenlenmigtir. Her bir degisken igin farkl
sayida kullanilan drneklem sayisi (n=) ilgili sekil altinda verilmigtir. Denemelerden elde
edilen verilere, istatistik paket programi (MiniTab 16) kullanilarak istatistiki varyans
analizi (ANOVA) yapilmistir. Analizlerden olgulebilen degerler dogrudan, sayi degerleri
de karekok donusumleri yapilarak analiz edilmistir. Her bir dedisken igin uygulamalar
ile genotipler arasindaki farkin énem kontrolii Anlamhi Onemli Fark (AOF) %5

dizeyinde hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Tezin |I. Asamasindan Elde Edilen Bulgular
4.1.1. Kuraklik ve lyilesme Kosullarinda Yapraklarda Fotokimyasal Etkinlik

4.1.1.1. Kuraklik ve !yilegme Kosullarinda Cesitlerin Yapraklarindaki
Fotosentetik Performans Indeksi (Plabs)

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin aycicegi c¢esitlerinde yapraklardaki Plaps
(Performans indeksi) Uzerine etkisi incelendiginde (Sekil 4.1) gesitlerin kontrol gruplari
arasinda (C, Cwm, Crm, Cs ve Crs) istatistiksel olarak 6nemli bir degisim bulunmamistir.
Orta ve siddetli kuraklik uygulamalari (M ve S) kendi kontrolleri (Cm ve Cs) ile
karsilastinldiginda; M’'de Cwv’ye gore Sirena hari¢ her iki kuraklik uygulamasinda da
tum cesitlerdeki azalmalar istatistiksel olarak dnemlidir. En fazla azaligin, orta siddetli
kuraklik (M) uygulamasinda Coral’da (%51), siddetli kuraklik (S) uygulamasinda ise
Duna’da (%65) oldugu tespit edilmistir. Cesitlerde Plass dederi, orta siddetli kurakhgi
takip eden 5 glin sulama ile iyilesme uygulamalarinda (Rwm) orta siddetli kuraklik (M)
uygulamasina gore Coral (% 44), Tarsan-1018 (% 31) ve Bosfora’da (% 39) 6nemli
dizeyde artmistir ve yine bu uygulamada kendi kontroliine (Crm) gore Plabs degerinin
Sirena (%27), Kaan (%25), Duna (%31) ve Coral ‘da (%30) énemli dizeyde dusuk
oldugu belirlenmistir. Siddetli kuraklik (S) uygulanan bitkilerde Plabs degerinin, orta
siddetli kuraklik (M) uygulamasina gore Hornet (%42), Tunca (%42) ve Duna’da (%48)
anlamli duzeyde azaldigi tespit edilmistir. Ayrica, 9 gun kurakhgi (S) takip eden 5 gun
sulama ile iyilesme uygulamasinda (Rs) kendi kontroline (Crs) gére Coral harig tim
cesitlerdeki Plans degerindeki farkin énemli oldugu belirlenmigtir. Siddetli kuraklik
sonrasinda 5 gun sulama ile iyilesme (Rs) uygulanan aygicegi bitkilerinde performans
indeksi, siddetli kurakliga gore (S); Coral (%84) ve Duna (%88) cesitlerinde artis
gOsterirken; Bosfora (%85) ve Sirena (%64) cesitlerinde énemli dizeyde azalmistir.
Siddetli kurakligi takip eden 5 glin sulama ile iyilesme uygulamasinda (Rs), orta siddetli
kurakhgi takip eden 5 gin sulama ile iyilesme uygulamasina gore (Rm) Plabs degeri
Tunca, Duna, Sems ve Coral harig diger ¢esitlerde azalmistir ve en fazla azalig Sirena
(%73), Hornet (%74) ve Bosfora (%90) gesidinde belirlenmisgtir.

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarina ait tum kontrol gruplarinin gegitler arasindaki
farklan incelendiginde; 40 gunluk kontrol bitkilerinde (C), Tarsan-1018 ve Bosfora,
cesitleri
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Sekil 4.1. Aygicegi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin performans indeksi (Plabs) Uzerine etkisi

(C: 40 glnluk kontrol grubu bitkileri, Cu: Orta siddette kuraklik (M) uygulamasina ait 47 gunlik kontrol grubu bitkileri, M: 40 giin kontrol kosullari sonrasinda 7
gun -orta siddette- kuraklik uygulanan bitkiler, Crm: Rm uygulamasina ait 52 gunlik kontrol grubu bitkileri, Rm: 7 glin kurakligi takiben 5 giin sulama ile iyilesme
uygulanan bitkiler, Cs: Siddetli kuraklik (S) uygulamasina ait 49 gunlik kontrol grubu bitkileri, S: 40 glin kontrol kosullari sonrasinda 9 gun - siddetli- kuraklik
uygulanan bitkiler, Crs: Rz uygulamasina ait 54 gunlik kontrol grubu bitkileri, Rs: 9 guin kurakhgi takiben 5 gun sulama ile iyilesme uygulanan bitkiler)
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ile Hornet, Tunca, Sirena, Kaan ve $Sems genotipleri arasindaki fark ile Hornet, Duna
ve Coral arasindaki farkin onemli oldugu belirlenmigtir (Sekil 4.1). Orta siddette
kuraklik (M) uygulamasina ait 47 gunlik kontrol grubu (Cwm) bitkilerinde ise Tarsan-
1018 ve Bosfora cesitleri ile diger cesitler arasindaki fark énemlidir. Rm uygulamasina
ait 52 gunluk kontrol grubu bitkilerinde (Crwm) Plabs dederi Hornet gesidi ile Duna, Coral,
Tarsan-1018 ve Bosfora cgesitlerinden ayrica Tarsan-1018 ve Bosfora’da, Hornet,
Tunca, Sirena, Kaan, Duna ve $ems cesitlerinden farkhlik gostermistir. Siddetli
kuraklik uygulamasinin kontrolinde (Cs) ise Bosfora ve Tarsan-1018 cesitleri ile
Hornet, Tunca, Sirena, Kaan ve $Sems cgesitlerinin Plabs dederlerinin énemli dizeyde
farkl oldugu belirlenmigtir. Siddetli kuraklik uygulamasi sonrasinda 5 gun sulama ile
iyilesme (Rs) uygulanan bitkilerin kontrolinde (Crs) ise Bosfora ve Tarsan-1018
cesitleri ile Hornet, Tunca, Sirena, Kaan, S$Sems ve Coral genotiplerinin Plabs
degerlerinin dnemli diizeyde farkh oldugu belirlenmistir. Orta siddette kuraklik (M) ile
orta siddette kuraklik uygulamasini takiben 5 gun sulama ile iyilesme (Rwm) uygulanan
genotipler arasinda ise Bosfora ve Tarsan-1018 cesitleri diger tum genotiplerden
farklilik gostermistir. Ayrica, 9 glnluk siddetli kurakhk uygulamasinda (S) ise Tarsan-
1018 ve Bosfora gesitleri ile (Sems harig) diger tim genotiplerle arasindaki farklar ve
Sems ile Hornet, Tunca, Duna ve Coral arasindaki farklar Plabs degerleri bakimindan
onemlidir. 9 gun kurakhgi (S) takip eden 5 gun sulama ile iyilesme uygulamasinda
(Rs); Hornet, Sirena ve Bosfora ile diger gesitler arasindaki farklar ve Tunca ile Tarsan-
1018 ve Coral arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.

4.1.1.2. Kuraklik ve iyile§me_ Kosullarinda Cesitlerin Yapraklarindaki
Fotosentetik Toplam Performans Indeksi (Pliop)

Aycicegi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin yapraklardaki Pliwop (TOplam
performans indeksi)'a etkileri incelendiginde (Sekil 4.2), cesitlerin kontrol bitkileri
arasinda istatistiksel olarak énemli bir degisim bulunmamistir. Bununla birlikte M ve S
uygulamalari kendi kontrolleri (Cm ve Cs) ile karsilastirildiginda; her iki uygulamada da
kontrollerine gore Plwopdegeri nemli dizeyde azalmistir. M uygulamasinda Plwp degeri
yaklasik %50 oraninda azalmis ve en fazla azalis %67 ile Coral genotipinde
gorulmustir. Benzer sekilde S uygulamasinda istatistiksel olarak tim genotiplerde
(Hornet'de %64, Tunca‘da %65, Sirena’da %56, Kaan'da %58, Duna ve Coral'da %72,
Sems’de %40, Tarsan-1018'de %49 ve Bosfora’da %47 oraninda) énemli azalmalar

meydana gelmistir. Rm'de M’ye gore Plwp degeri Tunca, Sirena, Kaan ve
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Sekil 4.2. Aycicegi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin toplam performans indeksi (Plwp) Uzerine etkisi

(C: 40 glnluk kontrol grubu bitkileri, Cu: Orta siddette kuraklik (M) uygulamasina ait 47 gunlik kontrol grubu bitkileri, M: 40 guiin kontrol kosullari sonrasinda 7
gun -orta siddette- kuraklik uygulanan bitkiler, Crm: Rm Uuygulamasina ait 52 gunlik kontrol grubu bitkileri, Rm: 7 glin kurakligi takiben 5 giin sulama ile iyilesme
uygulanan bitkiler, Cs: Siddetli kuraklik (S) uygulamasina ait 49 gunlik kontrol grubu bitkileri, S: 40 glin kontrol kosullari sonrasinda 9 gun - siddetli- kuraklik
uygulanan bitkiler, Crs: R2 uygulamasina ait 54 glinliik kontrol grubu bitkileri, Rs: 9 guin kurakhgi takiben 5 gin sulama ile iyilesme uygulanan bitkiler)
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Duna hari¢ diger genotiplerde énemli dlizeyde artmis olup en fazla artislar sirasiyla
2,1 ve 1,7 kat artis ile Coral ve Tarsan-1018 ile Bosfora’da tespit edilmistir. Rm kendi
kontrolli (Crwm) ile kiyaslandiginda ise Pliop degerinin Hornet (%14), Tunca (%30),
Sirena (%25), Duna (%37), Coral (%28) ve Bosfora’da (%19) 6nemli dizeyde
dusuktlr. S ile M uygulanan bitkiler kiyaslandiginda ise Plwop dederinin sadece
Duna’daki azalisin (%50) istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir. Rs’'de Crs’ye
gore Coral hari¢ diger genotiplerdeki azalmalarin énemli oldugu belirlenmistir ve en
fazla azalislar Hornet (%89), Sirena (%87), Bosfora (%96) cesitlerinde belirlenmistir.
S ile Rs uygulanan aygicegi bitkileri kiyaslandiginda (Rs’de S’ye goére) Bosfora (%92)
ve Sirena (%70) gesitlerdeki azaliglar ile Coral (1,6 kat) ve Duna’daki (1,4 kat) artislar
istatistiksel olarak 6nemli duzeydedir. Her iki kuraklik uygulamasina ait iyilesme (Rwm-
Rs) uygulamalari arasinda, Rs’de Rv'ye gore Hornet (%88), Sirena (%83), Sems
(%41), Tarsan-1018 (%45) ve Bosfora’daki (%96) azaliglar Gnemlidir.

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarina ait tim kontrol gruplarinin ¢egitler arasindaki
farklarn incelendiginde (Sekil 4.2), Plwp degeri acisindan C, Cru ve Cs
uygulamalarinda, Tarsan-1018 ve Bosfora ile diger genotipler arasindaki farklar ve
Hornet ile Coral arasindaki farklarin dnemli oldugu belirlenmistir. Cm ve Crs gruplarinda
ise; Tarsan-1018 ve Bosfora ile diger cesitler arasindaki farkhlik 6nemlidir. M
uygulamasinda Coral gesidi Tarsan-1018 ve Bosfora’dan farklihk gdsterirken; bu
uygulamayi takiben 5 giin sulama ile iyilesme (Rwm) uygulamasinda ve siddetli kuraklik
uygulamasinda (S) Sems cesidi ile diger genotiplere ve Tarsan-1018 ile Bosfora;
Hornet, Tunca, Sirena, Kaan, Duna ve Coral’dan farkhlik géstermistir. Rs ise; Hornet,
Sirena ve Bosfora gesitleri ile diger tim genotipler arasindaki fark ile $ems ve Tunca

ile Coral gesitleri arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemlidir.

4.1.1.3. Kuraklik ve lyilesme Kosullarinda Gesitlerin Yapraklarinda incelenen
Bazi JIP Test Parametreleri

Aycicegi cesitlerinde reaksiyon merkezi basina fotokimya disinda kaybedilen enerji
miktarini ifade eden DIo/RC degerleri, her iki kuraklik uygulamasinda (M-S) bu
uygulamalarin kontrol gruplarina (Cwu-Cs) gore ve orta/ siddetli kurakligi takip eden 5
gun sulama ile iyilesme (Rm-Rs) uygulamalarinin kontrol gruplarina (Crm-Crs) gore
artis gostermistir (Sekil 4.3-A). Ruw'de M uygulamasina gore Tunca (%3) ve Sirena (%8)
cesitlerinde artis gosterirken, Rs’de S’ye gore Hornet (%60), Sirena (%106), Tarsan-
1018 (%13) ve Bosfora (%194) cesitlerinde artis; Tunca (%14), Duna (%32) ve Coral
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(31) cgesitlerinde azalis tespit edilmistir. Siddetli kuraklik (S) ile orta siddette kuraklik
(M) uygulamalari kendi aralarinda kiyaslandiginda (S’de M’ye goére) tum cesitlerde
DIo/RC degeri artarken, en fazla artigsin Hornet (%19), Tunca (%36), Duna (%44) ve
Coral (%17) cesitlerinde oldugu belirlenmistir. Rs’de DIo/RC dederi, Ru'ye gore tum
cesitlerde artmis olup, Hornet ve Sirena’da 1 kat, Bosfora’da ise 2,6 katlik artis tespit

edilmistir.

Reaksiyon merkezi basina elektron tagiyicilarinin toplamini ifade eden Sw degeri tum
cesitlerde, orta siddette kuraklik (M) uygulamasinda kendi kontrolliine (Cwm) gore %2
ile %20 arasinda azalis gostermistir (Sekil 4.3-B). Rm uygulamasinda ise Crv’ye gore
Sems (%2'lik artis) cesidi hari¢ diger tum genotiplerde yaklasik %5’lik bir azalis
belirlenmistir. Siddetli kuraklik uygulamasinda Cs’ye gore genel bir azalig s6z konusu
iken, yalmzca Tunca (%23), Duna (%6) ve Coral (%10) genotiplerinde artis tespit
edilmistir. Bu uygulamanin sonrasinda 5 glin sulama ile iyilesme (Rs) uygulanan
bitkilerin Sm degeri kendi kontrol grubuna goére (Crs) Hornet, Sirena, Duna, Sems,
Tarsan-1018 ve Bosfora gesitlerinde sirasiyla %33, %14, %12, %10, %12 ve %44
daha disUk olup; yalnizca Tunca gesidinde %4’lUk artis belirlenmigtir. 7 giin kurakhgi
takiben 5 gin yeniden sulama uygulamasinda (Rwm), orta siddetli kurakhk (M)
uygulamasina goére Hornet (%16), Sirena (%9), Kaan (%12) ve Bosfora (%14)
cesitlerinde dnemli artislar tespit edilmistir. Siddetli kurakhgi takip eden 5 gun sulama
ile iyilesme uygulamasinda (Rs) ise siddetli kuraklik uygulamasina (S) gére tum
cesitlerde Sm degeri azalis gosterirken; en fazla azalis %43 ile Bosfora gesidinde
g6zlenmistir. Sm degeri siddetli kuraklik (S) uygulamasinda orta siddette kuraklik (M)
uygulamasina gore tum cgesitlerde artis gostermis olup, Tunca (%35), Coral (%24) ve
Bosfora (%19) gesitlerindeki artislar en yiksek degerdedir. 9 gun kuraklik uygulamasi
sonrasinda 5 guin sulama ile iyilesme (Rs) uygulanan bitkilerin Sm degeri, 7 giin kuraklik
uygulamasini takiben 5 gin sulama ile iyilesme (Rm) uygulanan bitkilere gore (Tunca
ve Coral harig) tum cesitlerde azalmis olup en fazla azalis %40 ile Bosfora ¢esidinde

tespit edilmigtir.

Eksite olan antendeki klorofil a molekullerinin eksitasyon enerjisini reaksiyon
merkezlerine aktarmadan oOnceki fluoresans yaymasini ifade eden Fo (minimum
fluoresans) degerleri kuraklik ve iyilesme gruplarina ait aygicegi genotiplerinde (Sekil
4.3-C); orta siddetli kuraklik uygulamasinda (M) kendi kontroline (Cwm) gére Sems

haric; siddetli kuraklik uygulamasinda (S) ise kendi kontrolliine (Cs) gore Tunca, Kaan
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ve Sems hari¢c ve her iki kurakligin iyilesme (Rwm-Rs) uygulamalarinda kontrol
gruplarina (Crv-Crs) gore tum cgesitlerde artis gostermistir. Fo degeri genotiplerde, 7
gun kurakhgi takiben 5 gun yeniden sulama uygulamasinda (Rwm), orta siddetli kuraklik
(M) uygulamasina goére (Coral ve Tarsan-1018 hari¢) tim genotiplerde artmigtir.
Benzer sekilde 9 gun kurakligi takip eden 5 glin yeniden sulama uygulamasinda (Rs),
siddetli kuraklik (S) uygulamasina gore (Coral hari¢) tum genotiplerde artmis ve en
fazla artiglar Hornet (%29), Sirena (%14), Sems (%10), Kaan (%13) ve Bosfora (%22)
cesitlerinde gortlmuastur. Siddetli kuraklik (S) ile orta siddette kuraklik (M) uygulamalari
kendi aralarinda kiyaslandiginda Fodegeri, Tunca, Kaan, Duna, Sems ve Tarsan-1018
cesitlerinde azalirken; Coral genotipinde %8’lik bir artis gostermigstir. Her iki kuraklik
uygulamasinin 5 gun sulama ile iyilesme gruplarinda ise Rs'de Rv'ye gore Hornet
(%23), Tarsan-1018 (%11) ve Bosfora (%19) cesitlerinde Fo dederi artmis; diger

genotiplerde ise azalmigtir.

Her iki kuraklik uygulamasi (M-S) ile bu uygulamalara ait 5 gun sulama ile iyilesme
(Rm-Rs) uygulanan bitkilerde primer fotokimyanin maksimum kuantum verimini ifade
eden TRo/ABS degerleri (Sekil 4.3-D) bu uygulamalarin kendi kontrolleri ile
kiyaslandiginda; tim cesitlerde yaklasik %Z2’lik (Bosfora ve Sirena harig) azalis
belirlenmistir. Orta siddette kurakhgi takiben 5 gin yeniden sulama uygulamasinda
(Rwm), orta siddetli kuraklik (M) uygulamasina gore meydana gelen degisimler (artis
ve/veya azalig) dnemli bulunmamistir. Rs’de ise, S’ye gore Sirena (%9) ve Bosfora
(%11) gesitlerinde azalig; Duna’da ise %8’lik artis tespit edilmistir. S ile M uygulamalari
ve bu uygulamalara ait 5 gun sulama ile iyilesme (Rwm-Rs) uygulamalar kendi
aralarinda kiyaslandiginda S'de M’ye gore ve Rs'de Rwv'ye gore TRo/ABS degeri tim

cesitlerde (Sems harig) azalmistir.

Tutulan eksitonun PSII'nin primer kinon alicisindan elektron tasinim zincirine bir
elektronu hareket ettirme etkinligini ifade eden ETo/TRo ve elektron tasiniminin
maksimum verimini ifade eden PHI(Eo) degerleri bakimindan her iki kuraklik
uygulamasi (M-S) kendi kontrolleri ile; Rs de Crs ile kiyaslandiginda kontrollere gére
tim cesitlerde genel bir azalig belirlenmistir (Sekil 4.3-E ve Sekil 4.3-F). Rm ile Crm
karsilastinldiginda ise kontrole gére (Hornet ve Bosfora harig) gesitlerde ETo/TRo
dederinde azalig belirlenmigtir. M ve Rwm karsilastirildiginda (Rv'de M’ye gore) tim

cesitlerde ETo/TRo degeri bakimindan genel bir artis tespit edilmistir. Rs’de S’ye goére
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Sekil 4.3. Aycicegdi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin DIo/RC-(A); Sw-
(B); Fo-(C); TRo/ABS-(D); ETo/TRo-(E) ve PHI(Eo)-(F) Uzerine etkisi.

Hornet (sirasiyla %10 ve %14), Sirena (sirasiyla %7 ve %15) ve Bosfora (sirasiyla
%28 ve %36) cesitlerinde ETo/TRo ve PHI(Eo) dederleri azalmis; Tunca, Kaan, Duna
ve Coral gesitlerinde ise ETo/TRo degeri %11 ve PHI(Eo) degeri ise yaklasik %15
artmistir. Her iki kurakhk uygulamasi (M-S) birbirleri ile karsilastirildiginda (S'de M’ye
gore); Sems ve Bosfora (%2’lik artig) hari¢ diger tim ¢esitlerde azalmistir. ETo/TRo ve
PHI(Eo) degerleri Rs'de Rv'ye gore (Coral ve Kaan hari¢) tim cesitlerde azalg
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belirlenmis olup bu en fazla azalis Bosfora (sirasiyla %30 ve %39) cesidinde

saptanmisgtir.

Genotiplerde aktif reaksiyon merkezinin etkili anten buyuklugunud ifade eden ABS/RC
degerleri, her iki kuraklik uygulamasi (M-S) ile bu uygulamalara ait 5 guin sulama ile
iyilesme (Rm-Rs) uygulanan bitkilerde (Sekil 4.4-A) bu uygulamalarin kendi kontrolleri
ile kiyaslandiginda tum cesitlerde genel bir artig belirlenmistir. ABS/RC degeri
genotiplerde, Rv'de M’ye gére Coral (%13) ve Bosfora (%10) ¢esitlerinde azalmistir.
Rs'de ise, S’ye gore Hornet, Sirena, Sems, Tarsan-1018 ve Bosfora gesitlerinde artmis
ve en fazla artis 2 kat ile Bosfora g¢esidinde gorulmustir. S’de M’ye goére, Tunca ve
Duna cesitlerinde ABS/RC degeri acisindan yaklasik %10’luk bir artis tespit edilmistir.
Rm ve Rs uygulamalari kendi aralarinda kiyaslandiginda Rs'de Rv'ye gore Hornet

(%55), Sirena (%53) ve Bosfora (%127) cesitlerinde énemli artislar belirlenmisgtir.

PSII'nin primer kinon alicisindan PSl'in son elektron alicilarina elektron tasiniminin
kuantum verimini gosteren REoJ/ABS (@Ro) degerlerine bakildiginda her iki kuraklik
uygulamasi (M-S) ile bu uygulamalara ait 5 gtin sulama ile iyilesme (Rm-Rs) uygulanan
bitkiler (Sekil 4.4-B) kendi kontrolleri ile kiyaslandiginda tim cesitlerde genel bir azalis
gostermigstir. Bu azaliglar genel olarak %7 ile %70 arasinda degismekle birlikte; siddetli
kurakhgi takiben 5 gliin sulama ile iyilesme uygulamasinda (Rs) kendi kontroline gore
(Crs) Hornet ve Bosfora cgesitlerindeki azalmalar %65 oranindadir. REo/ABS degeri,
Rv'de M’ye gore tim cesitlerde artis gostermis olup; Coral %45 ile en fazla artig
gosteren gesit olarak belirlenmistir. Rs ile S kiyaslandiginda ise Hornet (%40), Sirena
(%29) ve Bosfora (%61) cesitlerinde azalmalar; Duna (%42), Tunca (%26), Kaan
(%27) ve Coral (%54) cesitlerinde ise artiglar gorulmustar. Her iki kuraklik uygulamasi
(M-S) birbirleri ile karsilastirildiginda; REo/ABS dederi S'de M’ye gbre Sems, Tarsan-
1018 ve Bosfora hari¢ diger tim cesitlerde genel olarak azalmistir. Her iki kuraklik
uygulamasina ait iyilesme (Rwv-Rs) uygulamalari arasinda Tunca, Duna, Coral ¢esitleri
haricindeki tim genotiplerde Rs’de Rv'ye gore REo/ABS degeri 6nemli dizeyde azalis
gostermis olup en fazla azaliglar Hornet, Sirena ve Bosfora (sirasiyla %58, %46 ve
%66) cesitlerindedir.

Aycicegdi genotiplerinde her iki kuraklik uygulamasinda (M-S) bu uygulamalarin kontrol
gruplarina (Cw-Cs) gore, PSI'in son elektron alicilarina bir elektronu hareket ettirme
etkinligi olan REo/ETo 6nemli dizeyde azalmistir (Sekil 4.4-C). Rv'de CrM’ye gore

Sirena, Kaan, Sems ve Coral hari¢; Rs'de Crs'ye gore ise Tunca, Duna, Coral hari¢
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diger cesitlerdeki azalis dnemlidir. REo/ETo dederi ¢esitlerde, Rv'de M uygulamasina
gore tum cesgitlerde %10’dan fazla artis gostermistir. Sirasiyla %36, %32, %26 ve %27
ile Coral, Kaan, Tarsan-1018 ve Sirena en fazla artisi gosteren gesitlerdir. Rs ve S
kiyaslandiginda; Hornet (%30), Sirena (%16) ve Bosfora (%39)da REo/ETo degeri
azalirken, diger cesitlerde bu deder artmis ve en fazla artis %30 ile Coral ¢esidinde
gorulmastur. Her iki kuraklik uygulamasi (M-S) birbirleri ile karsilastinldiginda; S’de
M’ye gore Kaan ve $Sems cgesitlerinde bu deger %2 oraninda azalirken, diger tum
cesitlerde artig gostermistir. Kuraklik uygulamalarina ait iyilestirme uygulamalarinda
ise Rs'de Rw'ye gore Hornet, Sirena, Kaan, Sems, Tarsan-1018 ve Bosfora
cesitlerinde REo/ETo degeri azalig gostermis olup, en fazla azalislar %42 ve %45 ile

Hornet ve Bosfora’dadir.

Reaksiyon merkezi basina elektron tasinimini belirten ETo/RC degeri incelendiginde,
M’de Cwv’ye gore Tunca ve Sems cgesitlerinde azalis belirlenmistir (Sekil 4.4-D). Rv'de
Crv'ye gore Sems, Coral, Tarsan-1018 ve Bosfora hari¢ diger gesitlerde ETo/RC
degeri artmigtir. Siddetli kuraklik uygulamasinda (S) yine kendi kontroliine gore (Cs)

genel bir azalig s6z konusu iken; Rs’de Crs’ye gore ETo/RC degeri tum cegitlerde artig

—_C —M RM —s ——RS —cC —M RM —s —RS

ABS/RC HORNET

REO/ABS HORNET
1,25

BOSFORA TUNCA
BOSFORA , TUNCA
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Sekil 4.4. Aycicedi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin ABS/RC-(A);
REo/ABS-(B); REo/ETo-(C) ve ETo/RC-(D) tzerine etkisi.
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gOstermistir. Rs'de ise, S uygulamasina goére tim gesitlerde ETo/RC artmis ve en fazla
artis %35 ile Sirena gesidinde gorulmustur. M ile Rm uygulamasi ile kiyaslandiginda;
ETo/RC degerinde Rv'de M’ye gore Coral, Tarsan-1018 ve Bosfora hari¢ gesitlerde
genel olarak artis olmustur. Her iki kuraklik uygulamasi (M-S) karsilastiriidiginda,
siddetli kuraklikta orta siddetli kurakliga gére ETo/RC de@erinde genel bir azalis
gorulurken, yalnizca Bosfora’da (%3) artmistir. Rm ve Rs uygulamalari kendi aralarinda
kiyaslandiginda Rs’de Rvm'ye gore ETo/RC degeri Hornet, Sirena, Tarsan-1018 ve

Bosfora gesitlerinde sirasiyla %10, %20, %13 ve %38 oraninda artis gostermistir.

4.1.1.4. Kurakhk Faktor indeksi (KFI)

Kurakhk faktor indeksi (KFI) kullanilarak; performans indeks (Plabs ve Pliwop) verileri
normalize edilebilmekte, genotiplerin birbirleri ile daha iyi karsilastirmasi
saglanabilmekte ve bitki genotipleri kuraklik tolerans derecelerine goére

siralanabilmektedir.

4.1.1.4.1. Plabs igin Kurakhk Faktor indeksi (KFI)

Genotiplerin orta ve siddetli kuraklik uygulamalarinda Plabs verileri kullanilarak kuraklik
faktor indeksleri (KFI) degerleri hesaplanmis ve en yuksek KFI degerleri Bosfora,
Tarsan-1018 ve S$Sems genotiplerinde belirlenirken, en dusik KFI degerleri Coral ve

Duna’da gozlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kuraklik ve iyilesme uygulanan aycicegi cesitlerinde Plans’den hesaplanan
kuraklik faktor indeksleri (KF1)

Genotipler Plaps-KFI Gruplar
BOSFORA -0,430232697 1. grup
TARSAN-1018 -0,452284748 1.grup
SEMS -0,470967825 1. grup
KAAN -0,599252412 2. grup
SIRENA -0,618981665 2. grup
HORNET -0,716102331 3. grup
TUNCA -0,896081005 4. grup
CORAL -1,105939026 S. grup
DUNA -1,119847793 S. grup

4.1.1.4.2. Pliop igin Kuraklik Faktér indeksi (KFI)
Genotiplerin orta ve siddetli kuraklik uygulamalarinda Pliop verileri kullanilarak kuraklik
faktor indeksleri (KFI) degerleri hesaplanmis ve en yuksek KFI degeri Sems’de en

dusuk KFI degerleri ise Coral’da tespit edilmigtir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Kuraklik ve iyilesme uygulanan aycicegi genotiplerinde Pliwop'dan
hesaplanan kuraklik faktor indeksleri (KF1)

Genotipler Pliop-KFI Gruplar
SEMS -0,720023638 1.grup
BOSFORA -0,904225542 2. grup
TARSAN-1018 -0,904979364 2. grup
SIRENA -0,965909196 2. grup
KAAN -1,053911681 3. grup
TUNCA -1,178275697 4. grup
HORNET -1,185427136 4. grup
DUNA -1,422743691 5. grup
CORAL -1,580019214 6. grup

4.1.1.5. iyilegsme Faktor indeksi (IFI)

lyilesme faktor indeksi (IF1), kuraklik faktér indeksi (KFI)nin de ortaya koydugu iki
hedefi ile tanimlanabilir. Bunlar; performans indeks verilerinin normalize edilerek
uygulanmasi ile genotiplerin daha iyi karsilastiriimasi ve iyilesme toleranslarina gore

bitki genotiplerinin siralanmasidir.

