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OZET

BUGDAY (Triticum aestivum L.) FIDELERINDE KURAKLIK -
NO (NITRIK OKSIT) ETKILESIMLERINDE CALISAN GENLERIN
IFADESI VE ANTIOKSIDAN ENZIiM AKTIVITESI

Bu tez ¢alismasinda, kuraklik ve kuraklik-NO (nitrik oksit) etkilesimlerinin bugday
fidelerindeki (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, Ikizce ) etkileri incelenmistir.
Siirglin boyu, siirglin taze ve kuru agirligi, klorofil a (kI a), klorofil b (kl b), toplam
klorofil (kI a+b) miktari, prolin ve malondialdehit (MDA) birikimi, katalaz (CAT)
,0lutatyon rediiktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APX) antioksidan enzim aktiviteleri
analiz edilmistir. Kuraklikta aktivitesi artan genlerin No Apical Meristem (NAM)
ATAF1/2 CUC2 (NAC) ve Triticum aestivum Lipid Transfer Proteini (TaLTP1) ifadesi
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknigi ile belirlenmistir.

Sonug olarak, kuraklik uygulamasi sonucu siirgiin boyu ve taze agirliginin her tig
cesitte de azaldigi gézlemlenmistir. Siirgiin kuru agirliginm Sultan ve ikizce tiirlerinde
azalirken Yiiregir tiirlinde arttig1 gézlenmistir. Kuraklik uygulamasinin siirgiin fidelerinin
belirli pigment miktarlarinda (kl a, kl b ve toplam kl) azalmaya neden olurken, kuraklik-
NO uygulamasmin her {i¢ parametrede, bir miktar iyilesmeye yardimci oldugu
gOriilmiistiir.

Sultan fidelerinde antioksidan enzim aktivitelerinin (CAT, GR ve APX) stresine
bagl olarak arttig1, Yiiregir ve Ikizce fidelerinde kuraklikta CAT aktivitesi azalirken, GR
ve APX aktivitesi arttig1 tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢caligmada gen verileri incelendiginde strese bagl olarak kontrole gore
NAC ve TaLTP1 gen ekspresiyonlari her ii¢ gesitte de arttigi, bu artigsin kurakliga duyarl
Sultan ¢esidinde daha fazla oldugu saptanmustir.

2017, 49 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Katalaz, Glutatyon Rediiktaz, Askorbat Peroksidaz, RT-PCR, NAC
ve TaLTP1



ABSTRACT

EXPRESSION OF GENE WORKS ON DROUGHT-NO (NITRIC OXIDE)
INTERACTION ON WHEAT (Triticum aestivum L.) SEEDLINGS AND
ANTIOXIDANT ENZYMES ACTIVITY

In this thesis, effect of drought and drought-NO (nitric oxide) interactions on three
wheat seedlings (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, ikizce) was studied. Length of
shoot, wet and dry weight of shoot, chlorophyll a (chla) and b (chlb), total chlorophyll
(chl a+b) amount, proline and malondialdehyde (MDA) accumulation, also antioxidant
enzyme activities (catalase (CAT), glutation reductase (GR) and ascorbate peroxidase
(APX) were analysed and as well as gene expressions which occurred in drought stress
were determined by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) technique.

As aresult, in all three types of seedlings, decrease in both length of shoot and wet weight
of shoot were observed. Also, whereas in Sultan and ikizce types decrease in dry weight
of shoot was observed, in Yiiregir types increase is observed.

When effect of drought types were analysed in detail, it was noticed that drought
stress application trigger decrease in specific pigment amounts of shoots seeds (chl a, chl
b and chl a+b), while drought-NO triggered increase In all three types of seedlings,
increase in antioxidant enzyme activities (CAT, GR and APX) associated with drought
stress was detected. Moreover, increase of MDA and free proline accumulation in wheat
seedlings that were exposed to drought was detected.

Furthermore, in all three types of seedlings, increase of expressions of NAC and
TaLTP1 genes was observed, even much more level in the drought sensitive variety
Sultan.

2017, 49 Pages

Key words: Catalase, Glutation Reductase, Ascorbate Peroxidase, RT-PCR, NAC and
TaLTP1
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1. GIRIS

Bugday (Triticum), bugdaygiller (Poaceae) familyasindan olup, diinyada en fazla
iiretilen ve tliketilen hububat ¢esididir. Giinlimiiz diinyasinin gilinliik enerji ihtiyacinin
%60’dan fazlas1 bugdaydan karsilandigi i¢in bugday ¢ok 6nemli bir besindir (Akbas ve
ark. 2005).

Diinyada hububat tiretiminde 696 milyon ton ile bugday ilk siray1 alirken bunu musir,
arpa, yulaf, ¢cavdar ¢esitleri takip etmektedir (TMO 2010). Tirkiye, diinya bugday ekim
alaninin % 3’line sahiptir. Bugday, toplam islenen tarim alanlarinin yaklasik % 57’sini,
tahil ekili alanlarin ise yaklasik % 67’sini kaplamaktadir. Tiirkiye’ de bugday ekim
alanlar1 8,1- 9,8 milyon hektar arasinda, iiretimi ise 17,2 - 21,8 milyon ton arasinda
degismektedir (TMO 2010).

Ulkemizde insan ve hayvan beslenmesi biiyiik olgiide tahillara, dzellikle de
bugdaya dayalidir. Son 20 yilda bugday tiketimimiz gida olarak; ekmek, bulgur,
makarna, irmik gibi bugdaya dayali unlu mamullerdir. Bu mamullerin tiiketim miktar
18-18,5 milyon ton seviyelerindedir (TMO 2010). 2011 Tiirkiye Un Sanayicileri
Federasyonu (TUSAF) verilerine gore bugday tiiketimimiz 18,2 milyon tondur (TUSAF
2014).

Bugday diinyada 1liman, serin ve sulamanin yeterli oldugu ya da az yagish oldugu
bolgelerde en 6nemli gegim kaynagidir. Insanlarin temel besin maddesi olmast nedeniyle
de ekonomik ve sosyal degeri ¢ok yiiksek bir besin maddesidir. Bugday genellikle kuru
tarim alanlarinda tretilmekte ve kuraklik da bu alanlardaki bugday iiretiminde ciddi
problemlere neden olmaktadir (Kadioglu 2011). Bugday bitkisinin giderek artan diinya
niifusuna karsi, yakin gelecekte ihtiyaci karsilayamayacagi disiiniilmektedir (Akkaya
1994). Diinyada ve iilkemizde bugday iiretim verimini olumsuz etkileyen; hastalik
etmenleri (patojenler), yabani bitkiler, bocekler, mikroorganizmalar, hayvanlar gibi
biyotik stresler ve yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk ve kimyasal toksisite gibi abiyotik
stresler mevcuttur.

Bunlar icerisinde kuralik, diinyada ekilebilir alanlar1 ve %26’lik payiyla en ¢ok
etkileyen stres faktorleri igerisinde yer almaktadir (Blum ve R. 1985). Tarimda 6zellikle
de hububat bitkilerinde kuraklik stresi ile meydana gelen verim kaybinin %350-80
oraninda oldugu bildirilmistir (Kadioglu 2011) . TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) 2007



yili verilerine gore yasanan kurakliktan zarar goren iirlinler ve kayip oranlarinda ilk siray1
% 13,9 ile bugday almaktadir.

Kuraklik; toprakta bulunan suyun bitki gelisimi i¢in yetersiz kalmasina bununla
birlikte de bitkilerin gelisiminde azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagissiz
donemdir (Kutlu 2010). Kuraklik ilk olarak topragin daha sonra da bitkinin su
potansiyelini azaltir. Bununla beraber turgor basincinda diisme, yaprak biiyiimesinde
azalma, fotosentez miktarinda da diisme meydana gelmektedir (Oztiirk 1999). Kurakligin
ilerleyen safhalarinda, bitkilerde mekanik, metabolik, oksidatif hasarlar meydana
gelmektedir (Aksoy 2008).

Mekanik etkisi; bitki hiicrelerinde belirgin olarak su azalmasi oncelikle turgor
kaybina neden olmaktadir. Turgorun bir sonucu olarak membran yapis1 degisiklige ugrar,
su kaybi ile hiicrenin hacmi azalir, hacim azalinca membranlar hiicre duvarindan
uzaklasir (Kalefetoglu ve Ekmekci 2005).

Metabolik etkisi; su hiicresel reaksiyonlarin biiyiik bir kisminda rol oynadigi i¢in
suyun yetersizligi ile birlikte normal metabolik faaliyetler devam ettirilememektedir.
Bunun sonucunda hiicrede iyon birikimi, enzimlerin ¢alisamamast, proteinlerin yapisinin
bozulmasi gibi sonuglar meydana gelmektedir (Kalefetoglu ve Ekmekci 2005).
Kuraklikla birlikte bitkilerin hormonal sitemlerinde de degisim olur; ABA miktar
artarken, sitokinin ve giberellik asit miktar1 azalir (Kadioglu 2011).

Oksidatif etkisi; bitkilerdeki oksidatif etki, serbest radikallerin (hidroksil, hidrojen
peroksit, singlet oksijeni) olusumuna yol agmaktadir. Serbest radikaller dis
orbitallerindeki eslesmemis elektron nedeniyle kimyasal aktifligi yiiksek molekiilerdir
(Kadioglu, 2011). Bu radikaller hiicrede plazma membrani, mitokondri, ER membraninda
tiretilir.

Gilinlimiizde ¢ok yaygin olan kuraklik stresi, bitkilerde fizyolojik ve molekiiler
cevabi indiiklemekte buna karsin bitkilerde stresli ¢cevresel kosullarina adapte olmak i¢in
cesitli tolerans mekanizmalari gelistirmektedirler.

Bugdayda kuraklik stresi genellikle bagsak olusumu ddneminde baslayip, tane
dolum doneminde etkisini artirarak tane sayisi, agirhigi ve verimini olumsuz
etkilemektedir. Bununla birlikte, farkli fizyolojik ve morfolojik karakterlere sahip bazi
bugday genotipleri, kuraklik sartlarina iyi adapte olabilmekte ve yiiksek verim
saglayabilmektedirler.



Yapilan calismalarda bu adaptasyonu saglayan mekanizmalarin; kurakliktan
kagma, kurakliktan korunma ve kurakliga tolerans oldugu goriilmiistiir (Oztiirk ve Caglar
1999; Baser ve ark. 2005).

