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OZET

Bu tez kapsaminda iilkemizde ekimi yaygin olarak yapilan Ataem-07 soya ¢esidinin
kuraklik stresi altinda kuraklikla iligkisi belirlenen DREB genlerinin, kuraklik
stresindeki ifadelerinin incelenmesi amaglanmistir. Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii Miidiirliigii’nden temin edilen Ataem-07 soya ¢esidi tohumlari T.C Istanbul
Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Bitki Biyoteknolojisi
Laboratuvari’nda Hoagland besin soliisyonu verilerek 14 giin boyunca optimum
kosullarda yetistirilmistir. Yetistirilen bitkiler 1, 3, 5, 7. giin kuraklik stresine maruz

birakilmistir.

Hasad1 gerceklestirilen bitkilerin, ortalama boy, kok uzunlugu ve yas agirligi tespit
edilmistir. Kuraklik stresi altinda bitkilerin biyokimyasal cevaplarini belirlemek amaci
ile MDA ve prolin miktar1 saptanmistir. Elde edilen tiim sonuglar istatiksel olarak
anlamli bulunmustur. Ayrica gen ifadelerindeki degisimleri karsilastirmak amaci ile
RNA izolasyonu yapilmis ardindan cDNA reaksiyonu gergeklestirilmis ve Real-Time
PCR analizi yapilmistir. Elde edilen veriler soya fasulyesi kontrol grubu ve kuraklik

stresine maruz kalan bitkiler arasinda karsilagtirilmigtr.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada segilen Ataem-07 soya fasulyesi bitkisinde kuraklik
stresinde belirledigimiz DREB genlerinde, DREB1’in 1. giiniinde, DREB2’de 1. ve 7.
giinlerde ifadelerinde artis gozlenmistir. Ayrica bu ¢esitteki DREB1 ve DREB2

transkripsiyon faktorleri ile ilgili SNP’ler ele alinmugtir.

Anahtar kelimeler: Glycine max (L.) Merill, kuraklik stresi, DREB transkripsiyon

faktorleri
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ABSTRACT

Within the scope of this thesis, it was aimed to examine the expressions of DREB
genes, which were determined to be related to drought under drought stress, of the
Ataem-07 soybean variety, which is widely cultivated in our country, under drought
stress. Ataem-07 soybean variety seeds obtained from the Black Sea Agricultural
Research Institute were grown in optimum conditions for 14 days by giving Hoagland
nutrient solution in the Plant Biotechnology Laboratory of Istanbul Kiiltiir University
Molecular Biology and Genetics Department. Grown plants 1, 3, 5, 7. day was exposed

to drought stress.

Plant height, root length and fresh weight of the harvested plants were determined. In
order to determine the biochemical responses of plants under drought stress, lipid
peroxidation and proline amount were determined. All the results obtained were
statistically significant. In addition, in order to compare the changes in gene
expressions, RNA isolation was performed, then cDNA reaction was performed and
Real-Time PCR analysis was performed. The obtained data were compared between

soybean control group and plants exposed to drought stress.

As a result, in this study, an increase was observed in the expression of the DREB
genes we determined in the selected Ataem-07 soybean plant under drought stress,
DREBI on the 1st day, and DREB2 on the 1st and 7th days. Additionally, SNPs related
to the DREB1 and DREB2 transcription factors in this variety were discussed.

Keywords: Glycine max (L.) Merill, drought stress, DREB transcription factors
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1. GIRiS

Soya fasulyesi (Glycine max (L.) Merr.), Asya kokenli bir bitkidir. Diinya ¢apinda
iiretilen en 6nemli, en ucuz bitkisel protein ve yagli tohum kaynaklarindan biridir
(SoyStats, 2017). Soya fasulyesi, tiim esansiyel amino asitleri iceren bir bitki bazli
protein kaynagi olmasinin yani sira ayrica lif, demir, kalsiyum, fosfor ve B vitamini
gibi bir¢ok besin 6gesi icermektedir. Bu nedenle, 6zellikle vegan ve vejetaryen
diyetlerinde, hayvansal iirlinlerin yerini alabilecek Onemli bir alternatif protein
kaynag1 olarak goriilmektedir. Soya fasulyesi, gida, yem, ila¢ ve diger endiistriyel
driinlerin liretiminde genis bir kullanim alanina sahiptir. Ayrica soya fasulyesi

tohumundan elde edilen yag, biyodizel iiretiminde kullanilmaktadir (Ali, 2010).

Diinyadaki soya fasulyesi iiretimine bakildiginda Gida Tarim Orgiitii’niin (FAO) Sekil
1.1°de gosterilen verilerine gore; diinyada ABD (87 milyon ton), Brezilya (65 milyon
ton), Arjantin (37 milyon ton), Cin (14 milyon ton), Hindistan (9 milyon ton) en 6nemli

iiretici lilke konumundadir (FAO, 2021).

Soya fasulyesi iiretimi : ilk 10 dretici

100M
N A% & o B > O
s 1% o Q AR 'ad R\ Q& g
Q>& ?s\ Q\\(\b\e Q,b\'ib N %0\\ \'b\ Q&%

® Uretim
Sekil 1.1. 1994-2021 yillann Diinya genelinde soya fasulyesi iiretiminin iilkelere gore

dagilimlan (FAO, 2021).

Ulkemizde ise FAO, 2021 verilerine gore; 43.885 ha alanda hasat gerceklestirilmis

olup 182.000 bin ton soya fasulyesi tiretimi yapilmistir.



Kuraklik, diinya ¢apinda tarimsal {iretimi tehdit eden en 6nemli sorunlardan biridir. 21.
yy’da iilkemizin de igerisinde yer aldig1 Dogu Akdeniz bolgesinde, iklim degisikligi
sonucunda kuraklik siddetinin ve sikliginin artmasi beklenmektedir. Bu artis sebebiyle
Akdeniz bolgesinde genis alanlarin etkilenecegi dustnilmektedir (Tramblay vd.,
2020). Yeryiiziindeki bir¢ok {ilke gibi Turkiye'nin tarim Uretimi ve verimliligi de bu iklim
degisikliginden dnemli 6lgiide etkilenmistir. Iklim degisikligi Tiirkiye'de kuraklik, sel,
toprak erozyonu, ¢ollesme ve tarim alanlarinin azalmasi gibi sorunlara yol agmaktadir.
Kuraklik nedeniyle, tarim arazilerinde su kitlig1 yasanmakta ve tarim verimliligi

diismektedir (Partigdg ve Soganct, 2019).

Abiyotik stres kosullari, bitkilerin fiziksel veya kimyasal olarak degisen ¢evre
kosullarina uyum saglamak zorunda kaldiklar1 durumlardir. Bunlar arasinda yiiksek
sicaklik, diisiik sicaklik, kuraklik, tuzluluk, asir1 151k, yliksek radyasyon ve agir metal
kirliligi gibi faktorler siralanabilir. Abiyotik stresler bitkiler lizerinde gesitli etkilere
sebep olabilir ve bitkilerin bilylimesini, gelisimini ve verimini olumsuz yonde

etkileyebilir (Canter 2018, Zorb vd., 2019).

Kuraklik, bitkiler iizerinde 6nemli bir abiyotik stres faktoriidiir ve biiylime siirecinde
ana kisitlayici faktorlerden biridir. Kuraklik donemlerinde topraktaki nem orani diiser
ve bitkilerin su ihtiyacim1 karsilayacak kadar su bulmasi zorlasir. Bu da bitkilerin
cimlenme, biliylime, gelisme ve iireme siireglerini olumsuz etkiler. Kuraklik stresi
altinda bitkiler, maruz kaldiklar1 stresi en aza indirgemek i¢in morfolojik, yapisal
degisiklikler, hormonlarin sentezi, ozmotik diizenleyici maddeler ve kurakliga duyarl
genlerin ekspresyonu gibi tepki mekanizmalarini etkinlestirirler. Bu mekanizmalar
icerisinde bitkilerde morfolojik olarak Ozellikle kokler, yapraklar, govdeler ve diger
bitki pargalari, kuraklik stresine yanit olarak belirli degisiklikler gosterirler. Bu
morfolojik degisiklikler, bitkilerin kurakliga uyum saglamasina yardimci olan ve

bitkilerin hayatta kalmasini saglayan mekanizmalardir.

Yapraklarda gerceklesen morfolojik degisimler, su kaybimi azaltmaya yoneliktir.
Bunun yani sira, yapraklarin yiizey alani azalabilir veya daha kalin bir yaprak dokusu
olusabilir. Koklerde gerceklesen morfolojik degisimler ise, topraktan daha fazla su

alinmasina yoneliktir. Bu mekanizmalar arasinda daha uzun koklerin gelismesi, daha



fazla sayida sagak kokiiniin olugmasi veya koklerin kalinlagsmasi da yer almaktadir

(Y1lmaz, Kisakiirek, 2020 ve Yang vd., 2021).

Kuraklik stresi altinda bitkiler bir dizi biyokimyasal ve fizyolojik tepki gosterirler. Bu
tepkiler arasinda, bitkilerin kurakliga karst direnglerini arttirmak icin gen
ekspresyonunun degismesi de yer almaktadir. Kuraklik stresi, bitkilerde birgok sinyal
yolunu aktive eder. Bu sinyal yollar1 arasinda, absisik asit (ABA) sinyal yolu, etilen
sinyal yolu, salisilik asit sinyal yolu gibi yollar yer alir. Bu sinyal yollari, bitki
hiicrelerindeki belirli reseptdrlere baglanarak, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
ile sonuglanan bir dizi molekiiler sinyal iletimi yoluyla birlikte calisarak, stres
kosullarina cevap vermek i¢in gen ekspresyonunu degistirirler. Bu degisiklikler,
kurakliga dayaniklilik i¢in kritik olan ¢esitli genlerin transkripsiyonunu diizenler. Yeni
nesil dizileme teknolojileri, DNA dizilerini hizli ve verimli bir sekilde analiz etmek
icin kullanilir. Bu teknolojiler, bitki genomlarindaki kurakliga duyarl transkripsiyon
faktorleri, bitki hormonlar1 ile ilgili genler gibi kurakliga yanit veren genlerin
tanimlanmasina yardimci olabilir (Muthusamy M. vd., 2016, Singh D. vd., 2017, Shi
vd., 2019, You vd., 2019).

Kuraklik toleransi, bitkilerin stresli kosullara adaptasyonunu igeren karmasik bir
stirectir. Bu siliregte, DNA metilasyonu da onemli bir rol oynamaktadir. DNA
metilasyonu, DNA molekiillerinde meydana gelen bir kimyasal modifikasyondur.
Bitkilerde 6zellikle DNA metilasyonu, gen ekspresyonunu diizenleyerek, genlerin

baskilanmasi veya uyarilmasi yoluyla bitki biiylimesi ve gelisimini kontrol eder.

Bu nedenle, bitkilerin DNA metilasyon desenleri, bitkilerin biiyiime ve gelismesinin
yani sira stres toleransi ve adaptasyonlarinin da anahtar belirleyicilerindendir.
Bitkilerin kuraklik toleransini arttirmak igin, DNA metilasyon diizeylerinin
degistirilmesi bir strateji olarak kullanilabilir (Zhu vd., 2002 ve Hirayama vd., 2010,
R Reinders vd., 2009).

Transkripsiyon faktorleri, genlerin ekspresyonunu diizenleyen proteinlerdir. Bu
proteinler, DNA'ya baglanarak genlerin transkripsiyonunu etkilemektedir. DNA

metilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin DNA'ya baglanmasin1 engelleyebilir veya



destekleyebilir. Bu, gen ekspresyonunu etkileyerek hiicrelerin farklilagsmasini ve
gelisimini etkileyebilmektedir. Dehidrasyona duyarli element baglayici proteinler
(DREB), bitkilerde abiyotik stres (kuraklik stresi, soguk stresi, tuz stresi vb.)
kosullarinda 6nemli rol oynayan transkripsiyon faktorleridir DREB faktorleri,
bitkilerin gen ekspresyonunu kontrol eden DNA dizileri olan dehidrasyon-duyarh
element (DRE) olarak bilinen belirli bir diziye baglanmaktadirlar. DREB
transkripsiyon faktorleri, bitki hiicrelerinde DREB genlerinin transkripsiyonunu
arttirarak stres cevabi sirasinda bazi onemli proteinleri etkinlestirmektedirler. Bu
proteinler, bitkinin stresle miicadelesine yardimei olan gesitli metabolik yolaklarda
gorev almaktadir. Bu proteinler, bitki hiicrelerindeki stres sinyallerine yanit olarak
hareket ederek, abiyotik stresle iligkili genleri aktive eder ve bu genlerin ifadesini
artirmaktadirlar. Boylece bitkilerde stres dayanikliligi artmakta ve cevresel stres
kosullarina daha iyi adapte olunmaktadir. DREB proteinleri ayrica bitki biiyiimesi ve

geligmesi sirasinda da onemli bir rol oynamaktadirlar (Agarwal vd., 2006).

DREB transkripsiyon faktorleri, bitki stres cevaplarimin anlagilmas: ve
gelistirilmesinde 6nemli bir aragtir. Bu faktorlerin kesfedilmesi, bitkilerin ¢evresel
streslere daha iyi uyum saglamasina yardimci olmalariin yani sira yeni bitki ¢esitleri

gelistirmek icin bir firsat sunmaktadirlar.

Bu tez kapsaminda, iilkemizde gelistirilen Atam-07 soya c¢esidinin kuraklik stresi

altinda vermis oldugu cevaplar ortaya konulacaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Soya Fasulyesi (Glycine max. (L.)Merr.)

Soya fasulyesi (Glycine max (L.) Merrill), Fabaceae veya Leguminosae familyasina,
Faboideae alt familyasina ait, tropikal, subtropikal ve iliman iklimlerde yetisen bir
baklagildir (Weerasekara vd., 2021). Diinya ¢apinda en 6nemli gida {iriinlerinden biri
olan soya fasulyesi, Asya kokenli olmasina ve binlerce yildir orada yetistirilmesine
ragmen, su anda tiim diinyada yetistirilen, tiiketilen ve iyi bilinen bir mahsul bitkisidir

(Colletti vd., 2020, Kim vd., 2022).