4.1.1.5.1. Plabs Iigin lyilesme Faktor indeksi (IFI)

Genotiplerin orta ve siddetli kuraklik uygulamalarinda Plaos verileri kullanilarak iyilesme
faktor indeksleri (IFl) degerleri hesaplanmis ve en yuksek IFl degerleri Sems ve
Tarsan-1018 genotiplerinde belirlenirken, en duguk IFlI degeri ise Bosfora'da
go6zlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Kuraklk ve iyilesme uygulanan aygicegi genotiplerinde Plaps’den
hesaplanan iyilesme faktor indeksleri (IFI)

Genotipler Plaps-1FI Gruplar
SEMS -0,351589721 1l.grup
TARSAN-1018 -0,370726575 1. grup
CORAL -0,418510954 2. grup
KAAN -0,439393962 2. grup
DUNA -0,514369925 3. grup
TUNCA -0,577432913 3. grup
HORNET -1,24106468 4. grup
SIRENA -1,497404304 5. grup
BOSFORA  -1,934818881 6. grup
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4.1.1.5.2. Pliop igin iyilegme Faktor indeksi (IFI)

Genotiplerin orta ve siddetli kuraklik uygulamalarinda Pliop verileri kullanilarak iyilesme
faktor indeksleri (IFI) degerleri hesaplanmis ve en yuksek IFI degeri Coral'da
belirlenirken, en disuk IFI degeri Bosfora’da tespit edilmigstir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Kuraklik ve iyilesme uygulanan aygicedi genotiplerinde Pliwop'dan
hesaplanan iyilesme faktor indeksleri (1FI)

Genotipler Plabs-IFI Gruplar
CORAL -0,400235909 1.grup
SEMS -0,489756536 2. grup
KAAN -0,52656155 2. grup
DUNA -0,601226398 3. grup
TUNCA -0,631046832 3. grup

TARSAN-1018 -0,701341716 4. grup
SIRENA -1,90608563 5. grup
HORNET -2,03570594 5. grup

BOSFORA  -2,902374577 6. grup

4.1.2. Kurakhk ve lyilesme Kosullarinda Fizyolojik Olciimler

4.1.2.1. Kuraklik ve iyilesme Kosullarinda Gesitlerin Nispi Su igerigi (NSi)
Yapraktaki toplam nispi su igerigi Uzerine kurakllk ve bunlara ait iyilesme
uygulamalarinin etkisi incelendiginde (Sekil 4.5), zamana bagli olarak genotiplerin
kontrol gruplari arasinda (C, Cwm, Crm, Cs ve Crs) Onemli bir degisim bulunmamigtir.
Cesitler arasinda her iki kurakhk uygulamasi kontrol gruplari ile kiyaslandiginda (M’de
Cwm’ye ve S’de Cs’ye gore) Hornet harig diger ¢esitlerde dnemli dizeyde azaliglar tespit
edilmigtir. En fazla azalislar Tunca (sirasiyla %24 ve %43) ve Sirena (sirasiyla %21 ve
%33) cesitlerinde goérulmuagstir. Rwm ile Crm kiyaslandiginda Hornet, Sems, Coral ve
Tarsan-1018 harig nispi su igeriginin gesitlerde dusuk oldugu belirlenmistir. Rs’de kendi
kontroliine (Crs) gore Hornet ve Tarsan-1018 harig ¢esitlerde nispi su i¢eriginde dnemli
azalmalar belirlenmis olup en fazla azaliglar Tunca (%35) ve Duna (%22)
cesitlerindedir. Rv’de M’ye gbre Sems ve Coral’daki artiglar 6nemli iken; Rs'de S’ye
gore Hornet, Sirena, Coral, Tarsan-1018 ve Bosfora’da onemli dizeyde artis
belirlenmistir. Siddetli kuraklik (S) ile orta siddette kuraklik (M) uygulanan bitkiler
kiyaslandiginda, Hornet, Sirena, $Sems ve Tarsan-1018 hari¢ cesitlerde %11-%26
arasinda azaliglar belirlenmistir. Her iki kuraklik uygulamasina ait iyilesme (Rs’de Rwye
gore) uygulamalari karsilastirildiinda (Tunca, Duna ve Bosfora harig) tim

genotiplerde Rs'de Rv'ye gore degisimlerin 6nemli olmadigi tespit edilmistir.
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Genotipler arasinda nispi su igerigi bakimindan kontrol gruplari igerisinde (C, Cwm, Crw,
Cs ve Crs) onemli duzeyde bir farklillk bulunmamistir (Sekil 4.5). Orta siddetli kuraklik
(M) uygulamasinda; Hornet ile Tunca, Sirena, Kaan ve Coral arasindaki farklar ve
Bosfora ile Tunca arasindaki farklarin istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit
edilmistir. 7 gln kurakli§i takip eden 5 glin sulama ile iyilesme uygulamasinda (Rwm)
genotipler arasinda Hornet gesidi ile Tunca, Sirena, Kaan ve Duna arasindaki farklar;
Sirena ile $ems ve Coral ve Tunca ile Duna, Sems, Coral, Tarsan-1018 ve Bosfora'da
farkhiliklar 6nemlidir. S’de ve Rs'de; ise cgesitler nispi su igerigi bakimindan
incelendiginde; Tunca ile diger genotiplere arasindaki farklar ve Hornet, Sems ve
Tarsan-1018 ile Sirena, Kaan, Duna, Coral ve Bosfora arasinda farklliklarin énemili

oldugu tespit edilmistir.

4.1.3. Kuraklik ve iyilesme Kosullarinda Biyokimyasal Olgiimler

4.1.3.1. Kuraklik ve lyilesme Kosullarinda Cesitlerin Yapraklarinda Fotosentetik
Pigment Igerigi

4.1.3.1.1. Kuraklik ve lyilesme Kosullarinda Gesitlerin Yapraklarinda Toplam
Klorofil (a+b) Igerigi

Yapraktaki toplam klorofil (a+b) igerigi Uzerine kuraklik ve bunlara ait iyilesme
uygulamalarinin etkisi incelendiginde (Sekil 4.6), zamana bagli olarak genotiplerin
kontrol gruplari arasinda (C, Cwm, Crm, Cs ve Crs) Onemli bir degisim bulunmamisgtir.
Cesitler arasinda M ile Cwm, Rm ile Crwm, S ile Cs, Ruile M ve M ile S kiyaslandiginda;
toplam klorofil (a+b) igerigi bakimindan azalislar istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir. Toplam klorofil (a+b) igeriginde Rs’de S’ye ve Rs'de Rv'ye gore sadece
Hornet'de sirasiyla %42 ve %35 oranlari ile istatistiksel olarak 6nemli dizeyde
azalmistir. Rs’de ise toplam klorofil (a+b) igcerigi Crs’ye gore yalnizca Hornet (%46) ve

Kaan (%31) cesitlerinde anlamli diizeyde azalmigtir.

Genotiplerde 40 gunluk kontrol bitkileri arasinda (C) toplam klorofil (a+b) icerigi
bakimindan en ylksek olan Duna ve en disuk degere sahip olan Coral diger
cesitlerden farklilik gdstermistir (Sekil 4.6). Bunun disinda genotipler arasinda kontrol
gruplari icerisinde (Cwm, Crm, Cs ve Crs) Onemli duzeyde bir farkhlik bulunmamigtir.
Hem M hem de S uygulamalarinda cgesgitler arasinda toplam klorofil (a+b) igerigi
incelendiginde bir farkhlik tespit edilmemistir. Rv'de gesitler arasinda Hornet ve Kaan
genotipleri arasindaki ile Tarsan-1018 gesidi arasindaki farkin istatistiksel agidan
onemli oldugu tespit edilmigtir. Rs'de ise; Hornet genotipi ile Tunca, Sirena, Duna,
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Sekil 4.6. Aycicegi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin toplam klorofil (a+b) miktari Uzerine etkisi

(C: 40 glnluk kontrol grubu bitkileri, Cu: Orta siddette kuraklik (M) uygulamasina ait 47 gunlik kontrol grubu bitkileri, M: 40 guin kontrol kosullari sonrasinda 7
glin -orta siddette- kuraklik uygulanan bitkiler, Crv: Rm uygulamasina ait 52 gunlik kontrol grubu bitkileri, Rm: 7 glin kurakligi takiben 5 giin sulama ile iyilesme
uygulanan bitkiler, Cs: Siddetli kuraklik (S) uygulamasina ait 49 glinliik kontrol grubu bitkileri, S: 40 glin kontrol kosullari sonrasinda 9 giin - siddetli- kuraklik
uygulanan bitkiler, Crs: R2 uygulamasina ait 54 guinlik kontrol grubu bitkileri, Rs: 9 guin kurakhgi takiben 5 giin sulama ile iyilesme uygulanan bitkiler)
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Sems, Coral, Tarsan-1018 ve Bosfora genotipleri arasindaki fark ile Duna ¢esidi ile
Sirena, Kaan ve Bosfora c¢esitleri arasindaki fark istatistiksel agidan énemlidir.
4.1.3.1.2. Kuraklik ve lyilesme Kosullarinda Gesitlerin Yapraklarinda Karotenoid
Igerigi

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin, yaprak karotenoid igerigi Uzerine etkisi
incelendiginde (Sekil 4.7) cesitlerde karotenoid igerigi bakimindan kontrol gruplari
arasinda (C, Cwm, Crm, Cs ve Crs) istatistiksel olarak dnemli bir degisim bulunmamistir.
M’de Cwv'ye gore karotenoid igerigi, Kaan (%42) ve Duna (%37) cesitleri hari¢ diger
cesitlerdeki degisimler onemli dizeyde degildir. Rv'de ise Crvm'ye gore cgesitlerdeki
degisimler istatistiksel olarak onemli duzeyde bulunmazken; Rm uygulamasi M ile
karsilastinildiginda, Sirena (%28) ve Duna’daki (%34) azahglarin énemli dizeyde
oldugu belirlenmistir. Ayrica siddetli kuraklik (S) uygulamasi Cs ile karsilastiniidiginda
tum cesitlerde karotenoid igerigi onemli dizeyde artmistir ve en fazla artis sirasiyla
%92 ve %88 oranlari ile Tunca ve Bosfora’da belirlenmistir. Siddetli kuraklik (S)
uygulamasinda orta siddetli kurakliga (M) gére karotenoid igerigi Tunca (%76), Sems
(%29), Tarsan-1018 (%53) ve Bosfora'da (%50) artis gostermistir. Rs’de Crs’ye ve
Rs’de Rv'ye gore karotenoid igerigi sadece Duna (sirasiyla % 39 ve % 45) ve Bosfora
(sirasiyla % 52 ve % 89) genotiplerinde istatistiksel olarak énemli dlizeyde artmistir.
Siddetli kurakhk (S) ve Rs birbirleri ile kiyaslandiginda, Tunca (%49), Sems (%22) ve

Tarsan-1018'deki (%23) azalislarin istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir.

Karotenoid icerigi bakimindan hem kuraklik uygulamalari (M-S) hem de bunlara ait
iyilesme gruplarinin (Rv-Rs) kontrol gruplari (C, Cm, Crm, Cs ve Crs) igerisinde gesitler
arasinda onemli dizeyde bir farklilik bulunmamistir. Ayrica M uygulamasinda Tunca
cesidi ile Duna cgesidi arasinda farkhlik belirlenmistir (Sekil 4.7). Rv'de ise gesitler
arasinda yine onemli duzeyde bir farkhlik tespit edilmemigstir. Siddetli kuraklik
uygulamasinda karotenoid icerigi bakimindan (S); Coral ile Tunca, Sems, Tarsan-1018
ve Bosfora arasindaki farklar; Tunca ile Hornet, Sirena, Kaan ve Duna arasindaki
farklar; Hornet ile Sems ve Tarsan-1018 arasindaki farkin énemli oldugu belirlemistir.
Rs'de; Tunca gesidi ile Kaan, Duna, Sems, Tarsan-1018 ve Bosfora genotipleri

arasindaki fark istatistiksel agidan énemlidir.
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Sekil 4.7. Aycicegi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin karotenoid miktari Gzerine etkisi

(C: 40 glinluk kontrol grubu bitkileri, Cu: Orta siddette kuraklik (M) uygulamasina ait 47 gunlik kontrol grubu bitkileri, M: 40 guin kontrol kosullari sonrasinda 7
gun -orta siddette- kuraklik uygulanan bitkiler, Crm: Rm uygulamasina ait 52 gunlik kontrol grubu bitkileri, Rm: 7 glin kurakligi takiben 5 giin sulama ile iyilesme
uygulanan bitkiler, Cs: Siddetli kuraklik (S) uygulamasina ait 49 gunlik kontrol grubu bitkileri, S: 40 glin kontrol kosullari sonrasinda 9 gun - siddetli- kuraklik

uygulanan bitkiler, Crs: Rz uygulamasina ait 54 guinlik kontrol grubu bitkileri, Rs: 9 guin kurakhgi takiben 5 giin sulama ile iyilesme uygulanan bitkiler)
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4.1.3.2. Kuraklik ve iyilesme Kosullarinda Gesitlerin Yapraklarinda iyon Sizintisi
Yapraktaki iyon sizintisi Gzerine kuraklik (M-S) ve bunlara ait iyilesme uygulamalarinin
etkisi incelendiginde (Sekil 4.8), cesitlerde kontrol gruplari arasinda (C, Cwm, Crm, Cs ve
Crs) istatistiksel olarak 6nemli bir degisim bulunmamigtir. M ile Cu ve Rwm ile Crm
kargilastinildiginda cesitler arasinda yapraktaki iyon sizintisinda onemli dizeyde
artislar s6z konusu olup en fazla artiglar; Bosfora (sirasiyla 1,7 ve 1,6 kat), Coral (1,8
ve 1,4 kat) ve Kaan (1,8 ve 2,1 kat) cesitlerinde belirlenmigtir. M ile Rwm
karsilastirildiginda, tim cgesitlerde (Bosfora hari¢) anlamli bir azalis belirlenmistir ve en
buaylk azalisin Hornet (%42) genotipinde oldugu ssptanmigtir. S uygulamasi Cs ile
karsilastirildiginda tim cesitlerde yapraktaki iyon sizintisi 6nemli duzeyde artmistir.
Ayrica S uygulamasinda yapraktaki iyon sizintisi (Hornet harig) tim c¢esitlerde M
uygulamasina gore anlaml dizeyde artmis ve en fazla artislar Tunca (%34), Kaan
(%32) ve Tarsan-1018 (%45) cesitlerinde belirlenmistir. Rs’de ise yapraktaki iyon
sizintisi Crs’ye gore tUm genotiplerde artarken, en fazla artiglar Tunca (2,3 kat), Kaan
(3,2 kat), Coral (2,1 kat) ve Bosfora (2,6 kat) gesitlerinde belirlenmistir. Yapraktaki iyon
sizintisinin S uygulamasinda Rs’ye gore; Hornet (%47), Duna (%28), Sems (%44) ve
Tarsan-1018 (%40) cesitlerinde anlamli duzeyde azalirken; Kaan’da (%17) onemli
dlzeyde arttigi tespit edilmigtir. Her iki kuraklik uygulamasinin iyilesme gruplari kendi
arasinda karsilastirildiginda (Rs'de ve Rv'ye gore) Hornet ve Sems harig diger

cesitlerdeki artislar (1,1 ile 2 kat arasinda) istatistiksel olarak 6nemlidir.

Aycicegi cesitlerinde kontrol gruplari arasinda (C, Cwu, Crm, Cs ve Crs) yapraktaki iyon
sizintisi 6nemli bir degisim gostermemistir (Sekil 4.8). Orta siddetli kuraklik
uygulamasinda (M) Kaan, Coral ve Bosfora ¢esitleri ile Tunca, Duna, Sems ve Tarsan-
1018 cesitleri arasindaki farklar; Tarsan-1018 ile Hornet, Tunca, Sirena ve Sems
arasindaki farklar ve ayrica $ems ve Duna ile Hornet ve Sirena arasindaki farklar
onemlidir. 9 gunluk siddetli kuraklik uygulamasinda (S) Kaan ve Bosfora ile diger
genotipler arasindaki farklar; Sems ile Tunca, Sirena, Duna, Coral ve Tarsan-1018
arasindaki farklar; Duna ile Tunca arasindaki farklar ve ayrica Tarsan-1018 ile Tunca
ve Coral arasindaki farklar énemlidir. lyilesme (Rw-Rs) gruplarinin yapraktaki iyon
sizintisi bakimindan farklari incelendiginde; Rv'de Bosfora ile diger ¢esitler arasindaki
farklar; Coral ile diger ¢esitler arasindaki farklar; Tarsan-1018 ile Tunca, Sirena, Kaan,
Duna ve Sems arasindaki farklar; Kaan ile diger genotipler arasindaki farklar ve Sirena

ile Sems arasindaki farklarin Gnemli oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Aycicedi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin yapraktaki iyon sizintisi Uzerine etkisi. Cegitlerde iyon sizintisi
icin uygulamalara ait degerlerden ortalamalar hesaplanmis olup kontrol degerlerine gore (kontrol=1) veriler normalize edilmistir.

(C: 40 glnluk kontrol grubu bitkileri, Cu: Orta siddette kuraklik (M) uygulamasina ait 47 gunlik kontrol grubu bitkileri, M: 40 guiin kontrol kosullari sonrasinda 7
gun -orta siddette- kuraklik uygulanan bitkiler, Crm: Rm uygulamasina ait 52 gunlik kontrol grubu bitkileri, Rm: 7 glin kurakligi takiben 5 giin sulama ile iyilesme

uygulanan bitkiler, Cs: Siddetli kuraklik (S) uygulamasina ait 49 glinliik kontrol grubu bitkileri, S: 40 glin kontrol kosullari sonrasinda 9 glin - siddetli- kuraklik

uygulanan bitkiler, Crs: Rz uygulamasina ait 54 glinliik kontrol grubu bitkileri, Rs: 9 guin kurakhgi takiben 5 gin sulama ile iyilesme uygulanan bitkiler)
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Rs'de ise Tunca ve Coral ile diger genotipler arasindaki farklar; Sirena ile diger
genotipler arasindaki farklar; Kaan ile diger genotipler arasindaki farklar; Duna ile diger
genotipler arasindaki farklar; Bosfora ile diger genotipler arasindaki farklar ve ayrica

Sems ile Tarsan-1018 arasindaki farklarin dnemli dizeyde oldugu belirlenmistir.

4.1.4. Analizi Yapilan Parametreler Dogrultusunda Puanlama

Genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda, kuraklik ve iyilesme faktor
indeksleri ile hasar indeks degerleri lUzerine yapilan hesaplamalar sonucunda (Cizelge
4.5, 4.6 ve 4.7) Tarsan-1018, Sems ve Sirena gesitleri kurakliga toleransli; Hornet,
Tunca ve Duna gesitleri orta derecede kurakliga toleransli; Coral, Kaan ve Bosfora
cesitleri ise kurakliga duyarh gesitler olarak belirlenmigtir.

Cizelge 4.5. Aygicegi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarindan elde edilen

performans indeksleri ile (Plabs ve Pliop ) hesaplanan kuraklik ve iyilesme faktor
indekslerine gore puanlanma, toplam puanlar ve siralama.

Genotipler Plabs-KFI  Plaps-IFI Pliop-KFI  Pliop-IFI Toplam Siralama
HORNET 6 7 7 8 28 9
TUNCA 7 6 6 5 24 7
SIRENA 5 8 4 7 24 6

KAAN 4 4 5 3 16 3
DUNA 9 5 8 4 26 8
SEMS 3 1 1 2 7 1
CORAL 8 3 9 1 21 4
TARSAN-1018 2 2 3 6 13 2
BOSFORA 1 9 2 9 21 5
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Cizelge 4.6. Aygicegi cesitlerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarindan elde edilen
pigment iceridi, iyon sizintisi ve nispi su igerigi ile hesaplanan hasar indeksi ve iyilesme

derecelerine gore puanlanma, toplam puanlar ve siralama.

fyon
Genotipler Klorofil Karotenoid sizintisi NSi Toplam Siralama
a+b
HORNET 29 23 10 6 68 2
TUNCA 20 20 24 10 74 4
SIRENA 25 14 20 11 70 3
KAAN 29 20 34 17 100 8
DUNA 25 19 14 22 80 6
SEMS 12 16 8 22 58 1
CORAL 7 30 27 28 92 7
TARSAN-1018 20 20 11 28 79 5
BOSFORA 23 18 32 36 109 9
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Cizelge 4.7. Aygicegi cesitlerinde |. asamada kullanilan tim parametrelerden elde edilen toplam puanlar ve cesgitlerin kurakliga
toleransa gore siralamasi.

PUANLAR

Siralama Genotipler Plabs-KFI Plaps-1FI Pliop-KFI Plop-IFI  kloatbh  Car NSI I.S. Toplam Siralama
4 HORNET 6 7 7 8 29 23 6 10 96 SEMS Kurakhga
5 TUNCA 6 6 5 20 20 10 24 98 TARSAN-1018 toleranshi
3 SIRENA 5 8 4 7 25 14 11 20 94 SIRENA
8 KAAN 4 4 5 3 29 20 17 34 116 HORNET Kurakhga
6 DUNA 9 5 8 4 25 19 22 14 106 TUNCA orta

derecede
1 SEMS 3 1 1 2 12 16 22 8 65 DUNA toleransh
7 CORAL 8 3 9 1 7 30 28 27 113 CORAL
TAR - s

2 10512'\' 2 2 3 6 20 20 28 11 92 KAAN K;;?';':ﬁa
9 BOSFORA 1 9 2 9 23 18 36 32 130 BOSFORA

Car: Karotenoid icerigi, i.S.: iyon Sizintisi, NSI: Nispi Su icerigi
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Bu asamadan elde edilen sonuglara gore orta ve siddetli kuraklik ile kuraklik
sonrasinda iyilesme uygulamalarina ait parametrelere gore bazi gesitlerde iyilesme,
bazi cesitlerde orta derecede iyilesme goOzlenmis, son grupta ise iyilesme
gerceklesmemigtir. Yapilan analizler ve hesaplamalar sonucunda cgesitler kurakliga
toleranslarina gore siniflandiriimis ve bir sonraki asama igin 2 adet toleransli, 1 adet
orta derecede toleransl ve 1 adet duyarl olacak sekilde 4 cesit secilmigtir. Segilen

cesitlere siddetli (9 gun) kuraklik ve sonrasinda 5 gun iyilesme uygulanmigtir.
Kurakliga toleransl gesitler: Sems ve Tarsan-1018

Kurakliga orta derecede toleransli ¢esit: Tunca

Kurakhga duyarl ¢esit: Kaan

4.2. Tezin Il. Asamasindan Elde Edilen Bulgular

4.2.1. Kuraklik ve iyilesme Kosullarinda Morfolojik Olgiimler

4.2.1.1. Bitki Boyu, Tolerans indeksi ve iyilesme Potansiyelleri

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda genotiplerin bitki boylari incelendiginde (Sekil
4.9); tum genotiplerde (C=40 gun, Cs=49 gun ve Cr=54 glin) Cr'de C’ye gbre Sems
harig; Cs'de C'ye ve Cr'de C’ye gore zamana bagl olarak dnemli dizeyde artmistir.
Ayrica Cr'de Cs'ye gore bitki boyu sadece Tunca ve Ha*Hd'de 6nemli dizeyde
artmistir (sirasiyla %14 ve %16). Bitki boyu S'de Cs’ye gore Tarsan-1018 (%23), Sems
(%12), Kaan (%17) ve Ha*Hd'de (%17); R'de ise Cr'ye gore Tarsan-1018 (%14),
Tunca (%15), Ha*Ha (%14) ve Ha*Hd'de (%21) istatistiksel olarak énemli dizeyde
azalmistir. R'de ise S’ye gore bitki boyu sirasiyla %20 ve %23 oranlari ile Tarsan-1018

ve Kaan gesitlerinde dnemli dizeyde artig gostermistir.

C grubunda bitki boyu agisindan Ha*Ha ve Ha*Hd ile diger genotipler arasindaki farklar
ile, Tarsan-1018, Sems, Kaan ve Tunca ¢esitlerinde de birbirlerine gore farkliliklarin
onemli duzeyde oldugu tespit edilmistir. Cs ve Cr'de Kaan ve Tunca ile diger genotipler
arasindaki farklar ve Tarsan-1018, Sems, Ha*Ha ve Ha*Hd genotiplerinde de
birbirlerine gore farkhliklarin 6nemli oldugu belirlenmigtir. S’de Tarsan-1018, Kaan ve
Tunca ile diger genotipler arasindaki farkliliklar ile Sems, Ha*Ha ve Ha*Hd’nin
birbirlerine gore farklarinin dnemli oldugu saptanmistir. Ayrica R'de Ha*Ha ve Ha*Hd
ile diger
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Sekil 4.9. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicegi genotiplerinde bitki boyu
degigimi

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz

kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunluk kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 ginlik iyilesme grubu bitkileri)

genotipler arasindaki farklar, Tarsan-1018 ile Kaan ve $ems ile Tunca cesitleri
arasindaki farklar ve Sems ile Tunca arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlaml

oldugu belirlenmistir.

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda genotiplerin bitki boylarindaki degisimleri
belirlemek igin hesaplanan parametrelere bakildiginda en yluksekten en dustige dogru
bitki boyu tolerans indekslerinin (BBTI); Tunca, Sems, Kaan, Ha*Hd, Ha*Ha ve Tarsan-
1018’da; iyilesme potansiyellerinin ise Kaan, Tarsan-1018, Ha*Ha, Tunca, Sems ve
Ha*Hd‘de oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.10).

4.2.1.2. Yaprak Sayisi

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda genotiplerin yaprak sayisi incelendiginde (Sekil
4.11) Cs’de C’ye gore Tarsan-1018 (%13), Kaan (%19), Tunca (%16) ve Ha*Hd'de
(%10); Cr'de C’ye gore tim genotiplerde (%11’den fazla) yaprak sayisi énemli
dizeyde artmistir. Cr'de Cs’ye gore ise Sems ve Ha*Ha’da énemli dizeyde artmistir.
S’'de Cs'ye goére yaprak sayisinin Tarsan-1018 (%11), Kaan (%9) ve Ha*Hd (%9)
genotiplerindeki azaligi dnemli iken; R’de Cr'ye gore yaprak sayisinda onemli bir
degisim belirlenmemistir. Ayrica R’de yaprak sayisi S’ye gore tim genotiplerde énemli

dizeyde artmis ve en fazla artis %16 ile Sems’de belirlenmistir.
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Sekil 4. 10. Ayciceginde bitki boyu tolerans indeksleri ile iyilesme potansiyelleri

Genotiplerin yaprak sayisindaki farklilik incelendiginde (Sekil 4.11); Ha*Ha ve Ha*Hd
genotipleri ile diger ¢esitler arasindaki farkin dnemli oldugu belirlenmigtir. Ayrica Cs’'de
Ha*Hd ve Ha*Hd genotipleri ile Tunca g¢esidi arasindaki fark; Cr’de ise yalnizca Ha*Hd
ile diger tim genotiplere arasindaki fark dnemlidir. S ve R’de yaprak sayisinin gesitler

arasindaki farkin istatistiksel yonden anlamli olmadigi saptanmistir.
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Sekil 4.11. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicegi genotiplerinde yaprak sayisi
degigimi

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kurakhda maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 glin kurakliga maruz

kalmis 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 gunlik iyilesme grubu bitkileri)
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4.2.1.3. Taze Agirlik, Tolerans indeksi ve iyilegsme Potansiyelleri

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin genotiplerin taze agirhik Uzerine etkisini
incelendiginde (Sekil 4.12); kontrol gruplari (C, Cs ve Cr) arasinda sadece Cs’'de C'ye
ve Cr'de C’ye gore Tarsan-1018 ve Ha*Hd’de 6nemli dizeyde artis tespit edilmistir.
S’de Cs'ye gore taze agirlik tim genotiplerde 6nemli dizeyde azalmis ve en fazla en
fazla azaliglar, %67 oraniyla Sems ve %79 oranla Ha*Hd’de belirlenmigtir. R'de ise
Cr’ye gore taze agirhk Tarsan-1018 haric¢ diger cesitlerde 6nemli dizeyde azalmig ve
en fazla azaliglar %56 oraniyla Sems ve Tunca’da belirlenmistir. R'de S’ye gdre tim
cesitlerde taze agirlik 6nemli duzeyde artmis olup, en fazla artiglar Tarsan-1018 (1,3
kat) ve Ha*Hd’de (2,3 kat) saptanmistir.
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Sekil 4.12. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicegi genotiplerinde taze agirlik
degisimi

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kuraklida maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 glin kontrol kogullari + 9 gutin kurakliga maruz

kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 glnlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

Taze agirlik degerlerindeki farkhliklar kontrol gruplarina (C, Cs ve Cr) gore
incelendiginde (Sekil 4.12); kontrol gruplarinda Tarsan-1018 ve Sems’in hem
birbirlerinden hem de diger genotiplerden farklari; Kaan ile Ha*Ha ve Ha*Hd arasindaki
farklar ile Tunca ile Ha*Hd arasindaki farklar 6nemlidir. S uygulamasinda Tarsan-1018
ile Ha*Ha ve Ha*Hd arasindaki farklar; Ha*Hd ile Sems, Kaan, Tunca ve Ha*Ha
arasindaki farklar énemlidir. Ayrica R'de sadece Tarsan-1018 ile Tunca ve Ha*Hd

arasindaki farklarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. Ayciceginde taze agirlik tolerans indeksleri ile iyilesme potansiyelleri

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda genotiplerde taze agirligindaki degisimleri
belirlemek igin taze agirlik tolerans indeksi (TATI-%) ve iyilesme potansiyelleri (IP-%)
hesaplanmistir (Sekil 4.13). TATI'ya gore en yuksek deder %57 ile Ha*Ha’da en disuk
deger ise %21 ile Ha*Hd’de belirlenmistir. Genotipler IP degderlerine gore en yiuksekten
en duslige dogru Tarsan-1018, Ha*Ha, Ha*Hd, Kaan, $Sems ve Tunca seklinde

siralanmigtir.