Bu calismada ekmeklik bugday ¢esitlerinden Sultan, Yiiregir ve Ikizce tiirleri
kullanilmistir. Bu tiirlerden Sultan‘in kurakliga toleransi ¢ok az iken, Yiiregir’ in toleransi
orta, Ikizce'nin ise kurakliga dayanimi iyidir (Anadolu Tarimsal Ars. Ens./Eskisehir,
Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisi-Adana, Tarla Bitkileri Merkezi Ars.
Ens./Ankara-1996).

Nitrik oksit, aktif redoks sinyal molekiiliidiir. Hayvanlarda NO sinyal mekanizmasi
ikincil haberci olan siklik guanin mono fosfata (cGMP) bagimli ve cGMP’dan bagimsiz
olmak tizere iki sekilde meydana gelmektedir (Bogdan 2001). cGMP’a bagimli yolda,
guanin ii¢ fosfattan (GTP) cGMP sentezini saglayan guanil siklaz (GC) enzimini aktive
ederek, cGMP miktarini arttirir, artan cGMP miktar1 diger bir ikincil haberci olan siklik
ADP-riboz (cCADPR) aktivitesini arttirarak sitosolik kalsiyum diizeylerini yiikseltir.
Ayrica hiicre i¢ginde ¢cGMP’nin diger bir hedefi de protein kinazlari aktive etmektir
(Honda ve ark. 2001; Trewavas ve ark. 2002). cGMP’dan bagimsiz yolda demir igeren
proteinler NO igin 6nemli hiicresel hedeflerdir (Beligni and Lamitta 2001; D
Wendehenne ve ark. 2001).

Bitkilerde nitrik oksit, bitkilerin fizyolojik siire¢lerinde, bagisiklik sisteminde
bulunan serbest radikaldir (Trapet ve ark. 2015). Biyotik, abiyotik faktorler ve agir
metallere karsi cevap olusturan biyoaktif molekiildiir. NO in etkisi biyosentetik enzim
olan nitrik oksit sentaz (NOS)’ a baglidir. NOS u da cGMP ve cADPR tetikler ve bunlar
ikincil haberci olarak gorev yapar (Durner ve ark. 1998). Misir bitkilerinde de NOS
varligi tespit edilmistir (Ribeiro ve ark. 1999).

Bitkiler enzimatik NO iiretme kapasitesine sahiplerdir. NO, bitkilerde patojenlere
karst savunma genlerini (PAL, PR-1) erken uyarict sinyal olarak da ¢alismaktadir (D.
Wendehenne ve ark. 2001).

Bitki hiicrelerinde NO {iretim yeri sitosol, nukleus, peroksizom matriksi ve
kloroplastlardir. Enzimatik yollardan biri olan ve memelilerdeki nitrik oksit sentaza
benzeyen ancak heniiz tanimlanmamis bir enzim ile bitki hiicrelerinde L-argininin

katalizlenmesi sonucu NO olusmaktadir (Pedroso ve ark. 2000; BARROSO ET AL



1999). Bitki hiicrelerinde NO in 6ncii maddesi olan nitritin ksilem yolu ile tasindigi
bilinmektedir (Desikan ve ark. 2002).

NO stomalarin kapanmasi, senesens, olgunlasma ve programlanmis hiicre
Olimiinde gorev almaktadir (He ve ark. 2014). NO, bitki hiicrelerinde tohum
¢imlenmesinde rol almaktadir (Yemets ve ark. 2011). NO bitkilerde genellikle
embriyonik tabakalarda, kotiledonlarda aktivite gdsterir. Ayrica daginik halde bulunan
bitkisel hormonlar arasinda iletisimi kolaylastirir (Beligni and Lamitta 2001). Bitkide
patojen enfeksiyonuna karst bir savunma sinyali olarak NO ‘in diizenleyici bir rol
oynadig1 belirtilmistir (Bogdan 2001).

NO yaprak genislemesi, tohum ¢imlenmesi ve de-etiyolasyonu desteklerken,

hipokotil ve internod uzamasini inhibe etmektedir (Beligni and Lamattina 2000).
NAC proteinleri bitkilerde bulunan transkripsiyon faktorlerinin en genis ailelerinden
biridir. Arabidopsis ve piring gibi bitkilerde 100 den fazla NAC gen ¢esidi bulunur.
Biyotik ve abiyotik streslerde ifade olan NAC geni 6zellikle stres cevap geni (SNAC)
olarak bitkilerde gorev yapmaktadir (Nakashima ve ark. 2012).

LTP (lipit transfer proteini) bitkilerde gen¢ embriyo, mitokondri ve endoplazmik
retukulum membraninda bulunur. Bitkilerin abiyotik streslere karsi toleransinda,
patojenlere kars1 korunmasinda gérev yapan proteinlerdir.

Yapilan ¢alismalarda kurakliga maruz kalan Sultan, Yiiregir ve ikizce cesitlerinde
NO uygulamasi, transkripsiyon faktorlerinden NAC geni ve lipit proteininde bulunan
TaLTP1 geni ile ilgili ¢aligma sayisinin ¢ok az olmasi goz oniinde bulundurularak; bu
tez caligmasinda kuraklik-NO uygulamasina maruz kalan bugday (Sultan, Yiregir ve
Ikizce) fidelerinin siirgiin boyu, taze agirhigi, kuru agirhg, pigment igerigi (klo a,klo
toplam klorofil),antioksidan enzim miktarlari (Cat, GR, APX), mda ve serbest protein

miktarlariin belirlenmesine bagli parametrelerin incelenmesi amaglanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bugdaylar diinyada ve iilkemizde en ¢ok iiretilen bitki cinsidir. Kiiltiire alinan ve

yabani formu da bulunan bugdaylar kromozom sayilarina gore {i¢ ana grupta toplanirlar.

e Diploid bugdaylar (Kaplica bugdaylar1) (2n = 14) Triticum monococcum.
e Tetraploid bugdaylar (Makarnalik bugdaylar) (4n =28) Triticum durum.
e Hekzaploid bugdaylar (Ekmeklik bugdaylar) (6n = 42) Triticum aestivum.

Hekzaploid (ekmeklik) bugdaylar;

a) T. aestivum, asil ekmeklik bugdaylar

b) T. compactum, topbas ekmeklik bugdaylar olmak tizere iki grupta toplanirlar.

Kuraklik stresinin bugday gelisimine ve verimine etkisinin, stresin olustugu
bitkinin gelisim donemine, stresin siddetine ve siiresine bagli oldugunu belirtmistir.
Bitkiler {izerine kurakligin etkilerinin mekanik, metabolik, oksidatif oldugunu
bildirmistir. Geg¢ kurakligin yesil bitki dokularindaki yaslanmayir hizlandirdigini
belirtmistir (Oztiirk 1999). Oztiirk ve Caglar (1999) 1995-96 ve 1996-97 yillarinda
yaptiklar bir arastirmada sulu ortamlar, kuru ortamlar, erken kuraklik, ge¢ kuraklik ve
tam kuraklik gibi uygulamalar yapilarak kislik bugdayin vejetatif donem, tane dolum
donemi, tane dolum orani ve maksimum kuru tane agirlig1 gibi parametreler 6l¢iilmiistiir.
Bu 6l¢timler sonucunda erken kuraklik (fide tabaninda 2. bogumun goriildiigii donemden
siit olum donemi baglangicina kadar olan donem), bitkilerin daha erken ¢igeklenmesine
neden olarak bugday kuru tane agirhiginin 2,6 mg azalmasina yol agmustir (Oztiirk ve
Caglar 1999).

Yer fistig1 bitkisinde kurakligin zararli etkilerinin belirlenmesi i¢gin MDA, H,0, Ve

prolin seviyeleri ile SOD enzim aktivitesi incelendiginde kok dokularinda govdeye
kiyasla daha az aktivitelerinin oldugu gozlenmistir (Kuru 2014). Serbest radikallerin
ozelliklede aktif oksijen tiirlerinin meydana geldigi lokasyonlar Cizelge 2.1. de
belirtilmistir (Soydam Aydin 2011). Fotosentezin gerceklestigi kloroplast reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) verdigi hasara karsi ¢ok hassastir ve burada ROT’ lar fotosentetik



elektron transferinden kacan O, ve elektronlar sebebiyle olusur. ROT’larin neden oldugu
oksidatif hasar ile basa c¢ikabilmek i¢in bitkiler kloroplastta bulunan antioksidan

enzimlerden olan APX i kullanir (Soydam Aydm 2011; Kadioglu 2011).

Cizelge 2.1. Aktif oksijen tiirlerinin hiicredeki yerleri ve Enzimatik savunma sistemleri

Subseliiler Aktif o, Aktif o, Tiirlerinin TS
L okasyon Tiirlerinin Tini K . Temizleme
iirlerinin Tipi aynagi Sistemleri
Kloroplast H,O,, Siiperoksit PSII SOD, APX
. . .. . Elektron Tasmimi ve
Mitokondri H,O,, Siiperoksit enzimik SOD, CAT
Sitosol H,O,, Siiperoksit Enzimik SOD, CAT
Glioksizom ve H,0, B— Ok3|_dasyon CAT
Peroksizom Fotorespirasyon

(Terzi ve ark. 2010)’ a gore fasulye fidelerinde kurakligin etkisiyle H,0, iceriginde

azalma, antioksidan enzim aktivitelerinde artmaya neden oldugunu tespit etmislerdir.
Calismada CAT, APX, aktiviteleri artarken, klorofil a, b, toplam klorofil miktarinin
azaldigi saptanmustir.

Artan kuraklik stresinin nohut bitkisinin tohumun canliligini ve ¢imlenme diizenini
olumsuz etkilediginden ¢imlenme indeksi ve tane iriliginin azaldigi tespit edilmistir.
Ayrica bu ¢alismada kiigiik tohumlarin biiyiik tohumlara nazaran ¢imlenme indeksinin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Giirbiiz ve ark. 2009).

Ekmeklik bugdaya kurak ve normal kosullar altinda priming uygulamalar
yapilarak biiyiime parametrelerine ve bagil su igerigine etkileri arastirilmis, tesadiif
parsellerinde faktoriyel deneme desenine gore kurulan denemede, faktor olarak iki gesit
(Altay 2000, Kirag 66), iki ortam (kurak ve normal), bes uygulama (kontrol, saf su, % 2
KCI, % 0,5 KH2PO4, % 0,1 NaCl) ve iki oérnekleme zamani (¢ikistan sonra 7. ve 14.
giinler) ele alinmistir. Fidelerde ¢ikistan sonraki yedi ve on dordiincii glinlerde biiyiime
parametreleri (yas agirlik, kuru agirlik, fide uzunlugu) ve bagil su igerigi incelenmistir.