Uclii yaprakgiktan olusan ve kuvvetli bir sagak kk sistemine sahip soya fasulyesinin
gelisimi, vejetatif gelisim (V) ve generatif gelisim (R) asamalar1 olarak ikiye
ayrilmaktadir. Vejetatif gelisim, tohum ¢imlenmesi ve ¢ikisi takiben ¢iceklenmeye
kadar devam etmektedir. Generatif gelisim ise, ¢igeklenmeden tohum olgunluguna
kadar siiren bir gelisimdir. Soya fasulyesi gelisim evrelerini kapsayan ve en yaygin
olarak kullanilan sistem, 1977’de Fehr ve Caviness tarafindan gelistirilmistir. Fehr ve
Caviness tarafindan gelistirilen soya fasulyesi vejetatif gelisim (V) ve generatif
gelisim (R) asamalar1 Tablo 2.1°de ve Tablo 2.2°de verilmistir. Ayrica soya fasulyesi
bitkisine ait vejetatif (V) ve generatif (R) asamalar1 Sekil 2.1 de gosterilmistir.



Tablo 2.1. Soya fasulyesi vejetatif gelisim asamalar1 (Fehr ve Cavinnes, 1977).

Evre Asama Tanim

VE Ortaya ¢ikis Tohum ¢imlenmesi ve ¢ikig
vVC Kotiledon Toprak ylizeyinde Kotiledon
A\ Ik bogum Ik yaprak olusumu

V2 Ikinci bogum Ikinci yaprak olusumu
V(n) n.bogum n bogum sayis1

Soya fasulyesi verimini artirmaya yonelik yOnetim stratejileri, potansiyel verimin
etkilendigi biiyiime asamasi tanimlanabildigi zaman oldukca etkilidir. Ornegin,
giibreleme, abiyotik stresler, bitki hastaliklar1 ve pestisit uygulamalarmin verim
tizerindeki etkileri, bu olaylarin meydana geldigi biiylime asamasi tarafindan
belirlenmektedir. Vejetatif asamalar, ka¢ tane tam gelismis iicli yapragin mevcut
olduguna gére numaralandirilir. Generatif (R) asamalar1 ¢igeklenme ile baglar ve bakla

gelisimi, tohum gelisimi ve bitki olgunlasmasini igerir (Sekil 2.1).




Tablo 2.2. Soya fasulyesi generatif gelisim asamalar1 (Fehr ve Cavinnes, 1977).

Evre Asama Tanim
R1 Cigek agma Ana govdede bir bogumda ¢igek
R2 Tam ¢igeklenme Ana govdede en iist iki bogumda ¢icek
R3 Baslangi¢ tohum zarfi Smm uzunlugunda bakla
R4 Dolu tohum zarfi 2cm uzunlugunda bakla
R5 Baslangi¢ tohumu 3mm uzunlugunda tohu
R6 Tam tohum Gelismis yesil bir tohum igeren bakla
R7 Olgunluk baglangict Olgunluk rengine sahip bir bakla
R8 Tam olgunluk Olgunluk rengine sahip baklalar




Bilyiime noktasi Tam geligmig tek

yaprakli yaprak

\

e Agllmig ——
\— Hipokoti

. e —Kotiledon

Kotiledon —— e

VE ve - B

En st

" 2em bakla

Oigun tohumlar

Tohum zarf
oyugu
3mm
L} tohumlar

Sekil 2.1. Soya fasulyesi gelisim asamalar1. VE: Ortaya ¢ikis. VC: Kotiledon. V1: ilk bogum.
V2: Ikinci bogum. R1: Cigek agma R2: Tam ¢iceklenme R3: Baslangi¢ tohum zarfi R4: Dolu
tohum zarfi R5: Basglangi¢ tohumu R6: Tam tohum. R7: Olgunluk baglanci. R8: Tam
olgunluk (Stowe ve Vann, 2022).



Soya fasulyesi tohumu, zengin protein (%35-45) ve yag icerigine (%15-25) sahip
olmasinin yani sira yaklasitk %33 oraninda karbonhidrat igermektedir. Soya
fasulyesinin diisiik bir maliyet ile yiiksek besin degerine sahip olmasi ekiminin yaygin

olarak siirdiiriilmesine yol agmistir (Sharma vd., 2014: Kim vd., 2022).

Soya fasulyesi, bitkisel yag ve protein iiretimi i¢in dnemli bir kaynak olmasi sebebi ile
kiiresel olarak stratejik bir tirlin olarak kabul edilir (Sobko vd., 2020). Soya fasulyesi,
yalnizca insan beslenmesi i¢in iyi bir protein kaynagi saglayan temel gida maddesi
olarak degil, ayn1 zamanda yagli tohum mabhsulii, ¢iftlik hayvanlar1 ve su firiinleri
yetistiriciligi i¢in yem ve biyoyakit hammaddesi olarak diinyanin en degerli

mahsullerinden biridir (Chen vd., 2012).

Son yillarda insan saglig1 g6z oniinde bulundurularak, bitkisel beslenmenin 6n planda
oldugu yeni beslenme aligkanliklari i¢erisinde, zengin igerige sahip olan soya fasulyesi
ve iiriinleri de bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda saglik acisindan énemli bir yere
sahip olan soya fasulyesinin, ABD ve bir¢cok Avrupa iilkesinde iiretimi ve tiiketimi

hizla yayginlagsmistir (Bayar ve Yilmaz, 2005).

Soya fasulyesi, sahip oldugu zengin protein ve lipit i¢erigi sayesinde insan diyetinin
temel bir parcasi haline gelmistir. Besleyiciliginin yam sira, izoflavonlar da dahil
olmak iizere ¢esitli fonksiyonel bilesenleri icermesi sebebiyle oldukea ilgi gormektedir

(Kim, 2021).

Soya fasulyesinin kiiresel tliketimindeki hizli artiginin sebebi, sadece insan sagligina
etkili bir besin olmasindan kaynaklanmamaktadir. Hayvancilik sektoriinde de 6nemli
bir yere sahip olan ve hayvan yemleri liretiminde kullanilan soya fasulyesi hayvanlarin
beslenmesinde biiylik bir rol oynamaktadir. Ayrica, son yillarda biyoyakit iiretiminde
de soya fasulyesi kullanimi artmistir. Soya fasulyesi yagi, biyodizel iiretiminde

kullanilan 6nemli bir ham madde haline gelmistir (Kinney ve Clemente, 2005).



2.2.Kuraklik Stresi ve Bitkilerin Kuraklik Stresine Verdikleri Cevaplar

2050 yilina kadar diinya niifusunun 9,7 milyar1 asacagi ve bireylerin %65'inden
fazlasinin gecimlerini yalnizca tarima dayali olarak saglayacagi tahmin edilmektedir.
Gelismekte olan iilkelerde bu oranin %90'a ¢ikmas1 muhtemel goriilmektedir. Sonug
olarak, yalnizca bir ulusun ekonomisi degil, ayn1 zamanda gida arz1 da biiyiik dlclide
tarima bagli olacaktir. Bununla birlikte daha simdiden tarimsal uygulamalar, yeterli
sulama sisteminin olmamasi, kiiclik ve parcali araziler, kaliteli tohumlarin
bulunmamasi, uygun mekanizasyon eksikligi ve asir1 kimyasal giibre ve ila¢ kullanimi1
gibi bir¢ok sorunla karsilagmaktadir. Biitlin bunlar toprak kalitesinin azalmasina,
toprak erezyonuna ve dogal afetlere yol agmaktadir. Bu engellerin yan1 sira, farkl
mabhsuller farkl: tiirlerde biyotik ve abiyotik streslerle de kars1 karsiyadir (Ahluwalia
vd., 2021).

Temel olarak stres, dengeyi bozan canli ve cansiz farkli faktorlerin neden oldugu
degisen fizyolojik bir durumdur (Atta vd., 2022). Stresler dogada biyotik veya abiyotik
olabilmektedir. Biyotik stresler bitkilerin bdcek zararlilar1 ve patojenler veya
mikroorganizmalarla etkilesimini i¢erirken abiyotik stresler arasinda kuraklik, donma,
tuzluluk, sicaklik, yiiksek 1sik, oksidatif stres, agir metal toksisitesi ve radyasyon
bulunmaktadir. Her bir biyotik ve abiyotik faktdriin etkisi, bitkilerin maruz kalma
sekline, miktarina, yogunluguna ve siiresine baghdir (Ansari vd., 2019; Acquaah,
2007). Bu tiir abiyotik ve biyotik faktorler bitkilerin biiyiimesini ve iretkenligini
simirlamaktadir. Bu durum, tarimsal {irlinlerde sadece bitkilerin hayatta kalmasin
degil, ayn1 zamanda verim ve kalite agisindan ekonomik ¢iktiy1 da etkileyebilmektedir

(Battisti ve Naylor, 2009).

Abiyotik streslerden biri olan kuraklik, bitki verimliligini etkileyen en siddetli ¢evresel
streslerden biridir. Kuraklik meteorolojik bir terimdir ve 6nemli yagislarin olmadig:
bir donem olarak tanimlanir. Genel olarak, kuraklik stresi, mevcut toprak suyunun
yetersiz hale gelmesi ve atmosferik kosullarin terleme veya buharlasma yoluyla siirekli

su kaybina neden olmasi durumunda ortaya ¢ikmaktadir (Atta vd., 2022).
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Kuraklik, tiim biiylime asamalarinda cesitli morfo-fizyolojik 6zellikleri etkileyen ve
onemli ekonomik kayiplara neden olan karmasik bir strestir (Poudel vd., 2023). Soya
fasulyesi veriminin siirdiiriilebilirligi, diinyanin bir¢ok yerinde kuraklikla birlikte
ongoriilen iklim degisiklikleri tarafindan tehdit edilmektedir. Bu nedenle, gida ve
protein giivenligine yonelik bu yakin tehdidi ele almak i¢in kurakliga dayanikli soya

fasulyesi ¢esitlerinin se¢ilmesi gerekmektedir (Kunert vd., 2016).

Bitkilerin molekiiler, biyokimyasal, fizyolojik, morfolojik, ekolojik ozellikleri ve
stiregleri kuraklik stresi altinda bozulmaktadir (Sekil 2.2). Kuraklik stresi altinda bitki
verimi ve kalitesi olumsuz etkilenir (Arya vd., 2021). Gelisim evreleri, bitki tiirleri,
kurakligin siddeti ve siiresi bitkilerin kurakliga tepkilerini etkileyen temel faktorlerdir
(Seleiman vd., 2021). Bitkiler, kuraklik stresini tolere etmek i¢in savunma
mekanizmalarii gelistirmis olmalarina ragmen, bu mekanizmalar ¢ok ¢esitli olmakta
ve bitki tiirlerine gore degisiklik gosterebilmektedir. Bitkilerin kurakliga toleransi ile
ilgili mekanizmalar, hiicre homeostazin1 korumaya yoneliktir ve hiicrelere su giriginin

arttirllmasiyla miimkiin olmaktadir (Lisar ve Agdam, 2016).

Kurakligin Soya Fasulyesi Uzerindeki Etkileri

Morfo-fizyolojik degisiklikler«= 4 - Verim Kaybi
Yaprak ytizey alaninda azalma .Tohum agirhgi azalma
Bitki boyunda azalma Tohum sayisi azalma

Klorofilde dusts [ Tohum kalitesinde dusi
Dusik stoma iletkenligi e [ L —p
Dustik terleme | &7
Taze veya kuru biyokitle kaybi \5{
Aa Oksidatif hasar
/ l Serbest radikallerin
Ozmotik Denge b.irikim'i/ROS .
Toplam geker igeriginde Kok i Eicrillfa?r:eorll(liz::ejr:u
artig Kok uzunlugundaki P DNA RNA yonu,
Prolin gibi ozmolitlerin degisiklikler Proaramlanmis hiicre
sentez Daha fazla kék yiizey g 6IL‘|mu§

alani
Daha fazla kék yogunlugu

Sekil 2.2. Kurakligin soya fasulyesi iizerindeki ¢esitli etkileri (Arya vd., 2021).
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Kuraklik stresi altinda bitki direnci, kurakliktan kacis (erken cigceklenme zamani),
kacinma (stoma tarafindan terleme diizenleyici ve yogun kok sistemlerinin
gelistirilmesi), dokularda su kullaniminin korunmasi, antioksidan temizleyici sistem,
bitki biiytime diizenleyicileri ve ozmotik diizenleme yoluyla
gerceklestirilebilmektedir. Kuraklik stresi fotosentetik aktiviteyi, degisen oksidatif
metabolizmayr ve membran kararsizligin1 belirgin bir sekilde etkileyebilmekte,
bitkilerde yaprak boyutunu, goévde wuzamasmmi ve su kullanim etkinligini
azaltabilmektedir. Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde, kok sisteminde veya
yaprak seviyesinde fitohormon olarak bilinen absisik asit (ABA) tiretimi artmaktadr,
bu da stomalarin kapanmasina neden olmakta ve terlemeyi azaltmaktadir (Fahad vd.,

2017, Alghabari vd., 2016, Bashir vd., 2021).

Bitki biiylime diizenliyicileri, bitki biiylimesini ve gelisimini diizenleyen kimyasal
sinyal molekiilleridir. Diisiik konsantrasyonda diizenleyici bir rol oynayabilmekte ve
bitki sinyal iletiminin gerceklestirilebilmesinde bitkilerin farkli kisimlarinda ve
hiicreler arasinda hiicre sinyallerini iletebilmektedirler. Kuraklik stresinde ¢ok dnemli
bir sinyal molekiilii olan ABA bir bitki biiyiime diizenliyicisidir ve bitki biiyiimesini
kontrol etmekte, tohum ¢imlenmesini engellemekte ve yaslanmay1 tesvik etmekte rol
oynamaktadir. Bunlara ek olarak, abiyotik stresler altinda strese kars1 bitki tepkilerini

diizenlemede oldukga etkindir (Yang vd., 2021).