4.2.1.4. Kuru Agirlik, Tolerans indeksi ve iyilesme Potansiyelleri

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin genotiplerin kuru agirhgr Uzerindeki etkisine
bakildiginda (Sekil 4.14); kontrol gruplari (C, Cs ve Cr) arasinda zamana bagli olarak
onemli bir degisim belirlenmemistir. Kuru agirlik miktari S’de Cs’ye gore Sems (%32),
Kaan’da (%52), Tunca’da (%29) ve Ha*Hd'de (%44); R’de Cr’ye gore ise; Sems (%28),
Kaan (%51) ve Tunca (%62) 6nemli dizeye azalmistir. R'de S’ye gore de kuru agirlik

miktari sadece Tunca’'da (%40) 6nemli oranda azalmigtir.

Genotiplerin kuru agirhik degerlerindeki farkhliklar kontrol gruplarina (C, Cs ve Cr) gore
incelendiginde (Sekil 4.14); C’de, Sems ile diger genotipler arasindaki farklar; Tarsan-
1018 ile Ha*Ha ve Ha*Hd arasindaki farklar ve ayrica Kaan ve Tunca ile Ha*Ha ve
Ha*Hd arasindaki farklar 6nemlidir. Cs’de Tarsan-1018 ve Tunca ile diger genotipler
arasindaki farklar; Sems ve Kaan’'in hem birbirlerinden hem de Ha*Ha ve Ha*Hd
arasindaki farklari 6nemlidir. Cr'de Tarsan-1018 ile Sems, Kaan, Ha*Hd ve Ha*Ha
arasindaki farklar; Sems ile Kaan, Tunca, Ha*Hd ve Ha*Ha arasindaki farklar ve ayrica
Kaan ve Tunca ile Ha*Hd ve Ha*Ha arasindaki farklarin anlaml oldugu tespit edilmistir.
S’de ve R'de ise Tarsan-1018 ile $Sems, Kaan, Ha*Hd ve Ha*Ha arasindaki farklar;

Sems ile Kaan, Tunca, Ha*Hd ve Ha*Ha arasindaki farklar 6nemlidir.
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Sekil 4.14. Kurakhk ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinde kuru agirlik
degigimi

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz

kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunluk kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda genotiplerin kuru agirhgindaki degisimleri
belirlemek icin kuru agirlik tolerans indeksi (KATI-%) ve iyilesme potansiyelleri (IP-%)
hesaplanmistir (Sekil 4.15). KATI'ya gore genotiplere en yuksekten en disige dogru
Tarsan-1018, Ha*Ha, Tunca, $Sems, Ha*Hd ve Kaan seklinde siralanirken; iyilesme

potansiyellerinde en yuksek dedger Ha*Ha'da en dusuk deger ise Tunca'da

belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Aygiceginde kuru agirlik tolerans indeksleri ile iyilesme potansiyelleri
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4.2.2. Kuraklik ve iyilesme Kosullarinda Fizyolojik Olgiimler
4.2.2.1.Yapraklardaki Nispi Su igeriginin Belirlenmesi

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda genotiplerin yapraklarindaki nispi su icerigi (NSi)
incelendiginde (Sekil 4.16); genotiplerin kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr)
zamana bagh olarak énemli bir degisim belirlenmemis olup tiim kontrollerde NSI igerigi
%80-83 arasinda degismistir. S’de Cs'ye gdre tUm genotiplerde nispi su igeriginin
onemli dizeyde azaldigi ve en fazla azalislarin %27 ile Kaan ve %42 ile Tunca
genotiplerinde oldugu saptanmigtir. R'de Cr'ye gore Sems, Kaan, Tunca ve Ha*Hd
genotiplerinde onemli dizeyde azaldigi tespit edilmistir. S ise R ile kiyaslandiginda
yalnizca Tarsan-1018 (%15), Sems (%9) ve Ha*Ha (%8) cesitlerindeki nispi su

iceriginin artis, istatistiksel agidan onemli bulunmustur.

Genotiplerin NSi degerlerindeki farkliliklar kontrol gruplarina (C, Cs ve Cr) gére
incelendiginde (Sekil 4.16); genotipler arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farkligin
olmadigi belirlenmistir. S ve R’de Kaan ve Tunca’nin hem birbirlerinden hem de diger
genotiplerden farklari 6nemli iken; R'de Ha*Ha’nin Ha*Hd’'den farklari istatistiksel

acidan dnemlidir.
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Sekil 4.16. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicegi genotiplerinin yapraklarinda
nispi su igerigi

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kurakhida maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 gun kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz

kalmis 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)
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4.2.3. Kuraklik ve iyilesme Kosullarinda Yapraklarda Fotokimyasal Etkinlik
4.2.3.1. PSII'nin Potansiyel Fotokimyasal Etkinligi (Fv/Fwm)

Genotiplerin kurakhk ve iyilesme uygulamalari ile bunlara ait kontrol gruplarinda
karanhga adapte edilmis yapraklarindaki PSII'nin potansiyel fotokimyasal etkinligi
(Fv/Fm) Uzerine etkileri incelendiginde (Sekil 4.17); genotiplerin Fv/Fu degerlerinde
kontrol gruplar arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagl olarak énemli bir degisim
belilenmemistir. Fv/Fu degerleri hem kuraklik (S) hem de iyilesme (R)
uygulamalarinda kendi kontrollerine (Cs - Cr) gore Kaan (S’de Cs’ye gore %9 ve R'de
Cr’ye gore %10) ve Tunca (S’de Cs’ye gore %11 ve R'de Cr’'ye gore %9) gesitlerinde
onemli diizeyde azalmistir. lyilesme grubu bitkilerinde (R) ise stres grubu bitkilerine (S)
gore tum genotiplerde Fv/Fm de@erlerindeki degisimler istatistiksel olarak onemli

bulunmamisgtir.

Kuraklik uygulamasinin baslatildigi kontrol gruplari (C) ile kurakhk (Cs) ve iyilesme
(Cr) uygulamalara ait kontrol gruplarinda genotiplerin Fv/Fm degerlerindeki farkhliklar
incelendiginde (Sekil 4.17); genotipler arasinda istatistiksel agidan énemli bir farklihgin
olmadigi belirlenmigtir. Ayrica S ve R gruplarinda, Kaan ve Tunca cesitleri ile diger

genotipler arasindaki farklarin dnemli dizeyde oldugu belirlenmigtir.
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Sekil 4.17. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinde PSII'nin
potansiyel fotokimyasal etkinligi (Fv/Fwm)

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kurakhda maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 gun kontrol kosullari + 9 gun kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 ginlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)
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4.2.3.2. PSII’'de Oz Olusturan Kompleksin Etkinligi (Fv/Fo)

Genotiplerin Fv/Fo dederlerinde kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagl
olarak 6nemli bir degisim meydana gelmemistir (Sekil 4.18). S’de Cs’ye gore ve R’'de
Cr'ye gore Fv/Fo deg@erlerindeki azaliglar yalnizca Kaan (sirasiyla %39 ve %40) ve
Tunca (sirasiyla %40 ve %38) cesitleri icin dnemli iken, diger genotiplerde meydana
gelen azaliglar istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Benzer sekilde, iyilesme
grubu bitkilerinde (R) stres grubu bitkilerine (S) gore Fv/Fo degerlerinde yalnizca bu iki
genotipte azalma diger genotiplerde ise artiglar goérulirken, bunlardan yalnizca
Ha*Hd’deki artis (%23) istatistiksel olarak dnemlidir.

Kontrol gruplarinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin Fv/Fo degerlerindeki farkhliklar
incelendiginde (Sekil 4.18); genotipler arasinda istatistiksel agidan énemli bir farklihgin
olmadigi belirlenmistir. Ayrica S ve R uygulamalarinda Kaan ve Tunca cesitleri ile diger

genotipler arasindaki farklarin dnemli dizeyde oldugu tespit edilmigtir.
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Sekil 4.18. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinde PSll'de O:2
olusturan kompleksinin etkinligi (Fv/Fo)

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kurakhda maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 glin kontrol kosullari + 9 giin kurakliga maruz
kalmis 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.3.3. PSII'nin Gergek Fotokimyasal Etkinlik (®PS/I)

Genotiplerin ®PSII degerlerinde kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagh
olarak énemli bir degisim belirlenmemigtir (Sekil 4.19). S’de kendi kontrol grubuna (Cs)
gore ®PSII degerlerindeki; Tarsan-1018 (%15), Sems (%24), Kaan (%33), Tunca
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(%32) ve Ha*Ha'daki (%14) azalislarin istatistiksel olarak dnemli oldugu saptanmistir.
R’de kendi kontrol grubuna (Cr) gore ise ®PSII degerleri Sems, Kaan ve Tunca
cesitlerinde (sirasiyla %22, %32 ve %36) 6nemli duzeyde azalmigtir. Ayrica ®PSlI
degerlerinde R’de S’ye gdre tim genotiplerde meydana gelen degisimler istatistiksel

olarak dnemsizdir.

Kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin ®PSII degerlerindeki farkhliklarin
istatistiksel agidan onemli olmadigi belirlenmigtir (Sekil 4.19). S’de Tarsan-1018,
Ha*Ha ve Ha*Hd genotipleri ile diger ¢esitler arasindaki farklarin; R'de ise $Sems ile
diger genotipler arasindaki ve ayrica Tarsan-1018, Ha*Ha ve Ha*Hd ile Kaan ve Tunca

cesitleri ile arasindaki farklarin 6Gnemli duzeyde oldugu belirlenmigtir.
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Sekil 4.19. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aycicedi genotiplerinde PSII'nin
gercek fotokimyasal etkinligi (®PSI)

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kurakhda maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunluk kontrol bitkileri, S: 40 gun kontrol kosullari + 9 gun kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 glnlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.3.4. PSIP’nin Enerji Yakalama Etkinligi (Fv'/Fm')

Genotiplerin Fv'/Fu' degerlerinde kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagh
olarak énemli bir degisim tespit edilmemistir (Sekil 4.20). Fv'/Fv' degerleri S’de Cs’ye
gore Kaan (%13), Tunca (%15) ve Ha*Ha (%9)'da; R'de Cr’ye gore de Kaan (%15)
ve Tunca’da (%25) énemli duzeyde azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte R’de S’ye
gore ise Fv'/Fn' degerlerinin sadece Tunca’da %13 oraninda istatistiksel olarak 6nemli

duzeyde azaldigi saptanmistir.
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Kuraklik uygulamasinin baslatildigi kontrol gruplari (C) ile kuraklik (Cs) ve iyilesme
(Cr) uygulamalara ait kontrol gruplarinda genotiplerin Fv'/Fv' degerlerindeki farkhliklar
incelendiginde (Sekil 4.20); genotipler arasinda istatistiksel agidan onemli bir farklihgin
olmadigi belirlenmigtir. Ayrica S’de Kaan ve Tunca ile Tarsan-1018 ve Sems
arasindaki; R’de ise Kaan ile hem Tunca hem de ayrica diger dort genotip arasindaki

farkliliklarin 6Gnemli duzeyde oldugu belirlenmigtir.
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Sekil 4.20. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aycicegi genotiplerinde PSII'nin eneriji
yakalama etkinligi (Fv'/Fwm')

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kurakhda maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunluk kontrol bitkileri, S: 40 gun kontrol kogullari + 9 gun kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.3.5. Elektron Tagima Hizi (ETH)

Genotiplerin ETH degerlerinde kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagli
olarak dnemli bir degisim tespit edilmemistir (Sekil 4.21). ETH degerleri S’de Cs’ye
gore tum genotiplerde dnemli dlizeyde azalis géstermis olup bu azalislarin Tarsan-
1018’'da %13, Sems’de %24, Kaan'da %33, Tunca'da %32 ve Ha*Ha'da %14 ve
Ha*Hd’'de %11 oraninda oldugu belirlenmigtir. R'de ise Cr’'ye gore Sems (%22), Kaan
(%31) ve Tunca’'daki (%36) azaliglar istatistiksel olarak 6nemlidir. R'de S’ye gére ETH
degderlerinin yalnizca Tarsan-1018 ¢esidinde (%12) istatistiksel olarak énemli dizeyde

arttig1 saptanmigtir.

Kontrol gruplarinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin ETH degerlerindeki farklliklarin dnemli
dizeyde olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.21). S’de Tarsan-1018, Ha*Ha ve Ha*Hd
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genotipleri ile diger cesitler arasindaki farklarin; R'de ise Tarsan-1018, Ha*Ha ve
Ha*Hd ile diger genotipler ve Sems ile Kaan ve Tunca cesitleri arasindaki farklarin

onemli duzeyde oldugu saptanmigtir.
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Sekil 4.21. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinde elektron
tasima hizi (ETH)

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 gin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 gunlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.3.6. Isik Enerjisinin Fotokimyasal Kullanimi (qP)

Genotiplerin gP degerlerinde kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagli
olarak 6nemli bir degisim tespit edilmemistir (Sekil 4.22). S'de Cs’ye goére qP
degerlerinin Tarsan-1018 (%9), Sems (%22), Kaan (%23), Ha*Ha (%19) ve Ha*Hd’de
(%13) 6nemli dizeyde azaldi§i tespit edilmistir. R'de ise Cr'ye gore Sems (%18), Kaan
(%16) ve Tunca (%14) cesitlerinde gP degerleri 6nemli dizeyde azalig gostermistir.
Ayrica R'de S’ye gore Tarsan-1018 (%9) ve Ha*Ha (%10) genotiplerindeki artiglarin

istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir.

Kontrol gruplarinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin qP degerlerindeki farkhliklar
incelendiginde (Sekil 4.22); genotipler arasinda istatistiksel agidan anlamh bir fark
belirlenmemistir. Hem S’de hem de R'de Sems, Kaan ve Tunca ile diger cesitler

arasindaki farkin énemli oldugu saptanmistir.

100



1,2 -
mC ncs as BCR @R AOF %5 |
1,0 -

08 B

06 | N8

qP

041 I8

021 N

i 0

0,0 - ; . E: . L. L.
TARSAN-1018 SEMS KAAN TUNCA Ha*Ha Ha*Hd
Genotipler

Sekil 4.22. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aycicedi genotiplerinde 1sik
enerjisinin fotokimyasal kullanimi (qP)

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kuraklida maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz
kalmis 49 glinliik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 ginlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 ginlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.3.7. Isik Enerjisinin Fotokimyasal Olmayan Kullanimi (NPQ)

Genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalari ile bunlara ait kontrol gruplarinin
yapraklarindaki 1sik enerjisinin fotokimyasal olmayan kullanimi (NPQ) uUzerine etkileri
incelendiginde (Sekil 4.23); genotiplerin NPQ degerlerinde kontrol gruplari arasinda
(C, Cs ve Cr) zamana bagli olarak énemli bir degisim olmadigi belirlenmigtir. S’de
Cs’'ye gore yalnizca Ha*Hd genotipindeki azalis (%60) istatistiksel olarak dnemli iken;
R’de Cr’'ye gore NPQ degerlerindeki degisimler 6nemli bulunmamistir. R’de ise S’ye
gore NPQ degerleri tum genotiplerde genel olarak artis gostermis olup yalnizca Tunca

(1,4 kat) ve Ha*Hd'deki (1,5 kat) artislar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

NPQ degerleri agisindan kuraklk uygulamasinin baslatildigi kontrol gruplarinda (C)
genotipler arasinda istatistiksel agidan énemli bir fark bulunmazken (Sekil 4.23); Cs ve
Cr uygulamalari ile R grubunda, Tarsan-1018 ile Ha*Hd arasindaki farklar; S’de ise

Tunca gesidi ile Ha*Ha genotipi arasindaki farklarin dnemli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.23. Kurakhk ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinde isik
enerjisinin fotokimyasal olmayan kullanimi (NPQ)

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kuraklida maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz
kalmis 49 glinliik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 ginlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 gin yeniden sulanan 54 gunlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.4. Kuraklik ve lyilesme Kosullarinda Biyokimyasal Olgiimler

4.2.4.1.Yaprak Dokularindaki Toplam Klorofil Miktari

Genotiplerde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin yaprak dokularindaki toplam klorofil
miktar1 Uzerine etkisi incelendiginde (Sekil 4.24); kontrol gruplar (C, Cs ve Cr)
arasinda zamana bagh olarak degisimlerin dnemli olmadigi belirlenmistir. S’de Cs’ye
ve R'de Cr'ye gore sadece Kaan’daki azaliglarin onemli duzeyde oldugu tespit
edilmistir (sirasiyla %15 ve %20). R'de ise S’ye gore tum genotiplerde toplam klorofil

miktarindaki degisimlerin 6nemli olmadigi belirlenmigtir.

Kontrol gruplarinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin klorofil igerigindeki farkhliklar
incelendiginde (Sekil 4.24); genotipler arasinda istatistiksel agidan énemli bir farklihgin
olmadigi belirlenmistir. Ayrica S’de Kaan ve Ha*Hd ile $Sems ve Tunca arasindaki
farklliklar ile R'de Kaan ile Sems, Tunca ve Ha*Ha arasindaki farklarin dnemli oldugu

saptanmigtir.
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Sekil 4.24. Kurakllk ve iyilesme uygulamalarinda aygicegi genotiplerinin
yapraklarindaki toplam klorofil miktari

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz
kalmis 49 glinliik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 ginlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 gin yeniden sulanan 54 gunlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.4.2.Yaprak Dokularindaki Toplam Karotenoid Miktari

Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinin genotiplerin yaprak dokularindaki toplam
karotenoid miktar1 Uzerine etkisine bakildiginda (Sekil 4.25); genotiplerde kontrol
gruplarn (C, Cs ve Cr) arasinda zamana bagli olarak meydana gelen degisimlerin
onemli olmadigi gértulmektedir. S’de Cs’ye gore toplam karotenoid miktari Kaan (%27)
ve Tunca’da (%59) énemli dizeyde artarken; R'de Cr’ye gore Ha*Hd’de (%28) anlamli
dizeyde azalmistir. R'de S’ye gore ise toplam karotenoid miktari %35 oraninda Tunca

ve Ha*Hd’de azalis gostermigtir.

Kontrol gruplarinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin karotenoid miktarindaki farkhliklar
incelendiginde (Sekil 4.25); genotipler arasinda istatistiksel agidan énemli bir farklihgin
olmadigi belirlenmigtir. Ayrica S’de Tarsan-1018, Kaan ve Tunca’da birbirlerine gore;
R’de ise Ha*Hd ile Kaan, $Sems ve Tunca arasindaki farklarin énemli oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.25. Kurakllk ve iyilesme uygulamalarinda aygicegi genotiplerinin
yapraklarindaki toplam karotenoid miktari

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 glin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunluk kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.4.3. Malondialdehit (MDA) Miktari

Genotiplerin kontrol gruplar arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagli olarak MDA
miktarinda onemli bir degisim belirlenmemigtir (Sekil 4.26). S’de Cs'ye gore tum
genotiplerde, R’'de ise Cr'ye gbre Tarsan-1018 ve Ha*Hd genotipleri hari¢ diger
genotiplerde MDA miktari 6nemli dizeyde artmistir. S’de Cs’ye gére MDA miktarlari
Tarsan-1018 ve Sems’de 6,5 kat, Kaan’da 4,7 kat, Tunca’'da 5 kat, Ha*Ha’da 3,8 kat
ve Ha*Hd'de 4 kat artis gosterirken; R’de Cr'ye gore Sems’de 2,3 kat, Kaan’da %90
Tunca ve Ha*Ha'da %80 oraninda artig gostermistir. S ile R ile kiyaslandiginda, tim
genotiplerde MDA miktari 6nemli dizeyde azalirken, en fazla azalis %86 ile Tarsan-

1018 gesidinde saptanmistir.

Genotiplerde kontrol gruplan icerisinde (C, Cs ve Cr) MDA miktar agisindan
istatistiksel agidan dnemli bir farkhligin olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.26). S’de Kaan
ve Tunca ile diger genotipler; ayrica Tarsan-1018, Sems, Ha*Ha ve Ha*Hd
genaotiplerinin ise birbirlerine gore farkliliklari istatistiksel agidan énemli bulunmustur.
Benzer sekilde R'de ise Tarsan-1018 ve Ha*Hd ile diger genotipler; Sems ile Kaan,
Tunca ve Ha*Ha arasindaki farklar ve Kaan ile Tunca arasindaki farklarin énemli

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.26. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinin yaprak
dokularindaki MDA miktari

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 glin kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunluk kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.4.4. Hidrojen peroksit (H202) Miktari

Genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalari ile bunlara ait kontrol gruplarinin
yapraklardaki H202 miktari incelendiginde (Sekil 4.27); H202 miktari Cr’'de, C ve Cs’ye
gore Sems (sirasiyla %41 ve%33), Kaan (%53 ve %47) ve Tunca (%37 ve %27)
genotiplerinde 6nemli miktarda artmigtir. S’de Cs’ye ve R'de Cr’ye gore (Ha*Ha harig)
H202 miktarlari tum genotiplerde 6nemli dizeylerde artig gostermistir. S’de Cs’ye gore
H202 miktarlarindaki artislar Tarsan-1018’da 1 kat, Sems’de 2,4 kat, Kaan’da 2,8 kat,
Tunca’da 3,6 kat, Ha*Ha’da 1,6 kat ve Ha*Hd’de 1,3 kat iken; R’de Cr’ye gore artiglar
%12 ile % 88 arasinda degisiklik gostermektedir. R'de ise S’ye gore H202 miktari tim
genotiplerde; Tarsan-1018'de %44, Sems’de %56, Kaan'da %38, Tunca’da %48,
Ha*Ha'da %60 ve Ha*Hd’de %44 azalig gostermistir.

Kurakhk uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik kontrol grubu (C) bitkilerinde Tarsan-
1018 gesidi Sems, Kaan ve Tunca cgesitlerinden istatistiksel olarak dnemli dizeyde
farkhdir (Sekil 4.27); Cs bitkilerinde Tarsan-1018 g¢esidinin yalnizca Tunca ¢esidinden
farklilik gosterdigi; Cr'de ise Kaan ile Tarsan-1018, Tunca, Ha*Ha ve Ha*Hd arasindaki
farklar ve $Sems ile Ha*Ha ile Ha*Hd arasindaki farklarin énemli oldugu belirlenmisgtir.
S’de yalnizca Tarsan-1018 ve Ha*Hd genotipleri arasidaki fark 6nemsizken diger tim
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genotiplerin birbirleri ile olan farklar istatistiksel yonden énemlidir. Ayrica, R’de Kaan
ve Tunca ile diger genotipler arasindaki farklar ve Ha*Ha ile Tarsan-1018, Sems ve

Ha*Hd arasindaki farklarin dnemli duzeyde oldugu tespit edilmigtir.
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Sekil 4.27. Kurakhk ve iyilesme uygulamalarinda aygicegi genotiplerinin yaprak

dokularindaki H202 miktari

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 glin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunluk kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.4.5. Antosiyanin igerigi

Genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalari ile bunlara ait kontrol gruplarinin
yapraklardaki antosiyanin igerigi incelendiginde (Sekil 4.28); zamana bagl olarak
kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) 6nemli bir degisim tespit edilmemigstir. S’de
Cs’ye goOre antosiyanin igerigi tum genotiplerde énemli dizeyde artmis ve en fazla
artiglar; 4,3 kat ile Sems, 3,5 kat ile Kaan ve 3,1 kat ile Tunca genotiplerinde
belirlenmistir. R’de Cr’ye gore ise antosiyanin igerigi Tarsan-1018 ve Ha*Ha harig diger
genotiplerde 6nemli dliizeyde artarken, bu artislar en fazla 1,3 kat ile Sems, 1,2 kat ile
Kaan ve 1 kat ile Tunca genotiplerinde belirlenmistir. R’de S’ye gore antosiyanin igerigi

tum genotiplerde %40’dan fazla azalmigstir.

Genotiplerin, kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) antosiyanin icerigi bakimindan
istatistiksel agidan dnemli farkllik tespit edilmemistir (Sekil 4.28). S’de Tarsan-1018 ve
Ha*Hd genotipleri ile diger genotipler; Sems ile Tunca ve Ha*Ha ve Ha*Ha ile Kaan ve

Tunca arasindaki farklarin istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir. R’de $Sems,
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Kaan ve Tunca ile diger genotipler arasindaki farklarin istatistiksel agidan énemli

oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.28. Kurakhk ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinin yaprak
dokularindaki antosiyanin igerigi

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kuraklida maruz kalan stres
grubuna ait 49 glnlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 glin kurakliga maruz
kalmis 49 glinliik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 ginlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.4.6. Flavonoid igerigi

Kurakhk ve iyilesme uygulamalarinda genotiplerin flavonoid igerigi incelendiginde
(Sekil 4.29); genotiplerde flavonoid igeriginin kontrol gruplari (C, Cs ve Cr) arasinda
zamana bagh olarak degisimleri 6nemli bulunmamistir. S’de Cs'ye goére flavonoid
icerigi Tarsan-1018'da %226, Sems’de %99, Kaan’da %118, Tunca’da %190,
Ha*Ha,’da %131 ve Ha*Hd'de %196 artis goOsterirken; R’de Cr'ye gobre Tarsan-
1018’'da %34, Sems’de %60, Kaan'da %56, Tunca’da %102, Ha*Ha'da %27 ve
Ha*Hd’'de %55 oranlarinda artmistir. R'de S’ye goére flavonoid igerigi tim genotiplerde
azalmis olup en fazla azalisin %61 ile Tarsan-1018’de en az azalisin ise %21 ile Sems
cesidinde oldugu tespit edilmigtir.
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Sekil 4.29. Kurakhk ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinin yaprak
dokularindaki flavonoid icerigi

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kuraklida maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz
kalmis 49 glinliik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 ginlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 ginlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.4.7. Glisin Betain Miktar

Genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalari ile bunlara ait kontrol gruplarinin
yapraklardaki glisin betain miktari incelendiginde (Sekil 4.30); zamana bagl olarak
kontrol gruplar arasinda (C, Cs ve Cr) 6nemli bir degisim tespit edilmemistir. S’de
Cs’ye ve R'de Cr’ye gore Tarsan-1018 (sirasiyla %70 ve %52), Sems (%38 ve %31),
Ha*Ha (%74 ve %56) ve Ha*Hd'deki (%42 ve %24) artislar 6nemli dizeyde
bulunmustur. R'de S’ye gobre ise glisin betain miktarinin Tarsan-1018 (%17), Ha*Ha

(%13) ve Ha*Hd’deki (%15) azaliglarinin dnemli oldugu tespit edilmigtir.

Genotiplerin, kontrol gruplari arasinda glisin betain miktari kargilastirildiginda (Sekil
4.30); C’de Tunca ile diger genotipler ve Sems ile Ha*Hd arasindaki farklar, Cs'de
Tunca ile diger genotipler ve Kaan ile Ha*Hd arasindaki farklar, Cr'de ise Tarsan-1018
ve Kaan ile Ha*Hd arasindaki farklarin anlamli oldugu belirlenmigtir. S’de Ha*Hd ile
diger genotipler, Ha*Ha ve Tarsan-1018 ile $Sems, Kaan ve Tunca’nin ve Sems ile
Kaan ve Tunca arasindaki farklarin istatistiksel olarak énemli oldugu saptanmistir.
R’de ise Ha*Ha ile Ha*Hd, Sems, Kaan ve Tunca; Kaan ve Tunca ile Ha*Hd, Tarsan-

1018 ve Sems arasindaki farklar istatistiksel agidan dnemlidir.
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Sekil 4.30. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinin yaprak
dokularindaki glisin betain miktari

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 glin kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunluk kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 ginlik iyilesme grubu bitkileri)

4.2.5. Kurakhk ve iyilesme Kosullarinda Enzimatik Antioksidan Savunma
Sistemleri

4.2.5.1. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalari ile bunlara ait kontrol gruplarinin
yapraklardaki toplam SOD enzim aktivitesi incelendiginde (Sekil 4.31); genotiplerin
toplam SOD enzim aktivitesinin zamana bagh olarak kontrol gruplari arasinda (C, Cs
ve Cr) Onemli bir dedisim gdstermedigi tespit edilmistir. S’de Cs’ye goére tim
genotiplerde; toplam SOD enzim aktivitesi onemli dizeyde artmistir. En fazla artis 1,7
kat ile Tarsan-1018 gesidinde belirlenirken, bu genotipi sirasiyla 1,6 kat ile Ha*Hd, 1,3
kat ile Tunca, 1,2 kat ile ve Ha*Ha, 1 kat ile Kaan ve 0,9 kat ile Sems takip etmektedir.
R’de ise Cr’ye gore yalnizca Tarsan-1018 ve Sems cgesitlerindeki artislar istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur. R'de S’ye gobre tim genotiplerde toplam SOD enzim
aktivitesinde azaliglar 6nemli olup azalislar sirasiyla; Ha*Hd (%59), Tunca (%52),
Ha*Ha (%50), Kaan (%48), Tarsan-1018 (%26) ve Sems (%20) olarak belirlenmistir.

Kontrol grubu bitkilerinde (C, Cs ve Cr) Ha*Ha ve Ha*Hd genotipleri ile diger genotipler

arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Kurakhk ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinin yaprak
dokularinda toplam SOD enzim aktivitesi

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kuraklida maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 gliin kontrol kosullari + 9 glin kurakliga maruz
kalmis 49 glinliik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 ginlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

S'de; Tunca ve Ha*Hd arasindaki farklar ile Tarsan-1018, Sems ve Ha*Ha
genotiplerinin birbirlerinden farklari istatistiksel agidan 6nemli bulunurken; R'de Ha*Ha
ve Ha*Hd genotiplerinin diger genotiplerden, Kaan ve Tunca’nin, Tarsan-1018 ve
Sems’ten ve ayrica Tarsan-1018 ve Sems’in birbirinden istatistiksel olarak farkl

gruplarda yer aldiklari tespit edilmistir.