Sonug olarak kuraklik stresi altinda ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinin



kuru madde miktarmin % 37 oraninda kayba ugradig: tespit edilmistir (Ozdemir ve ark.
2012).

(Ezer ve ark. 2010; Tatar 2011)’ a gére kuraklik uygulamasina maruz kalan bugday
cesitlerinde Klorofil pigment igerigi azalirken, prolin ve malondialdehit igeriginin artigi
belirtilmistir.

NO in bugday fidelerinde kurakliktan kaynaklanan oksidatif strese karst koruyucu
etkisinin oldugu belirtilmistir (Garcia-Mata and Lamattina 2001).

Kurakliga dayanikli (Triticum aestivum L. Dogu-88) ve hassas (Triticum aestivum
L. Yildirim) bugday tiirlerine kuraklik ve kuraklikla beraber SNP uygulamasi yapilmigstir.
Uygulama sonucunda yaprak dokularinda biriken NO diizeyleri, CAT, glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) antioksidan enzim aktiviteleri aragtiritlmistir. Sonuglarda, Yildirim
cesidinde antioksidan enzim aktiviteleri artarken, Dogu-88 c¢esidinde ise azaldig
gozlemlenmistir NO vericisi SNP’nin her iki tiirde de etkilerinin meydana geldigi
gozlemlenirken, hassas tiirde artiglarin daha fazla oldugu ve hassas tiiriin stresten
korunmasinda yardime1 oldugu bildirilmistir (Kireggi 2012).

Tuz stresine maruz kalan Helianthus annuus L. A-6535 ve hassas (Helianthus
annuus L. A-2517) aygigegi bitkilerinde digsal uygulanan sodyum nitroprussidin (SNP),
glutatyon peroksidaz (GPx), askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT) antioksidan
enzim aktivitelerine etkileri ve nitrik oksit (NO) diizeyleri arastirilmistir. Her iki gesitte
de NO diizeylerinde artis belirlenmistir. Bu sonuglara gore her iki ¢esidin de NO vericisi
SNP uygulamasiyla tuz stresi altinda reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumu ile basa
cikabildikleri belirtilmistir (Celik 2014).

Misir fidelerine farkli dozlarda uygulanan SNP (25 ve 50 uM) kok ve yaprakta
prolin, malondialdehit (MDA)ve klorofil (a+b) analizleri yapilmistir. Kontrol fidelerine
kiyasla SNP uygulanan fidelerde hem kok hem de yaprakta malondialdehit miktar
azaldi81; prolin miktar1 kokte azaldigi, yaprakta ise arttig1 tespit edilmistir. Bunun yani
sira SNP uygulanan fidelere gore yapraklardaki pigment (klorofil (a+b)) yikimlari da
daha az bulunmustur (Deveci 2015).

Patates, marul ve Arabidopsis gibi bazi bitkilere NO vericilerinin uygulanmasi

klorofil i¢erigini arttirmaktadir (Beligni and Lamattina 2000).



Bezelye yapraklarinda 6zellikle bekgi hiicrelerinde NO in klorofil i¢erigini artirdigi tespit
edilmistir (Leshem ve ark. 1997). Misir bitkisinde klorosis olaymi tamamen onledigi
belirtilmistir (Graziano ve ark. 2002).

Klimakterik ve klimakterik olmayan meyve, sebze ve baklagil siirgiin tiirlerinde
yapilan ¢alismada NO in olgunlagsmayi ve senesensi geciktirdigi belirlenmistir (Leshem
ve ark. 1998).

Bitkiler abiyotik streslerle siirekli tehdit altindadirlar. Bu tehditlere karsi bitkilerde
metabolik ve dilizenleyici proteinler iiretirler. Diizenleyici proteinlerin tipik G6rnegi
trankripsiyon faktorleri ve protein kinazlardir. Bu diizenleyici siireclerin  biiyiik
cogunlugu trankripsiyon faktorler tarafindan diizenlenir. Bu faktorlere 6rnek NAC
protenleridir ve bitkinin strese karsi kontroliinii diizenlemede ve savunma cevaplari
olusturmada gorevlidirler (Xia ve ark. 2010).

NAC proteinleri ile yapilan arastirmada bitkiye 6zel transkripsiyon faktorlerinin
cok genis bir ¢esidi oldugu ve bitkinin biiyiime, savunma ve abiyotik stres tepkileriyle
baglantili oldugu belirtilmistir. TaANAC69-1 ve TINAM-B2 genleri sirasiyla T .aestivum
ve T.turgidum’ dan izole edilmis , ayrica farkli tek ¢enekli ve ¢ift ¢cenekli bitkilere 6zgii
ifade vektorlerine klonlanmigtir. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin ifadelerini
belirlemek i¢in kantitatif gercek zamanli PCR yontemi kullanilmistir. Abiyotik
streslerden kuraklik, soguk ve sicaklikta TaNAC69-1 geninin ifadesinin 6nemli derecede
arttig1 belirlenmistir (Baloglu 2011).

Soya fasulyesinin kok ve fidelerinde GmNAC proteinleri mevcuttur (L.S. Tran,2009).
Abiyotik stresler (kuraklik, tuzluluk gibi ) bitkilerin biiyiimesini ve gelismesini olumsuz
etkilediginden son yillarda arastirmalar bitkilerin bu streslere toleransini arttirmak
lizerine yogunlagmistir. Tolerans1 artirirken de bitkilerin genleri arastirilmistir. Bu
calismada NAC faktorleri arastirilmistir.  NAC proteinleri  bitki transkripsiyon
faktorlerindendir. Fizyolojik arastirmalarda 6 ana grupta toplandigi belirlenmistir.

Arabidopsisde ve piringte 100 den fazla NAC geni bulunmaktadir ve birgok
fonksiyonlar1 vardir, abiyotik stresle toleransini artirmak bunlardan sadece birisidir
(Nakashima,2012).

Lipit transfer proteinleri birgok bitkide (domates (Fleming ve ark. 1992), havug
(Sterk ve ark. 1991), musir (Tchang ve ark. 1988), ispanak (Bernhard ve ark. 1991)

mitokondri ve endoplazmik retikulum membraninda bulunur. Yiiksek bitkiler 9 kDa



miktarinda LTP icermektedir. Bitkilerde 6zellikle geng embriyonun somatik hiicrelerinde
cokca mevcuttur. Bitkileri patojenlere karst korumada, simbiyozis (Rhizobium),
embriyogenez, c¢evresel sartlara adaptasyon, hiicreler arasi yag havuzlarinin

diizenlenmesinde ve membran olusumunda gorev yapar (Kader ve ark. 1996).
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Sekil 2.1. Abiyotik stres sartlarinda piringteki NAC transkripsiyon ifade basamaklari
(Nakashima ve ark. 2012)

Lhcbp (Chl 1), bitkilerde en ¢ok bulunan proteinlerden biridir. Ana fonksiyonu 1s1k
enerjisini  fotosentetik reaksiyon merkezlerine toplamak ve transfer etmektir. Bu
calismada 35 farkli Afrika, Orta Dogu Asya, Kuzey Dogu Asya, Arap Yarimadasi,
Avustralya ve Avrupa lilkelerinden 292 arpa ¢esidinde EcOTILLING teknolojisi
kullanilarak Lchbl geni arastirilmistir. Katilan g¢esitlere ve cografik bolgelerine gore
Lchb geninin niikleotid ¢esitliligi farklilik gostermekte, en yiiksek cesitliligin Orta Dogu
Asya iilkelerindeki oldugu belirtilmistir. Fotosistem 1 ile iligkili 4 tane (Lchal
Lcha2,Lcha3, Lcha4), fotosistem 2 ile iligkili 3 tane(Lchb1, Lchb2,Lchb3) Lehb proteini
vardir ( Xia, 2012).Calismamizda kullanilan Lchb proteini fotosistem 2 ile iliskidir
(Wong, 1997).

Kurakliga toleransh ¢esit (Martin) de kurakliga hassas ¢esit Moroc9-75 ¢esidine
gore kuraklik stresi altinda Lchb geninin daha fazla ifade oldugu gézlemlenmistir (Guo,
2009).Piring bitkisinin yapraklarindan pcr yontemi kullanilarak Lchb gen dizisi
caligtlmistir (Kusumi, 2004).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.2 Materyallerin temini

Bu calismada bitki materyali olarak bugday (Triticum aestivum L., Sultan, Yiregir,
Ikizce) tohumlar1 kullanilmistir. Arastirmada bitki materyali olarak Eskisehir Gegit
Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisii'nden temin edilen ekmeklik bugdaylar
kullanilmustir.

Sultan ¢esidinin yapraklar1 koyu yesil, tliysliz ve dik duruslu, basaklar1 beyaz
renkte, kilgikli, sik ve dik basaklidir. Taneleri beyaz renkli, yumusak yapidadir. Dogu
Anadolu bolgesinin sert kislart hari¢, kislik bugday yetistirilen bdlgelerin kislaria
dayanikli ancak kurakliga dayanikli olmayip, orta erkencidir. Sar1 pas, kara pasa
dayanikli, kahverengi pasa orta derecede hassastir.

Yiiregir ¢esidinin yapraklart yesil, tiiysiiz ve yart dik duruslu, bagsaklar1 beyaz
renkli, kilgiklidir. Taneleri beyaz renkli, oval sekilli ve yaumusak yapilidir. Kahverengi ve
sar1 pasa kisa ve kuraga orta derecede dayaniklidir.

Ikizce gesidinin saplari orta uzunlukta ve saglam yapili, basaklar1 kilgikli, beyaz
renkte, uzun sekilli, orta-sik ve dik bir yapiya sahiptir. Soguga ve kurakliga dayanimi

tyidir. Sar1 pasa dayanikli, kara pasa orta hassas yapidadir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bitkilerin Yetistirilme Kosullari

Deney bitkilerinin tohumlari her ¢esitten 100 er adet olacak sekilde segilmistir. Her
grup ayri ayri kaplarda 20 dakika % 2’lik sodyum hipoklorid (NaOCI) ¢ozeltisi ile (Rubio
vd. 1994) steril edilmis, distile su ile durulanarak da sterilizasyon islemi tamamlanmustir.
Steril hale getirilen bugday tohumlar1 numaralandirilmis petri kaplarina alinmistir. NO
verici olarak SNP (sodyum nitroprusside) 0,1 mM olarak hazirlanarak NO uygulamasi

yapilacak tohumlara eklenerek 24+2 °C lik inkiibatorde 20 saat siire ile ¢imlendirilmeye
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birakilirken, kontrol grubu olarak belirlenen bugday tohumlari da distile su i¢erisinde ayni
sartlar altinda ¢imlendirilmeye birakilmistir.