Kuraklik stresi altinda stresin algilanmasi regiilasyondaki, ilk basamak olarak
goriilmekte ve hiicre su kayb1 hiicresel sinyal iletimini tetiklemektedir. Bu sebeple
sinyal mekanizmast ile spesifik genler aktive olmaktadir. Kuraklik stresine genlerden
bazilar1 hizli bir sekilde tepki verirken, bazilart ABA birikiminden sonra yavas bir
sekilde indiiklenmektedir. Uretilen ABA baz1 genleri indiikleyebilmekte ve iiretimi de
tetikleyebilmektedir. ABA bagimli ve ABA bagimsiz sinyal tipleri, kuraklik stresinin

baslangi¢ sinyali ile spesifik genler arasindaki sinyal iletim yoludur.

Kuraklik stresine tolerans i¢in bitkiler, reaktif oksijen tiirlerinin sentezi, etilen ve
absisik asit gibi stres hormonlarmin {iretimi, kok ve govde morfolojisindeki
degisiklikler gibi farkli stresle basa c¢ikma mekanizmalarini kullanmaktadir. Bu

mekanizmalar, bitkilerde kisa vadeli ve uzun vadeli tepkilerle sonuglanir.
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Kisa vadeli tepkiler genellikle stres periyodu ¢ok kii¢iik oldugunda ortaya ¢ikar. Bazi
kisa vadeli tepkiler arasinda azalmis karbon asimilasyonu, stoma kapanmasi, ozmotik
denge, biiylimenin engellenmesi, hidrolik degisiklikler, sinyal tasinmasi ve hiicre
kuraklig1 sinyali yer alir. Bu tepkiler, bir an 6nce normal sartlara geri donmek sartiyla
genellikle bitkilerde fazla bir hasara yol agmaz. Uzun siireli stres daha tehlikeli ve

kalic1 yaralanmalara ve hatta bitkilerin 6liimiine yol agmaktadir (Ahluwalia vd., 2021).

2.2.1. Kurakhgin Bitki Morfolojisinde Meydana Getirdigi Degisiklikler

Kuraklik stresi, bitkilerde erken ¢imlenme, bitki boyu, bagil kok uzunlugu, kok capi,
yaprak ve koklerin toplam biyokiitlesi, yaprak/bitki sayis1 ve dal sayis1 gibi bitkilerin
morfolojik 6zelliklerini olumsuz etkileyebilmektedir (Islam vd., 2018). Diger ¢evresel
faktorlerle birlikte topraktaki diisiik su igerigi ¢cimlenme basarisini etkilemektedir.
Diger kosullar ideal olsa da kuraklik stresi altinda tohumlarin su emilimi olumsuz

etkilenmektedir ve sonug olarak ¢cimlenme baslamamaktadir (Damalas, 2019).

Kuraklik stresi, bitki boyunu arttiran i¢ bitki bilesenlerini 6nemli o6lg¢iide
etkilemektedir. Kuraklik, yaprak alanini ve bitki toplam biyokiitlesini azaltmakta,
yaprak bliylimesini sinirlayarak fotosentetik siireci etkilemektedir. Yapragin {ist
epidermisinden su kaybi, yapragin kivrilmasina neden olan yaprak basinci
potansiyelinin azalmasina neden olmaktadir (Cai vd., 2020). Ayrica kuraklik stresi,

stirgiin uzunlugu ve yas agirlik iizerinde de olumsuz etkiye sahiptir (Widuri vd., 2018).

Kuraklik stresi altinda, tarimsal bitkilerin kok yapist ve morfolojisi de degismektedir.
Kok yapisi, bitki biiyiimesinde ve gelismesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir.
Abiyotik stres kosullari sirasinda, bir¢ok bitkinin kdk biyokiitlesi, koklerin uzunlugu,
topraktan su ve mineral emilimi artmaktadir. Bitkiler kuraklik stresine maruz
kaldiklarinda, kokleri zemine dogru uzar, daha derinlere ulagir ve hayatta kalmak i¢in
yeterli su ve mineralleri bitki igerisine alir (Ghafar vd., 2021, Timova vd., 2018). Baz1
bitki tiirlerinde kuraklik stresi, siiresine ve yogunluguna bagli olarak verimi de

etkileyebilmekte ve diigiise sebep olabilmektedir (Malinowska vd., 2020).
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2.2.2. Fizyolojik Tepkiler

Kuraklik stresi farkli fizyolojik fonksiyonlar1 olumsuz etkilemekte ve bitkiler olumsuz
kosullara uyum saglamak i¢in tepki vermektedirler. Bu nedenle, 1slah programlarindan
once fizyolojik faktorlerin ve siireclerin kuraklik kosullarinda verim artist igin

iyilestirilmesi cok dnemlidir (Dash vd., 2020; Barik vd., 2019; Gupta vd., 2020).

Yaprak bagil su icerigi, bitkilerde fizyolojik siirecleri kontrol eden onemli bir
faktordiir. Bagil su igeriginin azalmasi, kuraklik stres yanitinin ilk belirtisidir.
Yapraklarin bagil su igerigi, yaprak dokusu biiylime hizi ve terleme hiz ile gii¢lii bir
sekilde iliskilidir. Diisiik bagil su igerigi, yaprak su potansiyelini azaltarak stomalarin

kasilmasina neden olmaktadir (Hussain vd., 2018, Wu vd., 2022, Kapoor vd., 2020).

Terlemede azalma ve buna bagli olarak yaprak sicakligindaki artig ve ayrica stomalarin
kapanmasi kuraklik stresinin bir sonucudur. Verim ve terleme orani arasinda giiglii ve
pozitif bir baglant1 vardir. Stoma tarafindan diizenlenen terlemede azalma, bitkilerin
kuraklik stresine karsi genel bir tepkisidir ve bu da bitki su kullanim verimliligini
artirmaya destek olur. Kuraklik kosullarinda kiimiilatif terlemedeki diisiis, genellikle
kuru madde iiretiminin azalmasiyla dogrusal olarak iligkilidir. Farkli mahsuller,
mevcut toprak suyunun azalan seviyesine karsi ¢esitli yaprak genislemesi ve terleme

tepkileri gostermektedir (Lopez vd., 2012).

Bitkiler kuraklik stresine maruz kaldiklarinda, ilk tepkileri, terleme yoluyla su kaybini
onlemek i¢in stomalarin kapanmasidir. Stomalarin kapanmasi, bitkilerin kuraklik
stresine kars1 baglica fizyolojik tepkisidir. Stoma iletkenligi, elektron tasima hizi,
solunum, terleme ve CO; difiizyonu gibi bir¢ok fizyolojik parametre ile yakin iliski
gostermektedir. Stomalarin kapanmasi, ¢evre ile yaprak ici arasindaki gaz aligverisinde
kisitlamaya neden olmaktadir. Fotosentez aktivitesini azalmasina sebep olan
stomalarin kapanmasi, su kaybini Onlemede etkili bir mekanizma olarak kabul

edilmektedir (Sapeta vd., 2013, Taiwo vd., 2020;).

Fotosentez, 151k enerjisini yakalayip canli organizmalar tarafindan daha fazla
kullanilan kimyasal enerjiye doniistiirmenin tek yolu oldugundan, yasami siirdiirmek

icin diinyadaki en onemli siire¢ olarak kabul edilmektedir. Fotosentez, ¢ok sayida
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cevresel strese karsi siddetli duyarliligi nedeniyle kuraklik stresinin de temel bir
gostergesidir. Kurakligin klorofil igerigi, net fotosentetik hiz, stoma iletkenligi,
terlemede diislise neden oldugu ve bunun da bitki metabolizmasini ve {iretimini
azalttig1 bilinmektedir. Kuraklik stresi altinda stoma ile ilgili olan ve olmayan faktorler
fotosentetik hizin baskilanmasinda etkili olabilir. Bununla birlikte, bu baskilanma
tersine cevrilebilir. Bu nedenle stres ortadan kalktiktan sonra fotosentez devam
edebilir. Kuraklik, stomalarin kapanmasma yol agan ve bdylece hiicreler arasi
karbondioksit konsantrasyonlarini azaltan ve fotosentezi engelleyen ABA sentezini
harekete gecirir. Stomalarin kapanmasi sonucu azalan CO,, karanlik reaksiyonda yer
alan birgok enzimin aktivitesini de azaltmaktadir. Isiktan bagimsiz reaksiyonlarin
azalan aktivitesi, aydinlik ve karanlik reaksiyonlarda esitsizlige neden olarak
plastidlerde ROS birikimine yol agabilir (Muhammad vd., 2021, Saeidi vd., 2015,
Sapeta vd., 2013, Chaves vd., 2009, Nezhadahmadi vd., 2013, Zargar vd., 2017).

Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin temel bir tepkisi, bliylimenin durmasidir.
Kuraklik stresinin varliginda smurl siirglin gelisimi, bitkinin metabolik taleplerini
azaltir. Ozmotik denge icin gerekli olan savunma bilesiklerinin olusumu igin
metabolitleri bir araya getirir. Daralmis kok gelisimi, kdk meristeminin islevini
diizenler ve stres yatistiginda kok biiylimesini destekler. Kuraklik, kok ve siirglin
gelisiminin ve yaprak alaninin engellenmesine neden olur ve bunu bitkilerin biiytime
ve gelisiminin azalmasi takip eder. Bu degisikliklerin yani sira bitkiler, su eksikligi
direncinin bilesenleri olarak fotosentezden antioksidan ve ¢oziinen birikimine kadar
uzanan c¢esitli metabolik siireclere girerler. Bitkiler, karmasik transkripsiyonel aglar
yoluyla gen ifadesini degistirerek kuraklik stresine yanit verir (Pandey ve Shukla,

2015, Boyer vd., 2004, Rostamza vd., 2011, Ayub vd., 2021, Jaleel vd., 2009).
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2.2.3. Biyokimyasal Tepkiler

Kuraklik, ROS (sliperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve tekli
oksijen) olusumunu indiikleyerek bitki hiicrelerinde oksidasyona neden olur.
Bitkilerde ROS {iretimi, lipid peroksidasyonuna, klorofilin par¢alanmasina ve zarin
dengesizlesmesine neden olan fotosentez ve antioksidan savunma sistemi gibi birgok

fizyolojik ve metabolik siire¢ i¢in zararlidir.

ROS, streslerin neden oldugu olumsuz durumlarda rol oynamanin yani sira, bilylime
ve gelismede de rol oynar. ROS'un iiretim yeri ve seviyesi, stres kosullar1 veya biiyiime
ve gelisme tepkileri altinda, sinyallesme igin kesinlikle kontrol altinda olmalidir.
Hiicre duvari, ROS yoluyla savunma tepkisinin basladigi temel yerlerden biridir

(Hossain vd., 2013, Zou vd., 2021, Castro vd., 2021).

Kuraklik stresi altinda bitkiler stresin {istesinden gelmek icin ¢esitli mekanizmalar
gelistirmistir. Antioksidan sistem ve ozmotik diizenleme, kuraklik stresi kosullarina
kars1 bitkilere tolerans saglayan baslica savunma sistemleridir. Katalaz (CAT),
peroksidaz (POX), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR), askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX), malondialdehit (MDA) ve prolin
enzimatik antioksidanlari, askorbat, glutatyon ve fenolik bilesikler ise enzimatik
olmayan antioksidanlari olusturmaktadir. Flavonoidler, tanenler ve lignin dnciileri gibi
baz1 enzimatik olmayan antioksidanlar, oksidatif stresi azaltan ROS
detoksifikasyonunda aktiftir. Bu antioksidanlar, cesitli redoks reaksiyonlarina girerek
is birligi icinde islev goriir (Neill vd., 2002, Demidchik vd., 2007, Mahajan vd., 2005,
Kumar vd., 2020, Ali vd., 2006, Harb vd., 2015).

Prolin, kuraklik stresi gibi ¢esitli abiyotik ¢evresel zorluklara yanit olarak daha belirgin
bir sekilde birikmektedir. Prolin, hiicresel yapiyr bozmadan bitki hiicrelerinde bir
ozmoprotektan olarak yiiksek konsantrasyonlarda birikebilir. Prolin birikimi, bitkiler
cevresel streslerle karsilagtiginda ozmotik ayarlamada, ROS'un detoksifikasyonunda
ve membran biitiinliiglinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Prolin konsantrasyonundaki

artis, stres tolerans ¢alismasi icin kriter olarak kullanilmaktadir (Zhang vd., 2011).
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Tiim canlilarda stres kosullarinda meydana gelen en zararli siireg¢lerden biri lipid
peroksidasyonudur. Genotipin stres kosullar altinda toleransli veya duyarli oldugunu
belirlemede dikkate alinan en giivenilir parametrelerden biri lipid peroksidasyonudur.
MDA, lipid peroksidasyonu sirasinda olusan bir tirlindiir. Hem hiicre hem de organel
zarlarinda, ROS seviyesi esik siniriin iizerine ¢iktiginda, lipid peroksidasyonu
meydana gelir. Bu, yalnizca diizenli hiicresel isleyisi etkilemekle kalmaz, aymni
zamanda lipid tiirevli radikallerin olusumu yoluyla oksidatif stresi de uyarir (Rasool

vd., 2013).

2.2.4. Molekiiler Mekanizmalar

Kuraklik stresi altinda bitkiler, molekiiler seviyelerde bir¢ok adaptif mekanizmaya
maruz kalir. Bu kosullar altinda, bir¢ok genin yukar1 ve agagi regiilasyonu, strese yanit
olarak indiiklenir ve stres proteinlerinin birikimi, kurakliga toleransta rol alir. Kuraklik
da dahil olmak tizere abiyotik stres sirasindaki sinyal yollari, ¢esitli dehidrasyona
duyarli element baglayici genlerin anlatimini gosterir (Agarwal vd., 2006; Farooq vd.,

2008).

Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler, ROS aracili hiicre yaralanmalari, artan hiicresel
sicaklik ve hiicresel igeriklerin viskozitesi, degisen etkilesim, agregasyon ve
proteinlerin denatiirasyonu gibi olumsuz etkiler yasarlar. Kuraklik stresinin bitkiler
tizerindeki toksik sonuglariyla miicadele etmek i¢in, transkriptomik, proteomik ve
metabolomik dahil olmak {izere c¢esitli molekiiler yaklasimlar kullanarak yiiksek
kuraklik toleransi sergileyen yeni cesitler gelistirilmistir (Pareek vd., 2009; Aguado
vd., 2014).