4.2.5.2. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

Genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalari ile bunlara ait kontrol gruplarinin
yapraklardaki toplam APX enzim aktivitesi incelendiginde (Sekil 4.32); toplam APX
enzim aktivitesinde kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagli olarak 6nemli
bir dedisim meydana gelmemigtir. S’de Cs’ye gore toplam APX enzim aktivitesinin tim
genotiplerde 6nemli dizeyde artmigtir. En fazla artislar, 3 kat ile Tarsan-1018 ve 2 kat
ile Ha*Hd genotiplerinde belirlenmistir. R’de Cr'ye gére Kaan ve Tunca hari¢ tim
genotiplerdeki artiglar 6nemli diuzeydedir. R’de S'ye gore ise Kaan hari¢ diger
genotiplerdeki azaliglar dnemli olup; en fazla azalisin %61 ile Tunca ¢esidinde oldugu

tespit edilmigtir.
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40 gunlik kontrol grubu (C) bitkilerinde, Tunca ¢esidi Ha*Ha ve Ha*Hd genotiplerinden;
Ha*Hd genotipi Tarsan-1018’den toplam APX enzim aktivitesi bakimindan farkhlik
gostermistir (Sekil 4.32). Cs’de Tunca ve Tarsan-1018 cgesitleri ile Ha*Ha ve Ha*Hd
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Sekil 4.32. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicegi genotiplerinin yaprak
dokularinda toplam APX enzim aktivitesi

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 gin kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 gunlik iyilesme grubu bitkileri)

genotipleri; ayrica Tarsan-1018 ve Tunca gesitleri arasindaki farklar istatistiksel agidan
onemli duzeyde oldugu bulunmustur. Cr'de ise toplam APX enzim aktivitesi
bakimindan Ha*Ha ve Ha*Hd genotipleri arasinda fark bulunmazken, bu iki genotipin
diger cesitler ile arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmisgtir.
S’de Tarsan-1018 ve Ha*Hd genotipleri diger genotiplerden; Sems, Kaan, Tunca ve
Ha*Ha’nin birbirinden farkinin dnemli oldugu belirlenmistir. R'de ise tim genotipler

arasindaki farklar istatistiksel agidan énemli dlizeyde bulunmustur.

4.2.5.3. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

Genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalari ile bunlara ait kontrol gruplarinin
yapraklardaki toplam GR enzim aktivitesi incelendiginde (Sekil 4.33); toplam GR enzim
aktivitesinde kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagh olarak énemli bir
degisim meydana gelmemistir. S’de Cs'ye gore toplam GR enzim aktivitesi tim
genotiplerde 6nemli dizeylerde artmistir ve en fazla artiglar Tarsan-1018 (2,7 kat),
Ha*Hd (1,9 kat) ve Sems’de (1,7 kat) belirlenmistir. R’de ise Cr’ye gore toplam GR
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Sekil 4.33. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicegi genotiplerinin yaprak
dokularinda toplam GR enzim aktivitesi

(C: Kuraklik uygulamasinin baslatildigi 40 gunlik bitkiler, Cs: Kurakliga maruz kalan stres
grubuna ait 49 glnlik kontrol bitkileri, S: 40 glin kontrol kosullari + 9 giin kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunluk kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 ginlik iyilesme grubu bitkileri)

enzim aktivitesi Sems ve Kaan genotipleri hari¢ tim genotiplerde artis gdstermisgtir.
Ayrica toplam GR enzim aktivitesi, R'de S’ye gore tim genotiplerde énemli dlizeyde
azalirken, en fazla azalislarin Sems (%64), Tunca (%55) ve Tarsan-1018 (%50)

cesitlerinde oldugu belirlenmistir.

Kontrol gruplarinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin toplam GR enzim aktivitesindeki
farkhiliklar incelendiginde (Sekil 4.33); C'de Sems cesidi ile Ha*Ha, Ha*Hd, Tarsan-
1018 ve Tunca gesitleri arasindaki farklar; ayrica Ha*Ha ve Ha*Hd ile Tarsan-1018,
Tunca ve Kaan arasindaki farklar énemli dizeyde bulunmustur. Cs’de Ha*Ha ve
Ha*Hd genotipleri ile diger ¢esitler arasindaki farklar; CrR'de ise Ha*Ha ve Ha*Hd ile
diger genotipler ve Kaan ile Tunca arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemlidir. S’de
Tarsan-1018 ve Ha*Hd genotipleri ile diger genotipler, Sems ve Ha*Ha ile Kaan ve
Tunca, ayrica Kaan ve Tunca arasindaki farklarin 6nemli dizeyde oldugu
belirlenmistir. R'de ise $ems, Kaan ve Tunca ile diger genotipler arasindaki fark ile
Tarsan-1018, Ha*Ha ve Ha*Hd’nin birbirine goére farklari énemlidir.

4.2.5.4. Peroksidaz (POD) Aktivitesi
Genotiplerin uygulamalara ait kontrol gruplarinin yapraklardaki toplam POD enzim

aktivitesi incelendiginde (Sekil 4.34); toplam POD enzim aktivitesinde kontrol gruplari
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arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagl olarak onemli bir degisimin olmadigi
belirlenmistir. Hem S’de Cs'ye goére hem de R'de Cr'ye gore (Tunca harig) toplam
POD enzim aktivitesi tum genotiplerde onemli duzeylerde artis gostermistir. Her iki
uygulama icin de en fazla artiglar Tarsan-1018 (sirasiyla 7,6 kat ve 4,5 kat) ve Ha*Hd
genotiplerinde (sirasiyla 6,5 kat ve 3,6 kat) saptanmistir. R’de ise S’ye goére toplam
POD enzim aktivitesinin tum genotiplerdeki azaliglari istatistiksel olarak dnemli olup en

fazla azaliglarin Tunca (%75) ve Sems (%43) gesitlerinde oldugu tespit edilmigtir.

Kontrol gruplarinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin toplam POD enzim aktivitesindeki
farklliklar incelendiginde (Sekil 4.34); hem C’de hem de Cs’de Tarsan-1018, Tunca ve
Ha*Hd genotipleri ile Kaan ve Ha*Ha arasindaki farklar 6nemli dizeyde bulunurken;
Cr'de toplam POD enzim aktivitesi bakimindan Tarsan-1018 ve Tunca cgesitlerinin
Kaan ve Ha*Ha genotiplerinden istatistiksel olarak farkl oldugu belirlenmistir. S’de ise

Tarsan-1018, Ha*Ha ve Ha*Hd ile diger genotipler arasindaki farklar ve Sems ile
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Sekil 4.34. Kurakhk ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinin yaprak
dokularinda toplam POD enzim aktivitesi

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kurakhda maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 gun kontrol kosullari + 9 gun kuraklida maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 gunlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 gin yeniden sulanan 54 gunlik iyilesme grubu bitkileri)

Kaan ve Tunca arasindaki farkin énemli diizeyde oldugu tespit edilmistir. R’'de ise
benzer sekilde Tarsan-1018, Ha*Ha ve Ha*Hd ile diger genotipler ve Tunca ile Kaan

ve Sems cgesitleri arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir.
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4.2.5.5. Katalaz (CAT) Aktivitesi

Genotiplerin uygulamalarina ait kontrol gruplarinin yapraklardaki toplam CAT enzim
aktivitesi incelendiginde (Sekil 4.35); toplam CAT enzim aktivitesinde kontrol gruplari
arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagli olarak énemli bir degisim meydana gelmemistir.
S'de Cs'ye goére tum genotiplerde toplam CAT enzim aktivitesi artmistir, en fazla
artislar Sems (%69), Ha*Ha (%50), Tunca (%48) ve Tarsan-1018 (%45) genotiplerinde
belirlenmistir. R'de ise Cr'ye gore toplam CAT enzim aktivitesi bakimindan yalnizca
Ha*Ha'daki artis (%56) istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. R’de S’ye gbre toplam
CAT enzim aktivitesindeki azalis Sems (%35), Kaan (%20) ve Tunca (%35)

gesitlerinde 6nemli dizeyde bulunmustur.

180
@aC ®CS as BCR B8R AOF %5

=
o]
o

[N
~
o

Toplam CAT Aktivitesi
(nmol H,0, dak-; mg protein-1)
o]

o

. Fun ::‘Q

CNE N N

60 - ::% ::% 3:$

:f% f:f% :f§

a0 | BN N =

o | ;:% :;% ;:Q

N N N

ol \: . N . N
TARSAN-1018  SEMS KAAN TUNCA

Genotipler

Sekil 4.35. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinin yaprak
dokularinda toplam CAT enzim aktivitesi

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kurakhda maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunlik kontrol bitkileri, S: 40 giin kontrol kosullari + 9 glin kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 glnlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 gunlik iyilesme grubu bitkileri)

Kontrol gruplarinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin toplam CAT enzim aktivitesindeki
farkliliklar incelendiginde (Sekil 4.35); C ve Cs’de Tarsan-1018 g¢esidinin toplam CAT
enzim aktivitesinin $ems ve Ha*Hd genotiplerinden istatistiksel olarak farkli oldugu
belirlenmistir. Cr’'de toplam CAT enzim aktivitesi bakimindan Sems ile Kaan, Ha*Ha
ve Ha*Hd genotipleri arasindaki farklar 6nemli dizeydedir. S’de ise Tarsan-1018 ve

Kaan cgesitleri Sems ve Ha*Hd genotiplerinden farklilik gosterirken; R’de bu iki ¢esidin
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hem Sems ile Tunca gesitleri hem de Ha*Ha ve Ha*Hd genotipleri ile arasindaki farklar

da 6nemli duzeydedir.

4.2.5.6. Aldoz Reduktaz (ALR) Aktivitesi

Genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalari ile bunlara ait kontrol gruplarinin
yapraklardaki toplam ALR enzim aktivitesi incelendiginde (Sekil 4.36); toplam ALR
enzim aktivitesinde kontrol gruplari arasinda (C, Cs ve Cr) zamana bagli olarak 6nemli
bir degisim meydana gelmemistir. ALR enzim aktivitesi S’de Cs’ye goére tim

genotiplerde 6nemli duzeylerde artmistir. Tarsan-1018'de %200, Sems’de %170,
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Sekil 4.36. Kurakhk ve iyilesme uygulamalarinda aygicedi genotiplerinin yaprak
dokularinda ALR enzim aktivitesi

(C: Kuraklik uygulamasinin baglatildigi 40 gunluk bitkiler, Cs: Kurakhida maruz kalan stres
grubuna ait 49 gunluk kontrol bitkileri, S: 40 gin kontrol kogullari + 9 gun kurakliga maruz
kalmig 49 gunlik stres grubu bitkileri, Cr: R grubunun 54 ginlik kontrol bitkileri, R: S kuraklik
uygulamasini takiben 5 giin yeniden sulanan 54 glnlik iyilesme grubu bitkileri)

Kaan'da %101, Tunca’da %66, Ha*Ha'da %188 ve Ha*Hd’'de ise %86 oraninda artislar
tespit edilmistir. R'de ise Cr'ye gore ALR enzim aktivitesinin Tarsan-1018 (1,4 kat),
Sems (1,2 kat), Ha*Ha (%92) ve Ha*Hd’de (%43) arttigi saptanmistir. R'de S’ye goére
ALR enzim aktivitesinde Tarsan-1018 ve S$Sems hari¢ diger genotiplerdeki azaliglar
istatistiksel olarak énemli olup; en fazla azalglar Kaan (%43) ve Tunca’da (40)

belirlenmistir.

Tam kontrol gruplarinda (C, Cs ve Cr) genotiplerin toplam ALR enzim aktivitesindeki
farkliliklar incelendiginde (Sekil 4.36); her Ug¢ kontrol grubu i¢in Ha*Ha ve Ha*Hd

genotipleri ile diger cesitler arasindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu
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belirlenmistir. Ayrica, S’de Ha*Ha genotipinin hem Ha*Hd genotipi ile hem de diger
cesitler ile arasindaki farklarin 6nemli duzeyde oldugu saptanmistir. R’'de ise Tarsan-
1018 cesidi ile Kaan ve Tunca cesitleri arasindaki ve ayrica Ha*Ha ve Ha*Hd
genotipleri arasindaki farklar ile, Ha*Ha ve Ha*Hd ile Sems, Kaan ve Tunca arasindaki

farkin 6nemli oldugu tespit edilmigtir.

4.2.6. ll. Asamada Analizi Yapilan Parametreler Dogrultusunda Puanlama

Tezin Il. Asamasinda genotiplerin kuraklik ve iyilesme uygulamalarindan elde edilen
verilerinden hasar indeks degerleri ve iyilesme potansiyelleri hesaplanmigstir (Cizelge
4.8, Cizelge 4.9, Cizelge 4.10, Cizelge 4.11, Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13) Bu
sonugclara gore genotipler toleranslidan duyarliya dogru Ha*Ha, Tarsan-1018, Ha*Hd,

Sems, Kaan ve Tunca seklinde siralanmistir.

Tezin Ill. asamasi olan proteomik analizlerde atasal genotip olarak kullaniimak tzere
Il. asamada karsilastirilan Ha*Ha ve Ha*Hd arasindan Ha*Ha'nin atasal tlrl olan
Helianthus agrophyllus secilmistir. Kalan 4 c¢esit igerisinden proteomik analiz
asamasinda kullaniimak Uzere ise toleransh cesit (Tarsan-1018) ile duyarl cesit

(Tunca) secilmisgtir.
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Cizelge 4.8. Aycicegi genotiplerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarindan elde edilen morfolojik ve fizyolojik parametrelerden
hesaplanan hasar indeksi ve iyilesme derecelerine gére puanlama ve toplam puanlar.

Morfolojik Fizyolojik
Genotipler Bitki Boyu Yaprak Sayisi Taze Agirhk  Kuru Agirhik NSi Toplam
TARSAN-1018 8 11 3 3 6 31
SEMS 10 5 12 10 10 47
KAAN 5 8 7 8 4 32
TUNCA 5 2 8 9 7 31
Ha*Ha 5 5 5 7 6 28
Ha*Hd 9 11 7 5 9 41

Cizelge 4.9. Aycicegi genotiplerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarindan elde edilen fotosentetik parametrelerden hesaplanan
hasar indeksi ve iyilesme derecelerine gore puanlama ve toplam puanlar.

Genotipler Fv/Fm Fv/Fo oPSII Fv/Fw’ ETH gP NPQ Toplam
TARSAN-1018 7 7 5 6 3 3 4 35
SEMS 6 6 8 5 7 11 7 50
KAAN 11 10 11 10 10 10 10 72
TUNCA 11 12 11 12 10 9 5 70
Ha*Ha 3 5 3 6 3 5 7 32
Ha*Hd 4 2 4 3 9 4 9 35
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Cizelge 4.10. Aycicegdi genotiplerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarindan elde edilen biyokimyasal parametrelerden hesaplanan
hasar indeksi ve iyilesme derecelerine gore puanlama ve toplam puanlar.

Genotipler Toplam klorofil Toplam karotenoid MDA H202 Antosiyanin Flavanoid GB Toplam

TARSAN-1018 10 7 6 4 3 2 4 36
SEMS 2 8 12 6 10 8 8 54
KAAN 11 10 9 11 10 8 10 69
TUNCA 6 9 6 11 10 11 12 65
Ha*Ha 5 6 6 4 3 5 4 33
Ha*Hd 8 2 3 6 6 8 4 37

Cizelge 4.11. Aycicegdi genotiplerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarindan elde edilen antioksidan parametrelerden hesaplanan
hasar indeksi ve iyilesme derecelerine goére puanlama ve toplam puanlar.

Genotipler SOD POD APX GR CAT ALR Toplam
TARSAN-1018 3 2 5 4 6 5 25
SEMS 8 9 8 8 11 5 49
KAAN 10 9 9 10 7 10 55
TUNCA 10 11 11 11 11 12 66
Ha*Ha 6 7 5 5 2 4 29
Ha*Hd 5 4 4 4 5 6 28
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Cizelge 4.12. Aygicegi genotiplerinden Il. asamada kullanilan tim parametrelerden elde edilen toplam puanlar ve gesitlerin kurakliga
toleransina goére siralamasi.

Morfolojik Fizyolojik Fotosentetik Biyokimyasal Antioksidan
Genotipler  olgimlere ait olgumlere ait olglimlere ait olglimlere ait olglimlere ait Toplam Siralama
toplam puan toplam puan toplam puan toplam puan toplam puan
TARSAN-1018 25 6 35 36 25 127 2
SEMS 37 10 50 54 49 200 4
KAAN 28 4 72 69 55 228 5
TUNCA 24 7 70 65 66 232 6
Ha*Ha 22 6 32 33 29 122 1
Ha*Hd 32 9 35 37 28 141 3
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Cizelge 4.13. Aycicedi genotiplerinden Il. asamada kullanilan tUm parametrelerden
elde edilen toplam puanlara gére genotiplerin siralamasi.

Siralama ve Puanlama
Ha*Ha I I 1
TARSAN-1018 | 2
HatHd I i E— 3
SEMS | s 4
KAAN 1 5
TUNGCA s 6
0 50 100 150 200 250
¥ Morfolojik 6lgiimlere ait toplam puan Fizyolojik dlgiimlere ait toplam puan
U Fotosentetik dl¢iimlere ait toplam puan B Biyokimyasal 6l¢iimlere ait toplam puan
Antioksidan olgiimlere ait toplam puan

4.3. Tezin Proteomik Asamasindan Elde Edilen Bulgular

Tezin bu asamasinda toleransli (Tarsan-1018) ve duyarli (Tunca) genatipleri ile pozitif
kontrol olarak atasal aygicedi genotipi olan Helianthus agrophyllus’'un kuraklik ve
iyilesme kosullarinda yaprak proteomlarinda meydana gelen degisimler incelenmistir.
2 boyutlu jel elektroforezi (2-D) ile elde edilen jellerden PDQest Advanced (8.0.1.,
BioRad) yazilimi ile yapilan analizlerde her 3 genotipte 720+30 adet protein benegi

belirlenmistir.

Bu protein beneklerinden uygulamalara gore (C-S-R) genotiplerde ifadesi kendi
kontroliine gore 2 kat degisim (artig/azalig) gosteren protein benekleri segilmis ve bu
proteinlerin tanimlanmasi gercgeklestiriimistir. Genotiplerde sirasiyla Tarsan-1018’de
ve Helianthus agrophyllus’ta 23, Tunca’da ise 24 adet benek tespit edilmistir (Sekil
4.39, 4.40 ve 4.41). Bu sekilde farkh ifade olan toplam 70 proteinin MALDI-TOF/TOF
kiutle spektrometresi ile analizleri yapilmigtir. Elde edilen veriler uygun veri tabanlari ile
kargilagtinldiginda 63 tanesi protein sekanslari ile yuksek eslesme gostermesi
nedeniyle protein duzeyinde, 7 tanesi ise ¢ok dusuk eslesme gostermesi nedeniyle
diistik peptit eslesmesine sahip proteinler olarak tanimlanmistir (Sekil 4.37). islevlerine
gore farkh metabolik yollarda yer alan tanimlanmis proteinler; fotosentez ve
karbohidrat metabolizmasi, enerji ve solunum metabolizmasi, savunma
metabolizmasi, arjinin metabolizmasi, nukleotid metabolizmasi, yag asiti ve glikolipid

metabolizmasi, protein metabolizmasi, sinyal metabolizmasi ve hicre c¢eper
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biyogenezinde goérev alan proteinler olmak tzere 9 farkli kategoride siniflandiriimistir.
Ayrica, jel goruntulerinde protein beneklerinin genotip ici ve genotipler arasinda 6zdesg

oldugu saptanmistir (Sekil 4.38).

Diisiik peptit iyvon skoru; 10

Hiicre Geper Biyogenezi; 1
Sinyal Metabolizmas; 3 .

Protein Metabolizmasi; 4

Niikleotid Metabolizmasi; 1

Arjinin Metabolizmasi; 1

Fotosentez ve Karbohidrat
Metabolizmasi; 63

Enerji ve Solunum Metabolizmasi; 6

Sekil 4.37. Aycicegi genotiplerinde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda protein ve
peptit skorlari ile tanimlanan proteinlerin islevlierine gore siniflandiriimasi.

4.3.1. Fotosentez ve Karbohidrat Metabolizmasi

Aycicegi genotiplerinde ifade dizeyi 2 kat artig/azalis ile degisim gobsteren
proteinlerden toplam % 63’Unun fotosentez ve karbohidrat metabolizmasi ile iligkili
proteinler oldugu saptanmistir (Sekil 4.37). Bu proteinlerden, 25 tanesinin Calvin
dongusiunde (benek: 1, 2, 10, 12, 14, 17, 19, 20, 22, 24, 25, 26, 29, 33, 41, 42, 44, 54,
55, 56, 58, 59, 64, 68, 69) ve 19 tanesinin fotosentezin isik reaksiyonlarinda (benek:
9, 11, 13, 15, 16, 21, 30, 34, 35, 37, 38, 39, 46, 51, 57, 60, 61, 62, 63) yer aldig

belirlenmistir.

Isik toplayici kompleks (LHC) | ve II'deki klorofil a-b baglanma proteinlerine bagli
olan klorofil molekulleri, i1sik enerjisinin birincil alicilaridir. Klorofil a-b baglanma
proteini (benek:35) ifadesi aygicegi genotiplerinde Tunca’da stres uygulamalarinda (S
ve R) %13 azalis goOstermistir. Fotosistemler arasinda 1sigin yakalanmasinda
dengeleyici role sahip olan klorofil a-b baglanma proteini 13’Un ifadesi hem Tunca
hem de H. agrophyllus genotiplerinde degistigi belirlenmigstir (sirasiyla benek: 30 ve
51). Tunca’da kuraklik uygulamasinda bu protein ifadesi kontrole gére %37 azalirken,
iyilesmede %23 artmis; H. agrophyllus’da ise hem stres hem de iyilesme
uygulamalarinda (sirasiyla %55 ve %74) artis gostermigtir. Klorofil a-b baglanma
proteini 8’in ifadesi ise aygiceginde tim genotiplerde farkli sekilde degisim
gOstermistir. Tarsan-1018 genotipinde benek:11’de kontrole gore stres uygulamasinda

protein ifadesi %13 artarken, iyilesmede %14 azalmis olup; benek:13’de streste
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Tunca

P10896

Q56YAS

H. agrophyllus Tarsan-1018

Sekil 4.38. Ortak veya farkli ifade dlzeyleri ile aygicedi genotiplerinde kuraklik ve
iyilesme uygulamalarinda yaprak dokusunda tanimlanan proteinlerin aksesyon
numaralari ile venn diyagraminda gosterimi.

Aksesyon Protein ismi Aksesyon Protein ismi
Numarasi Numarasi
P46283 Sedoheptuloz -1,7-bisfosfataz Q9sJu4 Fruktoz 1,6-bisfosfat aldolaz
P25858 Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz P39207 Nukleosit difosfat kinaz B
P10896 Ribuloz bisfosfat karboksilaz/oksijenaz  P24102 Temel peroksidaz
aktivaz
Q9C9W5 Gliserat dehidrogenaz Q9AV9I7 2-dehidro-3-deoksifosfooktonat aldolaz 1
Q56YA5 Serin--glioksilat aminotransferaz P46637 Arjinaz 1
048917 UDP-stulfokinovoz sentaz P56797 30S ribozomal protein S2
Q9SKP6 Trioz fosfat izomeraz P04778 Klorofil a-b baglanma proteini 13
P25856 Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz A Q42029 Oksijen olusumunu arttirici protein 2
003042 Ribuloz bisfosfat karboksilaz buyutk B3H5S2 Ribuloz bisfosfat karboksilaz ku¢uk zinciri
zincir
Q01908 ATP sentaz gama zinciri 1 Q9SSSs9 ATP sentaz delta zinciri
Q9ZR03 Sitokrom b6-f kompleksi demir-kikirt ~ Q9SAU2 Ribuloz-5-fosfat 3-epimeraz
alt Unitesi
P19171 Endokitinaz B Q9s714 Fotosistem | reaksiyon merkezi alt tnite IV
B
P25702 Acil tasiyici protein 3 P10795 Ribuloz bisfosfat karboksilaz kiiglik zincir 1
Q9LD57 Fosfogliserat kinaz P19172 Asidik endokitinaz
P19366 ATP sentaz alt Unite beta Q9LYA9 Kloroplast stem-loop baglanma proteini 41
kDa a
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Mw
(kDA) 3 10

Sekil 4.39. Tarsan-1018 genotipinde (A) kontrol, (B) stres ve (C) iyilesme
uygulamalarinda tanimlanan 23 adet protein benegi. Okla gdsterilen rakamlar farkh
olarak ifade edilen ve tanimlanan protein beneklerini gdstermektedir.
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Sekil 4.40. Tunca genotipinde (A) kontrol, (B) stres ve (C) iyilesme uygulamalarinda
tanimlanan 24 adet protein benegdi. Okla gosterilen rakamlar farkli olarak ifade edilen
ve tanimlanan protein beneklerini géstermektedir.
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Sekil 4.41. Helianthus agrophyllus genotipinde (A) kontrol, (B) stres ve (C) iyilesme
uygulamalarinda tanimlanan 23 adet protein benegi. Okla gosterilen rakamlar farkli
olarak ifade edilen ve tanimlanan protein beneklerini gostermektedir.
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protein ifadesi %15 azalmis, iyilesmede ise %73 artis gostermistir. Tunca genotipinde
klorofil a-b baglanma proteini 8'in ifadesi (benek: 37) kuraklik uygulamasinda kontrole
gore %74 artmig, ancak iyilesmede %7 azalmistir. Atasal genotip olan H.
agrophyllus’da ise bu protein (benek: 60 ve 62)’'de benzer degisimler gostermis ve hem
stres hem de iyilesme uygulamalarinda kontrole gére azalis (sirasiyla: %41 ve %33 ile
%27 ve %25) gerceklesmigstir (Cizelge 4.14).

ATP sentaz, kloroplastlarda elektrokimyasal proton gradienti dogrultusunda proton
aktarimindan saglanan gug ile ADP ve inorganik fosfattan (Pi) ATP sentezlenmesinde
gorev alir. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda aygiceginde tum genotiplerde ATP
sentaz alt birimlerinin ifadelerinde degisimler belirlenmistir. ATP sentaz kompleksinin
fonksiyon gosterebilmesi i¢in son derece 6nemli bir protein olan ATP sentaz delta
zinciri’nin ifadesi her 3 genotipte farkli sekillerde degisim gdstermistir. Tarsan-1018
ve Tunca genotiplerinde ATP sentaz delta zinciri’nin (benek: 9 ve 34) ifadesi stres ve
iyilesme uygulamalarinda kontrole gore (sirasiyla %32 ve %10 ile %30) artmistir. H.
agrophyllus’da ise bu protein ifadesi (benek: 57) kuraklik uygulamasinda kontrole gére
%15, iyilesmede ise %66 azalmistir (Cizelge 4.14). ATP sentaz kompleksinin redoks
yoluyla dizenlenmesinden sorumlu olan ATP sentaz gama zinciri 1’in ifadesi (benek:
15) ayciceginde yalnizca Tarsan-1018 genotipinde degisim gdstermis ve kurakhk
uygulamalarinda bu proteinin ifadesi %44’den fazla azalmigtir. Ayrica ATP sentaz alt
linite beta’nin ifadesi (benek: 38) Tunca’da kontrole gore streste %40 ve iyilesmede
%19 azalmistir. lyilesme uygulamasinda protein ifadesi strese gére %36 artarken

kontrol duzeyine ulagamamigtir (Cizelge 4.14).

Suyun oksidasyonunda dlzenleyici olarak rol oynayan oksijen olusumunu arttirici
protein 2’nin ifadesi hem Tunca (benek:39) hem de atasal genotip olan H.
agrophyllus’da (benek: 61 ve 63) degismistir. Bu proteinin ifadesi Tunca genotipinde
kuraklik uygulamasinda kontrole gore %52 artarken, iyilesme uygulamasinda %16
azalmistir. Oksijen olusumunu arttirici protein 2’nin ifadesi kontrole gére H.
agrophyllus’da S ve R ‘de kontrole gore benek:61’de sirasiyla %2 ve %50 dizeyinde
azalirken, benek: 63’de ise %30’dan fazla azalis gerceklesmistir (Cizelge 4.14).

NADP’nin fotoindirgenmesinde o6nemli role sahip olan fotosistem | reaksiyon
merkezi alt iinite IV B'nin ifadesi aygicegi genotiplerinde stres uygulamalarinda Tunca
(benek:46) ve Tarsan-1018 (benek: 21) genotiplerinde farkli oranda degismistir
(Cizelge 4.14). Tarsan-1018’de bu protein ifadesi kontrole gore streste 1.7 kat, iyilesme
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uygulamasinda ise %75 oraninda artis; Tunca’da sirasiyla %5 ve %13 azalig
gOstermigtir. Aycicegi genotiplerinde kuraklik uygulamalarinda sitokrom b6-f
kompleksi demir-kiikiirt alt iinitesi’nin ifadesi yalnizca Tarsan-1018'de (benek: 16)
streste kontrole goére %37 oraninda azalmis, iyilesmede ise %5 oraninda artmistir
(Cizelge 4.14).

Fotosentezde CO2 asimilasyonundaki ilk basamagi katalizleyen RuBisCO’nun kuguk
ve blyuk alt zincirlerine ait protein ifadeleri aygicedi genotiplerinde farkl sekillerde
degisim gostermistir. Ribuloz bisfosfat karboksilaz kii¢iik zincir 17’in ifadesi Tunca
(benek: 24 ve 29) ve Tarsan-1018 (benek: 1 ve 10) genotiplerinde artis géstermistir.
Bu proteinin ifadesi Tunca’da kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda kontrole gore
sirasiyla %100 ile %51 ve 1.8 kat ile %42 artis gosterirken; Tarsan-1018'de 1.2 kat ile
%95 ve 2.6 kat ile %59 artmistir (Cizelge 4.14). Ribuloz bisfosfat karboksilaz kiigiik
zinciri her 3 aygiceg@i genotipinde de tanimlanmis olup, Tarsan-1018 (benek: 2, 14,
22) ve Tunca’da (benek: 25, 26, 33) 3, atasal tur olan H. agrophyllus’da ise 5 benek
(54, 55, 56, 68, 69) belirlenmigtir. Tarsan-1018'de ribuloz bisfosfat karboksilaz
kiiglik zinciri’'nin beneklerde farkli dlizeylerde ifadesi dedismistir. Benek: 2’de kontrole
gore streste 5.3 kat artig, iyilesmede %60 azalis; benek: 14’de 1.3 kat ve 4.3 kat artis;
benek: 22'de ise %35 ve %8’lik artislar belirlenmistir. Tunca'da ise benek: 25'de
kontrole gore stres ve iyilesmede artis (sirasiyla %52 ve %10); benek: 26’da sirasiyla
%58 ve %39 azalislar ile benek: 33’de streste %60 artis ve iyilesmede %35 azalig
tespit edilmigtir. H. agrophyllus’da 54, 55, 56 numarali beneklerde bu proteinin ifadesi
kontrole gore streste artmis olup, iyilesme uygulamasinda yalnizca 54 numarali
benekte %15’lik bir azalis gostermis ve diger iki benekte 3.2 kattan fazla artis
belirlenmistir. Ayrica ayni protein igcin 68 numaral benekte kuraklik ile iyilesme
uygulamalarinda kontrole gére % 4 ve % 84’luk azaliglar; 69 numaral benekte ise
sirasiyla % 39 azalis ve % 17’lik artis tespit edilmigtir (Cizelge 4.14). Ayciceginde
genotipler arasinda Ribuloz bisfosfat karboksilaz bliyiik zincir ’in ifadesi yalnizca
Tarsan-1018’de (benek: 20) degisim gostermis olup; kuraklik uygulamalarinda kontrole
gore sirasiyla 3.3 kat ve 4.1 kat artis gerceklesmigtir.