Deney bitkileri ¢imlendirildikten sonra, igerisinde 2:2:1 oraninda; sirasiyla kum,
toprak, torf bulunan saksilar iginde yetistirilmistir. Daha sonra tohumlarin tizeri 1cm
kadar kum, toprak, torf karisimindan eklenerek kapatilmigtir. Ekimi tamamlanan saksilar
Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii iklim kabinlerine
yerlestirilmistir ve her saks1 200 ml distile su ile sulanmustir.

Kuraklik uygulamasi yapilacak saksilara 6.giinden sonra ihtiyaci olan Su
verilmeyerek kuraklik stresine maruz birakilirken, diger saksilara birer giin ara ile 100’er
ml distile su verilmistir. Her deneme 3 tekrarli olacak sekilde kurulmustur. Bitkiler, tim
bu islemlerin ardindan 12. giiniin sonunda hasat edilmistir.

Hasat sonunda taze bitki orneklerinden siirgiin boylari ve biiylime olgiimleri,
klorofil analizleri gergeklestirilmistir. Biyokimyasal analizler i¢in taze fideler siirgiin
kisimlarindan kesilerek 0,5 gramlik pargalara ayrilarak -80 derecelik dondurucuda

saklanmustir.

3.2.2. Bitki Biiyiime Olciimler

Bitkilerin biiyiime 6l¢timleri, hasat sonrasi tesadiifi bloklar desenine uygun sekilde

secilen 3 fidenin siirgilin boylar1 cm olarak ol¢iilmiistiir.

3.2.3 Kuru Madde Tayini

Hasat sonrasi taze agirliklar1 Olglilen materyaller 110 °C lik etiivde 24 saat

kurutulmus ve kuru agirliklar: tayin edilmistir.

3.2.4 Klorofil Analizi

Hasat sonras1 0,2 gramlik taze ornekler klorofil ekstraksiyonu i¢in pH 7.8 e
ayarlanmis % 80 lik aseton ile havanda ezilerek siiziilmiistiir. Hazirlanan 6rnekler klorofil
a ve b olglimleri i¢in sirasiyla, 663,6 ve 646,6 nm dalga boyunda spektrofotometredeki
absorbans degerleri kaydedilmistir (Arnon 1949). Klorofil miktarlar1 Porra vd (1989)’ a
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gore belirlenmistir ve klorofil miktar1 hesaplanmistir. Deneyler {i¢ tekrarli olarak

yapilmistir

3.2.5 Enzim Analizleri

3.2.5.1 Glutatyon Rediiktaz ( GR, 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi, (Cakmak and Marschner 1992) ve (Cakmak
1994)’e gore 339,5 nm de NADPH oksidasyonuna bagli olarak absorbansdaki azalmaya
dikkate alinarak ol¢iilmiistiir. Reaksiyon karigimi (1ml), 50 mM fosfor tamponu (pH 7.
6), 0,1 mM EDTA, 0,5 mM okside glutatyon (GSSG) 0,12 mM NADPH.Na4 ve enzim

ekstratindan olusmaktadir.

3.2.5.2 Katalaz (CAT, E.C. 1.11.1.6)

Katalaz aktivitesi (CAT), spektrofotometrede 240 nm’ de spektrofotometrede

H202’in pargalanma oranina bagl olarak 6l¢iilmiistiir. Reaksiyon karigimi (1ml), 50 mM
fosfor tamponu (pH 7. 6), 0,1 mM EDTA, 100 mM H20, ve enzim ekstratindan
olusmaktadir (Cakmak and Marschner 1992).

3.2.5.3 Askorbat peroksidaz (APEX, E.C. 1.11.1.11)

Askorbat peroksidaz (APX), (Asada 1992)’e gore 290 nm dalga boyunda askorbik
asit aktivitesine bagli olarak absorbans degerleri kaydedilmistir. Reaksiyon karigimi
(Iml) ,50 mM fosfat tamponu (pH 7,6), 0,1 mM EDTA, 0, 12 mM hidrojen peroksit,
0,12 mM askorbik asit ve enzim ekstratindan olugsmaktadir.

3.2.6. MDA Analizi
Malondialdehit (MDA) analizi (Cakmak 1994)’ e gore yapilmistir. Taze 6rneklerin

dokularindaki lipid peroksidasyonu belirleme islemi Hodges ve ark. (1999)’na gore

yapilmistir. 0,5 gram taze 6rnek alinarak % 80°lik etil alkol ile havan icerisinde ezilerek
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homojenize hale getirilmis ve 10 dakika 3000 rpm’de santrifiijlenmistir. Analiz iki
kademede gergeklestirilmistir. Birinci kademede santrifiigattan alinan 1 hacim ekstrakt
iizerine 1 hacim % 20’lik TCA ve 1 hacim % 0.01°lik BHT eklenmistir. ikinci kademede
santrifiigattan alinan 1 hacim ekstrakt iizerine 1 hacim % 0.65’lik TBA iceren % 20’lik
TCA ve bunun iizerine 1 hacim % 0.01’lik BHT eklenip sonra 6rnekler karistirilmistir.
Sicak su banyosunda (95 °C) 25 dakika inkiibe edilmis ve ardindan sok sogutma
yapilmistir. Ornekler tekrar santrifiijlenmis ve birinci saftha &rnekleri 532 ve 600 nm’de,

ikinci satha 6rnekleri ise 532, 600 ve 440 nm’de absorbans okumalar1 yapilmistir.

3.2.7. Serbest Prolin Analizi

Serbest prolin analizinde, 0. 5 g taze bitki materyal 10 ml % 3’ liik siilfosalisilik asit
ile havanda ezilmis ve stiziintli 24 saat +4 °C’ de bekletilmistir. Siiziintii Whatman No:2’
den siiziilen homojenat cam tiiplere konulmustur. Siiziintiiniin 2 ml’si {izerine 2 ml
ninhidrin ¢ozeltisi ve 2 ml glasiyel asetik asit eklenerek su banyosunda 100 °C’ de 1 saat
bekletilmistir. Ardindan tiipler oda sicakligina alinarak iizerlerine 4 ml soguk toluen
eklenerek 15-20 sn vortekslenmistir. Absorbansi 520 nm’ ye ayarlanmis
spektrofotometrede toluen fazi prolin standardina kars1 6l¢iilmiistiir (Bates ve ark. 1973).

3.3 Gen ifadelerinin Tespiti

3.3.1 RT-PCR Hazirhik Asamalari

Kuraklik stresine maruz birakilan ve kontrol grubundan olusan bugday c¢esitleri
iklim kabinlerinde yeterli siire yetistirilerek hasat sonrasi elde edilen siirgiinler, RNA
analizleri baslayincaya kadar sivi azot i¢erisinde muhafaza edilip ve -80°C” de tutularak
saklanmustir.
3.3.1.1 RNA izolasyonu

Hasat edilen 12 adet bugday oOrneginden Biospeedy™ RNA izolasyon Kkiti
kullanilarak izolasyon yapilmistir. Bugday yapraklar kiiglik pargalara boliiniip yaklasik
10 gr olacak sekilde 2 ml'lik tiipe alinmistir. Orneklerin iizerine 500 ul Trizol ve yaklasik
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200 pl 0.5 mm ¢apinda cam boncuk eklenip 2 dakika homojenizatérde 7000 rpmde
homojenize edilmistir. Elde edilen karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten
sonra 0,2 ml kloroform eklenip el yardimiyla 20 saniye ¢alkalanmistir. Calkalanan
numuneler 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Karisim 12000 RCF (G)'de
+4°C°de 15 dakika santrifiij edilerek {ist siv1 temiz tiipe alinmigtir. Uzerine 500 ul 2-
propanol ilave edilerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra
12000 RCF (G)'de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek Ust faz1 atilmis ve iizerine 1 ml
% 75'lik etanol eklenip vorteksle iyice karistirilmistir. Elde edilen karigim 17500 G'de +4
°C’de 5 dakika santrifiij edilmis, siipernatant atilmig, geriye kalan fazla alkol pipetle
atilmistir. Karisimin dibinde kalan pelletin 5-10 dakika kurumasi ve alkoliin iyice ugmasi
beklenmistir. Kuruyan pellet 50 pl RNAse - free suda ¢oziilmiistiir. Cozliinmiis sivi 60
°C’de 15 dakika bekletilerek olusan RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi
saglanmstir.

3.3.1.2 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA sentezi i¢in Biospeedy™ cDNA sentez kiti kullanilmistir. 1,6
ul RNA, 2 ul oligo dT ile karigtirilarak 10 dakika 70°C’de bekletilmistir. Elde edilen
karisima 4 pl 5x Reaksiyon Tamponu, 1 pul NTP karisimi, 1 pl ters transkriptaz enzimi
ve 6 ul su eklenmistir. Totalde 20 ul’lik bir karisim elde edilerek 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edilmis ve elde edilen cDNA’ler -20 °C’de saklanmustir.

Elde cDNAlar, bugdaylardaki strese bagli gen ekspresyon seviyelerindeki degisimleri
gormek i¢in uygulanan Gergek Zamanli PCR reaksiyonlarinda template olarak
kullanilmastir.