Bitkilerde kuraklik toleransinin artmasindan bir dizi fizyolojik, hiicresel ve molekiiler
siire¢ sorumludur (6rnegin, osmolit birikiminden sorumlu c¢esitli genlerin
ekspresyonunun yukari veya asagi regiilasyonu, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan iceriginin artmasi, terleme hizinda azalma, siirgiin biiyiimesi). Kuraklik
stresi altinda, artan absisik asit (ABA) konsantrasyonu stomalarin kapanmasinda ¢ok

onemli bir rol oynar. Ayrica, strese duyarli ¢esitli genlerin ifadesini diizenler. Bununla
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birlikte, kurakliga duyarli genlerin ifadesi de ABA'dan bagimsiz bir sistem tarafindan

kontrol edilmektedir.

Cok sayida protein kodlayan anahtar gen, kuraklik destekli ifade gosterir ve metabolik
veya diizenleyici bir rol oynar. Ayrica diizenleyici rollere sahip olan genler, esas olarak
transkripsiyon faktorlerini (AREB, NAC, AP2/ERF, MYC, MYB ve bZIP), mitojenle
aktive olan protein kinazlar1 (MAPK); farkli hiicresel sinyal yollarindan, ribozomlar,
reseptorler ve transkripsiyonel olarak diizenlenen sistemle ilgili protein kinazlardan ve
sinyal iletiminin senkronizasyonundan sorumlu proteinlerden (fosfatazlar) sorumludur

(Sah vd., 2016; Manna vd., 2021).

Kuraklik stresi de dahil olmak iizere ¢esitli abiyotik streslerin sinyal yollari, bazi1 ortak
anahtar adimlan igerir. En Onemlisi, plazma zarinda lokalize olan veya sitozolde
serbestce bulunan sensdrler veya reseptorler araciligiyla stres uyarisinin
algilanmasidur. Ikincisi, ikincil haberciler aracilifryla sinyal iletimidir. Stres uyarismin
algilanmasi bir kez meydana geldiginde, kalsiyum iyonlari, siklik niikleotidler (cAMP,
cGMP), nitrik oksit, sekerler, ROS, vb. gibi ikincil habercilerin aktivasyonuna yol agar
(Liu vd., 2016; Pérez vd., 2013).

Ikincil haberciler, farkli streslere yanit veren gesitli genlerin ekspresyonunu veya
baskilanmasini modiile ederek sinyal yolunu aktive eder. Bazi transkripsiyon faktorleri
(TF'ler), bir asag1 akis gen grubunun promotdr bolgesinde yer alan cis -etkili
elemanlarla dogrudan iletisim kurar, dolayisiyla ekspresyonlarmi senkronize eder

(Bashir vd., 2021).

2.2.5. Hormonal Denge

Bitki hormonlar1 veya fitohormonlar, bitkilerin normal biiylimesi ve gelismesi igin
gerekli olan biyokimyasallardir. Bitki hormonlar1 arasinda oksinler (IAA),
gibberellinler (GA'lar), sitokininler (CK), absisik asit (ABA), etilen (ET), jasmonatlar
(JA), salisilik asit (SA), brassinosteroidler (BR), strigolaktonlar (SL) ve nitrik oksit
(NO) yer almaktadir. Bitki biiyiime ve gelismesindeki rollerinin yani sira hormonlar
ayrica biyotik (hastalik, patojenler, otgullar vb.) ve abiyotik (kuraklik, sicaklik,

tuzluluk, agir metaller vb.) strese karsi tepkiye aracilik etmektedirler. Hormonlar,
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biyosentezlerinin yapildig1 yerde veya yakin dokularda hareket ederler. Stres kosullari

altinda hormon biyosentezi, dagilimi ve sinyal iletiminin modelleri degisir (Rasool,

2023).

Kuraklik stresi kosullarinda, ABA, ABA biyosentezi ile iliskili genlerin indiiklenmesi
yoluyla koklerde hizla sentezlenir (Kim vd., 2022). ABA, abiyotik streslere kars bitki
savunmasindan sorumludur ¢iinkii kuraklik, tuzluluk, soguk, sicak stresi ve yaralanma
gibi cevresel kosullarin ABA diizeylerinde artis1 tetikledigi bilinmektedir. ABA
stomalarin kapanmasi gibi kisa vadeli tepkileri uyarir, bunun sonucunda su dengesinin
korunmasina ve strese duyarli genlerin diizenlenmesi yoluyla daha uzun vadeli
biliylime tepkilerine yol agmaktadir. ABA ozmotik streslerin ortaya ¢ikmasi {izerine

birikmektedir (Verma vd., 2016).

Kuraklik stresi sinyali ayrica ABA'ya bagimli ve ABA'dan bagimsiz yollar tarafindan
diizenlenir (Sekil 2.3). Her iki yol da kuraklik stresinde aktive olur ve ¢esitli kurakliga
neden olan genlerin ekspresyonunu diizenler. Kuraklik stresi altinda bitkiler,
koklerinde biiyiik miktarlarda ABA iiretmek i¢in ABA biyosentez genlerini indiikler.
ABA, koklerde artan kuraklik toleransina yanit olarak oksin ile ilgili oksin yanit
faktorleri (ARF) transkripsiyon faktoriinii aktive eder ve sitokinin, ABA'y1 antagonize
eder. Ek olarak, ABA'dan bagimsiz yol, kdk gelisimine yardimci olmak igin etilen

sinyal transdiiksiyon transkripsiyon faktdriinii aktive eder (Kim vd., 2022).
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Sekil 2.3. Kurakliga duyarh gen ifadesinin diizenlenmesi. ABA bagimli ve bagimsiz yollar
(Saleh vd., 2005).
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2.2.6. Iyon Homeostazi

Hiicre i¢i iyon konsantrasyonlarmin homeostazi, canli hiicrelerin fizyolojisi igin
esastir. Hiicrelerin toksik iyon konsantrasyonlarmi diisiik tutmasi ve temel iyonlar
biriktirmesi i¢in iyon akisinin uygun sekilde diizenlenmesi gereklidir. Bitki hiicreleri,
sitozolde karakteristik olarak yiiksek K konsantrasyonlarini ve diisiik Na*
konsantrasyonlarini korumak i¢in H" -ATPazlarin aracilik ettigi birincil aktif tagimay,
kanallar ve yardimci tastyicilarin aracilik ettigi ikincil tagimayi kullanir. Hiicre i¢i K*
ve Na" homeostazi, birgok sitozolik enzim aktiviteleri ve hiicre hacminin

diizenlenmesi i¢cin membran potansiyelinin korunmasi i¢in énemlidir (Zhu,2002).

Iyon homeostazi, makromolekiillerin negatif yiiklerinin telafisi, elektro nétralitenin
korunmasi, hiicre turgorunun ve hacminin olusturulmasi gibi bitki biyolojisi i¢in ¢ok
onemli islevleri belirler. Ayrica, enzim aktivitesi ve protein sentezi gibi diger temel
islevler icin dahili ortamda veya organellerde uygun bir iyon potansiyeli gereklidir.
Iyonlar bitki hiicresi fizyolojik fonksiyonu ve homeostazi iizerindeki dogrudan
etkilerinin yan1 sira, ayrica klorofil veya hemoglobin gibi biyomolekiillerin temel
bilesenleridir ve terlemeyle su kaybini, bitki kurumasini ve hiicre uzamasini kontrol
eden stoma acgiklig1 gibi yasamsal siireclere katkida bulunarak tiim bitki diizeyinde

onemli bir rol oynarlar.

Kuraklik stresi altinda bitkiler tepki olarak, su ve potasyum birikimine baglh bir
savunma mekanizmasini harekete gecirmektedirler. Farkli bitki organlarinda kuraklik
stresi altinda potasyum ve kloriir 6nemli rol oynamaktadir. K* ve Clalim sistemlerinin
yiiksek aktivitesi ve genis bir kok sistemi ihtiya¢ duyulan 6zelliklerdir. Yaprakta K* ve
CI, suyu hiicreler i¢inde tutmak i¢in 6nemli bir siire¢ olan yaprak hiicrelerinin verimli
bir ozmotik diizenlemeye olanak saglamaktadir. Verimli stoma kapanmasi, asir1 su

kaybini 6nler ve koruyucu hiicrelerden K* ve Cl- salinimu ile saglanir.

Kuraklik, bozulmus bir iyonik dengeye sebep oldugundan, basta K*, Na*, Cl-ve Ca?*
olmak {iizere bir¢ok inorganik iyon, iyon homeostazi yoluyla bitkilerde kuraklik
toleransiin saglanmasina yardimer olabilmektedir. Na* /H* antiporter, Na® /Ca?"
antiporter, K* /Na* antiporter, Ca?* kanali ve CI- kanali dahil olmak iizere ¢ok sayida
iyon antiportorii ve iyon kanali, iyon tasima siirecine aracilik eder ve bitkilerin ¢esitli

kisimlarinda iyon alimini, akigini ve transferini diizenler. K* ve CI" hiicrelerdeki turgor
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basincini diizenler ve boylece K*/Cl iyon homeostazi, koruyucu hiicrelerin sigkinligini

diizenleyerek stoma davranisini kontrol eder.

H* baghh H* -ATPazlar, negatif bir elektriksel potansiyel gradientini indiikleyen ve
plazma zarmin hiperpolarizasyonuna sebep olan c¢ok Onemli enzimlerdir.
Hiperpolarizasyon, voltaj ayarli ice dogru K* kanallarin1 agar ve stoma agilmasiyla
sonuglanir. Bununla birlikte, kuraklik altinda, stoma kapanmasini tetikleyerek asir1 su
kaybint sinirlamak i¢in H" -ATPazlarin aktivitesi inhibe edilir. Bu ABA aracili
diizenleme, membran depolarizasyonunu siirdiirmek i¢in gerekli olan H* -ATPazlarin
fosforilasyon seviyesini azaltir. Boylece, ABA'nin yaprak vaskiiler dokularindan
hiicreleri korumak i¢in tasinmasi ve ardindan H*-ATPaz aktivitesinde azalma, stoma
kapanmasin indiikleyerek ve terlemeyi veya buharlagmay1 en aza indirerek bitkinin

kuraklik kosullarinda daha toleransli olmasini saglar.

Kalsiyum (Ca?"), bitkilerde onemli yapisal ve fizyolojik roller oynar ve bu yapilar
arasindaki kimyasal kalintilar1 kopriileyerek hiicre duvarlari, zarlar ve zara bagh
proteinlerin stabilitesini korur. Hiicre boliinmesi, hiicre farklilagsmasi, hiicre polaritesi,
ayrica stres tepkileri ve bitki savunmasi dahil olmak ftizere ¢esitli fizyolojik ve
molekiiler siireglere Ca®* tarafindan aracilik edilir. Kritik bir haberci gorevi goren
kalsiyum, cevresel bir uyarana (Ornegin, stres faktorleri) maruz kalindiginda

hiicrelerde birincil fizyolojik fonksiyonlar: tetikler.

Plazma zarinda ve organel zarlarinda bulunan ii¢ ana Ca*" kanali, kalsiyum iyonu
gegirgen kanallar, Ca?*/K* antiporterleri ve Ca?"-ATPazlar, kuraklik stresi sinyallerine
yanit verir ve mesajlar ileten sitozolik Ca®* konsantrasyonunu yiikseltir bdylece
biyokimyasal siireglerin bir sinyal dizisini baslatmis olur. Bu yiiksek Ca®* seviyeleri,
kalmodulin (CaM), kalsinérin B benzeri proteinler (CBL'ler) ve kalsiyuma bagiml
protein kinazlar (CDPK'ler) gibi kalsiyum sensor proteinleri tarafindan ¢oziiliir ve
iletilir. CBL'ler, CBL-etkilesimli protein kinazlar (CIPK'ler) olarak adlandirilan
spesifik bir protein kinaz grubu ile etkilesime girer ve bitkilerde ¢ok sayida Ca**'ya

2"n1n hiicresel

bagimli siirecte temel roller gergeklestirir. Ayrica, ¢esitli ¢calismalar, Ca
plazma zarlarmin yapisint koruma ve genel bitki kuraklik direncini artirmadaki roliinii

dogrulamistir (Mukarram vd., 2021).
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2.2.7. Antioksidan Molekiiller

Bitki antioksidanlari, ¢evresel streslere uyum saglamada 6nemli rol oynamaktadirlar.
(Maury vd., 2020). Bitkilerin ¢evresi stirekli degismekte olup dogal kokenli
varyasyonlar1 ve ayn1 zamanda antropojenik faaliyetlerden kaynaklanan degisiklikleri
icermektedir. Hareketsiz yapilart nedeniyle, bitkiler bu cevresel zorluklara daha
yatkindir ve bu nedenle genellikle strese maruz kalirlar. Artan ROS diretimi ile
karakterize edilen bir oksidatif soruna doniisii. ROS, oksidatif sinyallesmede ¢ok
onemli rol oynar ve bitki hormonlar1 gibi diger bilesenlerle birlikte, bitkinin alismasini
ve sonunda stresli bir ortama uyum saglamasini saglamak i¢in hizli ve etkili bir yanit
baglatir. Ayrica artan ROS konsantrasyonlar1 DNA, proteinler ve membran lipitleri gibi

hiicresel makromolekiillerde hasara neden olabilir (Maury vd., 2020).

Kloroplast ve mitokondri bitki hiicrelerinde ROS'u en yogun iireten yapilardir. Ayni
zamanda enerji Uretimi ile ilgili rollerinden dolayr ROS dengesinin saglanmasi
acisindan da 6nemlidirler. (Kasote vd., 2015). ROS, normal bitki biiyiimesi ve gelisimi
icin cok onemli olmasina ve sinyal iletiminde 6nemli rol oynamasina ragmen, hiicresel
hasar1 da indiikleyebilmektedir. Bu nedenle, oksidatif dengenin korunmasi stres
tolerans1 i¢in ¢ok Onemlidir. Oksidatif hasar1 onlemek icin bitkiler, enzimler ve
metabolitlerden olusan kapsamli bir antioksidan savunma sistemine sahiptir (Sekil
2.4). Oksidatif stres, bitkiler lizerinde yapilan ¢ok sayida ¢aligmada bildirildigi gibi,
kuraklik kosullarinda bitki hiicreleri iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Hiicresel
diizeyde, ROS su eksikligi stresine maruz kaldiginda birikir ve hiicresel homeostaziye
zarar vererek protein denatiirasyonuna, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonuna, DNA
veya RNA hasarina, antioksidan enzim aktiviteleri lizerinde olumsuz etkilere ve
nihayetinde hiicre 6liimiine neden olur. Bu nedenle bitkiler, oksidatif hasara direnmek
icin enzimler ve enzimatik olmayan metabolitler dahil olmak {izere c¢ok sayida

antioksidan kullanmaktadirlar (Szalai vd., 2009; Avendafio-Vazquez vd., 2014).