Calvin déngusunun seker fosfat geri donisim basamaklarinin énemli bir bilesenini
temsil eden ribuloz-5-fosfat 3-epimeraz; ksiloz-5-fosfatin, ribuloz-5-fosfata
donlisumdnlu katalizler. Ribuloz-5-fosfat 3-epimeraz ifadesi aygiceginde tim

genotiplerde farkl sekillerde degismistir (Cizelge 4.14). Tarsan-1018 ve Tunca
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Cizelge 4.14. Aycicegi genotiplerinde tanimlanan fotosentez ve karbohidrat metabolizmasina ait proteinler

Sekans
Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip® Teorik Deneysel Peptit/iyon Eslesen  Eglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® MW/PI¢ MW/PI® skoru’ peptit? (%)"
Fotosentez ve Karbohidrat Metabolizmasi
1,05
1
Klorofil a-b baglanma 0,95
proteini 0,9
35 A2XJ35 ) Tunca 28.48/5.62  24.30/5.00 255 11 25 0,85
(Oryza sativa subsp. 08
indica) 0,75
Klorofil a-b baglanma 117 5
30 P27489 proteini 13 Tunca 28.60/5.09  23.30/4.85 6
(Solanum lycopersicum)
Klorofil a-b baglanma
51 P27489 proteini 13 H. ag 28.60/5.09  22.40/4.88 101 5 6
(Solanum lycopersicum)
Klorofil a-b baglanma Tarsan-
11 P27522 proteini 8 1018 29.34/8.96  24.10/5.66 75 4 9

(Solanum lycopersicum)
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Sekans

Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip® Teorik Deneysel Peptit/iyon Eslesen  Eglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® MW/PI¢ MW/PI® skoru’ peptit? (%)"
Klorofil a-b baglanma Tarsan-
13 pP27522 proteini 8 1018 29.34/8.96  24.10/5.80 138 7 15
(Solanum lycopersicum)
Klorofil a-b baglanma
37 P27522 proteini 8 Tunca 29.34/8.96  23.80/5.75 131 5 9
(Solanum lycopersicum)
Klorofil a-b baglanma
60 P27522 proteini 8 H. ag 29.34/8.96  22.75/5.63 130 5 9
(Solanum lycopersicum)
Klorofil a-b baglanma
62 P27522 proteini 8 H. ag 29.34/8.96  22.75/5.93 214 9 20

(Solanum lycopersicum)
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Sekans
Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip® Teorik Deneysel Peptit/iyon Esglesen Eglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® MW/PI¢ MW/PI® skoruf peptit? (%)"

1,5

1
26.77/8.96 20.70/5.10 115 6 12 0,5

o0

ATP sentaz delta zinciri Tarsan-

9 P32980 (Nicotiana tabacum) 1018

50

ol

0

(@]
0 R
py)

ATP sentaz delta zinciri
34 P32980 (Nicotiana tabacum) Tunca 26.77/8.96 20.00/5.00 92 10 15

(@]
O )
py)

ATP sentaz delta zinciri

57 P32980 (Nicotiana tabacum)

H. ag 26.77/8.96 19.66/5.07 89 8 12

ATP sentaz gama zinciril  Tarsan-

(Arabidopsis thaliana) 1018 40.89/8.13 39.90/6.17 360 17 21

15 Q01908
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Sekans

Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip Teorik Deneysel  Peptit/iyon Eglesen Eglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c MW/PI¢ MW/PI® skoruf peptit? (%)"
Q1KXV2 ATP sentaz alt Unite beta

38 (Helianthus annuus) Tunca 53.53/5.12  53.00/5.36 992 40 69
Oksijen olusumunu arttirici

39 P29795 protein 2 (Solanum Tunca 27.78/8.26  23.50/6.07 83 7 15

lycopersicum)

61 Qo334  Okslienolusumunuarttinici o0 53331491 22.75/5.74 64 4 12
protein 2 (Brassica juncea)
Oksijen olusumunu arttiric

63 P29795 protein 2 (Solanum H. ag 27.78/8.26  23.00/6.07 90 8 18

lycopersicum)
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Sekans

Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip Teorik Deneysel Peptit/iyon  Eslesen Esglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c MW/PI¢ MW/PI® skoru’ peptit? (%)"
1,05
1
Fotosistem | reaksiyon 005
46 Q41229 merkezi alt tinite IV B Tunca 15.22/9.74  18.20/7.29 103 7 16 0,85
(Nicotiana sylvestris) 0,8

0,75

Fotosistem | reaksiyon Tarsan-
21 Q41229 merkezi alt Gnite IV B 15.22/9.74  18.10/7.05 73 6 16
T : 1018
(Nicotiana sylvestris)

(@]
O
Py}

Sitokrom b6-f kompleksi
16 049078 demir-kdkdart alt tGnitesi
(Fritillaria agrestis)

Tarsan-

1018 24.28/8.74  18.10/6.77 110 5 15

Ribuloz bisfosfat
24 Q39743 karboksilaz kiglk zincir 1 Tunca 19.63/8.93  15.70/4.38 91 8 39
(Flaveria pringlei)
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Sekans

Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip® Teorik Deneysel  Peptit/iyon Eglesen Eslesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® MW/PI¢ MW/PI® skoruf peptitd (%)"

4

3

Ribuloz bisfosfat 9

29 Q39743 karboksilaz kiglk zincir 1 Tunca 19.63/8.93 18.90/4.76 175 13 41 1

(Flaveria pringlei) o
Ribuloz bisfosfat

1 Q39743 arboksilaz kiigiik zincir 1 T%Sl%”' 10.63/8.93  15.35/4.35 55 8 22

(Flaveria pringlei)

4

3

Ribuloz bisfosfat Tarsan- 5

10 Q39743 karboksilaz kulguk zincir 1 1018 19.63/8.93  18.90/6.77 153 13 30 1

(Flaveria pringlei) 0

8

6

Ribuloz bisfosfat Tarsan- 4

2 P08705 karboksilaz kiguk zinciri 1018 20.20/9.07  19.30/4.28 110 15 61 )

0

(Helianthus annuus)
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Sekans

Benek Aksesyon Proteinismi/ Genotip Teorik Deneysel Peptit/iyon Esglesen Eglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c Mw/PId MW/PI® skoruf peptit? (%)"
Ribuloz bisfosfat -
14 P08705 karboksilaz kiglk zinciri 20.20/9.07 29.70/6.14 154 13 35
; 1018
(Helianthus annuus)
Ribuloz bisfosfat Tarsan-
22 P08705 karboksilaz kiglk zinciri 20.20/9.07 18.20/7.25 148 14 51
; 1018
(Helianthus annuus)
Ribuloz bisfosfat
25 P08705 karboksilaz kiglk zinciri Tunca 20.20/9.07 16.63/4.48 220 15 39
(Helianthus annuus)
Ribuloz bisfosfat
26 P08705 karboksilaz kiglk zinciri Tunca 20.20/9.07 17.05/4.35 237 15 47

(Helianthus annuus)
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Sekans

Benek Aksesyon Proteinismi/ Genotip® Teorik Deneysel  Peptit/iyon Eglesen Eglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® Mw/PId MW/PI® skoruf peptitd (%)"
Ribuloz bisfosfat
33 P08705 karboksilaz kiglk zinciri Tunca 20.20/9.07 15.70/5.18 319 18 40
(Helianthus annuus)
2,5
2
Ribuloz bisfosfat 15
54 P08705 karboksilaz kiguk zinciri H. ag 20.20/9.07 10.00/5.00 91 15 51 1
(Helianthus annuus) 0'(5)
5
4
Ribuloz bisfosfat 3
55 P08705 karboksilaz kiglk zinciri H. ag 20.20/9.07 16.02/5.27 161 13 44 2
(Helianthus annuus) (1)
Ribuloz bisfosfat
56 P07089 karboksilaz kiguk zinciri H. ag 19.53/8.93 18.53/5.00 61 8 27

(Flaveria trinervia)
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Sekans

Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip Teorik Deneysel Peptit/iyon Eglegsen Eslesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c Mw/PId MW/PI® skoruf peptit? (%)"
Ribuloz bisfosfat
68 P08705 karboksilaz kiguk zinciri H. ag 20.20/9.07 29.00/7.18 142 10 37
(Helianthus annuus)
Ribuloz bisfosfat
69 P08705 karboksilaz kiiglk zinciri H. ag 20.20/9.07 28.70/8.26 61 9 29
(Helianthus annuus)
Ribuloz bisfosfat Tarsan-
20 P45738 karboksilaz biyUk zincir 53.82/5.95 46.60/6.70 443 28 37
: 1018
(Helianthus annuus)
Ribuloz-5-fosfat 3- Tarsan-
17 Q43157 epimeraz (Spinacia 1018 30.35/8.23 25.00/6.70 251 9 24

oleracea)
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Sekans

Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip Teorik Deneysel Peptit/iyon Eglegsen Eslesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c MW/PI¢ MW/PI® skoruf peptit? (%)"
15
1
Ribuloz-5-fosfat 3-epimeraz
44 Q43843 (Solanum tuberosum) Tunca 29.86/7.71  24.80/6.76 97 5 13 0,5
0
4
3
. = i 2
64 Q43157  Ribuloz-5-fosfat3-epimeraz 0 55 35/8 93 24.00/6.66 147 7 23
(Spinacia oleracea) 1
0
12 QOM4s8 Trioz fosfatizomeraz - Tarsan- g3 5117 64 26.50/5.66 240 11 15
(Fragaria ananassa) 1018 ' ' ' '
Sedoheptuloz -1,7-
59 P46285 bisfosfataz H. ag 42.03/6.04  37.50/5.18 130 15 32

(Triticum aestivum)

[ ]
L
<]
[ ]
'a
R

137



Sekans

Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip Teorik Deneysel Peptit/iyon Eglegsen Eslesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c Mw/PId MW/PI® skoruf peptit? (%)"
15
Ribuloz bisfosfat 1
58 Q40281 karboksilaz/oksijenaz H. ag 48.05/8.20 39.40/5.16 491 21 29 0,5
aktivaz (Malus domestica) o
Fosfogliserat kinaz 415
41 Q42961 (Nicotiana tabacum) Tunca 50.15/6.11 42.50/5.71 19 12
1,5
Gliseraldehit-3-fosfat Tarsan- 1
19 P19866 dehidrogenaz A (Spinacia 1018 43.00/7.62 42.80/6.70 60 9 19 0,5
oleracea) 0
10
8
Fruktoz 1,6- 6
42 P16096 bisfosfat aldolaz Tunca 42.44/6.85 35.00/6.32 255 11 17 4
2
0

(Spinacia oleracea)

2 SwissProt ve NCBI veri tabanlarina kargt MASCOT taramasi yapildiginda en iyi sonuca gore belirlenen aksesyon numarasi
b SwissProt ve NCBI veri tabanlarina karsi MASCOT taramasi yapildiginda en iyi sonuca gore belirlenen protein ve bitki tir
¢ Tezde kullanilan ve proteinin tanimlandigi aygicedi genotipi
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4 MALDI-TOF/TOF analizleri ile tanimlanan proteinin teorik molekiler agirligi (KDa) ve izoelektrik noktasi (PI)

¢ MALDI-TOF/TOF analizleri ile tanimlanan proteinin deneysel molekuler agirligi (KDa) ve izoelektrik noktasi (PI)
FMS analizleri ve MASCOT taramasinda proteinin tanimlanmasi igin olasilik skoru

9 Eslesen peptit sayisi

hYiizde (%) olarak dizi eslesmesi

'Aycicegi genotiplerinde proteinlerin ifade dizeyindeki degisimler
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genotiplerinde (benek: 17 ve 44) protein ifadesinde kontrole goére kuraklik
uygulamasinda azalig (%37), iyilesmede ise artis (sirasiyla %48 ve %29) belirlenmisgtir.
Atasal genotip H. agrophyllus’da ise (benek: 64) kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda

(S ve R) 6nemli duzeyde (%72 ve 2 kat) artis tespit edilmistir.

Dihidroksiaseton fosfat ile D-gliseraldehit-3-fosfat arasinda hizli ve geri dénisumli
aldoz/ketoz donusumuna gergeklestiren trioz fosfat izomeraz’in ifadesi aygigeginde
yalnizca Tarsan-1018 genotipinde (benek: 12) degisim gostermis olup; streste kontrole
gore %9 azalmig, ancak iyilesmede %96’lik artis gdstererek kontrol seviyesinin de
Uzerine cikmistir (Cizelge 4.14). Benzer sekilde, Calvin doéngusinin yenilenme
basamagi icin ara gecis substratlari Greten enzimlerden biri olan sedoheptuloz -1,7-
bisfosfataz ifadesi H. agrophyllus’da (benek: 59) kontrole goére kurakhkta %47
azalmis, iyilesmede ise %25 artmistir (Cizelge 4.14). RuBisCO’nun katalitik saperonu
olarak nitelendirilen ribuloz bisfosfat karboksilaz/oksijenaz aktivaz’in ifadesi atasal
genotipte (benek: 58) hem stres hem iyilesme uygulamalarinda kontrole gére dnemli
dizeyde azalmis (sirasiyla %73 ve %29) olup, ifade degeri iyilesmede strese gore 1.6
kat daha yUksektir (Cizelge 4.14).

3-fosfogliseratin (3-PGA), 1,3-bisfosfogliserata fosforilasyonunu katalizleyen Calvin
dongusu enzimlerinden fosfogliserat kinaz ifadesi Tunca genotipinde (benek: 41)
streste kontrole gore onemli bir degisim gostermezken, iyilesmede %28 azalis
gOstermistir (Cizelge 4.14). Bitkilerde fotosentetik karbon indirgenmesinde yer alan ve
NAD(P)H bagimh bir enzim olan kloroplastik gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
A’nin ifadesi ise Tarsan-1018 genotipinde (benek: 19) kurakhk ve iyilesme
uygulamalarinda (S ve R) kontrole gore azalmistir (sirasiyla %67 ve %14) (Cizelge
4.14). Calvin déngusu boyunca fotosentetik karbon akisini kontrol etme potansiyeline
sahip olan fruktoz 1,6-bisfosfat aldolaz, aygicedi genotiplerinden Tunca’da (benek:
42) tanimlanmis ve bu protein ifadesi hem kuraklik hem de iyilesme uygulamalarinda

kontrole gére 6nemli duzeyde (sirasiyla 3.7 kat ve 8.1 kat) artmistir (Cizelge 4.14).

4.3.2. Enerji ve Solunum Metabolizmasi

Aycicegi genotiplerinde tanimlanan proteinlerden %6’sini enerji ve solunum
metabolizmasi ile iliskili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.37). Gliserat ve hidroksipirtivat
arasindaki NAD* bagiml reaksiyonu gergeklestiren gliserat dehidrogenaz (benek:67)
ile bitkilerde fotosolunum sirasinda glioksilat ve serinin, glisin ve hidroksipirtivata

¢eviriminden sorumlu olan serin--glioksilat aminotransferaz’in (benek:70) ifadesi
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aycicedi genotiplerinden yalnizca H. agrophyllus’da degisim gostermistir (Cizelge
4.15). Gliserat dehidrogenaz’in ifadesi streste kontrole gore %71 azalirken, iyilesme
uygulamasinda kurakliga gore 2.4 kat artmistir. Serin--glioksilat aminotransferazin
ifadesi de benzer sekilde kontrole gore kuraklik uygulamasinda %77 ve iyilesmede ise
%21 oraninda azalmigtir. Ayrica bu proteinin ifadesi, iyilesme uygulamasinda
kurakliga gore 2.3 kat daha yuksektir. Aygicedi genotiplerinde muhtemel sitokrom c
oksidaz alt dnite Il PS17'nin (benek: 5) ifadesi yalnizca Tarsan-1018 genotipinde
degisim gdstermis olup S ve R uygulamalarinda bu proteinin ifadesinde kontrole gére
sirasiyla % 15 ve % 45 azaliglar tespit edilmigtir. Gliseraldehit-3-fosfattan 1,3-
difosfogliserat sentezini katalizleyen sitozolik Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz’in
(benek:65) ifadesi ise atasal genotip olan H. agrophyllus’da (benek:65) kuraklik
uygulamalarinda (S ve R) 6nemli dizeyde (%70 ve %53) azalis géstermistir (Cizelge
4.15).

4.3.3. Savunma Metabolizmasi

Aycicedi genotiplerinde tanimlanan proteinlerden %7’sinin savunma metabolizmasi ile
iligkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.37). Lignin biyosentez metabolik yolunda dnemli
enzimlerden olan temel peroksidazin (POD) ifadesi aygigedi genotiplerinden
Tunca’'da (benek:32) degisim gostermigtir. POD ifadesi kurakhk uygulamasinda
kontrole goére 6nemli duzeyde (%84) azalmis, iyilesme uygulamasinda ise hem stres

(7.2 kat) hem de kontrol uygulamalarina (%28) gore artmistir (Cizelge 4.16).

Aycicedi genotiplerinde kuraklik uygulamasinda patojen iligkili (PR) proteinler
icerisinde yer alan kitinaz grubu proteinlerin ifadelerinin Tarsan-1018 ve Tunca
cesitlerinde degistigi  belirlenmistir. Asidik endokitinaz ifadesi Tarsan-1018’de
(benek: 6) kontrole gore streste 4.2 kat ve iyilesmede ise 2.2 kat artarken; Tunca’'da
(benek: 28 ve 31) streste ve iyilesmede sirasiyla %63 ve %24 ile %64 ve %2
dizeyinde azaliglar gdstermigtir (Cizelge 4.16). Tarsan-1018 genotipinde Endokitinaz
B’nin (benek: 4) ifadesi streste kontrole gére %14 azalmis olup, iyilesmede artarken
bu artis 6nemli dizeyde bulunmamistir (Cizelge 4.16).

141



Cizelge 4.15. Aycicegi genotiplerinde tanimlanan enerji ve solunum metabolizmasina ait proteinler

Sekans
Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip Teorik Deneysel Peptit/iyon Eglegsen Eslesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c MW/PI¢ MW/PI® skoruf peptit? (%)"
Enerji ve Solunum Metabolizmasi
Gliserat dehidrogenaz
67 P13443 (Cucumis sativus) H. ag 41.68/5.95  40.40/7.00 185 17 21
C S R
Serin--glioksilat
70 Q56YAS5 aminotransferaz H. ag 44.18/7.69  44.00/8.07 91 7 12
(Arabidopsis thaliana)
Muhtemel sitokrom ¢ Tarsan-
5 P84733 oksidaz alt Gnite Il PS17 83.10/7.40  31.70/4.17 27 4 100
; 1018
(Pinus strobus)
Gliseraldehit-3-fosfat
65 P34921 dehidrogenaz H. ag 36.88/6.46  37.50/7.09 251 13 26

(Dianthus caryophyllus)
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Cizelge 4.16. Aycicegdi genotiplerinde tanimlanan savunma metabolizmasina ait proteinler

Sekans
Benek Aksesyon Protein ismi/ Genoti Teorik Deneysel Peptit/iyon Esglesen Esglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® p¢ Mw/PId MW/PI® skoruf peptit? (%)"
Savunma Metabolizmasi
32 Q4W1I8 Temel peroksidaz o 3422/860  34.30/4.40 204 7 14
(Zinnia elegans)

Asidik endokitinaz Tarsan-

6 P29024 (Phaseolus 1018 31.68/4.90 28.52/4.30 72 5 5
angularis)

Asidik endokitinaz
28 P36908 (Cicer arietinum) Tunca 31.21/4.70 27.70/4.48 60 4 3
31 p3soog ~ ASidikendokinaz - p o0 3121470 27.70/4.64 70 4 3

(Cicer arietinum)
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Sekans

Benek Aksesyon Proteinismi/ Genotip® Teorik Deneysel  Peptit/iyon Esglesen Eslesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® Mw/PId MW/PI® skoru’ peptit? (%)"
1,1
1
4 P29023 Endokitinaz B Tarsan- g 15/8.94  33.5/4.05 46 3 13 09
(Zea mays) 1018 ' ' T 0,8

0,7
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4.3.4. Arjinin Metabolizmasi

Bitkilerde arjininden Ure ve ornitin Uretilen reaksiyondan sorumlu olan ve mitokondride
yer alan arjinaz 1 proteininin ifadesi (benek:40) aycicegi genotiplerinde yalnizca Tunca
genotipinde degisim gdstermistir. Arjinaz ifadesi bu genotipte kuraklikta %34 azalig
gosterirken, iyilesme uygulamasinda %11 oraninda artmis; ayrica iyilesmede kurakliga

gore %67 artis gostermigtir (Cizelge 4.17).

4.3.5. Nukleotid Metabolizmasi

Otofosforilasyon yoluyla fosfatin ATP'den nukleosit difosfatlara transferini
katalizleyerek; protein, DNA sentezi ve GTP aracili sinyal iletim yollarindaki nukleotid
dengesini ayarlayarak stabil GTP seviyelerini muhafaza eden niikleosit difosfat kinaz
B’nin ifadesi (benek: 43), Tunca genotipinde degismistir. Proteinin ifadesi kontrole gore
streste azalirken (%39), iyilesme uygulamasinda %10 oraninda artmistir (Cizelge
4.17).

4.3.6. Yag Asiti ve Glikolipid Metabolizmasi

Aycicegi genotiplerinde tanimlanan proteinlerden %3’Unin yag asiti ve glikolipid
metabolizmasi ile iligkili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.37). Bitkilerde yag asitlerinin
sentezi ile bunu takiben desatiirasyonda ve yag asitlerine agil transferinde énemli bir
kofaktor rollne sahip olan agil tasiyici protein 3'Gn (benek: 23), ifadesi yalnizca
Tarsan-1018'de degismigstir. Acil tasiyici protein 3 ifadesi, bu genotipte kuraklik ve
iyilesme uygulamalarinda kontrole goére (sirasiyla %21 ve %39) ve iyilesme

uygulamasinda kurakhga gore %33 azalmistir (Cizelge 4.17).

Tilakoid membranlarda yiksek oranda bulunan ve silfolipid biyosentezinin anahtar
enzimi olan UDP-siilfokinovoz sentaz protein (benek: 66) ifadesi H. agrophyllus’da
kuraklik uygulamasinda kontrole gére énemli diizeyde (%77) azalmistir. lyilesme
uygulamasinda ise strese gore yaklasik 3.4 kat artmis ve kontrol seviyesinden daha

yuksek duzeye ulasmistir (Cizelge 4.17).

4.3.7. Protein Metabolizmasi

Aycicegdi genotiplerinde tanimlanan proteinlerden %4’Gnan protein metabolizmasi ile
iligkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.37). Kloroplastik bir endoribontikleaz olan ve
sekansa 0zgu stem-loop baglanma aktivitesine sahip kloroplast stem-loop
baglanma proteini 41 kDa a'nin ifadesi aygicegi genotiplerinde hem Tarsan-1018

(benek: 18) hem de Tunca’da (benek: 45) farkli sekillerde degisim gostermistir. Tarsan-
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Cizelge 4.17. Aygicegi genotiplerinde tanimlanan arjinin metabolizmasi, nukleotid
metabolizmasina ait proteinler

metabolizmasi ile yad asiti ve glikolipid

Sekans
Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip Teorik Deneysel  Peptit/iyon Eslesen Eslesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® ¢ MW/PI¢ MW/PI® skoruf peptit9 (%)
Arjinin Metabolizmasi
Arjinaz 1
40 P46637 (Arabidopsis Tunca 37.32/6.11 37.00/6.01 181 14 12
thaliana)
Niikleotid Metabolizmasi
Nukleosit difosfat
43 P47920 kinaz B Tunca 16.19/6.43 11.90/6.85 358 12 54
(Flaveria bidentis)
Yag Asiti ve Glikolipid Metabolizmasi
23 52413 Agltasiyiciprotein 3 Tarsan- 5 0g5 54 18 10/7.90 63 9 35

(Cuphea lanceolata) 1018

146



Sekans
Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip Teorik Deneysel Peptit/iyon Eslesen Eglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c Mw/PId MW/PIe skoruf peptit? (%)"

UDP-sllfokinovoz sentaz

66 048917 (Arabidopsis thaliana)

H. ag 53.08/8.42 44.20/7.03 129 12 16
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Cizelge 4.18. Aycicegdi genotiplerinde tanimlanan protein metabolizmasina ait proteinler

Sekans
Benek Aksesyon Protein ismi/ Genotip Teorik Deneysel  Peptit/iyon Eglesen Eglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c Mw/PId MW/PI® skoruf peptitd (%)"
Protein Metabolizmasi
Kloroplast stem-loop
baglanma proteini Tarsan-

18 QILYA9 41 kDa a 1018 43.90/8.54 39.90/6.77 142 10 15

(Arabidopsis thaliana)

Kloroplast stem-loop
45 QILYA9 baglanma proteini Tunca  43.90/8.54  37.00/6.82 130 7 4

41 kDa a

(Arabidopsis thaliana)

27 Qikvve  30Sribozomalprotein S2. o 60 10/1048  24.50/4.55 38 11 23

(Scenedesmus obliquus)
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1018’de stres ve iyilesme uygulamalarinda proteinin ifadesi kontrole gore artarken
(sirasiyla %16 ve %77), Tunca'da azalmistir (sirasiyla %36 ve %15). Her iki genotip
icin de iyilesme uygulamalarinda bu proteinin ifadesi strese gore %52 ve %33

oranlarinda daha yuksektir (Cizelge 4.18).

30S ribozomal protein S2 (benek: 27), translasyonda S1’in 30S ribozomal alt-
Unitesine baglanma yolunda son proteinlerden biri olup mRNA'daki genetik sifrenin
proteine aktariimasinda hayati neme sahiptir. Bu proteinin ifadesi aygi¢geginde Tunca

genotipinde kuraklhk uygulamalarinda kontrole gére %50 azalmistir (Cizelge 4.18).

4.3.8. Sinyal Metabolizmasi

Aycicegi genotiplerinde tanimlanan proteinlerden %3’Unun sinyal metabolizmasi ile
iligkili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.37). Plazma zari H-ATPaz'in ve ABA iliskili gen
ifadesinin dizenlenmesi ile hlcrede sinyal iletiminde goérev alan 14-3-3-benzeri
protein’in ifadesinin aygicegdi genotiplerinde kuraklik uygulamalarinda hem Tarsan-
1018 (benek: 8) hem de H. agrophyllus’da (benek: 52) degisim gosterdigi tespit
edilmistir. Her iki genotipte de bu proteinin ifadesi kuraklikta kontrole gére artarken
(sirasiyla %17 ve %44), iyilesmede hem kontrol hem de stres uygulamalarina gére

onemli duzeyde (sirasiyla %70 ve %45’den fazla) azalmistir (Cizelge 4.19).

4.3.9. Hicre Ceper Biyogenezi

D-arabinoz 5-fosfat ve fosfoenolpiruvatin, 3-deoksi-D-manno-oktulosonat 8-fosfat
(KDO-8 fosfat) ve inorganik fosfat olusturmak tzere gergeklestirdigi 6zgun reaksiyonu
katalizleyen 2-dehidro-3-deoksifosfooktonat aldolaz 1 proteininin (benek: 36)
ifadesi, Tunca genotipinde hem stres (1.3 kat) hem de iyilesme uygulamalarinda (1.8
kat) kontrole gore artis gdsterirken; iyilesmede strese gore %23 oraninda artmigtir
(Cizelge 4.19).

4.3.10. Dlusuk Peptit Egslesmesine Sahip Proteinler

Yapilan analizler sonucunda Tarsan-1018 genotipinde 2, Tunca genotipinde 1 ve
atasal genotip olan Helianthus agrophyllus’da 4 adet protein benegi dusuk peptit

eslesmesi gostermistir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.19. Aycigegdi genotiplerinde tanimlanan sinyal metabolizmasi ve hiicre ¢geper biyogenezi ile iligkili proteinler

Sekans
Benek Aksesyon Proteinismi/ Genotip  Teorik MW/PI¢ Deneysel Peptit/iyon Esglegsen Eglesmesi ifade diizeyi'
no numarasi® Organizma® c MW/PI® skoruf peptitd (%)"
Sinyal Metabolizmasi
14-3-3-benzeri protein  Tarsan-
8 065352 (Helianthus annuus) 1018 28.93/4.65 30.27/4.65 563 31 65
52 o65352  1A-3-3-benzeriprotein -, 28.93/4.65 28.70/4.70 527 31 57
(Helianthus annuus)
Hiicre Ceper Biyogenezi
2-dehidro-3-
36 Q9AVO7 deo";'l‘:j";g’;'fonat Tunca 31.64/6.33 22.30/5.40 46 5 18

(Arabidopsis thaliana)
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Cizelge 4.20. Aycicedi genotiplerinde dusuk peptit skoruna sahip proteinler

Benek Protein ismi/Organizma® Genotip® Deneysel Peptit/iyon ifade diizeyi'
no MW/PI¢ skoruf
3 Ribuloz bisfosfat karboksilaz kiigiik zinciri Tarsan-1018 28.52/4.46 44
(Hordeum vulgare)
8
6
Ribuloz bisfosfat karboksilaz kiigiik zinciri 4
7 2B Tarsan-1018 28.00/4.77 30 )
(Solanum tuberosum) ;
2 -
H/ACA ribonukleoprotein kompleks alt-
47 Unite 3-benzeri protein Tunca 18.05/7.96 37
(Arabidopsis thaliana)
4 -
3
45 Ribuloz bISfOSfa(It\/IkaaILZOsk;I;aZ kaglk zinciri H. ag 33 :
' 15.34/4.26 o
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Benek Proteinismi/Organizma Genotip Deneysel MW/PI Peptit/iyon ifade diizeyi
no skoru
10
8
Translasyonel kontrol edilen timor protein 6
49 homologu H. ag 18.64/4.37 48 4
(Fragaria ananassa) 2
(3 S R
20
Ribuloz bisfosfat karboksilaz kiigiik zinciri 2 "
50 (Mesembryanthemum crystallinum) H. ag 19.20/4.56 26 5
0
C S R
53 Muhtemel sitokrom c oksidaz alt Unite I
PS17 H. ag 44.20/4.48 41

(Pinus strobus)
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5. TARTISMA

5.1. Aycicegi Cesitlerinin Kurakliga Tolerans Dlizeylerinin Belirlenmesi

Toprakta kullanilabilir su igerigi azaldiginda ortaya ¢ikan kuraklik stresi, bitki buyume
ve gelismesini etkileyen énemli bir cevresel sorundur [2]. iklimsel modellemeler, 2100
yilina kadar kuresel 1sinma ve giderek artan transpirasyonun bir sonucu olarak [296,
297] kurakligin sikligi ve siddetinin %1 ile 30 arasinda artacagini 6ngormektedir [46].
Kuraklik gibi birgok abiyotik stres faktorl, dogrudan veya dolayl olarak bitkilerin
fotosentetik aktivitelerini etkilemektedir [298]. Bitkilerin kuraklik stresine verdigi ilk
yanit, stoma kapanmasi olup, stomatal sinirlamayi stresin siddet ve suresinin
artmasina bagli olarak metabolik ve yapisal degisikliklere yol agan ikincil yanitlar izler
[299].