3.3.1.3 Ger¢ek Zamanh PCR (Q---PCR)

Farkli stres kosullarina maruz kalmis 12 farkli bugday 6rneginde 3 tekrarli olarak
gen ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in Biospeedy™ Rolatif Sayim Kiti
kullanilmigtir. Bu kiti kullanmaktaki amacimiz strese karsi hassas NAC transkripsiyon
faktoriinii kodlayan NAC1 geni ve LTP yag transfer proteinini kodlayan TaLTP1
genlerini tespit etmektir. Hedef genleri normalize etmek i¢in bugdaylarda protein
kodlayan referans gen olarak klorofil kullanilmistir. Kit, referans ve hedef genlere 6zgii
primerleri ve Ger¢ek Zamanli PCR reaksiyonunun gergeklesmesi igin gereken enzim ve
tamponlar1 igermektedir. Biitiin reaksiyonlarda Biorad CFX Connect (Bio-Rad
Laboratories, Amerika) Real Time PCR cihazi kullanilmistir. Reaksiyon 1,5 mM MgCI2,
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0,2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu, 0.1U Fast Start Taqg DNA Polimeraz, 1x
EvaGreen, 4 ng/ul kalip cDNA ve her bir primerden 0,5 uM igermektedir. Q-PCR
sirasinda sadece istenilen tirliniin ¢ogaltildigini belirlemek i¢in 65 °C — 98 °C arasinda
erime egrisi analizi yapilmistir. Q-PCR datalart CFX Manager Software 3,0’da analiz
edilmistir.

Calismada kullanilan primerler, arastirilan gen bolgelerine spesifik olarak Dr.
Mustafa Kolukirik (Bioeksen Ar-Ge Teknolojileri Ltd. Sti.) tarafindan Primer tasarimi

igin Primer 3 programu (http://primer3.ut.ee/) kullanilmistir. Tasarlanan primer giftinin

Ozgiilligii Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ile yapilan in

siliko olarak test edilmistir (Yuryev A, 2007).

3. 4. istatistiksel Analizler

Verileri degerlendirmek i¢in IBM SPSS STATISTICTS 20 programi kullanilmaistir.
Sonuclarin degerlendirilmesi aritmetik ortalamasi, standart sapmalari, standart hatalar
hesaplanarak yapilmistir (Apaydin ve ark. 2002). Hesaplamalar sonucunda elde edilen
verilerin karsilastirilmasinda varyans analizi teknigi kullanilirken, Sonuglar arasi farklar,

varyanslar arasindaki homojenlik durumuna gére DUNCAN testi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar, kontrol grubu bugday (Triticum aestivum
L cv. Sultan, Yiiregir, ikizce) fideleri ile kuraklik ve kuraklik —-NO uygulamalarina maruz
kalan fideler arasindaki farkliliklar1 ortaya koyacak sekilde ele alinmistir. Denemelerde
kullanilan bugday fidelerinde siirgiin boyu; siirgiin kuru agirligi, katalaz, glutatyon
rediiktaz, MDA, prolin birikimi ve stres kosullarinda ifade edilen NAC ve TaLTP1

transkripsiyon faktorlerinin RT-PCR analiz sonuglar1 incelenmistir.

4.1 Kurakhk ve Kurakhk- NO uygulamalarimn Bitki Biiyiimesi Uzerine Etkileri

4.1.1.Siirgiin Gelisimine Etkileri

4.1.1.1.Siirgiin Boyuna Etkisi

N w w
w o (]

N
o
H

Siirgiin Boyu (cm/bitki)

(]

ANV
NN\

o

MMMV

Kontrol NO Kurakhk Kuraklik-NO
% Sultan Yiregir M ikizce

Sekil 4.1. Kuraklik ve kuraklik - NO uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, Ikizce ) fidelerinin ortalama siirgiin boyundaki
degismeler (cm/bitki) (n=3)

Yapilan ¢alismada Sultan, Yiiregir ve ikizce bugday cesidi fidelerinde kuraklik

stresinin kontrole gore siirgiin boyunda azalmaya (p < 0,05) ve NO uygulamasinin da
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stirgiin boyunda artisa neden oldugu tespit edilmistir (p < 0,01) (EK 1). Kuraklik-NO
uygulamasi kurakliga gore Sultan fidelerinde azalmaya neden olurken ikizce fidelerinde
artisa neden olmustur (p <0,01) (Sekil 4.1).

4.1.1.2. Siirgiin Taze Agirhk
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# Sultan Yiregir mikizce

0,000

Sekil 4.2. Kuraklik ve kuraklik - NO uygulamalari altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiregir, Ikizce ) fidelerinin ortalama siirgiin taze agirligindaki
degismeler (g/bitki) (n=3)

Kuraklik stresinin her ii¢ bugday cesidi fidelerinin taze agirliklarinda azalmaya
neden oldugu belirlenmistir (p < 0,05) (Ek 2). Kurakliga gére kuraklik — NO uygulamasi
Yiiregir ve ikizce tiirlerinde taze agirlik miktarinda artisa neden olurken, Sultan tiiriinde
azalma meydana gelmistir. NO uygulamasinda kontrol fidelerine gore her li¢ ¢esitte artis
oldugu bu artis ikizce fidelerinde 1,5 kata yakindir (p < 0,01) (Sekil 4.2).

Hassan ve ark. 2015 ‘e gore ekmeklik bugday tiirii olan Sids ve Gmiza’da kuraklik
sartlarinda her iki tirde de taze agirlik miktarinin kontrole kiyasla azaldigi tespit

etmistir.
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4.1.1.3. Siirgiin Kuru Agirhk
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Sekil 4.3. Kuraklik ve kuraklik - NO uygulamalari altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, Ikizce ) fidelerinin ortalama siirgiin kuru agirhgindaki
degismeler (g/bitki) (n=3)

Strese maruz kalan bugday fidelerinden Sultan ve Ikizce tiirlerinde kuru agirlikta
azalma, Yiregir tiriiniin kuru agirblk miktarinda ise artis oldugu goézlenmistir p <
0,01)(Ek 3). Kuraklik — NO uygulamasinda Yiiregir ve Ikizce fidelerinde artis olmasia
ragmen Sultan fidelerinde azalma oldugu tespit edilmistir (p < 0,01). NO
uygulamalarinda kontrol fidelerine gére kok kuru agirhigindaki artiglar (p < 0,01)
diizeyinde onemlidir (Sekil 4.3).

Hassan ve ark. 2015 e gére Gmiza ve Sids tiirlerinde kontrolle kiyaslandiginda
kuraklik uygulamasiyla her iki bugday fidesinin de kuru agirliklarinin azaldigini

belirlemistir.
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4.1.2 Klorofil Miktar1 Uzerine Etkisi

Klorofil a
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Sekil 4.4. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalar altinda yetigsen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, ikizce) fidelerinin ortalama klorofil a miktarindaki
degismeler (mg/g T.A) (n=3)

Kuraklik stresine maruz kalan tiim bugday fidelerinin NO uygulamas: ile klorofil a

miktarinda p < 0,05 diizeyinde artis meydana gelmistir.
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Sekil 4.5. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalar1 altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, H(izce) fidelerinin ortalama klorofil b miktarindaki
degismeler (mg/g T.A) (n=3)

Kuraklik-NO uygulamasinin kuraklik stresine kars1 iyilestirmeye yardimci oldugu tespit
edilmistir (p < 0,01) (Ek 4) (Sekil 4.4).

Toplam Klorofil
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H

2,0

1,5

1,0
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I

0,0
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# Sultan Yiregir mikizce

Sekil 4.6. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalar1 altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiregir, Ikizce) fidelerinin ortalama klorofil a + b miktarindaki
degismeler (mg/g T.A) (n=3).

Calismada kullanilan Sultan, Yiiregir, Ikizce tiirlerinin stres kosullarinda klorofil b
ve toplam Kklorofil miktarlarmin azaldigi (p < 0,01) (Ek5; Ek 6)kuraklik-NO
uygulamasinin ise iyilestirme yaparak artisa neden oldugu belirlenmistir (p < 0,01).
Kontrol fidelerine gére NO uygulanan fideler kiyaslandiginda ise Ikizce ve Yiiregir’de
Klorofil b miktar1 azalirken, Sultan da arttigi tespit edilmistir. Toplam klorofil
miktarlarmin kontrole gére NO uygulamasi ile Sultan degismezken, diger iki g¢esitte de
azalma gozlemlenmistir (p < 0,01) (Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Soya bitkisinde yapilan analizler sonucunda kuraklik stresine bagli olarak klorofil
miktarin azaldig1 tespit edilmistir (Dogan ve Avu 2013).

Nohut genotiplerine uygulanan 5 giinliik kuraklik stresi sonucu klorofil b miktarinin

tiim genotiplrde azaldigi belirtilmistir (Gokmen 2011).
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4.1.3. Antioksidan Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

4.1.3.1. Katalaz Miktar1 Uzerine Etkisi

CAT
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Sekil 4.7. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, Ikizce) fidelerinin ortalama katalaz aktivitesindeki
degismeler (umol/min/g T.A) (n=3)

Kuraklik uygulamasi Sultan ¢esidi bugday fidelerinde CAT aktiviteleri kontrole
gore yaklasik 3 kat artarken, Yiiregir ve Ikizce cesitlerinde azalmistir (p < 0,01)(Ek 7).
Kuraklik kosullarinda yapilan NO uygulamasi kurakliga hassas Sultan ¢esidinde CAT
aktivitesinde kuraklik kosullarina gore azalmaya, Yiiregir ve Ikizce cesitlerinde ise
aktivite artigina neden olmustur (p < 0,01) (Sekil 4.7). Hassan ve ark 2015’ e gore iki
ekmeklik bugday c¢esidi olan Sids ve Gmiza tiirlerinde kuraklik kosullarinda CAT
aktivitesinin Sids tiiriinde artarken Gmiza tiirlinde azaldigini belirtmistir.

Bayraktar ve Atalay ekmeklik bugday tiirlerinde PEG-theraloz ve tuz-theraloz
uygulamasi yapilmistir. CAT aktivitesinin en diisiik PEG-trehaloz uygulamasinda duyarli
Atalay tiirlinde, en yiiksek aktivitenin ise direngli Bayraktar tiiriinde tuz-theraloz

kosullarinda oldugunu tespit etmistir (Yediyildiz 2008).
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Kuraklik kosullarinda yetistirilen Phaseolus vulgaris L. g¢esitlerinin (Géyniik 98,
Karacasehir 90, ES 855, Sehirali 90, Yunus 90) CAT aktiviteleri aragtirilmigtir. Arastirma
sonucunda kuraklik uygulamasinda kontrole gére CAT miktar1 en fazla artanin strese

toleransl tiir olan Yunus 90 oldugu belirlenmistir (Terzi ve ark. 2010).