Baslica enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidazlar (POD) ve redoksin ailesinin {iiyeleridir. Bunlar dogrudan ROS
detoksifikasyonunda yer almakta, AsA (askorbik asit)-GSH (indirgenmis glutatyon)
dongiisliniin enzimleri monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR); dehidroaskorbat
rediiktaz (DHAR); glutatyon rediiktaz (GR) ve indirgeme kapasitesi saglayan

enzimler, AsA ve GSH gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin geri doniisiimiinde
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onemlidir. AsA ve GSH onemli diisiik molekiiler agirlikli (DMA), suda ¢oziiniir
molekiillerdir (Maury vd., 2020).

Bitki Antioksidan Potansiyeli
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Antioksidanlar
[ — | I
Hidrofilik Lipofilik Karoten
Ksantofiller Flavonoidler Fenolik asitl
Gﬁg,‘;ﬂ‘;at Tokoferol engik asiter

ROS

Abiyotik Stres  Faktorleri | 5, | SINYALVERME ., oksiDATF TEPKir——— HASAR

1

) -

STRES YOGUNLUGU

Sekil 2.4. Abiyotik stres faktorleriyle basa ¢ikmak i¢in hiicresel redoks dengesini korumaya
yonelik bitki antioksidan potansiyeli. AO = Antioksidanlar; ROS = Reaktif Oksijen Tiirleri.

Artan ROS iiretiminin bir sonucu olarak oksidatif hasar1 Onlemek icin, bitki
antioksidanlarinin aktivitesi ve biyosentezi genellikle stres kosullarina yanit olarak
artar. Antioksidan enzim aktivitelerini ve antioksidan metabolitlerin biyosentezini
artirarak oksidatif stresle miicadele etme yetenegi, bitki stres toleransini tanimlamada
onemli bir rol oynar ve ayni tiiriin hassas, toleransli ¢esitleri arasinda farklilik gosterir.
Ozellikle zorlu ortamlarda yetisen bitkiler, genellikle artan spesifik antioksidan bilesik
seviyeleri ile karakterize edilir (Maury vd., 2020).
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2.3.Transkripsiyon Faktorleri

Artan diinya niifusunun beslenme ihtiyaclarin1 karsilamak i¢in degisen c¢evresel
kosullara daha dayanikli tarimsal bitkiler gelistirmek gerekmektedir. Farkli biyotik ve
abiyotik streslerin ana diizenleyicileri olarak bitki transkripsiyon faktorlerinin (TF'ler)

kesfi, bitki bilimciler i¢in yeni ufuklar agmaktadir (Shahzad vd., 2021).

Trans-aksiyon faktorleri olarak da bilinen TF'ler, tiim canli organizmalarda gen
ekspresyonunun kontrolii i¢in 6nemli diizenleyicilerdir ve bitki gelisimi, hiicre
dongiisii, hiicre sinyali ve stres yanitinda ¢ok dnemli roller oynarlar (Javed vd., 2020).
Transkripsiyon faktorleri, DNA baglama alan1 (DBA) araciligiyla hedef genlerin
yukar1 akis promotdr bolgesindeki spesifik DNA sekanslarina (cis-etkili elementler)
baglanir. Boylece farkli bitki hiicre tiplerinde veya farkli ¢evresel kosullar altinda
hedef genlerin spesifik ekspresyonunu diizenlemektedirler. Bitki morfogenezinde,
genlerin secici ifadesi fenotiplerin farklilagmasina yol acar ve transkripsiyon faktorleri
bu siire¢lerde 6nemli bir diizenleyici rol oynar. TF'ler, DNA baglama alanlarindaki ve
korunmus motiflerdeki farkliliklara gore bHLH, TCP, MADS, bZIP, KNOX, WOX,
AP2/ERF, NAC, GATA ve ARF aileleri gibi farkli gen ailelerine ayrilmaktadir (Zhang
vd., 2022).

TF'ler, bitkilerin ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere karsi savunmada gorev alan
yardimc1 faktorleridir. Bunlar, ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki
toleransinda/direncinde temel roller oynamaktadir. TF'ler genellikle strese yanit veren
genlerin promotdr bolgelerindeki cis -etkili elemanlar i¢indeki hedef bolgelerine
baglanarak strese yanit verirler. Promotor bdlgelerde baglanan TF'ler, biyokimyasal,

fizyolojik ve molekiiler tepkiler i¢in karmasik bir olusumu baslatir (Sekil 6).

Stres yaniti, sinyal algisi, sinyal iletimi ve strese yanit veren genlerin ifadesinden
olusur. Stres sinyali, bitki hiicresi zarlarindaki veya hiicre duvarindaki reseptorler
tarafindan alinir ve hiicre i¢i elementler, yani Ca®*, reaktif oksijen tiirleri (ROS),
fitokromlar, fosfatazlar ve protein kinazlar aracilifiyla TF'lere iletilir. TF'ler daha
sonra gen ekspresyonunu kontrol eder ve strese duyarli genlerin ekspresyonunu
baglatir. Stres sinyali algisinin strese duyarli gen ekspresyonuna doniistiiriilmesinde
yer alan sinyal iletim aglar i¢inde, ¢esitli TF'ler ve cis- strese duyarli promotorlerde

bulunan aktif elementler, yalnizca gen ekspresyonu i¢in molekiiler anahtarlar olarak
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degil, ayn1 zamanda sinyal iletiminin u¢ noktalar1 olarak da islev goriir (Sekil 2.5)

(Gujjar vd., 2016, Shahzad vd., 2021).

TF'ler, genel olarak DNA baglama alanlarina karsilik gelen karakteristik dizi
motiflerinin varligina gore siniflandirilir. Sekans tiirii ve iglevi arasinda bir korelasyon
olmamasma ragmen, farkli TF siniflari, farkli rollere sahip olma egilimindedir

(Shahzad vd., 2021).

TF'ler, bitki hiicrelerinin hiicre duvarinda ve plazma zarinda bulunan sensorler
aracilifiyla ¢cevresel stres uyaranlarini algilar. Hiicre dis1 sinyal daha sonra ROS, siklik
niikleotidler (cAMP, cGMP), sekerler, kalsiyum iyonlari, inositol fosfat ve nitrik oksit
gibi hiicrelerde bulunan cesitli ikincil haberciler aracilifiyla hiicre i¢i sinyallere
dontistiiriiliir. Bu ikincil haberciler aracili sinyal iletimi, kalsiyum bagimli protein
kinazlar (CDPK'ler) ve mitojen aktif edilmis protein kinazlar (MAPK'ler) gibi protein
kinazlarin, fosforilasyon/de-fosforilasyon yoluyla hedeflenen TF'lerin aktivitesini
aktive eden/ baskilayan ¢esitli fosfatazlarin aktivasyonuna yol a¢gmaktadir. Sonug
olarak, bitkilerde stres duyarlilig1 veya toleransi, temel olarak, strese duyarli genlerin
hiicre i¢indeki yerine ve zamana gore diizenlemesini kontrol eden fitohormon ve

TF'nin koordineli aktivitesine baglidir (Manna vd., 2020).
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Kuraklik, Tuzluluk
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JA ABA Biyosentezi l ‘ l
> T L \ NAC || Dres2 |[ DREB1/CBF
Transkripsiyon | MYB2, MYC2 || NAC AREB/ABF | HD-ZIP || (AP2/ERF) (AP2/ERF)
faktérleri | (MYB, MYC) || (RD26) (bZIP) \ /
| v .
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Cis-etkili MYBRS, MYCRS ABRE (G/JACCGAC)
elemanlar  (YAACR, CANNTG) (acataGe) EAP7 RD29A
RD22 Gly RD29B, RD20A
Gen ekspresyonu
Gen fonksiyonu l l ‘

Stres yaniti ve toleransla ilgili gen iiriinleri

Sekil 2.5. Abiyotik stres sinyallerinin transkripsiyonel diizenleyici aglar1 ve gen ifadesi.
ABA: Absisik asit, JA: Jasmonatlar, DREB: Dehidrasyona duyarli element baglayici, MYB:
Miyeloblastoz, NAC: N -asetil- L -sistein (Jan vd., 2017).

2.3.1. DREB Transkripsiyon Faktorleri

Dehidrasyona duyarli element baglayici proteinler (DREB), bir dizi abiyotik stresle
iligkili genleri indiikleyen ve bitkilere stres toleransi kazandiran dnemli transkripsiyon
faktorleridir. ERF (etilene duyarli eleman baglama faktorleri) transkripsiyon faktorleri
ailesine iiyedirler. ERF proteinleri, bitkilere 6zgii APETALA2 (AP2) /etilene duyarl
element baglayic1 protein (EREBP) transkripsiyon faktorlerinin bir alt ailesidir
(Agarwal vd., 2006, Huang vd., 2020). TF ailelerinin en biiyiik gruplarindan biri olan
AP2/ERF (APETALAZ2/etilene duyarli faktor) iist ailesi, bitki gelisim siire¢lerinin ve
biyotik ve abiyotik stres tepkilerinin diizenlenmesinde yer alir. APETALA 2 / etilene
duyarli element baglama faktorii (AP2/ERF) ailesi, dort ana alt aileyi igeren bitkiye
0zgli transkripsiyon faktorlerinin biiyiikk bir grubudur. AP2, RAV, ERF ve
dehidrasyona duyarli element baglayici protein (DREB) alt ailelerini igerir (Mizoi vd.,
2012, Zhang ve Xia, 2023).

DREB transkripsiyon faktorleri, dehidrasyona duyarli element (DRE) (¢ekirdek motifi
A/GCCGAC) ile spesifik olarak etkilesime giren tek bir korunmus AP2 alani igeren
AP2/ERF (APETALAZ2/etilene duyarli faktor) gen ailesinin bir alt grubudur. DREB

transkripsiyon faktorleri, bir dizi asagi akis genin ekspresyonunu diizenlemek ve
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bitkilerin farkli abiyotik streslere kars1 direncini arttirmak icin stres direnci genlerinin
promotdr bolgesindeki DRE ve C-tekrar duyarli (CRT) cis- elementine baglanir. DNA
baglayici alanlarin sekans kimliklerine dayali olarak, DREB proteinleri alt1 alt gruba
(A1-A6) ayrilabilir. Farkli alt gruplardaki DREB f{iyeleri, bitkilerde farkli roller
oynamaktadir (Wu vd., 2022).

14. valin (V14) ve 19. glutamik asit (E19) DREB proteinlerinin AP2/ERF alaninda
korunur ve DREB proteinlerinin DNA'ya baglanma 6zgiilliigliniin belirlenmesinde
merkezi bir rol oynar (Li vd., 2021). Tiim TF'ler, DNA baglama motifi ad1 verilen kisa
bir peptit bolgesi iceren bir DNA baglama alanina sahiptir. DNA baglama alaniin
amino asit dizileri, bir aile i¢inde korunur. CBF/DREB'ye ait proteinler, ~60 amino
asitten olusan AP2/ERF alan1 adi verilen yiiksek oranda korunmus DNA baglama
alanina sahiptir. DREB1 / CBF genlerinin farkli abiyotik stresler altinda ekspresyonu,
genetik olarak ¢ok ¢esitli bitki tiirlerinden kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Akhtar
vd., 2012).

DREBI /CBF genleri, DREB alt ailesinin A1 alt grubuna aittir ve ilk kez Arabidopsis
thaliana'da bulunmustur. DREB1/CBF genlerinin, birgok COR geninin promotdr
bolgesindeki DRE/CRT yanit elemanlarina baglanabildigi yapilan ¢alismalarla
kanitlanmistir. DREB1 hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyebilir ve strese karsi
bitki direncini gelistirebilmektedir. Arabidopsis thaliana'ya ek olarak, domates, misir,
bugday, piring ve diger kapali tohumlularda homolog DREBI1/CBF genleri de

tanimlanmis ve incelenmistir (Chen vd., 2022).

AP2 alaninda, DREB1/CBF ve DREB2 yiiksek homolojiye sahiptir ve aynt DRE
cekirdek dizisine (A/GCCGAC) baglanabilmektedirler. DREB1/CBF'den farkli
olarak, DREB2 kuraklik ve yiiksek sicaklik tarafindan indiiklenmektedir. Ayrica
yapilan c¢aligmalarda kuraklik stresi altinda, lipit sinyalinin DREB2 geninin
diizenlenmesi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Kudo vd., 2017, Cui vd., 2011).

Karmasgik sinyal iletim yollarinda bitki hormonlar1 olduk¢a dnemli bir yere sahiptirler.
Bitkilerin normal biiyiimesini ve iiremesini saglamak icin cesitli bitki hormonlari,
farkl1 agamalarda ve organlarda gen ifadesini etkileyerek farkli yagam aktivitelerini
diizenlerler (Ornegin absisik asit (ABA), etilen (ET), jasmonat (JA), gibberellin (GA)
ve sitokinin (CK)). DREB transkripsiyon faktorleri, bitki hormonlarina karsi oldukca
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duyarli ve bitki hormonu sinyal yolunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Sekil 2.6)

(Zhang ve Xia, 2023).

Soguk/Kuraklik Toleransi
Yaprak Senesensi

- DEAR4

CK Duyarhhk
Toleransi

Kurakiik - QD

i Sog
B tk Bl
: : : uyume5| |ToIerans;

Sekil 2.6. DREB proteinleri, ABA, ET, JA, GA ve CK sinyalleri araciligryla bitki
bliylimesine ve gelismesine ve abiyotik strese yanit modeline aracilik eder. ABA sinyali,
DREB geninden bagimsiz olarak soguk stresine yanit verebilir ve kuraklik stresi altinda

DREB proteinlerini diizenleyebilir. Absisik asit (ABA), etilen (ET), jasmonat (JA),
gibberellin (GA) ve sitokinin (CK) (Zhang ve Xia, 2023).