Bitkilerde stres kosullarinda fotosentetik aktivitedeki degisimleri ortaya konulabilmek
igin etkin yontemlerden biri de, klorofil a fluoresans dlgumleridir [298]. Bitkiye zarar
vermeyen ve yuksek duyarliliga sahip olan bu ydntemin strese maruz kalan
genotiplerin seleksiyonunda oldukga kullanigh bir ydontem oldugunu bildiren ¢alismalar
bulunmaktadir [272, 300-303]. Klorofil a fluoresans olguimlerinden elde edilen 6zel
fluoresans parametreleri PSII'nin fonksiyonu ve yapisi hakkinda oldukg¢a detayl bilgi
vermektedir. Karanliga uyumlandirilmis yapraklara isik verilmesi ile O-J-I-P gegisi
olarak bilinen polifazik bir klorofil fluoresans egrisi elde edilir. Bu egri, fotosentetik
aparatlarin yapisi ve fonksiyonu ile elektron tasinimi hakkinda bilgiler vermektedir.
Tilakoid zarlardaki enerji akisi teorisini temel alan JIP testi, fotosentezin biyofiziksel
yonu ile fluoresans sinyalleri ve fluoresansin analitik ifadeleri arasindaki iligkinin
anlasiimasina olanak vermektedir [304]. JIP testi ile analiz edilen fluoresans gegisleri,
PSIlI'ye enerji akisinin miktarinin belirlenmesinde kullanilabilecek ¢ok sayida

parametrenin turetiimesini saglamaktadir.

Strasser ve ark. [305] tarafindan geligtirilen ve bir klorofil a fluoresans parametresi olan
performans indeksi (Pl- Plabs-Plop); bitkilerin kurakliga tolerans duzeylerinin
degerlendiriimesinde kullaniimaktadir [301]. Performans indeksinin ¢evresel streslere
Ozellikle kurakliga karsi toleransini ortaya koymada PSII’'nin potansiyel fotokimyasal
etkinligine (Fv/Fm) g6re daha hassas bir parametre oldugu bildirilmigtir [302].
Performans indekslerinden biri olan Plabs, fotosentezin i1sik reaksiyonlarindaki birgok
fonksiyonel basamag: birlestirir ve gcevresel strese maruz kalan bitkilerdeki fotosentetik
etkinligi ortaya koymada yaygin olarak kullaniimaktadir [272, 304, 306]. Plaps, (i) aktif
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reaksiyon merkezlerinin yogunlugu, (ii) fotokimyasal ve fotokimyasal olmayan kullanim
ile (iii) uyariima enerjisinin plastokinon havuzuna dogru elektron tasinimina
donustartlme etkinligini kapsayan U¢ temel islevsel agsamay! esas almaktadir [307,
308]. Plwp ise JIP-testine gbre anten, reaksiyon merkezleri, elektron tasinimi ile
sistemdeki son elektron alicisinin indirgenmesine kadar butlnlestiren bir parametredir
[309]. Kontrol gruplari arasinda (C, Cwm, Cs, Crm Ve Crs) Plabs ve Pliop degerleri onemli
dlzeyde degisim gostermemistir. Performans indeksi (Plabs ve Pliop) degerleri aygicegdi
cesitlerinde kuraklik uygulamalarinda (M-S) kendi kontroliine goére (Cwm-Cs) 6nemli
duzeyde azalmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Stres kosullarinda bitkilerde gézlemlenen
Plabs'lerdeki azalma, esas olarak, fotosistemler arasi elektron tasinim akisindaki
azalma ile iligkili [302, 310], iken Plwp'daki azalis bu stresin elektronun PSI‘in son
elektron alicisina kadar olan iletimde de etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica stres
kosullarinda cesitlerde azalan nispi su icerigi (Sekil 4.5) ile artan iyon sizintisi (Sekil
4.8) sonuglari da Pl degerlerindeki azaligi destekler niteliktedir. Orta siddetli kuraklik
sonrasinda vyapilan yeniden sulama uygulamasinda (Rwm) kurakhga (M) goére
performans indeksleri aygicedi genotiplerde genel olarak artmis ve Pl (Plabs ve Pliop)
degerlerinde en fazla artis Tarsan-1018, Bosfora ve Coral gesitlerinde belirlenmigtir.
Siddetli kuraklik sonrasinda yapilan yeniden sulama uygulamasinda (Rs) ise kurakliga
(S) gore Pl degerleri Coral ve Duna’da artarken; Bosfora, Hornet ve Sirena’da énemli
dizeyde azalmistir. Sulamada kurakliga goére Pl'larin artmasi Coral ve Duna’nin
stresin fotosentez aktivitesi Uzerindeki baskilamayi uzaklastirmaya c¢aligip iyilesme
surecine girdigini gosterirken; Bosfora, Hornet ve Sirena’daki azaligi bu genotiplerde
sulama kosullarinda bile stresin sinirlayici etkisini devam ettirerek fotosentez
aktivitesini azalttigini ortaya koymaktadir. Siddetli kuraklikta (S) orta siddetli kurakliga
(M) gore hem Plans hem Pliop de@erleri Tarsan-1018, Sems ve Bosfora hari¢ diger
cesitlerde 6nemli dizeyde azalmistir. Fotosistemler (PSIl ve PSI) ile sistemler arasi
elektron tasinim aktivitesini bir butun olarak ortaya koyan Pl deg@erlerin [311] artan
kuraklik siddetinde Tarsan-1018, Sems ve Bosfora’da 6nemli dlizeyde etkilenmemesi,
cesitlerin azalan fotosentetik aktivitesini belirli bir dizeyde surdurerek strese tolerans
gOstermektedir. Yeniden sulama uygulamalari karsilastirildiginda (Rs’de Rv’e gore) Pl
degerleri Duna ve Coral hari¢ diger genotiplerde 6nemli diizeyde azalmis olup, en fazla
azaliglar; Sirena, Hornet ve Bosfora’da belirlenmigtir. Yeniden sulama
uygulamalarinda Pl‘deki azalma, bu gesitler igin kurakligin ¢ok etkili (siddetli ve uzun)

ve iyilesme potansiyellerinin de dusuk oldugunu gdstermektedir. Coral'da Pl
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degerlerinin her iki kuraklik kosullarinda azalirken; yeniden sulama uygulamalarinda
artmasina ragmen yeterli duzeyde iyilesmenin gergceklesememesi bu gesitte tekrar su
aliminda su igeriginin kontrol dizeyine ulasmamasi (Sekil 4.5) ile iligkili olabilecegi gibi
membran hasarlarinin géstergesi olan iyon sizintisi oraninin azalmamasiyla (Sekil 4.8)

da bagdlantili olabilir.

JIP parametrelerinden bir digeri de DIo/RC, her bir reaksiyon merkezi basina,
eksitasyon enerjisinin fotokimyasal olmayan yayilimini ifade etmektedir [312]. DIo/RC
degerleri tum cgesitlerde stres uygulamalarinda hem kontrollerine hem de birbirlerine
gore artmistir (Sekil 4.3-A). Kuraklikta DIo/RC degerinin artmasinin, absorbe edilen
asiri 1Sk enerjisini 1s1 seklinde dagitarak fotosentetik yapiyi foto-oksidatif hasardan
korudugu bildirilmistir [313-315]. iyilesme uygulamalari stres ile karsilastirildiginda;
orta siddetli kurakligin sonrasindaki iyilesme uygulamasinda Coral, Tarsan-1018 ve
Bosfora’da DIo/RC deg@eri azalirken; siddetli kurakligin sonrasindaki iyilesmede Hornet,
Sirena ve Bosfora’da artig, Coral ve Duna’da ise azalis oldugu belirlenmigtir. Bu
baglamda yeniden sulamada DIlo/RC’nin azalmasi, absorblanan uyarilma enerjisinin
daha etkin bir sekilde fotokimyasal kullanima ydnlendirildigini gdstermektedir.
DIlo/RC’nin artisi ise yakalanan enerjinin; 1si1, fluoresans ve diger sistemlere enerjinin
aktarildigini gosterir [307]. Reaksiyon merkezi basina elektron tasiyicilarinin toplamini
ile PS Il ve PS | arasindaki elektron tasiyicilarinin durumunu yansitan Swm degeri,
kuraklikta genel olarak gesitlerde kontrollerine gére azalmistir (Sekil 4.3-B). Bu azalis,
fotosistemler arasinda elektron tasiniminin etkilendigini géstermektedir [316]. Siddetli
kuraklikta orta siddetli kurakhdga gore Swm degerlerinin artigi, aktif reaksiyon merkezi
sayisinin artmasi ile iligkili olabilir. Aycicegi cesitlerinin Sm degerleri orta siddetli
kurakligin sonrasinda iyilesme uygulamasinda artarken; siddetli kuraklgin sonrasinda
iyilesme uygulamasinda azalmis ve en fazla etkilenen cesitlerin Bosfora ve Hornet
oldugu belirlenmistir. Bosfora ve Hornet cesitlerinde Sw dederleri ile Pl degerleri
arasinda birbirini destekler nitelikte sonuclar elde edilmistir (Sekil 4.1 ve 4.2). Sm'deki
artis, reaksiyon merkezlerinin kapanmasi igin (plastokinon havuzunun indirgenmesi)
gerekli olan enerji ihtiyacinin arttigini gosterirken; azalig ise elektron transportunda
aksakliklarin oldugunu gdstermektedir. PSII'nin tim reaksiyon merkezleri okside
(acik) iken, baslangi¢ fluoresansini ifade eden Fo parametresi stres uygulamalarinda
tum cesitlerde kontrollerine gore artmistir (Sekil 4.3-C). Kuraklik uygulamalarinda

Fo'nun artmasi; fotosistem II'nin donor kismininda fotoinhibisyonun oldugunu
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gOstermektedir. Ayrica bu degerdeki artig, reaksiyon merkezlerine antenlerden enerji
aktarim etkinliginin azalmasi ile de iligkili olabilir. lyilesme uygulamalarinda stres
uygulamalarina gore Coral’da azalirken; diger cesitlerde genel olarak Fo degeri
artmigtir. Coral ¢gesidinde DIo/RC degeri ile birlikte Fo dederinin azalmasi (Sekil 4.3-A-
C); bu iki parametrenin birbirleri ile iligkili oldugunu gdstermektedir [317]. PSII anten
pigmentleri tarafindan enerjinin fotokimyasal olmayan dagiiminin genellikle Fo'da
azalmaya neden oldugu bildirilmistir [318]. Artan Fo degeri ise (i) elektronlarin
indirgenmis Qa'dan aktarilamamasi ve aktif olmayan reaksiyon merkezleri sayisinin
artmasindan ya da (ii) LHCII'nin fotosistem II'den ayrilmasiyla reaksiyon merkezine
duguk enerji transferi ile iligkili olabilir [304]. PSII'nin maksimum kuantum verimini
belirleyen TRo/ABS (Fv/Fm) fotosentetik kapasitenin bir gostergesidir. TRo/ABS
parametresi yapraklardaki stres durumunun olciminde siklikla kullaniimasina
ragmen, yapraklarin su dizeyi %30’dan daha fazla oranda azaldiginda kurakligin
etkisini gosterebilmektedir [319]. TRo/ABS degerlerindeki degisim, hem kuraklik
uygulamalarinda kontrollerine gére hem de yeniden sulama uygulamalarinda kurakliga
gore tim genotiplerde %10’dan daha azdir (Sekil 4.3-D). Performans indeksleri ile
birlikte Smve Fo dederleri azalirken; DIo/RC’nin artmasi (Sekil 4.1-4.2-4.3A-B-C) ve
buna ragmen TRo/ABS degerlerindeki dedisimlerin dnemli dizeyde olmamasi,
kuraklikla fotosistem |l aktivitesinde kronik fotoinhibisyona neden olacak duzeyde
sinirlamalar olmadigini gostermektedir. ETo/TRo degeri ise yakalanan eksitonun
Qa’dan elektron tasinim zincirine aktariima etkinligini ifade etmektedir. Her iki kuraklik
uygulamasinda ETo/TRo degeri hem kontrollerine hem de kurakhdin siddetine gore
azalmistir (Sekil 4.3-E). Bu azalis Qa’dan itibaren elektron aktarimindaki sinirlamalari
gOstermesine ragmen azaligin duzeyi inhibisyonun dinamik oldugunu gostermektedir.
Siddetli kuraklik sonrasi uygulanan sulamada ETo/TRo dederi Hornet ve Bosfora
cesitlerinde azalirken; Kaan, Duna ve Coral'da artmistir (%10 oraninda). ETo/TRo
degerinde yeniden sulama uygulamasinda azalis stresin elektron taginim sisteminde
az da olsa olumsuz etkisinin devam ettigini gosterirken; degerin artigi elektron
tasinimindaki aksakliklarin giderildigini gostermektedir. Elektron taginiminin hizini ve
verimligini ifade eden PHI(Eo), ¢esitlerde siddetli kurakhk uygulamasinda genel olarak
tum genotiplerde azalirken; orta siddetteki kurakliga gore ise sadece Hornet, Tunca ve
Duna cesitlerinde azalmistir (%15) (Sekil 4.3-F). Bu c¢esitlerden Duna ve Tunca

yeniden sulandiginda kontrol seviyesine ulasamasa da iyilesme gerceklestirmislerdir.
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Aycicegi cesitlerinde kuraklik uygulamalarinda aktif reaksiyon merkezi basina
absorplanan enerjiyi ifade eden ABS/RC degeri genel olarak artarken, REo/ABS
(yakalanan foton basina son elektron alicisina elektron aktarimi; kuantum verimi) ile
REO/ETo (sistemler arasi elektron tasiyicilarinin bir elektronu ferrodoksine aktarim
etkinligi) degerleri azalmistir (Sekil 4.4-A, Sekil 4.4-B ve Sekil 4.4-C). ABS/RC
parametresindeki artis, muhtemelen inaktif reaksiyon merkezi miktarinin veya etkin
anten buayuklugunan artmasi ile iliskilidir [313, 320]. Kurakliga maruz kalan aygicegi
cesitlerinde ABS/RC’ye benzer olarak DIo/RC deg@erlerinde de artis belirlenmis olup
(Sekil 4.3-A), bu artis asiri 1s1ga karsi korunma mekanizmalari ile ilgili olabilir [298].
ABS/RC’nin artmasi ile REo/ABS ile REo/ETo'nun birlikte azalmasi, son elektron
alicisina elektron aktariminin aksadigini fakat var olan iletimin de bir sekilde devam
ederek stres kosullarinda fotokimyasal etkinligin korunmaya calisildigini
gostermektedir. Bu degisimleri TRo/ABS, ETo/TRo ve PHI(Eo) parametrelerindeki
degisimler de desteklemektedir (Sekil 4.3-D-E-F). Ayrica ABS/RC, REo/ABS ve
REo/ETo parametrelerine gore orta siddetli kurakhgin devamindaki sulama ile tim
cesitlerde, siddetli kurakhigin devamindaki sulamada ise Hornet, Sirena ve Bosfora
cesitleri hari¢ iyilesme gerceklesmistir. Bu Uc¢ cesitte ABS/RC dederi artarken,
RE0/ABS ve REo/ETo de@erleri azalmistir ve bu azalis stres ortadan kalksa bile
eksitasyon enerjisinin yakalanmasi ile elektron tasinimindaki aksakliklarin artarak
devam ettiginin gostergesidir. Bu baglamda, siddetli kuraklik sonrasinda yeniden
sulama iglevi bitkilerde iyilesme surecini geciktirebilir. Bu gecikme, bitkilerde kuraklik
sinyalinin algillanmasi ve yanitin gec¢ olusturulmasi veya sulama ile meydana
gelebilecek hasarlar nedeni ile olabilir. ETo/RC parametresi ise reaksiyon merkezi
basina elektron tasinimini ifade eder. ETo/RC dederleri sadece siddetli kurakhgin
devamindaki sulamada Hornet, Sirena ve Bosfora gesitlerinde %15’den fazla artmigtir
ve bu genotiplerde ETo/RC degerleri ile birlikte ABS/RC’nin de artigi, inaktif reaksiyon

merkezi miktarinin arttiginin bir géstergesidir [321].

Kuraklik stresi sirasinda nisbi su igerigi (NSI) farkli genotiplerin kurakliga toleransinin
degerlendiriimesinde 6nemli fizyolojik parametrelerden biridir [322]. C3 bitkilerinde
yaprak NSi icin kritik deger yaklasik % 70 olup, bu degerin altinda fotosentetik etkinlikte
sinirlamalar ortaya cikar [298]. NSi hem kuraklik hem de iyilesme uygulamalarinda
tum cesitlerde genel olarak kontrol gruplarina gére énemli dizeyde dusuktir ve bu

uygulamalarda NSi istatistiksel olarak en fazla Tunca gesidinde azalmistir (Sekil 4.5).
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Su igerigin kuraklik kosullarinda azaldigini gosteren birgok ¢alisma bulunmaktadir [24,
248, 323-327]. Stres kosullarinda NSi'deki azaligin diizeyi hiicre membranlarinda
olusturdugu hasarin derecesine gore degismektedir ve azalis duzeyi stres kosullari
ortadan kalktiginda dokunun rejenerasyonunu sinirlandirabilir [328]. Stres kosullarinda
en az azalis ile iyilesme kosullarinda en fazla artislar Hornet, Sems ve Tarsan-1018
genotiplerinde belirlenmigtir. Bu sonugclar belirtilen gesitlerin stres kosullarinda osmotik
koruyucu sentezinin artmasi gibi mekanizmalar ile suyu bunyesinde tutabildigini
gosterirken; iyilesme kosullarindaki ise su igerigini kontrol seviyesine ulastirabilecek

duzeyde kurakliga toleranslari ile iligkili olabilir.

Abiyotik stres kosullari, fotosentetik pigmentlerin; 6zellikle de klorofil igeriginin dnemli
dizeyde dusmesine neden olmaktadir [329]. Aygicegi ¢esitlerinde klorofil (a+b) icerigi
kuraklik uygulamalarinda 6onemli duzeyde degisim goOstermezken; sadece siddetli
kuraklik sonrasi sulamada siddetli kurakliga gore Hornet ¢esidinde 6nemli duzeyde
azalmigtir. Hornet gesidindeki bu azalig; pigmentin sentezinin azalmasindan ziyade
klorofil parcalanmasinin artigi ile iligkili olabilir [329-331]. Bununla birlikte ¢esitlerde
stres kosullarinda performans indekslerinin azalirken (Sekil 4.1-4.2); toplam klorofil
a+b dlzeyinin 6nemli oranda degismemesi, fotosentetik aktivitedeki azalma pigment
iceri ile degil, inaktif reaksiyon merkezleri ile iligkili oldugunu dusundurmektedir.
Membranlari, 1siga bagh oksidatif hasarlardan koruyan [329] karotenoidler
abiyotik/biyotik stres altinda sinyalizasyonda da 6ncu bir rol oynamaktadir [332].
Aycicegi cesitlerinde kuraklik stresi kosullarindan klorofil icerigi 6nemli dlzeyde
etkilenmemesine ragmen; karotenoid icerigi orta siddetli kuraklikta Duna ve Kaan’da;
siddetli kuraklikta tUm genotiplerde 6nemli dizeyde artmigtir. Stres kosullarinda
cesitlerde karotenoid icerigindeki artis, bu pigmentlerin kuraklikta fazla 1sik enerjisini
absorbe ederek hem fotosistemleri hem de klorofil pigmentlerini 1s1gin ve kurakhgdin

zararli etkilerinden korumaya c¢alistigini gostermektedir.

Hucresel zarlarin bitinlugu hakkinda bilgi veren iyon sizintisi kurakliga toleransin
belirlenmesinde ayirt edici bir parametre olarak kullaniimaktadir [333]. Aygiceqgi
cesitlerinde her iki kuraklik uygulamasinda ve ayrica kurakligi takiben iyilesme
uygulamalarinda iyon sizintisi tim g¢esitlerde 6nemli oranda artmistir. En fazla artiglar
ise Tunca, Kaan, Coral ve Bosfora gesitlerinde belirlenmistir. Kuraklik kosullarinda iyon
sizintisinin arttigini bildiren birgok calisma bulunmaktadir [334-337]. iyon sizintisindaki

yuksek orandaki artis; stres kosullarinin membranlarda hem oksidatif hasara hem de
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hicresel fonksiyonlarda bozulmalara neden olarak membran bGtinlagundn
bozuldugunu gdstermektedir [338]. Su icerigi azalirken; iyon sizintisinin artmasi
fotosentetik aktivitede meydana gelen azalmalarin stomatal olmayan engellemelere
bagli oldugunu gdsteriyor olabilir. Yeniden sulama kosullarinda ise Hornet, Duna $Sems
ve Tarsan-1018’de o6nemli dizeyde azalmasi, bu g¢esitlerin membranlarda olusan

hasarlari tamir etmeye galisan mekanizmalari devreye sokmasi ile iligkili olabilir.

Aycicegi cesitlerinde kuraklik toleransinin belirlenmesi igin KFI ve IFI ile birlikte
fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerden elde edilen hasar indeksleri ile iyilesme
potansiyelleri hesaplanarak gesitler, tolerans dizeylerine gére siniflandiriimistir. Buna
gore; Sems, Tarsan-1018 ve Sirena kurakhda toleransl; Hornet, Tunca ve Duna
kurakliga orta derecede toleransli ve Coral, Kaan ile Bosfora kurakliga duyarli gesitler
olarak belirlenmigtir.

5.2. Segilen Aycicegi Cesitleri ile Atasal Melezlerin Kuraklik Toleranslarinin
Karakterizasyonu

Bitkilerin gelisim evresi ile iligkili olarak kuraklik stresine karsi olusturduklari cevaplar
kurakligin suresi ve siddetine baglh olarak degisim gostermektedir. Bitkilerin kurakliga
toleransi, su kaybini azalttigi kisa sureli hlcresel cevaplar ile fizyolojik ve gelisimsel
sureglerin yeniden sekillendirildigi uzun sireli cevaplari kapsamaktadir [234]. Kurakhk
stresi, bitkilerde biyokutle birikiminde ve blyume hizinda azalma gibi ¢ok sayida
olumsuz etkilere neden olmaktadir [58]. Yapilan bu ¢alismada tim genotiplerde bitki
boyu, kuraklik uygulamasi ile genel olarak azalirken, yeniden sulama ile iyilesme
surecine girmis ve bu surecte en iyi gelisme gosteren genotipler, Tarsan-1018 ve Kaan
olmustur. Kuraklik uygulamalarinda genotiplerin yaprak sayisindaki degisimlerin bitki
boyu ile benzerlik gosterdigi tespit edilmigstir (Sekil 4.9 ve 4.11). Stres kosullarinda tim
aycicedi genotiplerinin taze agirhdr genel olarak énemli dizeyde azalirken, yeniden
sulama ile gerceklesen iyilesme en iyi Tarsan-1018 cesidinde saptanmistir (Sekil
4.12). Genotiplerin taze agirliginda belirlenen azalislar su igerigi sonuglar ile de
uyumludur (Sekil 4.16). Ayrica, kurakhgin etkisini dogrudan gdsteren ve segici bir
parametre olan kuru agirlik (biyokitle) sonuglari, stres kosullarinda toleransli
genotiplerde kuru agirligin dnemli dizeyde degismedigini; duyarli gesitlerde ise 6nemli
duzeyde etkilendigini ve bu genotiplerin iyilesme potansiyellerinin de toleransli
genotiplere gére daha disuk oldugunu géstermektedir (Sekil 4.14 ve 4.15). Toleransh

cesitlerde kuraklhk uygulamasi ile bitki boyu, yaprak sayisi ve biyokutledeki azalmalar
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stoma kapanmasina bagli olarak transpirasyonun azalmasi ve su kaybinin en aza
indirgenmesi ile iligkili olabilir [339]. Aygicegi yerel ve atasal genotiplerinde kuraklik
stresinin toplam biyokutle, bitki boyu ve kuru madde igeriginde azalmalara neden
oldugunu bildiren bir ¢gok ¢alisma bulunmaktadir [10, 340-342]. Bitki boyu ile kuru ve
taze agirlik tolerans indeksleri ve iyilesme potansiyelleri degerlendirildiginde; atasal
melezler ve Tarsan-1018 genotipleri kuraklik stresi kogsullarinda bitki boyu uzamasini
ve yaprak ¢ikisini sinirlayarak ve toplam biyokutledeki degisimi de ¢ok etkilemeden,
stresin olumsuz etkilerinin Ustesinden gelerek dayanim gdstermistir (Sekil 4.10, 4.13
ve 4.15).

Yaprak su igerigi, dokulardaki su durumunun bir gostergesidir. Su igeriginin azalmasi,
bitkide turgor kaybi ve solma, stomalarin kapanmasi, fotosentetik aktivitenin
azaltilmasi gibi diger birgok temel metabolik surecglerde degisime neden olmaktadir
(Sekil 4.16). Aygiceginin yerel ve atasal genotiplerinde kuraklikla nisbi su igeriginin;
Tarsan-1018'de ve atasal melezlerde %10 duzeyinde azalirken, duyarl cesitlerde
%25-%45 oraninda azaldidi belirlenmigtir. Yapilan birgok ¢alismada kuraklik stresinin
bitkilerdeki oransal su kapsamini énemli dlizeyde azalttigi bildirilmistir [96, 205, 343-
345]. Yeniden sulama surecinde ise toleransl genotiplerde nispi su igerigi kontrol
dizeyine ulasarak iyilesme saglanmistir. Aygiceginde toleransli genotiplerin (Tarsan-
1018 ve Ha*Ha) digerlerine gore su icerigini daha yuksek tutabilmesi osmotik koruyucu
olan glisin betain artisi ile iligkili olabilir (Sekil 4.30). Bununla birlikte aygicegi
cesitlerinde su iceregindeki degisimler fotokimyasal etkinlikteki degisimler ile benzerlik
gostermis olup (Sekil 4.17-4.23), duyarli genotiplerde NSI'nin %30’'un altina
digsmemesine ragmen fotosentezin ve membranlarin kurakliktan etkilendigi
gorulmektedir (Sekil 4.26) [346] .

Kuraklik, soguk ve tuzluluk gibi cevresel streslerde fotosentezde meydana gelen
degdisimler Uzerinde 6nemli bir role sahip olan fotosistem Il (PSll)’nin fotokimyasal
aktivitesi birgok c¢alisma ile incelenmistir [272, 299, 347, 348]. Aycicegi genotiplerinde
yasa bagli olarak kontrol gruplari (C, Cs ve Cr) arasinda fotosentez aktivitesinde
meydana gelen degisimlerin istatistiksel yonden anlaml olmadigi tespit edilmistir (Sekil
4.17-4.23). Bu galismada aycicedi genotiplerinde duyarh gesitlerin (Kaan ve Tunca)
toleransli genotiplere (Tarsan-1018, Ha*Ha ve Ha*Hd) gore fotosentez aktivitesinin
daha fazla etkilendigi belirlenmisgtir.

Karanhiga uyumlandirilmis yapraklarda PSII'nin potansiyel fotokimyasal etkinligini
ifade eden Fv/Fu [349] ile PSII'nin dondr kismindaki O2 olusturucu kompleksin
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etkinligini ortaya koyan Fv/Fo parametreleri kuraklik kosullarinda aygicegi
genotiplerinde sadece duyarli ¢esitler olan Kaan ve Tunca’da 6nemli diuzeyde azalmis
ve yeniden sulama kosullarinda iyilesme gergeklesmemistir (Sekil 4.17 ve 4.18).
Toleransli genotiplerde Fv/Fm'in  6nemli dizeyde degismemesi, PSIl ve PSI
aktivitelerinin etkilenmedigini gostermektedir [350]. Duyarh gesitlerde Fv/Fu ve Fv/Fo
oraninin azalmasi ise kurakligin artan siddetinde, PS |l reaksiyon merkezleri tarafindan
eksitasyon enerjisinin yakalanmasi ve donusturilme oranin azalmasi ile birlikte suyun
hidrolizinin aksamasi ve dolayisiyla PS II’'nin fotokimyasal verimliliginde bir disus
oldugunu ortaya koymaktadir [351, 352]. Ayrica stres kosullarinin, PS II'nin potansiyel
fotokimyasal etkinligi (Fv/Fm) ile Oz olusturan kompleksin etkinligi (Fv/Fo) Uzerindeki
olumsuz etkisinin, iyilesme slrecinde de devam etmesi PSII aktivitesinde muhtemel
hasarlarin tetiklendigi anlamina gelmektedir [317].