4.1.3.2. Glutatyon Rediiktaz Uzerine Etkisi

GR

3,0
2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

GR Aktivitesi (umol/min/g T.A)

AmIDIIKXY

0,0
Kontrol NO Kurakhk Kuraklik-NO

% Sultan Yiregir mikizce

Sekil 4.8. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalar1 altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, Ikizce) fidelerinin ortalama glutatyon aktivitesindeki
degismeler (umol/min/g T.A) (n=3)

Calismada GR aktivitesinin kuraklik uygulamalar1 sonucu her {ig tiirde de artmistir
ancak bu artis p=>0,05 diizeyinde oldugundan anlam ifade etmemektedir. NO
uygulamasiyla Sultan ve Ikizce de artis olurken Yiiregir bu uygulamadan etkilenmemistir
p <0,01)(Ek 8). Ayni1 zamanda kuraklik-NO etkilesimlerinin ise her {ig tiirde p < 0,01)
diizeyinde 6nemli oldugu saptanmistir (Sekil 4.8)

Sekiz adet bamya genotipine kuraklik uygulamasi yapilmistir. Kuraklik
uygulamasiin fizyolojik ol¢limler sonucunda kuraklik stresine dayanimi iyi olan
genotiplerin GR aktivitelerini artirdig1 belirtilmistir (Yasar ve ark. 2012).

Kuraklik ve tuz stresi uygulanan Bayraktar ve Atalay isimli bugday tiirlerinde, tuz
stresinde GR aktivitesinin yaklasik iki kat arttig1 ancak kuraklik stresinde GR miktarinin
degismedigi belirtilmistir (Yediyildiz 2008).
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4.1.3.3. Askorbat Peroksidaz Uzerine EtKisi
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Sekil 4.9. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiregir, Ikizce ) fidelerinin ortalama APX aktivitesine
etkisi(umol/min/g T.A) (n=3)

Aragtirmada APX aktivitesinin her {i¢ bugday cesidinde farklilik gosterdigi (p<
0,01),stres uygulamasi altinda kontrol fidelerine gore de miktarlarinda artis oldugu
gozlenmistir. (p<0,01) ( EK. 9). NO uygulanan fidelerde ise azalma (p<0,01) seviyesinde
onemli bulunmustur. Kuraklik-NO uygulamasiyla kurakliga gore her ti¢ tiirde de APX
miktarinda artis oldugu tespit edilmistir (p< 0,01) (Sekil 4.9).

Kurak kosullarda yetistirilen sekiz yerel bamya tiirlerinde yapilan analizler
sonucunda kurakliga toleransi fazla olan tiirlerde APX aktivitesinin daha ¢ok arttigi
belirtilmistir (Yasar ve ark. 2012).

Kuraklik uygulamasimin Gmiza ve Sids tiirlerinde APX aktivitesini inhibe ettigi 6zellikle
30. Giinde etkisinin (p< 0,05) diizeyinde 6nemli oldugu belirtilmistir (Hassan ve ark.
2015).

PEG uygulamasi yapilan Bayraktar ve Atay tiirlerinde kontrole kiyasla kurakliga
duyarli Atay tiirinde APX aktivitesi daha yiiksek belirlenirken, kurakliga direncli
Bayraktar tiirtinde daha diigiik oldugu tespit edilmistir (Yediyildiz 2008).
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4.1.4. MDA Uzerine EtKisi
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Sekil 4.10. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalari altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, Ikizce ) fidelerinin ortalama MDA miktarindaki
degismeler (mg/bitki) (n=3)

Arastirmamizda kuraklik stresi altinda her ii¢ tiir bugday fidelerinde MDA miktarinda
artis meydana gelirken, Sultan tiiriiniin fidelerinde bu artisin yaklasik 4 kat oldugu
saptanmustir (p< 0,05)(Ek 10). NO uygulamasiyla her ti¢ ¢esitte de MDA miktar1 kontrole
gore arttig1 belirlenmistir (p< 0,01). Kuraklik -NO uygulamasiyla Sultan ve Yiiregir
fidelerinde azalma meydana gelirken Ikizce artis oldugu tespit edilmistir (p< 0,01) (Sekil
4.10)

Yildirim bugday bitkisinin yaprak dokusunda kuraklik stresinde MDA artmis, %10
PEG+SNP 10 uM uygulamasiyla kuraklik grubuna kiyasla azaldigi belirlenmistir
(Kireggi 2012).

Soya bitkisinde kuraklik stresi uygulamasi sonucu MDA miktarinin arttigi
belirlenmistir (Dogan ve Avu 2013).

Bes farkli (Sehirali 90, Yunus 90, ES 855, Goyniik 98 ve Karacasehir 90) fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) tiirtinde yapilan ¢alismada kuraklik uygulamasi sonucu MDA

miktarlarinin arttig1 belirlenmistir (Terzi ve ark. 2010).
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4.1.5. Serbest Prolin Uzerine Etkisi
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Sekil 4.11. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalari altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, Ikizce) fidelerinin serbest prolin miktarindaki
degismeler (n=3)

Calismada kuraklik stresinin uygulandigi tiim bugday fidelerinde prolin miktarinin
onemli derecede arttigi saptanmistir (p< 0,01) (Ek 11). Kuraklik-NO uygulanan her ii¢
tirtin fidelerinde prolin miktarinin azaldig belirlenmistir (p< 0,01). NO uygulamasinda
Sultan ve Yiiregir fidelerinde prolin miktarimda artig, Ikizce fidelerinde ise azalma
oldugu gozlenmistir (p< 0,01) (Sekil 4.11).

Soya bitkisinde kuraklik stresi uygulamasi sonucu prolin miktarmin arttig
belirlenmistir (Dogan ve Avu 2013).

Stres direngli Triticum aestivum L. (Bayraktar) ve stres duyarli Triticum aestivum
L. (Atay) gesitleri ile yapilan ¢aligmada kuraklik ve tuz streslerinde prolin seviyesinin

onemli derecede arttig1 tespit edilmistir (Yediyildiz 2008).
4.1.6. Gen ifadelerinin Sonugclar:
Arastirmada gercek zamanlt RT-PCR yontemi ile yapilan kuantitatif mRNA

analizlerinde kuraklik, stresine maruz kalan bugday fidelerindeki mMRNA

transkripsiyonlar1 incelenmistir. Calismada abiyotik streslerle ile iliskili oldugu
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diisiiniilen toplamda 3 adet primer kullanilmistir. Bu primerlerin ifade olanlar1 ve RT-

PCR analizleri sonuglarinin rolatif (misli) degerleri grafiklerle gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan kuraklik kosullarinda ifade olan primerlerin adlari, kod

adlar, dizilimleri

Baglanma
Gen ad1 Kod ad1  Sol Primer Sag Primer sicakhig Kaynak
(°c)
Triticum
ﬁ?sgg’”m TaLTP1- AGGTGGTTG GAATTGATA 5 Jang ve ark.,
P TGATTGGAT GCCGACCAC 2004

Transfer

Proteini

NAM(no

apikal

mersen) N gccTICR S
ATAEL/2 ark.,2013
Ccuc2

Kloroplast

151k toplayan

- CCTCGACTC AAGAAGCCA

qurofll a/b Talchbl CTCGGCAAC  ACATGGAGA 51 Kolukirik,2014
baglama

proteini
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Sekil 4.12. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalari altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, Ikizce) fidelerinin NAC gen ifadesindeki degismeler

(n=3)
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Yapilan ¢alismada kuraklik stresine maruz kalan bugday fidelerinde NAC geninin
aktif oldugu belirlenmistir (p< 0,01)(Ek 12). Caligilan bugday tiirlerinde kurakliga hassas
olan Sultan fidelerinde NAC geninin kontrole gore 100 kat artarken, kuraklik-NO
uygulamasinda 220 kat artmustir. Bu durumda kuraklikla birlikte yapilan NO
uygulamasinin ilgili ¢esidin kuraklik toleransini arttirmasiyla ilgili oldugu soylenebilir
(Sekil 4.12).

NAC geni abiyotik stres kosullarinda toleransin gelistirilmesinde onemli role
sahiptir (Mao ve ark. 2012).

Bir bagka aragtirmada TaNAC69-1 geninin ifadesinin kuraklik stres uygulamasinda
onemli derecede arttigini belirtilmistir (Baloglu 2011).

Transgenik Arabidopsis ve piring bitkisinde asir1 ifade olan SNAC (stress-response
NAC) geninin kuraklik toleransinda 6nemli rol oynadig: tespit edilmistir (Nakashima ve
ark. 2012).

4.1.6.2. TaLTP1 Gen Sonugclari

TalLTP1 / TaLchbl
. 7
E 200 %
. /
2 150 %
: %
B o %
.(T% 0 - _  _ mm % mi— - o —

Kontrol NO . .. . Kuraklik Kurakhk-NO
# Sultan Yiregir M lkizce

Sekil 4.13. Kuraklik ve kuraklik-NO uygulamalari altinda yetisen bugday (Triticum
aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir, Ikizce) fidelerinin TaLTP1 gen ifadesindeki degismeler
(n=3)

Calismamizda her ii¢ tiir fidede de kuraklik stresi uygulamasi ile TaLTP1 gen
miktarinin arti@i gézlenmistir (p< 0,01) (Ek 13). Kuraklik-NO uygulamasinda NO
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iyilestirici rol oynamistir ve bugdaylar arasinda TaLTP1 gen miktarindaki farkliliklar
istatistiksel olarak (p<0,01) diizeyinde 6nemli bulunmustur (Sekil 4.13).

LTP ‘i bitkilerde in vitro ortamda membranlar arasinda fosfolipitlerin transferini
kolaylastirdigi, abiyotik streslerden diisiik sicakligin piring bitkisinde NAC gen
miktarmin ilk 6 saatlik dilimde artirdigi, 12 saatten sonra ise azalmasina neden oldugu
belirtilmistir (Aslam ve ark. 2012).

Yiiksek bitkilerde LTP “nin abiyotik streslerde (diisiik sicaklik, NaCl, su eksikligi)
ifade oldugu belirtilmistir. 4 hafta yetistirilen ve kuraklik uygulamasi yapilan NIL ve
Coker 797 bugday fidelerinde kontrole gére TaLTP1 gen ifadesinin arttig1 belirlenmistir
(Janga ve ark. 2004).
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5. SONUC VE ONERILER

Aragtirmamizda NO in kuraklik stresi altinda yetistirilen bugday bitkisinin gelisimi,
bazi fizyolojik 6zellikleri ve bu strese rol oynayan genlerin ifadesini belirlemek amaciyla
NO vericisi olarak sodyum nitroprussid (SNP) 0,1 mM olarak uygulanmistir. Bitkilerin
biiyiime ve gelismesinde kuraklik stresinin ve kuraklik-NO uygulamasinin sonucunda
meydana gelen degisimler degerlendirilmistir. Kuraklik stresinin ve kuraklik-NO
uygulamalarinin yapilan analizler sonucunda parametrelerin artis ve azalislar seklinde
oldugu saptanmustir.