DREB alt ailesi, stres kosullarina kars1 bitki tepkilerinin diizenlenmesinde 6zellikle
onemli bir rol oynamaktadir. Bugiine kadar DREB alt ailesi arasinda DREB1 ve
DREB2 genis ¢apta incelenmistir, ancak diger aileler lizerine yapilan ¢aligmalar sinirl

kalmistir (Li vd., 2021, Tsutsui vd., 2009, Chen vd., 2022, Akhtar vd., 2012).
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Tablo 2.3. Farkl bitkilerden izole edilen DREB genleri ve cesitli abiyotik streslere transkript
tepkileri *cbfl: drebl1b, cbf2: dreblc, cbf3: drebla; (*) siirekli ekspresyon; (—) ¢alisilmamis
(Agarwal vd., 2006).

Tirler DREB tipi Streste ifadesi

Soguk Kurakhk Tuzluluk ABA

Arabidopsis CBF1: Evet Hayir = Hayir
u77378
CBF2: Evet = = =
AF074601
CBF3: Evet = = =
AF074602
Arabidopsis DREBIA: Evet Hayir Hayir Hayir
ABO007787
DREB2A: Hayir Evet Evet Evet
ABO007790
Arabidopsis CBF1: Evet Hayir = Hayir
U77378
CBF2: Evet Hayir = Hayir
AF062924
CBF3: Evet Hayir = Hayir
AF062925
Kanola CBEF gibi: Evet = = =
AF370733,
AF370734
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Tiirler

DREB tipi

Streste ifadesi

Soguk

Kurakhk

Tuzluluk

ABA

Bugday

CBEF gibi:
AF376136

Evet

Cavdar

CBEF gibi:
AF370728,
AF370729,
AF370730

Evet

Domates

CBEF gibi:
AY 034473

Evet

Tiitiin

Tsil:
AF058827

Evet

Arpa

CBF3:
AF239616

Evet

Hayir

Hayir

CBF1:
AF298230

Arabidopsis

CBF4:
AB015478

Hayir

Evet

Evet

Piring

DREBIA:
AF300970

Evet

Hayir

Evet

Hayir

DREBIB:
AF300972

Evet

Hayir

Hayir

Hayir

DREBIC:
AP001168
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Tiirler

Bugday
Xiaoyan54

Atriplex

hortensis

Biber

Bugday

Soya fasulyesi

DREB tipi

DREBID:
AB023482

DREB2A:
AF300971

DREB2:
AF303376

DREBI:
AF274033

DREBI:
AY496155

CBF2-1:
AB178166

CBF2-2:
AB178167

DREBa:
AY 542886

DREBb:
AY296651

DREBc:
AY244760

Soguk

Hayir

Hayir

Evet

Hayir

Evet

Evet

Evet

Evet

Hayir

32

Streste ifadesi

Hayir

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Kurakhk Tuzluluk

Hayir

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

ABA

Hayir

Hayir

Evet

Hayir

Hayir

Hayir

Evet

Hayir

Evet



2.3.2. SNP (Tek Niikleotit Polimorfizmi)

Bir niikleotid dizisindeki tek niikleotidin degisikligi, silinmesi veya eklenmesi tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak adlandirilir. Genetik lokusta farkli alleller
meydana getirecek sekilde baz veya bazlarda meydana gelen SNP’ler nokta
mutasyonlarinin yol a¢tig1 polimorfizmlerdir. SNP’ler kodlama bolgesinde, intronlarin
icinde yer alir veya kodlama bolgelerinin disinda olabilir. Bu nedenle SNP’ler birkag
farkli smifa ayrilabilir. Bir gendeki SNP pozisyonuna bagli olarak, SNP’ler ekzon
(eSNP), intron (iISNP) ve promotor SNP (pSNP) olarak siniflandirilabilirler (Irshad
vd., 2021, Karcicio, 2006).

Bir genin ifade edildigi kisimlarda yer alan fonksiyonel SNP'ler, amino asitleri
kodlayan kodondaki birinci veya ikinci niikleotid dizisini degistirebilir. Bu degisim de
enzimlerin aktivitelerini degistiren protein yapisini degistirebilir ve bitkilerde arzu
edilen veya istenmeyen Ozelliklerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Genlerin ekzon
kisimlarinda bulunan fonksiyonel SNP'ler, biyotik ve abiyotik streslerin seviyesini
kontrol edebilir. Ayrica ifade edilen edilen bdlgeleri degistirerek abiyotik ve biyotik
strese toleransin saglanmasinda rol alabilirler (Korsa ve Feyissa, 2022, Morgil ve dig.,

2020).

Genomdaki DNA dizi varyasyonunun belirlenmesi bitki genetigi ve 1slah1 agisindan
olduk¢a 6nemlidir. SNP’lerin se¢imi, biiyiik 6lgekli popiilasyonlarda istenen hatlarin
secilmesine olanak saglamaktadir. SNP'ler belirli genlerdeki veya genomik

bolgelerdeki ¢esitliligi degerlendirmek i¢in son yillarda ¢alisilmaktadir.

Soya fasulyesinin genom biiyiikligii yaklasik 1,1 Gb olup 46.430 protein kodlayan
gen igerir. Yapilan ¢alismalarda dort milyondan fazla SNP'yi tanimlanmigtir. Bunlarin
%20.4’1 genleri kodlayan bdlgede bulunurken geri kalanlar1 genler arasindaki bolgede
yer alir. Ayrica soya fasiilyesinde kuraklik stresiyle iliskili genlerde 6.000'den fazla
SNP bulunmustur. (Hug ve dig. 2016).
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Transkripsiyon faktorlerinden DREB1 ve DREB2, bir dizi abiyotik stresle iliskili
genleri indiikleyerek bitkilere stres toleransi kazanmasinda rol oynarlar. Bu nedenle bu
tanskripsiyon faktorleri ile ilgili SNP’in de arastirilmasi ¢ok onemlidir. Ozellikle

iilkemizde gelistirilen Ataem-07 soya ¢esidi i¢in bu ¢aligma ilk olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1.Bitkilerin In — Vivo Ortamda Yetistirilmesi

Bu tez calismasinda kullanilan Ataem-07 soya fasulyesi ¢esidine ait tohumlar
Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirliigii'nden temin edilmistir. Soya
fasulyesi tohumlar, igerisinde toprak bulunan plastik ekim kaplarma (5 cm ¢ap-6,5 cm
yiikseklik) ekilmistir. Plastik kaplar 40 x 25 cm ebatlarindaki plastik tepsilere
yerlestirilmis ve bitkiler Tablo4’ de icerigi verilen Hoagland besin soliisyonu ile
sulanmistir. Soya fasulyesi bitkileri 14 giin boyunca 25 °C sicaklik 16 saat giindiiz, 8
saat gece olacak sekilde T.C Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimii Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarma ait iklim odasinda optimum

kosullarda ¢imlendirilmistir.

Toprak igeren plastik bitki biiylitme kaplarinda ¢imlendirilen soya bitkileri, Hoagland
besin soliisyonu verilerek 14 giin siire ile iklimlendirme odasinda yetistirilmistir. 14.
giin sonunda soya bitkileri 0, 1, 3, 5, 7 giin olarak kuraklik stresine maruz birakilmistir.
Kuraklik stresi boyunca gerekli gézlemler Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de oldugu gibi
yapilmustir. 0, 1, 3, 5, 7 glin boyunca kuraklik stresine maruz birakilan soya fasulyesi
bitkileri hasat edilmistir. Hasat edilen bitkiler agsagida Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de
goriilmektedir. Kuraklik stresinin soya fasulyesi iizerinde etkisini belirlemek amaci ile

bitki boyu, kok uzunlugu ve yas agirliklar: saptanmustir.
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Sekil 3.2. Soya fasulyesi bitkilerine ait 7. gilin kuraklik stresi bitkileri.
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Tablo 3.1. Hoagland besin soliisyonu igerigi ve miktarlari1 (Hoagland ve Arnon 1950).

Stok Kimyasal ad1 Soliisyondaki | Molekii Stok 1L
Konsantrasyo 1 Konsantrasyon | Soliisyon i¢in
nu Agirhg u Alinan Stok
1 (mM) Miktar1 (ml)
A | KNO3 6,5 Mm 101,11 812 8
Ca(NO3)2.4H,0 4 mM 236,16 500
B | NHsH2PO4 2mM 115,03 250 8
MgS0O4.7H,0 2mM 246,47 250
C | H3BOs 4,6 uM 61,83 4,6
MnCl.4H,O 0,5 uM 197,9 0,5 1
ZnS04.7TH>0 0,2 uM 287,54 0,2
(NH4)6sM07024.4H> 0,1 uM 1235,9 0,1
O 0,2 uM 5 0,2
CuSO4.5H20 249,7
D | FeCI3 45 uM 162,2 45 1
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3.2.Malondialdehid Miktar1 Tayini (MDA)

Soya fasulyesi bitkilerine uygulanan kuraklik stresi sonucu meydana gelen oksidatif
stresin olusturdugu bir lipid peroksidasyon {iriinii olan malondialdehid (MDA) miktar1
kolorimetrik olarak saptanmistir. Soya fasulyesi bitkilerinden alinan 0,1 g yaprak 1 mL
distile su eklenerek havan icerisinde homojenize edilmistir. Icerisinde %0,5 (v/w)
tiobarbitiirik asit bulunan %?20’lik trikloroasetik asit ¢dzeltisinden ayni oranda eklenen
ornekler 95 °C’ de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda meydana
gelen kolorimetrik reaksiyonlar1 sonlandirmak i¢in Ornekler buz banyosuna
yerlestirilmistir. Ornekler +4 °C’de 10000 x g hizda santrifiij edilmis siipernatant
kisimlart alinarak yeni mikrofiij tliplerine aktarilmistir. Siipernatantlarin absorbans
degerleri 532 ve 600 nm dalga boylarinda Sl¢iilmiis ve sonuglar pmol MDA/g. TA

cinsinden bulunmustur (Stewart ve Bewley, 1980).

3.3.Prolin Konsantrasyon Tayini

Kuraklik stresinin Ataem-07 soya fasulyesi bitkisi ¢esidi iizerinde meydana getirmis
oldugu oksidatif strese karsi, koruyucu bir role sahip olan prolin seviyeleri tespit
edilmistir. Soya fasulyesi bitkilerinden 0,1 g yaprak ornegi alinarak %3’liik (w/v)
stilfosalisilik asit ile havan i¢erisinde homojenize edilmistir. /0000 x g hizda 15 dakika
santrifiij edilen 6rneklerin siipernatant kisimlari esit hacimlerde asetik asit ve ninhidrin
ile 100 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikrofiij tiipleri buz
icerisine yerlestirilerek reaksiyon sonlandirilmistir. Elde edilen reaksiyon karigimi
icerisinde bulunan prolin molekiillerinin eldesi i¢in karisim toluen ile ekstrakte
edilmistir. Konsantrasyon ol¢iimleri spektrofotometrik olarak 520 nm dalga boyunda
yapilmistir. Olgiim sonucu hesaplamalar prolin standardi ile hazirlanmis standart

kalibrasyon egrisine gore pg/uL proline g'l. TA cinsinden verilmistir (Bates vd.,1973).
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3.4.Genomik DNA izolasyonu

Molekiiler analizlerde kullanilmak iizere soya bitkisi genomik DNA izolasyonlari
Thermo Scientific® GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit kullanilarak
yapilmustir. Kit protokoliine gére 100 mg yaprak ornegi sivi azot ile dondurularak
havan yardimi ile homojenize edilmistir. Homojenatin iizerine 350 pL of Lizis Tampon
A eklenerek 10-20 saniye vortekslenmistir. Vorteksin ardindan karisimin {izerine 50
pL Lizis Tampon B ilave edilmistir. 20 uL. RNase A eklenmesinin ardindan 65 °C’de
10 dakika inkiibasyon beklenmistir. Inkiibasyon sonucunda 130 pL ¢oktiirme
soliisyonu eklenerek karistirlmis ve 5 dakika buzda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi doldugunda 6rnekler 20000 x g hizda 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
santrifiij tiipiine transfer edilmis ve tizerine 400 pL bitki gDNA Baglanma Soliisyonu,
400 pL %96’lik ethanol eklenerek karistirilmistir. Karisimin yarisi spin kolona transfer
edilmis ve 6000 x g hizda 1 dakika santrifiij edilmistir. Silipernatant atilarak karigimin
diger yarisi spin kolona transfer edilmis ve 6000 x g hizda 1 dakika santrifiij edilmistir.
Spin kolona 500 pL yikama tamponu eklenmis ve 8000 x g hizda 1 dakika santrifiij
edilmistir. Stipernatant atilarak 500 puL yikama tamponu eklenmis ve 20000 x g hizda
3 dakika santrifiij edilmistir. Spin kolon {izerine 100 pL eliisyon tamponu eklenerek
oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon beklenmistir. Inkiibasyon sonunda ornekler
8000 x g hizda 1 dakika santrifiij edilmistir. Izole edilen &rneklerin konsantrasyonlari
ve safliklari Implen NanoPhotometer NP80 ile oOlgiilmiistii. Genomik DNA’lar

%0,8’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

3.5.RNA izolasyonu

Molekiiler analizlerde kullanilmak iizere soya bitkisi RNA izolasyonlar1 TRIzol
metoduna gore yapilmistir. 100 mg yaprak ornegi sivi azot ile dondurularak havan
yardimi ile homojenize edilmistir. Homojenatin {lizerine 1mL Trizol eklenmis ve
ependorf tiipe aktarilarak 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 200 pL kloroform eklenerek 20 saniye karistirilmis ve oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda &rnekler 15 dakika
12000 x g hizda 15 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant yeni bir tiipe aktarilmis ve
iizerine 1:1 oraninda izopropanol eklenerek karigtirilmistir. Ornekler oda sicakliginda

10 dakika inkiibe edilmis ve /2000 x g hizda 15 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant
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atilmig ve pellet iizerine 1 mL %75 etanol eklenmis ve 7500 x g hizda 5 dakika santrifiij
edilmistir. Stipernatant atilarak 7500 x g hizda 10 saniye santrifiij edilmistir. Pellet 5
kurutulduktan sonra 30 pL RNaz- Free water eklenmistir. izole edilen 6rneklerin
konsantrasyonlar1 ve safliklar1 Implen NanoPhotometer NP80 ile dl¢iilmiistiir (Yang,

vd., 2009). RNA’lar %2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

3.6. cDNA Sentezi

Total RNA 6rnekleri ile iScript cDNA isolation kit prosediiriine uygun olarak cDNA
eldesi saglandi. cDNA sentezi i¢in reaksiyon karisimi (4 pL 5X iScript Reaction Mix
+ 1 pL iScript Reverse Transcriptase + 14 pL Nuclease-free Su) son hacim 19 pL
olacak sekilde prosediirde belirtildigi gibi hazirlanmigtir. Ardindan 1 pL RNA
ornekleri eklenerek Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tiipleri PCR cihazina
yerlestirilmis ve Tablo 3.2’ de belirtilen sicaklik ve siirelerde protokol uygulanmistir

(Ibraheem vd., 2011).