Isiga uyumlandiriimis yapraklarda fotosistem II'nin gergek fotokimyasal etkinligini ifade
eden O@PSII, elektron aktariminda kullanilacak enerjinin etkinligini direkt olarak
degerlendirme olanagi saglar [353]. Aycigegdi genotiplerinde stres kosullarinda Ha*Hd
hari¢ ®PSII dizeyi tum genotiplerde azalmigtir. Yeniden sulama ile strese gore, ®PSII
degeri Tarsan-1018 ve Ha*Ha’da artarak kontrol dizeyine ulasmis ve iyilesme
saglanmistir (Sekil 4.19). Genotiplerin ®PS]/ degerlerindeki azalmalar Fv'/Fm', ETR ve
gP ‘deki azaliglar ile benzerlik gostermektedir (Sekil 4.20-4.22). Isida uyumlanmis
yapraklarda PSII'nin enerji yakalama etkinligini ifade eden F\'/Fuv' dederleri hem stres
hem de iyilesme kosullarinda duyarli genotipler olan Kaan ve Tunca'da onemli
dizeyde azalmistir ve yeniden sulama bu cgesitlerin toparlanamadigi gozlenmistir
(Sekil 4.20). Qa'nin redoks durumunun bir yansimasi olan gP i1s1gin fotokimyasal
kullanimini ifade eder [298] ve aycicedi genotiplerinde gP'deki dusus (Sekil 4.22)
kapal PS Il reaksiyon merkezlerinin oranindaki artistan kaynaklanabilir [354]. Ayrica,
duyarli genotiplerde PSII'nin fotokimyasal etkinlikteki azalislar fotokimyasal
kullanimdan ziyade, enerjinin yakalanma etkinliginin azalmasi ile iligkili oldugu
bildirilmistir [347]. Elektron tasinim hizi (ETH) stres kosullarinda tim genotiplerde
azalirken, yeniden sulama ile yalnizca Tarsan-1018 (%12) ve Ha*Ha'da (%10) artis
goOstererek kontrol dizeyine ulasmistir (Sekil 4.21). qP ile birlikte ETH’nin azalsgi,
kuraklik kosullarinda stomatal kapanma ile uyarilan yliksek CO: direncine bagli olarak
fotokimyasal aktivitenin etkilenmesi ile iligkilidir [355].

Asiri eksitasyon enerjisinin olusturdugu basinca kargi enerjinin 1s1 seklinde dagilhimi ile
PSII'nin korunmasinda énemli bir role sahip olan NPQ, 1sigin fotokimyasal olmayan
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kullanimini ifade eder. Bu ¢alismada stres ve iyilesme uygulamalarinda genel olarak
genotiplerdeki NPQ degisimlerinin anlamli olmadigi belirlenmigtir (Sekil 4.23). Tum
fotosentetik parametreler birlikte ele alindiginda atasal melezler ile Tarsan-1018
cesidinin diger aycicegi cesitlerine goére kurakligin olusturdugu fotosentez
aktivitesindeki inhibisyonlarin daha iyi Ustesinden gelebildigini gostermistir (Cizelge
4.9). Bu genotiplerde kurakliga maruz kalma esnasinda PSlI'nin daha az hasarla
igleyisini surdurebilmesi, fotokimyasal verimliligi devam ettirmesi, yeniden sulama ile
gerceklesen iyilesmeyi destekler niteliktedir [356]. Fotosentezde gelen asiri i1sik
enerjisini yakalayan ve isi1 seklinde dagitarak, membranlarda peroksidasyonlara kargi
koruyan onemli yardimci pigment grubu da karotenoidlerdir. Bunun vyanisira,
karotenoidler stres kosullarinin algilanmasinda ve bitkinin gelisim evrelerinde sinyal
molekilu olarak da rol oynamaktadir [105, 329]. Kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda
ISIgIn absorpsiyonu ve enerjinin, reaksiyon merkezlerine iletiimesinden sorumlu olan
[310] klorofil a+b icerigi sadece duyarli ¢esit olan Kaan’da énemli dizeyde azalmigtir
(Sekil 4.24). Klorofil icerigindeki bu azalisin nedeni, kurakhdin indikledigi oksidatif
hasar nedeniyle sentezi artan ROS’larin hem klorofil molekulinin yapisini bozmasi
hem de kloroplastta yapisal hasara neden olmasi ile iligkili olabilir [343, 354, 357]. Bu
cesitte pigment miktarinin azalisi eksitasyon enerijisinin yakalanma etkinliginin azalisi
ile uyumludur (Sekil 4.20). Atasal melezler ile toleransli ¢esitler (Tarsan-1018 ve $Sems)
antenlerindeki mevcut klorofil igerigi ile fotosentetik etkinligi stabil tutarak ve
fotosentetik aparatlarini fotoinhibisyonlara karsi koruyarak, kurakliga karsi tolerans
kazanmiglardir. Bununla birlikte duyarli gesit olan Tunca’da fotosentez aktivitesi stres
kosullarinda azalirken, toplam pigment igeriginin dedismedigi saptanmistir. Tunca’da
muhtemelen fotosistemlerdeki inaktif reaksiyon merkezlerinin fazla olmasi nedeni ile
klorofil a+b tarafindan absorbe edilen eksitasyon enerjisinin yeterli dizeyde
fotokimyasal yola aktarilamadiginin bir gostergesi olabilir (Sekil 4.22 ve 4.24). Ayrica,
aycicegi genotiplerinde stres kosullarinda karotenoid icerigi genel olarak artig
gosterirken, sadece Kaan ve Tunca’daki artis anlamh bulunmustur (Sekil 4.25). Bu
cesitlerde genel olarak kurakhkta toplam klorofil igerigi azalirken, karotenoid igeriginin
artmasi fotooksidasyonlara karsi koruma ve ROS’larin detoksifikasyonunda rol
almalari ile iligkili olabilir [358].

Kuraklik stresinin bitki metabolizmasi Uzerindeki 6nemli etkisi, hicre membranlarindaki
degisikliklerle kendini gosterir ve stres membran islevlerinde ciddi bozukluklara neden
olur [359]. Oksidatif stres lipid yapisini, membran organizasyonunu ve butunlGguna
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bozan lipid peroksidasyonuna neden olur [360-362]. Stres kosullarinda lipid
peroksidasyon urunu olan MDA igerigi tim aygicedi genotiplerinde dnemli dizeyde
artmigtir (Sekil 4.26). Ha*Hd ile Tarsan-1018 genotiplerinde stres kosullarinda lipid
peroksidasyonlara kargl membran butinligunun korunmasinda antioksidan savunma
enzimlerinin etkin bir rol oynadigi goériimektedir (Sekil 4.31-4.36). Kuraklik stresi, ikinci
bir stres olarak ayrica reaktif oksijen tarlerinin (ROS) uretimi yoluyla membran
batunliGgundn bozulmasi, protein denatlrasyonu ve diger biyomolekullerin oksidatif
hasarina neden olarak da oksidatif stresi tetikler. Bitkilerde uzun sureli su eksikligi ile
birlikte stomalarin kapanmasi ve CO2 sinirlamasina bagh olarak fotosentez hizinda
azalmalara neden olur [79]. Bu kosullarda fotosentetik elektron tasinimindaki
inaktivasyonlar ROS’larin olusumuna yol acar [90]. Hidrojen peroksit (H202) ya
superoksit radikalinden (O2") kendiliginden ya da superoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan katalizlenenreaksiyon sonucunda olusur ve dislk konsantrasyonlarda
sinyal molekulu gibi davranan bu molekul yuksek konsantrasyonlarda ise toksik etkiye
sahiptir [99]. Bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal aktivitelerinin devamlihgi icin stres
kosullar altinda H20: igeriginin dusuk seviyelerde tutulmasi énemlidir [363]. Duyarh
genotiplerde stres kosullarinda H20:2 igerigi artarken, iyilesme kosullarinda azalmigtir,
fakat yine de kontrole gore onemli duzeyde yuksektir. Stres kosullarinda H20:2
igeriginin duyarli genotiplerde digerlerine gbére daha yuksek olmasi ise, H20:2
kaynaginin sadece SOD aktivitesinin olmadigini distndirmektedir. Ayrica kuraklik
stresinde bitkilerde H20:2 birikimine paralel olarak MDA miktarinin da artmasi hiicre
zarlarinda da hasar oldugunu ve bu hasarin iyilesme kosullarinda gesitli savunma ve
tamir mekanizmalarini devreye sokarak ustesinden gelmeye calistigini gostermektedir
(Sekil 4.27).

Kuraklik kosullarinda hem yuksek 1sik hem de ROS’lara karsi fotosentetik aparati
korumak icin bitkiler tarafindan kullanilan bir diger mekanizma da, antosiyanin gibi
disuk molekul agirlikli antioksidanlarin birikimidir [364]. Bu calismada aygiceqi
genotiplerinde antosiyanin igerigi stres kosullarinda 6nemli dliizeyde artarken, iyilesme
uygulamasinda strese gore anlaml dizeyde azalmig ancak bu azalma kontrol
seviyesine dusmemigtir (Sekil 4.28). Antosiyaninler gibi sikimik asit yolundan
sentezlenen flavonoidler de bitkileri UV radyasyonu ve patojenlere karsi koruma ile
birlikte H202'nin detoksifikasyonunda goérev alir [365, 366]. Aygicedi genotiplerinde

flavonoid igerigi, antosiyanin igerigi ile benzer cevaplar vermigtir (Sekil 4.29). Toleransli
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genotiplerde flavonoid igerigindeki degisimler ile antosiyanin, MDA, H202 ve glisin
betaindeki degisimler uyumludur (Sekil 4.26-30). Bununla birlikte, Nakabayashi ve ark.
[367], asiri flavonoidin (ve antosiyanin) sentezinin kurakliga kargi toleransi arttirmada

onemli rolU olabilecegini ileri surmuglerdir.

Kuarterner yapili amonyum bilesiklerinden biri olan glisin betain (GB) fizyolojik pH'da
notr olarak bulunan ve stres kosullarinda bitkilerde koruyucu role sahip olan dipolar bir
moleklldur. GB esas olarak kloroplastlarda bulunur ve tilakoid membranlar ile
RuBisCO ve oksijen olusturucu kompleks gibi fotosentetik aparatlarin diger énemili
bilesenlerini stresle indlklenen inaktivasyon ve ayrismadan korurken, fotosentetik
verimliligi muhafaza eder [368]. Ayni zamanda GB’nin, proteinlerin kuaterner yapisini
korumasi (dolayisiyla enzim aktivitesinin muhafaza edilmesi) birikiminin stres toleransi
ile pozitif iliskiye sahip olabilecegini gostermektedir. Ayrica, saperon aracili protein
parcalanmasinda dogrudan role sahip olan GB [369] protein biyosentezinin
inhibisyonunu engelleyerek stres kosullarinda PSIlI onarimini arttinr [370]. Bu
calismada GB miktari atasal melezler ve toleransli gesitlerde stres kosullarinda
artarken; iyilesme kosullarinda azalmis olup bu degerler kontrole gére énemli oranda
yuksektir (Sekil 4.30). GB sentezinin stres kosullarinda antosiyanin, flavonoid ve
antioksidan savunma sistemleri ile benzer sonuclar géstermesi bu molekulin kuraklik
stresinin neden oldugu etkilerin Ustesinden gelmede diger savunma molekullerine ve
mekanizmalarina katki saglamaktadir (Sekil 4.28, 4.29, 4.31-4.36). Bununla birlikte,
artan GB sentezi, strese maruz kalan bitkilerde asiri H202 Uretimini azaltmada yardimci
olabilir [371].

Strese bagli olarak cesitli sUrecler sonucu ortaya ¢ikan ROS’lar oksidatif hasari
tetiklemektedir. Olusan bu ROS'larin detoksifikasyonu ise ancak etkin bir antioksidan
savunma sisteminin aktivasyonu ile mimkin olmaktadir. Antioksidatif savunma
sistemlerinde yer alan enzimatik ve enzimatik olmayan metabolitlerin diuzeylerindeki
artisin pek c¢ok bitkide kuraklida tolerans mekanizmasinda rol aldigi bildirilmistir [352].
Antioksidan enzim aktiviteleri kuraklikta tUm genotiplerde énemli duzeyde artarken,
iyilesme kosullarinda strese gore azalmistir (Sekil 4.31-4.36). SOD, superoksit
molekulini H20:2'ye donustirerek oksidatif stres ile basa ¢ikmak ve bdylece bitkilerin
normal fizyolojik sUreglerini muhafaza etmek i¢in en guglu bitki antioksidanlarindan biri
olup [372], oksidatif strese karsl verilen savunma cevabinda ilk savunma hattini

olusturur [373, 374]. ilk savunma hatti olan SOD’un aktivitesiyle olusan uriiniin (H202)
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ortamdan uzaklastirimasinda Asada-Halliwell-Foyer (askorbat-glutatyon doéngusu)
metabolik yolunda goérev alan APX ve GR ile POD aktivitesinin kuraklikta duyarli
genotiplerde, toleransli ¢esit ve atasal melezlere gore daha dusuk oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.32-4.34). H202 detoksifikasyonunda goérev alan bu enzimlerin aktivitelerinin
duyarli genotiplerde daha dusuk olmasi toleransta yeterli olmadigini gostermektedir.
Yuksek APX, GR ve POD aktiviteleri, stres kosullari altinda artan ROS Uretimi ile iligkili
olup kurakliga toleransh genotiplerin, daha iyi H202 uzaklastirma yetenegine sahip
oldugu bildirilmistir [105, 375]. Cesitli cevresel streslere (kuraklik ve metal stresi gibi)
kargi bitkilerin toleransinda POD aktivitesinin 6nemli bir biyomarkoér olabilecegi
bildirilmistir [376, 377]. H202'nin detoksifikasyonunda yer alan POD aktivitesinin yerel
Tarsan-1018 (7.5 kat) ve atasal melezlerdeki (6.5-7.5 kat) artisi, bu enzimin
ayciceginin kurakliga toleransinin belilenmesinde bir ara¢ olarak kullanilabilme
potansiyelini desteklemektedir. CAT enzim aktivitesindeki artislarin daha disik olmasi
bu enzimin H202'nin ortamdan uzaklastirilmasinda diger enzimler kadar etkin rol

almadigini gostermektedir.

Glikozun aldehit formunu igeren cesitli karbonil metabolitlerinin seker alkol olan
sorbitole indirgenmesini katalizieyen NADPH bagiml aldoz rediktaz (ALR) enzimi;
hem hayvanlarda hem de bitkilerde stres kosullarinda sitoplazmanin osmotik
dengesinin surdurulmesi ve makromolekullerin korunmasinda gorev alan monomerik
yapida sitozolik bir proteindir [378, 379]. Bununla birlikte tuzluluk ve kuraklik gibi
osmotik streslere maruz kalan c¢esitli organizmalarda ALR’nin ROS ile reaktif
karbonillerin supurulmesinde de rol oynadigi bildirilmistir [380-383]. Aygicegi
genotiplerinde diger antioksidan enzimlerde oldugu gibi stres kosullarinda ALR enzim
aktivitesi tim genotiplerde o6nemli dizeyde artmistir (Sekil 4.36). Toleransl
genotiplerde stres kosullarinda artan ALR duzeyinin iyilesmedeki azalmasina ragmen
anlaml duzeyde kontrole gore yuksek olmasi enzimin etkinliginin devam ettigini
gostermektedir. Bu toleransl genotiplerde uygulamalardaki ALR aktivitesindeki
degisimler, MDA ve H20:2 gibi zar hasarlarini gosteren parametreler ile uyumluluk
gostermektedir (Sekil 4.26-4.27). ALR'yi asiri ifade eden transgenik bitkilerdeki
gelismis  kuraklik  toleransi Ozellikle lipid peroksidasyon artnlerinin
detoksifikasyonundan kaynaklandigi bildirilmistir [382]. Ayrica ALR kurakhga toleransl
Xerophyta viscosa bitkisinden tutune aktarilan aldoz reduktaz geninin (ALDRXV4)

ifadesi ile artan ALR aktivitesinin fotosentetik aparatta stres kaynakh hasarin
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hafifletimesinde roli oldugu bildirilmistir [383]. Aygiceginde stres kosullarinda
toleransli genotiplerde duyarlilara gore fotosentez aktivitesinin daha az etkilenmesinde

ALR’nin rolt oldugunun gostergesi olabilir.

ikinci asamadan elde edilen bulgular incelendiginde atasal melezler ile Tarsan-1018
cesidinin kurakhgin ustesinden gelebilmek igin bitki bUyumesini azaltirken, savunma
ve tamir mekanizmalarini devreye sokarak kuraklikla bas etmeye calistigi tespit
edilmistir. Bu genotiplerde stres kosullarina bagh olarak zar hasarlarinin disuk olmasi
ile birlikte fotosentez aktivitesi ve pigment iceriginin diger genotiplere goére daha az
olumsuz yonde etkilenmesi, savunma ve onarimda goérev alan antosiyanin, flavonoid,
glisin betain ve antioksidan sistemler gibi mekanizmalarin etkin bir sekilde ¢alistigini
ve aktivitesini devam ettirebildigini gostermektedir. Duyarli genotipler olan Kaan ve
Tunca’da ise strese bagl olarak hlcresel membranlardaki yapisal bozulmalar ile
birlikte ROS sentezinin artmasi ve savunma sistemlerinin aktivasyonunun yeterli
olmamasi bu genotiplerin stresin Ustesinden gelebilmesi igin gerekli olan dengenin

bozulmasi ile iliskili oldugu dusunulmektedir.

Analizi yapilan parametreler dogrultusunda genotiplere hasar indeksleri ve iyilesme
potansiyellerine gore atasal melezlerde Ha*Ha-toleransli ve Ha*Hd ise daha az
toleransli olarak belirlenmistir. Cesitler ise toleranshidan duyarliya dogru; Tarsan-1018,
Sems, Kaan ve Tunca seklinde siralanmigtir (Cizelge 4.13). Tezin Ill. asamasinda
kurakliga bagli olarak toleransli ve duyarl cesitlerde proteom degisimlerindeki
farklhiliklari ortaya koyabilmek igin yerel ¢esitlerden toleransli-Tarsan-1018 ve duyarli-
Tunca cesitleri ile toleransli atasal melez Ha*Ha'nin atasi olan Helianthus agrophyllus

kullaniimigtir.

5.3. Kuraklik ve lyilesme Uygulamalarinda Aygicegi Proteomundaki Degisimler

Genomik teknolojiler ile birlikte proteomik; genlerin, transkriptlerin ve proteinlerin genis
Olcekli analizlerini saglayarak biyolojik slreclerin daha iyi anlagiimasina yardimci
olmaktadir [204, 384]. Proteomun genis ¢apli analizinin yapilabilmesine imkan veren
proteomik, bitkilerde kuraklik toleransinin arastiriimasi ile strese/toleransa bagli
yeni/mevcut proteinlerin tanimlanmasina, post translasyonel modifikasyonlar ile

protein-protein etkilesimlerinin incelenmesine olanak saglar [206].

Tezin bu asamasinda toleransli (Tarsan-1018) ve duyarh (Tunca) genotipler ile pozitif
kontrol olarak atasal aygicegi Helianthus agrophyllus’un kurakhk ve iyilesme

kosullarinda yaprak proteomlarinda meydana gelen degisimler 2 boyutlu jel
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elektroforezinden belirlenen protein profillerinin  karsilastiriimasi ile ortaya
konulmustur. Jellerdeki protein profilleri Uzerinden PDQest yazilimi ile yapilan
analizlerde her bir genotip icin 720 +30 adet protein benegi belirlenmis ve yapilan
uygulamalar arasi karsilastirmada MALDI-TOF/TOF MS/MS kitle spektrometresi ve
MASCOT veri tabani kullanilarak ifadesi kendi kontroline goére 2 kat degisim
(artig/azalig) gosteren 70 protein beneginden 63 tanesi protein skoru ve kalan 7 tane
benek ise peptid iyon skoru dizeyinde tanimlanmistir. STRING veri tabani kullanilarak
protein-protein etkilesim aglari olusturulmus (Sekil 5.3) ve tanimlanmig proteinler

fonksiyonlarina gére 9 farkl kategoride siniflandiriimistir (Sekil 4.37).

Fotosentez ve karbohidrat metabolizmasi, bu kategorilerin ilki olup, kurakhk
uygulamalarinda belirlenen proteinlerin  %63'Unu  kapsamaktadir.  Tilakoid
membranlardaki fotosistemlerin isik toplayici kompleksinin bir pargasi olan klorofil a/b
baglanma (LHCB) genlerinin ifadesi i1sik, oksidatif stres, kloroplast sinyali, sirkadyan
ritim ve ABA sinyalini de iceren pek ¢ok cevresel ve gelisimsel olay tarafindan
dizenlenmektedir [385]. Isigin sogurulmasinda yardimci rol oynayan klorofil a/b
baglanma proteinleri’nin kuraklik ile birlikte ifadelerinin toleransli genotiplerde arttigi
duyarli olanlarda ise azaldigini bildiren bir¢ok ¢calisma bulunmaktadir [216, 251, 386].
Bu c¢alismada, duyarli genotip olan Tunca’'da klorofil a/b baglanma proteini ifadesi
streste azalmistir. Bu durum, PSl'in 1s1§in absorplanmasi ve elektron transferini
sinirlandirmasi ile iliskilidir ve fotosentetik aktivitede belirlenen azalis bu sonuglari
desteklemektedir (Sekil 4.2,4.21,4.22). Ayciceginde klorofil a-b baglanma proteini
13’Un ifadesi atasal genotipte kuraklikla artarken duyarli gesitte azalis gostermistir.
Domates bitkisi ile yapilan ¢alismada, CAB-13 gen ifadesinin azalmasinin, PSIlI ile
LHCII kompleksinin yapisi, bilesimi ve kararlihginda degisimler meydana getirdigi ve
fotosistemler arasinda is1gin toplanmasinin dengelenmesinde dizenleyici roll oldugu
bildirilmistir [387]. Her Ug¢ genotipte de tanimlanmis olan klorofil a-b baglanma
proteini 8in ifadesi kuraklk ve iyilesme uygulamalarinda genotipler arasinda farkhlik
gostermektedir. Bununla birlikte atasal genotipte hem stres hem iyilesme
uygulamalarinda LHCII ile iligkili klorofil a-b baglanma proteini 13 (CAB) ifadesinde
artis ve LHCI ile iligkili klorofil a-b baglanma proteini 8in ifadelerinde belirlenen
azahglar bu genotipin 1sik reaksiyonlarinda PSl'deki enerjisinin yakalanmasindaki

azahgi PSll'deki enerji artigi ile dengelemeye calistigini gostermektedir.
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Kuraklk stresi altinda, fotosentez ve karbohidrat metabolizmasinda, ATP sentezi ile
iligkili proteinlerdeki degisimler de yer almaktadir. FoF1-ATPaz olarak da bilinen ATP
sentaz, kloroplastlarda tilakoid Iumen ile stroma arasinda olusan H* (proton)
gradiyentini kullanarak inorganik fosfat (Pi) ve ADP’den ATP sentezlenmesini saglayan
enzimdir. ATP sentaz alt birimlerinin kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda her Ug¢
genotipte de ifadelerinde degdisimler meydana gelmistir (Cizelge 4.14; Sekil 5.1).
Aycicegi genotiplerinde ATP sentaz delta zinciri’nin ifadesi kuraklik ve iyilesme
uygulamalarinda (atasal genotip harig) artis gosterirken, ATP sentaz gama zinciri 1
ile ATP sentaz alt (inite beta ifadesi azalmistir. Tarsan-1018’de ATP sentaz delta
zinciri'nin ifadesinin artarken ATP sentaz gama zinciri 1’in azalmasi, Tunca’da ise ATP
sentazin yapisinda yer alan delta zinciri ile alt Gnite betanin farkli sekilde ifade olmasi
ATP sentezinin sekteye ugramasi ATP sentazin etkin bir sekilde aktivite
gosterememesi ile iligkili olabilir. ATP sentaz alt birimlerinin farkli sekillerde ifade
gostermeleri duyarli bitkilerin kurakhkta CO2 indirgemesi igin gerekli olan ATP ihtiyacini

yeterince karsilayamadigini gostermektedir.

Oksijen olusumunu arttirici protein bitkilerde (i) suyun pargalanmasinda manganez
kiimesinin optimizasyonu ve (ii) reaksiyon merkezindeki proteinlerin oksijen radikali
hasarindan koruma seklinde iki temel fonksiyona sahiptir. Kuraklik ve tuzun meydana
getirdigi osmotik stresin bitki proteomunda oksijen olusumunu arttirici protein 2’nin
ifadesini artirdigi bildirilmistir [388-390]. Duyarli genotipte oksijen olusumunu
arttirici protein 2'nin (OEE?2) ifadesi artmistir (Cizelge 4.14). Bu gesitte ATP sentazin
yapisinda yer alan delta zinciri ile alt Unite betanin farkli sekilde ifade olmasi, ATP
sentezinin sekteye ugradigini ve bununla birlikte OEEZ2 ifadesinin stresle artmasi ise
ortamda bulunan H* konsantrasyonunun arttigini ve bunun etkin bir sekilde ATP
sentezinde kullanilamadiginin gOstergesi olabilir. OEEZ2’nin protein
konsantrasyonunda kuraklikla azaldigini bildiren arastirmalar bulunmaktadir [254,
391, 392]. Buna karsin, bu proteinin ifadesi atasal genotipte stres uygulamasinda
azalis gostermis ve iyilesme uygulamasinda da azalis devam etmistir. Helianthus
agrophyllus'ta oksijen olusumunu arttirici protein 2 ile ATP sentaz delta zinciri'nin
benzer dizeyde azalis gostermesi suyun pargalanmasi ile ortaya ¢ikacak H* miktari
ile ATP sentezinin es zamanli olarak azaldigini ve bu sayede ortam asiditesinin
korunmasina ve hulcresel fonksiyonlarin optimum dizeyde gerceklesmesine katki

saglamakla iligkili olabilir.
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Fotosistem | reaksiyon merkezi alt iinite IV B (PsaE) proteini bitkilerde;
ferredoksinin hem PSl'e yerlesmesinde hem de ferredoksin-NADP oksidorediktaz ile
etkilesiminde ve ayrica PsaC ile PSI ¢ekirdegdi arasindaki etkilesimin duzenlenmesinde
gorev alir. Fotosistem | reaksiyon merkezi alt Unite IV B’nin ifadeleri toleransh ve
duyarli gesitlerde farkl sekilde degisimler gostermistir (Cizelge 4.14). Toleransli gesitte
protein ifadesi kontrole gore 6nemli dizeyde artis gosterirken, duyarli genotipte hem
stres hem de sonrasindaki iyilesme surecinde azalmigtir. Tuz ve kuraklik kosullarinda
bu protein ifadesinin bugday ve keten bitkilerinde azalis gosterdigi bildirilmistir [393,
394]. Bu proteinin ifadesinin duyarh genotipte kuraklik kosullarinda azalirken ve LHCI
ile iligkili klorofil a-b baglanma proteini 8'in ifadesinin artmasi PSI tarafindan yakalanan
enerjinin arttigini  ancak, bu enerjinin etkin bir sekilde elektron aktarimina

gonderilmedigini ortaya koymaktadir.

Hem siklik elektron transferi, hem de tilakoid membranlarda fotosistemler arasinda
dogrusal elektron transferinde gorev alan sitokrom b6-f kompleksinin bir alt birimi
olan demir kiikdrt alt birimi’nin (petC) ifadesi toleransh g¢esitte kuraklikla azalmisg,
iyilesmede ise kontrol seviyesine geri donmistir. Kamal ve ark., [395] kuraklik
uygulamasinda petC ifadesinin azaldigini ve bu azalmanin fotosentezi olumsuz yénde
etkiledigini ifade etmigtir. Toleransli genotipte petC ifadesinin kurakliktaki azalmasi
fotosentezi sinirlandirarak ETS’yi asir  eksitasyondan korumaya c¢alismasi;
iyilesmedeki artis ise kurakligin yol actigi bu sinirlamanin bertaraf edilmesi ile iligkili

olabilir.

Kuraklik kosullarinda aygicegi genotiplerinde fotosentezin i1sik reaksiyonlarinda goérev
alan bazi proteinlerin ifadesindeki degisimler ile fotosentetik aktivitenin etkilendigini ve
bu durumun karbon reaksiyonlarindaki bazi proteinlerin ifadelerine yansidi§i tespit
edilmigtir. Bitkilerde CO: fiksasyonunun birinci basamaginda anahtar enzim olan
RuBisCO, 8 bluyuk ve 8 kucguk alt birimden olusmaktadir. Yapilan bu ¢alismada tim
aycicegdi genotiplerinde kuraklik kosullarinda RuBisCO kiigiik zincirinin ifadesi genel
olarak tim genotiplerde azalis gosterirken, RuBisCO bliyiik zinciri’nin ifadesi
yalnizca Tarsan-1018'de tanimlanmis ve artmistir (Cizelge 4.14-Sekil 5.2). Yapilan
pek cok calismada RuBisCO kiiglk ve blylk zincirinin proteinin ifadelerinin kuraklik
stresinin slresi ve giddeti ile iligkili olarak farkli dizeylerde degisim (artig/azalig)
gosterdigi tespit edilmigstir [225, 234, 246, 247, 249, 250, 396]. Kuraklik kosullarinda

genotiplerde farkli pl ve molekiler agirlikta kigik RuBisCO alt birimlerinin protein jeller
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Uzerinde belirlenmesi; bu proteinlerin degregasyon Urinld, muhtemel splays
varyantlari, translasyon sonrasi modifiye olmus izoformlari ya da ayni proteinin
parcalanmis izoformlari olmasindan kaynaklanabilir [397, 398]. Toleransli genotiplerde
(Tarsan-1018 ve H.agrophyllus) yeniden sulama sonrasinda RuBisCO hem kuguk alt
birimlerinin ifadelerindeki artiglar CO2 bagdlanma etkinliginin artmasi ile iligkili olabilir.
RuBisCO ile birlikte RuBisCO aktivaz stres kosullari altinda net fotosentezin birincil
sinirlayici enzimlerini olusturmaktadir [399]. Molekuler saperon 6zelligine sahip olan
RuBisCO aktivaz, osmotik stres kosullari altinda proteolizin hafifletimesi ile
dizenlenmesinde dnemli rol oynamaktadir [400]. RuBisCO aktivaz, ifadesinin atasal
genotipte kuraklikta azalmasi ve iyilesme kosullarinda artmasi, uygulamalarda
ortamdaki aktif RuBisCO duzeyinin degisimi ile iligkilidir ve hem stres hem de iyilesme
kosullarinda ribuloz bisfosfat karboksilaz kiglk zincirlerin ifadelerindeki degisimler de
bu bulguyu destekler niteliktedir. Kuraklikla birlikte artan sicakliga RuBisCO aktivazin
duyarli oldugu bildirilmigtir [401]. Bu genotipte iyilesme slrecinde RuBisCO aktivaz
ifadesindeki artis kloroplastin kuraklik stresi boyunca isleyisinin sturdurilmesinde rol
oynayabilir. RuBisCO aktivitesi, RuBisCO aktivaz enzimi tarafindan duzenlenir, bu
islevi inaktif RuBisCO’dan enerji (ATP) harcayarak seker fosfati uzaklastirarak
duzenler. Kuraklik kosullarinda RuBisCO aktivitesindeki bozulmalarin ATP
konsantrasyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir [398]. Bu sonug¢ atasal genotipte ATP

sentaz delta zincirindeki azalis ile de uyumludur (Cizelge 4.14).