Kuraklik stresinin bitki biiyiime ve gelismesini olumsuz etkiledigi analizlerimiz ve
yapilan diger calimalar (Ozdemir ve ark. 2012; Kutlu 2010; Hassan ve ark. 2015)
sonucunda ortaya konulmustur. Calismamizda bugday fidelerinde (Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) kuraklik stresinde yetisen bitkilerin kontrol grubuna gére siirgiin boyunda, taze
agirliginda ve kuru agirliginda azalmanin oldugu; NO uygulamasmin kontrol grubuna
gore her lic parametre ve kullandigimiz bugday cesitlerinde iyilesmenin oldugu tespit
edilmistir. Bir monokotil (Tradescantia sp.) ve iki dikotiledon (Salpichroa organifolia,
Vicia faba) ile yapilan calismada NO’un kuraklik stresi altindaki bitkilerde su varligin
korumada, stomalarin mekanizmalarini korumada iyilestirici rol oynadig belirtilmistir
(Garcia-Mata and Lamattina 2001).

Kuraklik stresine hassasiyeti yiiksek olan Sultan fidelerinin kuraklik stresinde
katalaz aktivitesinin yaklasik 2,5 kat artt1g1, NO uygulamasinda kontrole gore artis oldugu
belirlenmistir.

Yiiregir ve ikizce fidelerinde ise kuraklik stresinde CAT aktivitesinin azaldig,
kuraklik- NO uygulamasinin iki tiirde de iyilestirme yaptigi gézlemlenmistir. NO
uygulamasinda kontrole gore Yiiregir ve Ikizce tiirlerinin CAT miktarinda azalma oldugu
tespit edilmistir.

GR aktivitesinin kuraklik uygulamalar1 sonucu her {i¢ tiirde de artisa sebep oldugu
gdzlenirken, stres altinda Ikizce gesidinde aymi uygulamaya maruz kalan Yiiregir ve
Sultan cesitlerine gore GR aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

APX aktivitesi her ii¢ gesitte kuraklik ve kuraklik-NO uygulanmalarinda kontrole

gore artarken, NO uygulamasiyla her ii¢ ¢esitte de azalma oldugu gézlemlenmistir.
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Kuraklik stresinde her ii¢ tiir bugday fidelerinde MDA miktarinda artis meydana
gelirken, bu artisin Sultan ¢esidinde kontrole gore yaklasik 4 kat oldugu belirlenmistir.
Kuraklik-NO uygulamasiyla kurakliga gore Sultan ve Yiiregir tiirlerinde MDA miktar1
azalirken Ikizce tiiriinde artis olmustur.

Bugday fidelerinde kurakligin etkisiyle prolin miktarinin 6nemli derecede artarken,
kuraklik-NO uygulamasmin her {i¢ tiiriin fidelerinde iyilesmeye katki sagladig
saptanmistir.

Bitkilerde abiyotik stres kosullarinda NAC geninin, bitkilerin stres toleransini
artirdigi  bilinmektedir (Nakashima,2012). Kuraklik stresine maruz kalan bugday
fidelerinde NAC geninin her {i¢ gesitte de artisa neden oldugu gézlemlenirken en ¢ok
artisin hassas olan Sultan tiiriinde oldugu tespit edilmistir. Calismamizda kuraklik-NO
uygulamasiyla NAC geninin Sultan ve Yiiregir’'de artarken, ikizce de kurakliga gore
azaldig1 gozlenmistir. Bu durum NO uygulamasinin kuraklik kosullarinda ilgili genin
ifadesini kontrole gore bir miktar artmasi ile iliskili olabilir.

Sultan, Yiiregir ve Ikizce tiirlerinde kuraklik stresine bagl olarak TaLTP1 gen
miktarinin artig1 tespit edilmistir. Kuraklik-NO uygulamasinin 6zellikle Yiiregir ¢esidi
bugday fidelerinde TaLTP1 gen ifadesinin kontrole gore artmak suretiyle iyilestirici rol
oynadigi saptanmistir. Bu durumun NO uygulamasinin membranlar iizerindeki olumlu
etkisinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez konusuyla ilgili olarak kuraklik-NO etkilesimlerinin molekiiler
mekanizmasinin  daha  iyi  anlagilabilmesi icin NO  konsantrasyonlarinin
cesitlendirilmesine, enzim ve gen aktivitelerinin belirlenmesine yonelik yapilacak yeni

caligmalara gereksinim oldugu diisiintilmektedir.
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EKLER

Ek.1.

1.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve ikizce fidelerinin siirgiin
boyuna etkisinin ortalama degerleri

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 18+ 0,12 19+ 0,33 22+ 1,27
NO 21+0,13 23+0,03 32+ 0,07
Kuraklik 16+ 0,13 16+ 0,52 18+ 0,26
Kuraklik-NO 14+ 0,23 16+ 0,07 20+ 1,15

1.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) fidelerinin siirgiin boyuna etkisinin varyans analiz sonuglar

Kareler Serbestlik  Kareler

Vg Ly toplami derecesi  ortalamasi pieee
Dogrulanmis Model 773,380 11 70,31 0,000*
Kesigim 13829,76 1 13829,76 0,000*
Bugday 250,91 2 125,46 0,000*
Kuraklik 299,29 1 299,29 0,000*
No 68,89 1 68,89 0,000*
Bugday / Kuraklik 32,42 2 16,21 0,002**
Bugday / No 44,47 2 22,24 0,000*
Kuraklik / No 71,68 1 71,68 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 571 2 2,86 0,245

Hata 45,86 24 1,91

*p< 0,01 6nem diizeyine sahip

** p< 0,05 6nem diizeyine sahip
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Ek.2.

2.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarmin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerinin siirgiin
taze agirlik miktar1 ortalama degerleri

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 0,105+ 0,005 0,143+ 0,001 0,117+ 0,001
NO 0,157+ 0,001 0,177+ 0,001 0,19+ 0,001
Kuraklik 0,063 = 0,002 0,071+ 0,002 0,048+ 0,001
Kuraklik-NO 0,035+ 0,002 0,099 = 0,001 0,095+ 0,001

2.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalariin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) fidelerinin siirgiin taze agirlik miktarma etkisinin varyans analiz sonuglar

Vi leeyafs Kareler Serbestli.k Kareler ke
toplami derecesi ortalamasi

Dogrulanmis Model 0,083 11 0,008 0,000*
Kesisim 0,422 1 0,422 0,000*
Bugday 0,006 2 0,003 0,000*
Kuraklik 0,057 1 0,057 0,000*
No 0,011 1 0,011 0,000*
Bugday / Kuraklik 0,000 2 0,000 0,025**
Bugday / No 0,004 2 0,002 0,000*
Kuraklik / No 0,003 1 0,003 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 0,002 2 0,001 0,000*
Hata 0,000 24

* p< 0,01 6nem diizeyine sahip

** p< 0,05 6nem diizeyine sahip
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Ek.3.

3.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerinin siirgiin
kuru agirlik miktart ortalama degerleri

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 0,013*+0 0,013+ 0,0003 0,014 £ 0,0003
NO 0,018t 0 0,018t 0 0,020
Kuraklik 0,012t 0 0,016+0 0,013+ 0,0003
Kuraklik-NO 0,011t0 0,021 £+ 0,0003 0,018 £ 0,0003

3.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarmin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) fidelerinin siirgiin kuru agirlik miktarina etkisinin varyans analiz sonuglar

Vi eyt Kareler Serbestli_k Kareler D]
toplami derecesi  ortalamasi

Dogrulanmis Model 0,000 11 0,000 0,000*
Kesisim 0,009 1 0,009 0,000*
Bugday 0,000 2 0,000 0,000*
Kuraklik 0,000 1 0,000 0,000*
No 0,000 1 0,000 0,000*
Bugday / Kuraklik 0,000 2 0,000 0,000*
Bugday / No 0,000 2 0,000 0,000*
Kuraklik / No 0,000 1 0,000 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 0,000 2 0,000 0,000*
Hata 0,000 24 0,000

* p< 0,01 6nem diizeyine sahip
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Ek.4.

4.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerinin klorofil

a miktar1 ortalama degerleri

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 1,30 1,70 1,8+0,1
NO 1,3+0,1 1,4%+0 1,3+0,1
Kuraklik 1,0x+0 0,80 1,0x+0
Kuraklik-NO 1,1+0,1 1,0X+0 1,1+0

4.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarmin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) fidelerinin klorofil a miktarina etkisinin varyans analiz sonuglar

Kareler

Serbestlik  Kareler

Vg L toplami derecesi  ortalamasi 1 4l
Dogrulanmis Model 10678,903 11 970,809 0,000*
Kesisim 510496,913 1 510496,913 0,000*
Bugday 230,202 2 115,101 0,100
Kuraklik 8887,587 1 8887,587 0,000*
No 4,172 1 4,172 0,764
Bugday / Kuraklik 157,914 2 78,957 0,197
Bugday / No 438,941 2 219,471 0,017**
Kuraklik / No 950,489 1 950,489 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 9,598 2 4,799 0,900
Hata 1088,744 24 45,364

*p< 0,01 6nem diizeyine sahip

** p< 0,05 6nem diizeyine sahip
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Ek.5.

5.1.Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerinin klorofil
b miktar1 ortalama degerleri

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 15+0,1 2,0+0,1 24+0,1
NO 1,7£0 1,7+0 16x+0
Kuraklik 1,1+0 1,2+0 1,3+ 0
Kuraklik-NO 1,7+ 0 1,3+0 1,2%+0

5.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarimin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) fidelerinin klorofil b miktarina etkisinin varyans analiz sonuglar

Serbestlik Kareler

Varyans kaynagi Kareler toplam1 derecesi il p degeri
Dogrulanmis Model 48154,365 11 4377,670 0,000*
Kesisim 816182,151 1 816182,151  0,000*
Bugday 35669,121 2 17834,561 0,000*
Kuraklik 7852,441 1 7852,441 0,000*
No 531,963 1 531,963 0,005*
Bugday / Kuraklik 2189,974 2 1094,987 0,000*
Bugday / No 777,346 2 388,673 0,004*
Kuraklik / No 721,549 1 721,549 0,001*
Bugday / Kuraklik / No 411,969 2 205,985 0,037**
Hata 1299,967 24 54,165