Tablo 3.2. cDNA PCR amplifikasyon kosullari.

Islev Sicaklik Dakika
ik aktivasyon 25°C 5 dk
Ters ¢cevrim 46°C 20 dk
In aktivasyon 95°C 1 dk
Durdurma 4°C -
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3.7.Gradient PCR

DREB genlerine ait belirlenen primer dizileri asagida Tablo 3.3°de belirtildi. Primer
ciftleri ile kontrol grubu olan soya fasulyesi cDNA 6rnekleri ve negatif kontrol icin
Nuclease free water kullanilarak Gradient PCR yapildi. Bu calisma i¢in Thermo
Scientific PCR Master Mix (2X) kullanildz.

Karigim; 12,5 pL mix + 9,5 Nuclease free water + 1 uL. ¢cDNA olacak sekilde
hazirlandi, vortexte karistirildi ve 0,2 uLL PCR tiiplerine dagitildi. PCR tiiplerine 1 pL
Forward Primeri + 1 pL Reverse primeri eklenerek hazirlanan karigim tekrar vorteks
cihazinda karigtirildi ve gradient PCR Thermo Scientific PCR Master Mix (2X)
protokoliine gore gerceklestirildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.3. DREB genlerine ait belirlenen primer dizileri.

Primer ismi Sekans Uriin
Boyutu
F 5’-AATCACTGCCCTCCTGGTCG-3’ 181 bp

DREBI1 R 5’>-AAGTGGGTGGCGGAGATCAG-3’

DREB2 F 5’-TCTCCTAAACCCGCTTCTTCCA-3’ 158 bp

R 5’-GCTCGCAACTGCAACTTCCC-3’
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Tablo 3.4. Gradient PCR protokolii

Adim Sicakhik Zaman Siklus
Baslangic 95°C 3dk 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C 30 sn 30
Baglanma 58-59-60-61- 30 sn 30
62°C
Uzaman 72°C 25 sn 30
Son uzama 72°C 10 dk 1

Elde edilen PCR sonucundaki en iyi primer baglanma sicakligi agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendi.

3.8.Hedef Genlerin ifade Analizinin qRT-PCR ile Gosterilmesi

Gen ekspresyon analizi icin SYBR™ Green PCR Master Mix protokoliine uygun
olarak bir deney diizenegi olusturuldu. Her primer ¢ifti i¢in ayri ayr1 karigim
hazirlandi. Bu karisimlar 1,5 mL eppendorf tiipleri igerisine 10 L. 2X SYBR™ Green
PCR Master Mix + 1 pL Forward Primeri + 1 pL. Reverse Primeri + 7 ul Nuclease Free
water olarak hazirlandi ve vortekste karigtirilarak 0,1°lik platelere 19 pL olarak
dagitildi. Ardindan 1 pL cDNA Ornekleri plate igerisine dagitilarak 10-20 sn
vortekslenerek ardindan Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR cihazina
asagidaki Tablo 3.5’ de belirtilen kosullarda yerlestirildi. Endojen kontrol olarak EF1b

primeri kullanildi.
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Tablo 3.5. qRT-PCR Amplifikasyonu dongii sicaklik, siire ve sayilari.

PCR
Adim Enzim
Aktivasyonu
Siklus
Denatiirasyon Baglanma/Son
Uzama
Zaman 10 dk 15 sn 60 sn
Sicaklik 95 °C 95 °C 60 °C

Soya fasulyesi kontrol grubu oOrneklerinden asagidaki Tablo 3.6’da gosterilen
konsantrasyon degerlerinde seri dilisyon yapilip endojen kontrol EF1b primerleri ile

reaksiyon kurularak standart sapma grafigi ve dogruluk (R?) degeri belirlenmistir.
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Tablo 3.6. Standart 6rmeklerinin konsantrasyon degerleri.

Ornek Konsantrasyon ng/uLL
Kontrol-0/Std1 1000.00
Kontrol-0/Std2 100.00
Kontrol-0/Std3 10.00
Kontrol-0/Std4 1.00

Real Time PCR sonuglarindan elde edilen Ct degerleri Sekil 3.3’de belirtilen Pfaffle
formiilasyonuna yerlestirilerek gen ekspresyonlarindaki artis ve azalis miktarlari

belirlendi.

Etkinlik

ACt hedef (kontrol-6rnek)
Hedef )

Gen ekspresyon orani =

(Etkinlik
Referans

)ACt referans (kontrol-6rnek)

Sekil 3.3. Hedef gen ifadelerinin kontrol gen ifadesine gore degisimi (Pfaftle, 2001).
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3.9. Agaroz Jelden DNA Ekstraksiyonu

Agaroz jel igerisinden alman DNA par¢ast mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Alinan
miktar {izerine 3 hacim ADB (Agarose Dissolving Buffer) eklendi ve 55 °C ‘de 10
dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiip karistirilarak Zymo-Spin™ kolonuna
aktarildi. 1 dakikalik santrifiij sonrasi iist faz atilarak kolona 200 uL DNA yikama
tamponu eklenerek 30 dakika santrifiij edildi. Ust faz atilarak yikama adimi
tekrarlandi. Santrifiij sonrasinda 6 pL. DNA Elution tamponu eklendi ve 1 dakika
santrifiij edildi.

3.10. SNP Analizi

DNA izolasyonu ile elde edilen Ataem-07 soya ¢esidine ait DNA 6rnekleri SNP analizi
icin Medsantek Laboratuar Malzemeleri Sanayi ve Ticaret Ltd. Sti. gonderildi ve

analiz ettirildi.

3.11. istatiksel Analizler

Soya fasulyesi bitkilerine ait kontrol ve farkli giinlerde kuraklik stresin maruz
birakilmis bitkilerin in vivo kosullardaki biiylime parametrelerinden bitki boy
uzunlugu, kok uzunlugu, yas agirlik ve morfolojik zararlanma degerlendirilmesinden
elde edilen veriler ile farkli giinlerde strese in vivo kosullarda maruz birakildiktan
sonraki tiim biyokimyasal analizlerinin (lipid peroksidasyon, prolin, peroksidaz enzim
aktivitesi) degerlendirilmeleri Rstudio istatistik programi kullanilarak yapilmistir.
Programda tek yonlit ANOVA testi yapilmus, testte istatistiksel olarak anlamli bulunan
gruplarin karsilastirmasi Fisher- LSD testi ile yapilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1.Soya Fasulyesi Kuraklik Stresi Etkilerinin Tespiti

0, 1, 3, 5 ve 7 gilin kuraklik stresi uygulanmig Ataem-07 soya fasulyesi bitkilerinde
ortalama bitki boylari, ortalama bitki kok uzunluklart ve ortalama bitki yas agirliklar
saptanmigtir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). Kontrol grubunda ortalama bitkilerin boylari,
ortalama bitki kok uzunluklar1 ve ortalama bitki yas agirliklari giinlere paralel olarak
artmistir. Kuraklik stresi uygulanan soya bitkilerinde ise ortalama bitki boylar1, kontrol
bitkilerine kiyasla 5. giine kadar degisiklik gostermezken 7. giinde bir azalma
olmustur. Kuraklik stresi uygulanan bitkilerde artan stres giiniine paralel olarak
ortalama bitki kok uzunluklari kontrol grubuna goére artmistir. Kuraklik stresi
uygulanan bitkilerde artan stres giiniine paralel olarak ortalama yas agirliklar1 kontrol

grubuna gore azalmigtir (Tablo 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3).

Kuraklik stresinin, soya fasulyesi bitki boylar1 lizerine etkisi Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de
gosterilmistir. Soya fasulyesi bitkisine ait kontrol bitkilerinin ortalama bitki boylar1
sirayla 16,80 cm, 17,44 cm, 19,10 cm ve 20,44 cm olarak bulunmustur. Kuraklik
stresine maruz kalan bitkilerde ortalama bitki boyu sirasiyla 16,84 cm, 17,38 cm, 19,68
ve 17,50 cm olarak bulunmustur (Sekil 4.1). Bitki boylarinda meydana gelen bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kuraklik stresinin ortalama bitki kok
uzunluklarinin kontrole gore artmasi istatiksel olarak anlamli bulunurken ortalama yas
agirliklarinin yine kontrole gore azalmasi da istatiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.2 ve

Sekil 4.3).
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Tablo 4.1. Soya fasulyesi ortalama bitki boyu(cm), kok uzunlugu(cm) ve yas agirligi(g).
KONTROL 1.Giin 3.Giin 5. Giin 7. Giin

Boy 16,80+0,447 ¢ 17.44+0.439 %  19.10+0.380 *»  20.44+0.517*

14.30+1.788 ¢ 15.70+1.303 © 19.10+0.380 > 20.44+0.517 *b

Kok Uzunlugu

Yas agirhk  5.368+0.636 ¢4 6.690+0.987 >  7.280+1.094%  9.752+1.685?

* Ayn1 harfle gosterilmeyenler, kontrol deney gruplarinin ortalama bitki boyu, ortalama kdk uzunlugu ve ortalama
yas agirlik bakimindan aralarindaki farklarin, en az 0,05 6nemli oldugunu ifade etmektedir. + Standart Sapma.

Tablo 4.2. Kuraklik stresinin soya fasulyesi bitkisi boy(cm), kok uzunlugu(cm), yas
agirhigi(g) iizerindeki etkileri.

KURAKLIK 1.Giin 3.Giin 5. Giin 7. Giin
STRESI
Boy 16.84+1.858¢  17.384+0.759 ¢  19.68+1586 2 17.50+0.634 be

Kok 19.20+0.778 ®  19.20+1.151 "  20.56+£0.626 >  21.66+0.634 *

Uzunlugu

Yas agirhk  4.874+0.550 % 4.380+0.420 % 3.640+0.340¢  2.100+0.162 f

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kuraklik stresi deney gruplarinin ortalama bitki boyu, ortalama kdk uzunlugu ve
ortalama yas agirlik  bakimindan aralarindaki farklarin, en az 0,05 6nemli oldugunu ifade etmektedir. + Standart

Sapma.
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Sekil 4.1. Kuraklik stresinin soya fasulyesi bitki boylar1 {izerindeki etkisi.
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Sekil 4.2. Kuraklik stresinin soya fasulyesi bitki kok uzunlugu iizerindeki etkisi.
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Sekil 4.3. Kuraklik stresinin soya fasulyesi bitki yas agirliklari tizerindeki etkisi.
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4.2.Malondialdehid Miktar:1 Tayini

Kuraklik stresinin Ataem-07 soya fasulyesi lizerindeki etkisi oksidatif stresin meydana
getirdigi lipid peroksidasyonun {iriinii olan malondialdehid (MDA) miktarinin
kolorimetrik olarak dl¢iilmesi ile saptanmistir. Kuraklik stresi etkisi ile oksidatif strese
bagli olarak soya fasulyesinde MDA miktarinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 14). Soya
fasulyesi bitkisine ait kontrollerde MDA miktar1 0,538, 0,606, 0,703 ve 0,749 U/mol.g’
!'TA bulunurken, kuraklik stresi uygulanan bitkilerin MDA miktar1 0,539, 0,69, 0,849
ve 1,195 U/mol.g ' TA oraninda bulunmustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kuraklik stresinin soya fasulyesi MDA oranlarina etkisi.
MDA 1.Giin 3.Giin 5. Giin 7. Giin

Kontrol  0.5384+0.067 "  0.606+0.040®  0.703+0.058 ®  0.749+0.059 ®

Kurakhk = 0.539+0.239 P 0.69+0.082 " 0.849+0.288 2 = 1.195+0.252 2

Stresi

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve stres deney gruplarinin ortalama MDA miktar1 bakimindan aralarindaki
farklarmn, en az 0,05 6nemli oldugunu ifade etmektedir. + Standart Sapma

Kontrol soya fasulyesi bitkileri MDA oranlart arasinda istatiksel bir fark
bulunamamistir. Kuraklik stresi uygulanmig soya fasulyesi bitkilerinin tamaminda
lipid peroksidasyon, stres uygulanmamis kontrollerine gore artis gostermistir.
Kuraklik stresi uygulanmis soya fasulyesi bitkileri arasinda en yiiksek lipid
peroksidasyon 1,195 U/mol.g ' TA degeri ile 7. giin bitkilerinden elde edilmistir (Sekil
4.4).
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Sekil 4.4. Kontrol ve Kuraklik stresi uygulanan soya fasulyesi MDA oranlari. Farkli harflerle
gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar, 0.05 seviyesinde dnemlidir.
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4.3.Prolin Konsantrasyonu Tayini

Oksidatif strese kars1 koruyucu osmoprotektan rolii olan prolin konsantrayonu Bates
vd. (1973) metoduna gore tespit edilmistir. Soya fasulyesi kontrol bitkilerinde prolin
konsantrasyonu 0,018 ve 0,022 pmol prolin/g.TA iken, kuraklik stresi uygulanan
bitkilerde ise 0,031, 0,043, 0,049 ve 0,057 pumol prolin/g.TA olarak bulunmustur.
Prolin konsantrasyonu kuraklik stresi uygulanan ve stres uygulanmayan bitkilerde en
yiiksek degerlere 7. giinde ulagmistir (Sekil 4.5). Kuraklik stresi uygulanmasinin
ardindan kontrole gore istatistiksel olarak anlamli seviyelerde prolin artist

saptanmuigtir.