Ksiloz-5-fosfatin, ribuloz-5-fosfata donusUmini katalizieyen Calvin ddnglsu
enzimlerinden ribuloz-5-fosfat 3-epimeraz her u¢ aygicegi genotipinde de
tanimlanmis olup (Cizelge 4.14-Sekil 5.2), protein ifadesi sadece toleransl atasal
genotiplerde kuraklikta artmistir. Raorane ve ark. [228] ile Cheng ve ark. [223]
tarafindan kuraklik uygulamasi ile bu protein ifadesinin arttigi bildirilmistir. Buna karsin,
bu proteinin ifadesi ¢esitlerde kuraklikla azalirken, iyilesmede artmasi ise ribuloz 1,5-

bisfosfatin rejenerasyonunu saglayarak dayanima katkida bulunmustur.

Dihidroksiaseton fosfat ile D-gliseraldehit-3-fosfat arasinda hizli ve geri déntsimlu
aldoz/ketoz donusimUnl gergeklestiren trioz fosfat izomerazin ifadesinin toleransh

Tarsan-1018 gesidinde; streste hemen hemen degismeyip, iyilesmede ise %96’lik artis
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Sekil 5.1. KEGG veri tabani kullanilarak genotiplerde tanimlanan ve fotosentezin isik
reaksiyonunda gorev alan proteinler (http://www.genome.jp/keqga/pathway.html).

gOstererek kontrol seviyesinin de Uzerine c¢ikmistir (Cizelge 4.14). Trioz fosfat
izomerazin artan ifadelerinin tuz ve kuraklik streslerine karsi tolerans mekanizmasinda

yer alan proteinlerden biri oldugunu bildirilmistir [398, 402].

Fotosentetik Calvin dongusinin duzenlenmesinde 6nemli bir role sahip olan
sedoheptuloz-1,7-bisfosfataz ifadesi kuraklik kosullarinda atasal genotipte azalirken
iyilesmede kontrol seviyesinden fazla ifade edilmistir (Cizelge 4.14). Das ve ark. [254]
da kuraklk kosullarinda soyada bu enzimin ifadesinde azalis tespit etmistir. Kuraklikta
sedoheptuloz-1,7-bisfosfataz ifadesindeki azalma fotosentetik kapasitedeki azalis ile
iligkili olabilirken, iyilesme kosullarindaki artis ribuloz-5-fosfat 3-epimeraz ile birlikte

Calvin déngusunun etkinligini artirmaya katkida bulunmustur.

Fotosentezde RuBP’nin rejenerasyonunda anahtar role sahip olan fruktoz 1,6-
bisfosfat aldolaz (FBPA) ifadesi hem kuraklik hem de iyilesme uygulamalarinda
Tunca'da artis gostermigtir. Kuraklik kosullari altinda bu enzimin ifadesinin ABA
bagimli yol tarafindan artirildi§i disunidlmektedir ve bu enzim ifadesindeki az bir
degisimin de seker ve nisasta seviyesinde onemli degisikliklere neden oldugu
bildirilmistir [403].
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Bitkiler, sitozolik ve kloroplastik olmak tzere iki tip gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaza
(GAPDH) sahiptir. Bunlardan kloroplastik GAPDH, Calvin dongusunun fotosentetik
karbon asimilasyonunun tek indirgeyici adimini katalize eder. Toleransli genotipte
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz A ifadesi kuraklikla azalirken iyilesme ile artmig
olup (Cizelge 4.14), patates bitkisinde GAPDH’in artan ifadesinin kuraklik
toleransindaki artig ile iligkili oldugu ifade edilmistir [404]. Ayrica, GAPDH’in kurakhk

toleransi ile anlamli bir pozitif korelasyona sahip oldugu bildirilmistir [208].

Aycicegi genotiplerinde enerji ve solunum metabolizmasinda gorev alan 4 protein
tanimlanmistir. Bu proteinlerden fotosolunumda peroksizomda gérev alan; gliserat ve
hidroksipirivat arasinda NAD* bagimli reaksiyonu katalize eden gliserat
dehidrogenaz ve glioksilat ile serinden, glisin ile hidroksipirivat olugsumunu
katalizleyen serin--glioksilat aminotransferaz (SGAT) enzimlerinin H. agrophyllus’da
stres kosullarinda ifadelerinde azalmalar saptanmistir (Cizelge 4.15). SGAT nin
kuraklik kosullarinda misirda da ifadesinin azaldigi tespit edilmistir [405]. Glisin
betainin dncusinin sentezinde yer alan gliserat dehidrogenaz’'in (GDH) kuraklikla
birlikte bitkilerde birikimi bildirilmistir [406]. Atasal genotipte GDH ifadesinin kuraklikla
birlikte azalmasi ve iyilesmede artmasi, glisin betain miktarindaki degisimler ile
uyumluluk gostermektedir (Sekil 4.30). Ayrica, bu enzimlerin ifadelerinde kuraklikta
meydana gelen azalmalar fotorespirasyonun fotosistemleri hasara karsi korumada
yeterince etkin olmadigini gdstermektedir. Atasal genotipte glikolizde yer alan
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz’in ifadesinin streste azalirken iyilesme
kosullarinda artmasi, bitkinin olugan hasarin tamirinde gerekli enerji ihtiyacini

karsilamak igin glikoz metabolizmasinin tesvik edilmesi ile iligkili olabilir.

Solunum zincirinin merkezi enzimi olan sitokrom c oksidazin alt birimlerinden olan
alt iinite Il PS17 proteini (muhtemel), Tarsan-1018’de tanimlanmis olup bu proteinin
ifadesi kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda azalmistir (Cizelge 4.15). Budak ve ark.,
[250] da yabani bugdayda kuraklk kosullarinda bu protein ifadesinin azaldigini
bildirmistir. Oksidatif fosforilasyonda goérev alan proteinlerin ifadesinin kuraklikta
azalmasinin senesensi geciktirme ile iligkili olabilecegi de belirtilmistir [407].

Stres kosullari altinda bitkilerin toleransi icin savunma metabolizmasinda gérev alan
3 adet protein saptanmistir. Aygicegi genotiplerinde savunma metabolizmasinda yer
alan peroksidaz; fenolik bilesikler, lignin énculleri, oksin ve sekonder metabolitler gibi

cesitli elektron vericilerini kullanarak H202'nin indirgenmesini katalize eden bir
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enzimdir. Proteomik galismalarda kurakhda dayanikli piring [228] ve mesede [227]
POD miktarinin artmasi ile reaktif oksijen turlerinin detoksifikasyonunda bu enzimin
onemi belirtilmistir. Duyarli genotipte toplam POD enzim aktivitesi kuraklik kosullarinda
onemli duzeyde artarken, iyilesme uygulamasinda azalmasi bulgusu; bu proteinin
ifadesi ile uyumlu bulunmamistir (Sekil 4.34-Cizelge 4.16). Bu durum savunma
metabolizmasinda belirlenen peroksidazin, muhtemelen POD’un izoformlarindan biri

olabilecegini dugundurmektedir.

Bu calismada patojen iligkili proteinlerden (PR) asidik endokitinaz ve endokitinaz B
enzimleri, Tarsan-1018 ve Tunca genotiplerinde tanimlanmistir. Kuraklik ve iyilesme
uygulamalarinda bu enzimlerin ifade degisimleri genotipler (Tarsan-1018’de artis ve
Tunca’'da azalg) arasinda farkhlik gostermektedir (Cizelge 4.16). Dani ve ark. [419]
tutln bitkisinde tuz stresi uygulamasinda bitkilerin savunma sistemlerinin zayif oldugu
durumlarda, ikincil streslere karsi (patojen gb) savunma amaciyla kitinaz grubu
proteinleri de icine alan PR proteinlerini devreye soktugunu ifade etmistir. Ayrica, Lee
ve ark. [420], su stresine cevap olarak ABA birikiminin kitinaz gibi PR proteinlerinin

ekspresyonunu uyarabilecegini bildirilmigtir.

Arjinin metabolizmasinda gorev alan; ure, ornitin ve poliamin sentezi ile iligkili
mitokondriyal bir enzim olan arjinaz 1’in ifadesi Tunca gesidinde kuraklikta %34 azalis
gosterirken, iyilesmede kurakliga gore artmistir (Cizelge 4.17). Wang ve ark. [408]
arjinaz enzim aktivitesinin stres uygulamasinda azaldigini ifade etmistir. Ayrica, Shi ve
ark. [409] arjinaz mutantlari ile yaptiklari ¢alismalarinda kuraklikta, arjinazi asir
eksprese eden bitkilerde yabanilere gore daha fazla su kaybi oldugunu belirlemislerdir.
Duyarli genotipte kuraklikta bu enzim ifadesindeki azalma bitkinin daha fazla su

kaybindan kacinmak igin gerceklestirdigi bir strateji olabilece@i dusunulmektedir.

Niikleotid metabolizmasinda goérev alan ve hlcresel sitozin trifosfat (CTP), guanozin
trifosfat (GTP) ve uridin trifosfat (UTP) seviyelerinin dizenlenmesi ve korunmasinda
ATP’yi kullanan niikleosit difosfat kinaz B’'nin ifadesi Tunca ¢esidinde kontrole gore
stres uygulamasinda azalirken (%39), iyilesme uygulamasinda kontrol seviyesine
ulasmistir (Cizelge 4.17). Mushtaq ve ark. [410] bu protein ifadesinin kuraklkla
azaldigini tespit etmistir. Nikleosit difosfat kinaz B ifadesinin kuraklikta azalmasi
protein ve DNA sentezi ile birlikte nukleosit difosfat seviyesinin azaldigini, iyilesmede
ise protein ifadesini artirarak bu bilesiklerin hicresel dizeyinin korunmasina katki

saglamak igin gerceklestigi dustnulmektedir.
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Sekil 5.2. KEGG veri tabani kullanilarak genotiplerde tanimlanan ve fotosentezin
karbon fiksasyonunda gérev alan proteinler (http://www.genome.jp/kega/pathway.html).

Yag asiti ve glikolipid metabolizmasinda gérev alan ve bitkilerde yag asitlerinin
sentezi icin acil grubunun yag asitlerine transferini gergeklestiren agil tasiyici protein
3’lUn ifadesi yalnizca Tarsan-1018’de kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda azalis
gostermistir (Cizelge 4.17). Xu ve ark. [411] piring bitkisinde tuz stresi altinda agil
tasiyici protein ifadesinin azaldigini belirlemistir. Bu proteinin ifadesinin toleransli
genotipte stres uygulamalarinda azalmasi yag asiti biyosentezinin degregasyonunun
artmasi ya da yag asiti de novo sentezi ile ilgili aksaklik olabilecegini gostermektedir.
Sulfolipid biyosentezinin en 6nemli basamagi olan UDP-sulfokinovozun sentezi, UDP-
stilfokinovoz sentaz (SQD1) enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Fosfatidilgliserol
ile birlikte sulfolipidler, fotosentetik zarlarin iglevini yerine getirebilmesi icin gerekli olan
negatif yukli bir lipid-su araylzinin korunmasina katkida bulunur [412]. UDP-
sulfokinovoz sentaz ifadesi atasal genotipte kuraklikta kontrole gore azalirken
iyilesmede ise kontrol dizeyine ulasmistir (Cizelge 4.17). Kurakhk kosullarinda SQD1
ifadesindeki azalis tilakoid membranlarda meydana gelen hasari gdsterirken; iyilesme
kosullarindaki artis ise, bu hasarin tamir edilebildigini gostermektedir. Atasal genotipte,
enerji ve solunum metabolizmasinda yer alan gliserat dehidrogenaz ve serin--glioksilat
aminotransferaz ile yag asiti ve glikolipid metabolizmasinda goérev alan UDP-
sulfokinovoz sentaz'in ifadelerinin azaldigi da belirlenmistir (Cizelge 4.15). Bu

genotipin kuraklhkta her U¢ metabolik yolaktaki aktiviteyi sinirlandirarak olumsuz
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kosullarla basa ¢ikabildigini ve devamindaki sulama ile de iyilesme slrecine girdigini

gOstermektedir.

Oncii mRNA’larin islenmesi ve olgun mRNA'ya doniismesinde 6nemli role sahip
endoribontkleaz olan kloroplast stem-loop baglanma proteini 41 kDa a’nin
ifadesinin stres ve iyilesme uygulamalarinda Tarsan-1018'de kontrole goére arttigi;
Tunca’da ise azaldigi tespit edilmistir. Bu proteinin Arabidopsis’te homologu olan
CSP41B’nin ifadesinin ABA ve su stresi tarafindan baskilandigi belirlenmis olup, bu
azalmanin plastid biyogenezini engelledigi ve ayrica kloroplastta RNA
metabolizmasinda degisikliklere neden oldugu bildirilmistir [413]. Tarsan-1018
genotipinde kuraklik uygulamasinda bu protein ifadesindeki artis fotosentezde gorev
alan ve kuraklik kosullarinda ifadesi artan proteinler ile iligkili olabilir. 30S ribozomal
protein S2; translasyonda S1’in 30S ribozomal alt-Gniteye baglanmasi igin gerekli olup
mRNA’daki translasyonda hayati éneme sahip bir proteindir. Bu proteinin ifadesi
duyarli Tunca genotipinde kuraklik uygulamalarinda kontrole gore %50 azalis
gostermigtir (Cizelge 4.18). Protein biyosentezinde gorev alan ribozomal proteinlerin
alt birimi olan ve strese karsi belirte¢ olarak kullanilan [414], 30S ribozomal protein
S2’nin, piring bitkisinde tuz stresi altinda ifadesinin azaldigi belirlenmistir [411]. Protein
metabolizmasina yer alan Kloroplast stem-loop baglanma proteini 41 kDa a ile 30S
ribozomal protein S2’nin ifadelerinin Tunca’da streste benzer sekilde azalis gostermesi

kuraklikla birlikte protein sentezinin olumsuz yonde etkilendigini gostermektedir.

Sinyal metabolizmasinda yer alan ve fosfoserintreonin baglanma molekdlleri olan 14-
3-3 proteinleri, protein kinaz C regulasyonu, ADP ribozillenmesi ve transkripsiyon
faktorleri ile birlikte transkripsiyonun dizenlenmesinde gorev alir [415]. 14-3-3-benzeri
proteinin ifadesi, Tarsan-1018 ve atasal genotipte kuraklikta kontrole gore artarken,
iyilesme uygulamasinda ise 6nemli dlizeyde azalis géstermistir (Cizelge 4.19). Hicre
zari H-ATPaz'in sinyalizasyonunda rol aldigi bilinen 14-3-3 proteinlerin, Arabidopsis'de
ve pamuk bitkisinde asiri ifadesinin, kuraklik stresine toleransin ayarlanmasini
sagladig! bildirilmigtir [416-418]. Bununla birlikte, kuraklhiga toleransli transgenik
pamukta 14-3-3 proteininin agir ifadesi stomanin acgimasini tegvik ederek
transpirasyon ve fotosentez oranini artirarak toleransta etkili oldugu bildirilmistir [415,
418].

Tanimlanan proteinlerden 2-dehidro-3-deoksifosfooktonat aldolaz 1 hiicre geper

biyogenezinde gbérev almaktadir. Bu proteininin ifadesi, duyarl genotipte hem stres
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hem de iyilesme uygulamalarinda kontrole gbére 6énemli dizeyde artis gdstermistir
(Cizelge 4.19). 2-dehidro-3-deoksifosfooktonat aldolaz 1 enzimi, 3-deoksi-D-manno
oktulosunat (KDO) biyosentezinde goérev almaktadir ve KDO hicre c¢eperi
polisakkaritlerinden ramnogalaktorounan II'nin édnemli seker bilesenlerindendir. Bu
protein ifadesinin Tunca’da stres uygulamalarinda artmasi, stres kosullari altinda
membran hasarina kargi lipopolisakkarit sentezini artirarak membran yapisinin

stabilizasyonu saglamaya galismasi ile iligkili olabilir.

Ayciceginde kuraklik ve iyilesme uygulamalarinda ifadelerinde 6nemli dlzeyde
degisim saptanan proteinlerin birbirleri ile dogrudan (fiziksel) ve dolayh (islevsel)
iligkileri ile protein-protein etkilesimlerinin degerlendirmesini ve entegrasyonu saglayan
STRING veri tabani kullanilarak etkilesimleri saptanmigtir. Bu analiz tanimlanan
proteinlerin aksesyon numaralarinin Arabidopsis thaliana’da tanimlanan ve 6zdes olan
proteinler Gzerinden gerceklestirilmistir (Cizelge 5.1). Yapilan analizler sonucunda
tanimlanan  proteinlerin  bUydk g¢odunlugunun fotosentez ve karbohidrat
metabolizmalarinda yer aldigi saptanmigtir (Sekil 5.3). Bunun yani sira solunum ve
enerji metabolizmasinda yer alan proteinler ile fotosentez ve karbohidrat
metabolizmasinda yer alan proteinler yakin etkilesim halindedir. Savunma
metabolizmasinda yer alan proteinler (CHIA ve HCHIB) kendi arasinda farkh bir grup
olusturmakta ve diger proteinlerden ayri bolgede yer almaktadir. Kloroplast stem-loop
baglanma proteini 41 kDa a, 2-dehidro-3-deoksifosfooktonat aldolaz 1, 30S ribozomal
protein S2, arjinaz 1 ve agil tasiyici protein 3; fotosentez ve karbohidrat ile solunum ve
enerji metabolizmasinda yer almamasina ragmen bu metabolizmalarda gorev alan
proteinler ile etkilesim halindedir. Nukleosit difosfat kinaz B, temel peroksidaz ve UDP-
sulfokinovoz sentaz enzimleri diger proteinler ile dogrudan veya dolayl bir baglant

gostermemis olup toplam ag goruntusu igerisinde tek tek dagilim sergilemigtir.
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Cizelge 5.1. Aygigeginde tanimlanan proteinlere Arabidopsis’'te 6zdes olan proteinler ile gen isimleri

Aksesyon numarasi Protein ismi Arabidopsis’te 6zdes aksesyon Arabidopsis’te 6zdes gen
numarasi ismi

P27489 Klorofil a-b baglanma proteini 13 P04778 CAB1
P29795 Oksijen olusumunu arttirici protein 2 Q42029 PSBP-1
Q41229 Fotosistem | reaksiyon merkezi alt Gnite IV B Q95714 PSAE-2
Q39743 Ribuloz bisfosfat karboksilaz kiiglik zincir 1 P10795 RBCS1A

P08705- P07089 Ribuloz bisfosfat karboksilaz kiigik zinciri B3H5S2 RBCS
P45738 Ribuloz bisfosfat karboksilaz blyiik zincir 003042 RBCL

Q43843- Q43157 Ribuloz-5-fosfat 3-epimeraz Q9SAU2 RPE
Q9M4S8 Trioz fosfat izomeraz QISKP6 TIM
Q42961 Fosfogliserat kinaz QILD57 PGK1
P32980 ATP sentaz delta zinciri Q9SSS9 ATPD
Q01908 ATP sentaz gama zinciri 1 Q01908 ATPC1
Q1KXV2 ATP sentaz alt Gnite beta P19366 PB
P46285 Sedoheptuloz -1,7-bisfosfataz P46283 SBPASE
P34921 Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz P25858 GAPC1
P19866 Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz A P25856 GAPA
Q40281 Ribuloz bisfosfat karboksilaz/oksijenaz aktivaz P10896 RCA
P16096 Fruktoz 1,6-bisfosfat aldolaz Q9SJu4 FBA1
049078 Sitokrom b6-f kompleksi demir-kikdart alt Gnitesi Q9ZR03 PETC
P13443 Gliserat dehidrogenaz Q9CIW5 HPR
Q56YAS5 Serin--glioksilat aminotransferaz Q56YA5 AGT
P84733 Muhtemel sitokrom c oksidaz alt tnite || PS17 P93285 COX2
Q4wW118 Temel peroksidaz P24102 AT2G38380

P36908- P29024 Asidik endokitinaz P19172 CHIA
P29023 Endokitinaz B P19171 HCHIB
P46637 Arjinaz 1 P46637 ARGAH1
P47920 Nikleosit difosfat kinaz B P39207 NDPK1
P52413 Acil tagyici protein 3 P25702 ACP3
048917 UDP-slilfokinovoz sentaz 048917 SQD1
QILYA9 Kloroplast stem-loop baglanma proteini 41 kDa a QILYA9 CSP41A
Q1KVV9 30S ribozomal protein S2 P56797 rps2
Q9AV9I7 2-dehidro-3-deoksifosfooktonat aldolaz 1 Q9AV9I7 AtkdsAl
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Sekil 5.3. Aygiceginde tanimlanan proteinlerin Arabidopsis’'te 6zdeslerinin etkilesimleri
ve yer aldiklar metabolizmalar (STRING veritabani-http://string-db.org).
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6. SONUCLAR ve ONERILER
Gunumuzde iklimsel degisimlere bagli olarak ortaya gikan ve etkisi giderek hissedilen
kuraklik, yagl tohumlu bitkilerde verim kayiplarina yol acan en onemli stres
faktorlerden biridir. Yaglh tohum Uretiminde diunyada 4. sirada yer alan aygicegi
(Helianthus annuus L.), yuksek diuzeyde doymamis yag asitleri icerigi ile Ulkemizde en
fazla ekimi yapilan yagli tohumlu bitkidir. Tohumlarindaki yag igeriginin yani sira,
yuksek oranda protein, seliloz ve mineral maddeye sahip olan aygicegi; boya,
kozmetik, kimyasal madde, k&git ve biyodizel Uretiminde ham madde olarak da

kullaniimaktadir.

Aycicegi bitkisinin buyime ve gelisiminde ozellikle giceklenme oncesi donemde
topraktaki suyun noksanhgi, bitki verimini (tane ve yag) etkileyen en Onemli
faktorlerden biridir. Bu donemde kurakligin aygicegi bitkisi Uzerindeki etkisinin
incelenmesi, bitkinin yapisinda ve metabolizmasinda meydana gelen degisimlerin
aydinlatiimasi ve toleransli genotiplerin belirlenmesi acgisindan o6nemlidir. Bu
kapsamda, aycicegdi bitkisinin (yerel ve atasal genotipler) kurakhda karsi geligtirdigi
tolerans mekanizmalari; morfolojik, fotosentetik, fizyolojik, biyokimyasal ve proteom

dizeyinde incelenmis ve ilk kez ayrintili olarak ortaya konulmaya c¢aligiimistir.

Tezin |. asamasinda farkh siddette ve slUrede kurakhda maruz kalan aygicegi
cesitlerinde stresin etkisi, fotosentetik performanslar ile fizyolojik ve biyokimyasal
yanitlari acgisindan degerlendiriimis ve c¢esitler tolerans dizeylerine gore

siniflandiriimistir:

e Kuraklikta azalan su igerigine bagll olarak, fotosentetik etkinligin azalmasi
(enerjinin yakalanmasi ve transferini ile fotosistemler arasi elektron taginimindaki
aksakliklar, inaktif reaksiyon merkezleri sayisindaki artis gibi) membranlarin
batinliguna etkileyerek cesitlerde farkli dizeylerde dinamik fotohasarlara yol
acmistir. Sulama ile olusan hasarlari tamir edebilen c¢esgitler iyilesmeyi
basarmiglardir.

e Fotosentetik performansilari ile fizyolojik ve biyokimyasal verilerden hesaplanan
kuraklik ve iyilesme faktor indeksleri ile hasar duzeyleri ve iyilesme potansiyelleri
degerlendirildiginde aycigegi c¢esitlerinden; $ems, Tarsan-1018 ve Sirena
kurakliga toleransli; Hornet, Tunca ve Duna kurakliga orta derecede toleransl ve

Coral, Kaan ile Bosfora kurakliga duyarli olarak siniflandiriimigtir.
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Tezin Il. agamasinda, secilen aygiceqi gesitleri ile atasal melezlerin kurakliga dayanim
kapasiteleri, fotosentetik ve antioksidant enzim aktiviteleri ile bunlarin fenotipteki

yansimalari degerlendirilerek karakterize edilmigtir:

e Bu asamada toleransli genotipler, duyarli ¢esitlere gore stresin Ustesinden daha
etkin bir sekilde gelmiglerdir. Toleransli genotipler anten komplekslerindeki
fotosentetik pigment (klorofil a+b ve karotenoid) igerigini koruyarak, eksitasyon
enerjisini (Fv'/Fu') elektron tasima zincirine iletip (ETH) yakalanan bu enerjiyi 1si
seklinde dagitmadan (NPQ) fotokimyada (qP) daha verimli kullanmayi
basarmislardir. Bu surecte, toleransli genotipler duyarli genotiplere gore yuksek
GB icerigi ile tilakoid membranlari daha iyi korumus ve bu sayede fotosentetik
etkinliginin devamlihgini saglamislardir. Ayrica toleransli genotipler su icerigini
(NSi) daha iyi muhafaza ederek, fotokimyasal reaksiyonlarin isleyisini
surdurebilmislerdir.

e Toleransli genotipler duyarli genotiplere goére, fizyolojik ve biyokimyasal
aktivitelerinin devamlihgini saglamak i¢in SOD aktivesinin Urund olan H20:2
icerigini dusuk seviyelerde tutabilmeyi muhtemelen, Askorbat-Glutatyon
yolaginda yer alan APX ve GR ile POD enzimlerinin birlikte aktiviteleri sonucunda
mumkun kilmistir. Duyarli genotiplerde H20:2 igeriginin toleransli genotiplerden
daha yuksek olmasi ise kaynaginin sadece SOD aktivitesi olmadigini
dusundurmektedir. Belirlenen yuksek H202 iceridi, bu genotiplerde iligkili
antioksidan enzimlerin aktivasyonunun detoksifikasyonda yeterli olmadigini
gostermektedir. Bununla birlikte, antosiyanin ve flavonoid gibi 1sik filtre eden
pigmentlerin kurakhgin Ustesinden gelmede, savunma sistemine katki sagladigi
da belirlenmigtir.

e Su iceriginin korunmasinda rol alan sorbitolin sentezinde gorevli ALR enzim
aktivitesinin, yabani melezlerde gesitlere goére daha fazla artmasi, bu genotiplerin
kurakliga karsi daha iyi performans sergiledigini gostermektedir.

e Toleransli genotipler (Tarsan-1018 c¢esidi ile yabani melezler) fotosentetik
etkinlikleri ile savunma sistemlerini aktivite ederek kurakhda dayanimlarini;
biyokutleyi (kuru agirlik) azaltmadan, boy uzamasi ile yaprak c¢ikisini

sinirlandirarak morfolojilerine yansitmiglardir.
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Tezin Ill. agsamasinda, toleransli (Tarsan-1018) ve duyarli (Tunca) olarak karakterize

edilen gegitler ile dayanikli atasal Helianthus agrophyllus’un, kuraklik stresine kargi

olusturdugu cevaplar proteom duzeyindeki degisimler belirlenerek karsilastirilmigtir:

Kuraklikta tim genotiplerde en ¢ok fotosentez ve karbon metabolizmalarinin
etkilendigi ve bu yolaklarda ¢ok sayida proteinin ifadesinin degistigi saptanmistir.
Toleransli genotiplerin  duyarli ¢egide gore hem stres hem iyilesme
uygulamalarinda fotosistemler arasinda enerji yakalanma kapasitesini
dengelemeye calisarak metabolik dizenlemeyi gergeklestirebilmislerdir.

Sinyal metabolizmasinda yer alan ve toleransli genotiplerde tanimlanan 14-3-3
benzeri proteininin ifadesinin kurakliktaki artisi dayanim ile iligkili olabilir. Bu
protein, kuraklikta erken uyari hormonu olan ABA'y! tesvik eden genlerin ifadesi
ile goklu sinyal iletim agini aktive ederek, stomanin acilip kapanmasini dizenler
ve boylece karbon asimilasyonunu ve su kaybini belirli bir dizeyde tutarak,
genotiplerin kurakliga toleransinda etkin bir rol almis olabilir. Bunlara ek olarak,
kuralikta duyarli genotipte nukleotid ve protein metabolizmalari ile birlikte sinyal
iletiminin de olumsuz ydnde etkilenmesi, Tunca’yl diger genotiplere gore

dayanimda daha basarisiz kilmistir.

Bu tez kapsamindaki tum sonuglar ele alindiginda;

Cesitlere gore daha toleransli olan yabani genotip Helianthus agrophyllus, yeni
cesitlerin 1slahi icin iyi bir gen kaynagi olma potansiyelini surdurmektedir.
Kuraklikta en iyi performansi sergileyen Tarsan-1018 cesidinin, yeni c¢esit
gelistiriimesi icin 1slah ¢aligmalarinda aday olarak kullaniimasi onerilmektedir.
Ayrica Tarsan-1018 c¢esidinin Ulkemizde kuraklik riski olan bdlgelerinde ekimi de
onerilmektedir.

Fotosentetik performans indekslerinin, strese maruz kalan bitkilerde fotosentez
aktivitesinde meydana gelen degisimleri ortaya koymasi ve stres toleranslarinin
belirlenmesinde uygun bir seleksiyon parametresi oldugu tespit edilmistir.

H202 detoksifikasyonunda goérev alan POD enzim aktivitesinin toleransli
genotiplerde yuksek orandaki artiglari, POD enziminin kurakliga toleransin
belirlenmesinde bir markoér olarak kullanilabilme potansiyelini ortaya
koymaktadir.

Bitkilerde bircok metabolik aktivitenin duzenlenmesinde rol oynayan sinyal
yolaklarinda gorev alan 14-3-3 benzeri proteinlerinin, toleransli genotiplerde
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tanimlanmasi ve kuraklik kosullarinda ifadesinin artmasi ile bu proteinin ileride
kuraklik ile ilgili yapilacak ¢alismalarda anahtar protein olarak degerlendirilebilir.
Proteomik asamasinda tanimlanan proteinlerin %77’sinin kloroplastta gorev
aldigi belirlenmistir. Bu baglamda, total proteinden proteom analizine ek olarak
kloroplast izolasyonu ile organel proteomunun analizi yapilabilir ve daha detayli
bilgiler elde edilebilir.

Proteomigin yani sira yeni proteinlerin tanimlanmasi igin fosfoproteomik gibi diger
analizler de yapilarak translasyon sonrasi modifikasyonlar ortaya gikarilabilir.
Proteomik analizler igin kullanilan jel temelli yontemin ara basamaklarinda bazi
proteinlerin kaybedilme riski nedeni ile jel temelli olmayan tekniklerin (LC-MS/MS

gibi) kullanilmasi da alternatif olarak énerilmektedir.
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