* p< 0,01 6nem diizeyine sahip

** p< 0,05 6nem diizeyine sahip
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Ek.6.

6.1.Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarmin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerinin toplam
klorofil miktar1 ortalama degerleri

Sultan Yiregir Ikizce
Kontrol 244+ 1,568 327+ 1,143 347t 15
NO 238t 1,36 313+ 3,184 331+ 4,063
Kuraklik 182 + 3,205 247+ 4,535 249+ 5,733
Kuraklik-NO 228+ 3,723 263+ 5,73 273+5,912

6.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalariin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) fidelerinin toplam klorofil miktarina etkisinin varyans analiz sonuglar

Serbestlik Kareler

Varyans kaynagi Kareler toplami derecesi  ortalamast p degeri
Dogrulanmis Model 81757,880 11 7432,535 0,000*
Kesisim 2617660,812 1 2617660,812  0,000*
Bugday 40455,404 2 20227,702 0,000*
Kuraklik 33448,021 1 33448,021 0,000*
No 441,910 1 441,910 0,006*
Bugday / Kuraklik 2947,778 2 1473,889 0,000*
Bugday / No 809,410 2 404,705 0,002*
Kuraklik / No 3328,328 1 3328,328 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 327,028 2 163,514 0,051
Hata 1163,329 24 48,472

* p< 0,01 6nem diizeyine sahip
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Ek.7.

7.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerindeki CAT
miktar1 ortalamast

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 1,2+ 0,044 1,7+ 0,013 2,1+ 0,042
NO 1,5+ 0,032 1,3+ 0,031 1,4+% 0,023
Kuraklik 2,7£0,1 1,6 £ 0,058 1,5+ 0,135
Kuraklik-NO 1,7£ 0,043 210,002 2,410,054

7.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalariin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) fidelerinin CAT miktarina etkisinin varyans analiz sonuglart

Varvans kavnasi Kareler Serbestlik  Kareler deseri

Y ynag toplami derecesi ortalamasi P 8

*

Dogrulanmis Model 7,138 11 0,649 0,000
Kesisim 108,428 1 108,428 0,000*
Bugday 0,258 2 0,129 0,000*
Kuraklik 1,996 1 1,996 0,000*
No 0,051 1 0,051 0,038**
Bugday / Kuraklik 0,705 2 0,353 0,000*
Bugday / No 0,379 2 0,190 0,000*
Kuraklik / No 0,306 1 0,306 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 3,443 2 1,721 0,000*
Hata 0,255 24 0,011

*p< 0,01 6nem diizeyine sahip

**p< 0,05 dnem diizeyine sahip
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Ek.8.

8.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerindeki GR

miktarinin ortalamasi

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 1,6 £ 0,005 1,5+ 0,001 1,3+0
NO 1,9+ 0,001 1,5+ 0,005 1,6 £ 0,001
Kuraklik 210,106 2,2+ 0,108 2,4+ 0,196
Kuraklik-NO 1,7+ 0,001 1,40 1,2+ 0,108

8.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarimin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) fidelerinin GR miktarina etkisinin varyans analiz sonuglar1

Kareler Serbestlik  Kareler

VTSRS L toplami derecesi ortalamast Leett
Dogrulanmis Model 4,682 11 0,426 0,000*
Kesisim 103,741 1 103,741 0,000*
Bugday 0,187 2 0,093 0,014**
Kuraklik 0,533 1 0,533 0,000*
No 0,901 1 0,901 0,000*
Bugday / Kuraklik 0,082 2 0,041 0,127
Bugday / No 0,446 2 0223 0,000
Kuraklik / No 2,182 1 2,182 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 0,351 2 0,176 0,001*
Hata 0,438 24 0,018

* p< 0,01 6nem diizeyine sahip

** p< 0,05 6nem diizeyine sahip
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Ek.9.

9.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerindeki APX

miktarinin ortalamasi

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 2,3+ 0,002 3+0,013 3+ 0,023
NO 19+0 1,8+ 0,002 2,1+ 0,002
Kuraklik 3,1%£0,016 3,210,018 3,70
Kuraklik-NO 3,21 0,01 3,6 = 0,006 4,4+ 0,045

9.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarim (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir ve
Ikizce) fidelerinin APX miktarina etkisinin varyans analiz sonuglari

Kareler

Serbestlik

Kareler

Vg e toplami derecesi ortalamasi b (g
Dogrulanmis Model 15,065 11 1,370 0,000*
Kesisim 298,138 1 298,138 0,000*
Bugday 1,301 2 0,650 0,000*
Kuraklik 9,699 1 9,699 0,000*
No 1,215 1 1,215 0,000*
Bugday / Kuraklik 0,023 2 0,011 0,000*
Bugday / No 0,249 2 0,124 0,000*
Kuraklik / No 2,144 1 2,144 0,000*
Bugday / Kuraklik /No 0,434 2 0,217 0,000*
Hata 0,010 24 0,000

*p< 0,01 6nem diizeyine sahip
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Ek.10.

10.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarmin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerindeki

MDA miktar: ortalamasi

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 10+ 0,712 4+ 2,225 12+ 2,353
NO 17+ 2,106 19+ 0,77 23+ 1,601
Kuraklik 44+ 1,179 25+ 1,714 21+ 0,827
Kuraklik-NO 12+ 0,397 18+ 0,873 31+ 0,408

10.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir
ve Ikizce) fidelerinin MDA miktarina etkisinin varyans analiz sonuglar

s Lt Kareler Serbestli_k Kareler it

toplami derecesi  ortalamasi
Dogrulanmis Model 3668,761 11 333,524 0,000*
Kesisim 13969,731 1 13969,731 0,000*
Bugday 169,656 2 84,828 0,000*
Kuraklik 1088,312 1 1088,312 0,000*
No 2,329 1 2,329 0,545
Bugday / Kuraklik 65,413 2 32,706 0,012**
Bugday / No 840,708 2 420,354 0,000*
Kuraklik / No 960,483 1 960,483 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 541,860 2 270,930 0,000*
Hata 148,092 24 6,171

* p< 0,01 6nem diizeyine sahip

** p< 0,05 6nem diizeyine sahip



Ek.11.

11.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerindeki

serbest prolin miktar1 ortalamasi

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 2,310,044 2,4+ 0,047 1,3£0,031
NO 2,81 0,01 2,810,015 1+0,018
Kuraklik 14,8+ 0,463 21,510,148 12+ 0,066
Kuraklik-NO 13,5+ 0,109 12,8+ 0,031 10,3+ 0,093

11.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiregir
ve Ikizce) fidelerinin serbest prolin miktarina etkisinin varyans analiz sonuglar

Ve L Kareler Serbestli_k Kareler Dl
toplami derecesi  ortalamasi

Dogrulanmis Model 1548,141 11 140,740 0,000*
Kesisim 2379,776 1 2379,776 0,000*
Bugday 84,466 2 42,233 0,000*
Kuraklik 1309,486 1 1309,486 0,000*
No 30,188 1 30,188 0,000*
Bugday / Kuraklik 32,501 2 16,251 0,000*
Bugday / No 24,380 2 12,190 0,000*
Kuraklik / No 38,171 1 38,171 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 28,948 2 14,474 0,000*
Hata 1,606 24 0,067

* p< 0,01 6nem diizeyine sahip
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Ek.12.

12.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerindeki
NAC gen miktar1 ortalamasi

Sultan Yiregir Ikizce
Kontrol 0,089+ 0,01 0,047+ 0,01 0,027+ 0
NO 1,754+ 0,53 7,754+ 1,51 0,068+ 0,02
Kuraklik 10,356 + 2,61 0,768+ 0,12 0,754 £ 0,03
Kuraklik-NO 22,471+ 5,79 1,056 = 0,16 0,686 £+ 0,05

12.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiregir
ve Ikizce) fidelerinin NAC gen miktarina etkisinin varyans analiz sonuglari

s Lt Kareler Serbestli_k Kareler it

toplami1 derecesi  ortalamasi
Dogrulanmis Model 1509,404 11 137,219 0,000*
Kesisim 525,150 1 525,150 0,000*
Bugday 447,650 2 223,825 0,000*
Kuraklik 173,623 1 173,623 0,003*
No 118,248 1 118,248 0,012**
Bugday / Kuraklik 574,560 2 287,280 0,000*
Bugday / No 72,118 2 36,059 0,128
Kuraklik / No 2,135 1 2,135 0,719
Bugday / Kuraklik / No 121,070 2 60,535 0,038**
Hata 386,549 24 16,106

* p< 0,01 6nem diizeyine sahip

** p< 0,05 6nem diizeyine sahip
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Ek.13.

13.1. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarinin Sultan, Yiiregir ve Ikizce fidelerindeki

TaLTP1 gen miktar1 ortalamasi

Sultan Yiiregir Ikizce
Kontrol 0,121t 0,02 0,005t 0 0,024+t 0
NO 0,338 £ 0,01 0,227+ 0,04 11+ 0,04
Kuraklik 284,048 £ 11,25 100,243 + 4,24 6,944 + 0,52
Kuraklik-NO 0,523 + 0,02 18,251+ 1,45 4,048+ 0,41

13.2. Kuraklik, kuraklik-NO uygulamalarimin (Triticum aestivum L. cv. Sultan, Yiiregir
ve Ikizce) fidelerinin TaLTP1 gen miktarina etkisinin varyans analiz sonuglar

s Lt Kareler Serbestli_k Kareler Dl
toplami derecesi  ortalamasi

Dogrulanmis Model 230333,271 11 20939,388  0,000*
Kesisim 43057,187 1 43057,187  0,000*
Bugday 28541,750 2 14270,875 0,000*
Kuraklik 42665,038 1 42665,038  0,000*
No 33813,003 1 33813,003  0,000*
Bugday / Kuraklik 28450,403 2 14225,202  0,000*
Bugday / No 31404,443 2 15702,222  0,000*
Kuraklik / No 34050,915 1 34050,915 0,000*
Bugday / Kuraklik / No 31407,719 2 15703,860  0,000*
Hata 1324,509 24 55,188

*p< 0,01 6nem diizeyine sahip
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