Tablo 4.4. Kuraklik stresinin soya fasulyesi Prolin miktar1 oranlarina etkisi.

PROLIN 1.Giin 3.Giin 5. Giin 7. Giin

Kontrol 0.018+0.002¢  0.018+0.0054 0.018+0.003 ¢ 0.022+0.002 ¢

Kuraklik 0.031+0.0005 ¢  0.043+0.001 > 0.049+0.001 > 0.057+0.002 *

Stresi

* Ayni harfle gosterilmeyenler, kontrol ve stres deney gruplarimin ortalama Prolin miktar1 bakimindan aralarindaki
farklarmn, en az 0,05 énemli oldugunu ifade etmektedir. + Standart Sapma
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Sekil 4.5. Kuraklik stresinin soya fasulyesi prolin konsantrasyonlari lizerine etkileri. Farkli
harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar, 0.05 seviyesinde 6nemlidir.

4.4. Gradient PCR sonuclarn

Gradient PCR sonuglarina gore primerler en iyi DREB1; 61°C, DREB2; 62°C, EF1b;
60°C’ de caligmistir. Primerlerin baglanma sicakliklarini belirlemek i¢in soya fasulyesi
kontrol grubu drneklerinden elde edilen cDNA’lar kullanildi. Ornekler %2’lik olarak
hazirlanan agaroz jelde 80V’da 45 dk yiirtitiildiikten sonra Sekil 4.6’daki sonuglar elde

edilmisgtir.

53



Sekil 4.6. 60-61-62 °C’de kurulan Gradient PCR ¢alisma sonucu.

4.5. Hedef Genlerin ifade Analizinin qRT-PCR ile Gosterilmesi

Kuraklikla iligkili olarak belirledigimiz gen bdlgelerindeki ekspresyon degisimleri
incelendiginde EF1b, DREB1 ve DREB2 gen bolgesinden elde edilen Ct degerleri
asagidaki Tablo 4.5’ te verilmistir.
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Tablo 4.5. ELF1b, DREB1 ve DREB2 gen bolgelerinden elde edilen Ct degerleri.

Ornek Hedef Genler
ELF1b DREB1 DREB2
Kontrol Ct Ct Ct
30,33 31,18 31,99
ELF1b DREB1 DREB2
Kurakhk Ct Ct Ct
1.Giin
30,33 31,18 31,99
ELF1b DREB1 DREB2
Kurakhk Ct Ct Ct
3.Giin
26,73 30,88 30,57
ELF1b DREB1 DREB2
Kurakhk Ct Ct Ct
5.Giin
24,15 30,21 27,04
ELF1b DREB1 DREB2
Kurakhk Ct Ct Ct
7.Giin
25,06 28,7 26,56

55



Elde edilen Ct degerleri Sekil 3.3 “de belirtilen Pfaffl formiilasyonuna yerlestirilerek,
Kontrol-0, Kuraklik-1, Kuraklik-3, Kuraklik-5, Kuraklik-7. Giin bitkilerindeki hedef
gen bolgelerinin ekspresyon seviyelerindeki degisimler asagidaki Sekil 7.7, Sekil 4.8°
de gosterilmisti. DREB1 geninde kontrol grubuna gore kuraklik stresine karst 1.
giinde gen ekspresyon seviyelerinde bir fark tespit edilirken, DREB2 geninde kontrol
grubuna gore 1.ve 7. glinlerde gen ekspresyon seviyeleri farkliliklar gdstermistir (Sekil

4.7 ve Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. DREBI geni Kontrol ve Kuraklik grubundaki gen ekspresyon seviyelerindeki
degisim.
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Sekil 4.8. DREB2 geni Kontrol ve Kuraklik grubundaki gen ekspresyon seviyelerindeki
degisim.
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4.6. SNP Analizi

Ataem-07 soya c¢esidinin SNP analizi ile kuraklik stresi altindaki durumu
belirlenmistir. DREB1 geni kontrol ve stres grubu arasindaki diziler Sekil 4.9°da
verilmis olup, kontrol grubunda 109. amino asit aspartik asitten asparajin olmustur.

Stres gurubu dizilerine bakildiginda ise 121. amino asit alanin treonin’e donmiistir.

DREBI geni 3. giin kontrol ve stres grubu arasindaki dizilere bakildiginda bir baz
kayb1 oldugu ve 39. amino asit arjinin, glutamik asite doniistiigii saptanmistir (Sekil

4.10).

DREBI geni 5.giin kontrol ve stres grubu dizi analizlerinde degisim saptanmamustir.
DREBI geni 7.giin kontrol ve stres grubu dizi analizlerinde ise 30. aminoasit aspartik
asitten glutamik aside donmiistiir. Ayrica baz eklenmesi sonucu 31. amino asit sonrasi

cergeve kaymasi gerceklesmistir (Sekil 4.11).

DREB2 geni 1.giin kontrol ve stres grubu dizi analizlerinde herhangi bir degisim
saptanmamustir (Sekil 4.12). Ayrica 3. ve 5.giin kontrol ve stres gruplarinda herhangi

bir SNP saptanmamugtir.

DREB2 geni 7.giin kuraklik ve stres grubu dizi analizinde ise sadece 3° UTR
bolgesinde bir SNP saptanmustir.
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Sekil 4.9. DREBI 1. giin kontrol (A) ve stres (B) grubu arasindaki diziler. Kontrol grubunda

109. amino asit aspartik asitten asparajin olmustur. Stres gurubu dizilerine bakildiginda ise

121. amino asit alanin treonin’e donmiistiir.
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Sekil 4.10. DREBI 3. giin kontrol (A) ve stres (B) grubu arasindaki diziler. Kontrol ve stres

grubu arasindaki dizilere bakildiginda bir baz kayb1 oldugu ve 39. amino asit arjinin,

glutamik asite doniigsmiistiir.

59



File Edit Options Help
4 - v
Open »

& N A F R

Export Print Next Find Reverse Enhanc ul
o o © 03 @ 3 03 %
fm i imimaEmissEEssssme-aSasmE aeiamaa esesmssEEEEE mmw SassEmEEae e
GGTIATAGIAGTTTAAGT TAAT T CAACCATIG S GAcieGo CIGTIGITCCAACA TCAACGATG ATC

File Edit Options Help
= =] V =] N 24 = 3
Open  Sove  Export | Print | Next  Find | Reverse Enhance | -t =
) 30 ) 53 G
- ®m E ccem B . EEE S S B s e el s B e s s =S es .. mEmEEN
AGGTIATA G TAGT TTAAGT TAAT TCAACCA TG G AAGACAGGG AT CAC TG

( LA JMM'IJ‘ 1‘ BiilG

Sekil 4.11. DREBI1 7. giin kontrol (A) ve stres (B) grubu SNP analizleri. Kontrol ve stres

grubu dizi analizlerinde 30. aminoasit aspartik asitten glutamik aside doniigsmiistiir ve

eklenmesi sonucu 31. amino asit sonrasi ¢er¢eve kaymasi gergeklesmistir.
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Sekil 4.12. DREB2 1. giin kontrol (A) ve stres (B) grubu SNP analizleri. Kontrol ve stres

grubu dizi analizlerinde herhangi bir degisim saptanmamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu tez ¢alismasinda, soya fasulyesi kuraklik stresi altinda vermis oldugu
morfolojik ve biyokimyasal cevaplar ile DREB1 ve DREB2 genlerinin ifadelerinin

ortaya konulmasi amaglanmistir.

Bu tez kapsaminda soya fasulyesi bitkisine ait kontrol gruplar1 ve 1, 3, 5, 7 giin
kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerin ortalama bitki boylari, bitki yas agirliklar
ve kok uzunluklar tespit edilmistir. Tiim uygulama gruplarinda ortalama bitki kok
uzunlugu artan kuraklik stresi glinlerine paralel olarak kontrole gore artarken, kuraklik
stresi uygulanan bitkilerde artan stres giinline paralel olarak ortalama yas agirliklar

kontrol grubuna gore azalmistir.

Kurakligin bitkilerde bitki boyu ve yas agirlig1 lizerine olumsuz etkileri oldugu pek
cok calisma ile gosterilmistir (Babaei vd., (2021) Meksika kadife cicegi (7agetes
minuta L.) bitkisinin kuraklik stresine morfolojik, fizyolojik ve fitokimyasal tepkilerini
aragtirdiklar1  ¢aligmalarinda  bitkiye kuraklik stresi uygulamislardir. Bitki
biiytimesi kuraklik stresinden etkilenmistir. Kuraklik stresinin etkilerini bitki boyu,
govde capi, yaprak, ciceklenme, taze ve kuru agirhigi parametreleri iizerinden
degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak goézlemlenen tiim parametreler dogrultusunda
kuraklik stresinden 6nemli oOl¢iide etkilendiklerini tespit etmislerdir. Kurakligin

bitkilerde, kok uzunlugu tizerindeki etkileri de pek ¢ok calisma ile gosterilmistir.

Kachare vd., (2022) yapmis oldugu ¢alismada kuraklik stresi altinda alt1 genotipe ait
60 giinliik soya bitkilerini, on giinliik kuraklik stresine tabi tutmuslardir. Arastiricilar
kuraklik stresi kosullarinda, bitkilerin taze ve kuru agirliklarinin daha diisiik oldugunu

saptarken kok uzunlugunun arttigini gostermislerdir.

Khodabin vd., (2020) kuraklik stresinin kanola gesitlerinin morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerine etkisini arastirdiklar1 ¢aligmada, kuraklik stresi altindaki kanolanin bitki
boyu, kok uzunlugu, yas ve kuru agirhigi lizerinde etkileri gozlemlenmis ve

bildirilmigtir.
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Bitkiler maruz kaldiklar1 biyotik ve abiyotik streslere karsi savunma mekanizmalari
gelistirmistir. Enzimatik ve enzimatik olmayan bu savunma mekanizmalar1 birgok
onemli bilesene sahiptir. Ozellikle molekiiler agirlig: diisiik olan ve hiicre igerisindeki
cozlinlirliigh yiiksek, yliksek konsantrasyonlara sahip olan ve toksik etki yaratmayan
organik molekiiller olan ozmoprotektanlar enzimatik olmayan savunma
mekanizmalar1 i¢in olduk¢a 6nemli bilesenlerdir. Bu ozmoprotektanlar igerisinde yer
alan prolin, bitkilerde abiyotik ve biyotik stres faktdrlerin sonucu olarak bitki
icerisinde birikim gostermektedir (Verbruggen ve Hermans, 2008; Mattioli vd., 2009;
Hayat vd., 2012).

Bitkiler, kuraklik stresine tepki olarak cesitli morfo-fizyolojik ve biyokimyasal
degisikliklere ugrayarak tolerans mekanizmalarini giliglendirmektedirler. Ozmotik
stres toleransi, degisen stres seviyeleri ve iklim kosullar altinda biiyiime ve gelismeyi
kontrol altinda tutmak icin bir araya gelen morfolojik, anatomik ve fizyolojik
ozelliklerden kaynaklanmaktadir. Bircok bitki tiirli kuraklik stresi altinda prolin
biriktirmektedir ve bu da bunun ozmotik dengede Onemli bir rol oynadigini

gostermektedir.

Abiyotik ve biyotik streslerin bitkiler {izerinde meydana getirmis oldugu fizyolojik
etkiler lipid peroksidasyon, prolin birikimi ve g¢esitli antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin belirlenmesi gibi biyokimyasal analizler ile degerlendirilmektedir

(Mostofa vd., 2015; Chunthaburee vd., 2016; Ramesh vd., 2017).

Jafarnia vd., 2018’de yapmis olduklar1 caligmada ise, kuralik stresi altinda incelemis

olduklar iran mesesi popiilasyonlarinda MDA igeriginde artis oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda soya fasulyesinin 0, 1, 3, 5, ve 7 giin kuraklik stresine vermis oldugu
biyokimyasal cevaplarin belirlenmesinde prolin birikimi degerlendirilmistir. Kuraklik
stresi uygulamasinin ardindan istatiksel olarak anlamli artislar tespit edilmistir. Bates
vd., (1973) metoduna gore, kuraklik stresi uygulanan soya bitkilerinde prolin
konsantrasyonlarinda kontrole gore artis gdzlemlenmistir. Kontrol bitkilerinde prolin
konsantrasyonu 0,018 ve 0,022 pumol prolin/g.TA iken, kuraklik stresi uygulanan
bitkilerde ise 0,031, 0,043, 0,049 ve 0,057 pumol prolin/g.TA olarak bulunmustur.
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Prolin konsantrasyonu kuraklik stresi uygulanan ve stres uygulanmayan bitkilerde en

yiiksek degerlere 7. giinde ulagmistir.

Stewarf, 1973’te yapmis oldugu calismada, soya dokularinda bol miktarda bulunan
aminoasitlerden biri olan prolinin, soya yapraklarinda dnemli bir ¢6ziiniir azot deposu
oldugunu ayn1 zamanda, Bohnert ve Sheveleva 1998’de ki calismalarinda prolinin
bitkilerde serbest O; radikallerinin detoksifikasyonuna katildig1 bildirmektedir. Farkli
bitkilerde kuraklik stresiyle birlikte prolin konsantrasyonunun artmasi, strese karsi

toleransin gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Hiicresel yapilarin biitiinliigiinii korumada etkili olan prolin ile ilgili yapilan
biyokimyasal c¢aligmalarda, kuraklik stresine uyum saglayan baz1 bitkilerin
yapraklarinda prolin biriktirdikleri gdzlenmis olup, ayni tiiriin kurakliga dayanikli ve
dayaniksiz varyeteleri karsilastirildiginda, dayanikli olanlarin diizenli bir sekilde daha
fazla proline sahip olduklari tespit edilmistir. Ayrica prolin serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasina yardimer olarak stres altinda hiicresel redoks potansiyelinin

saglanmasina katki saglamaktadir (Hayat vd., 2012).

Prolin birikimi ve metabolizmasi, bitkilerde abiyotik stresten ka¢inma
mekanizmalariyla iliskilidir. Prolin birikimi genellikle ozmotik stres toleransini
gelistirirken, prolin metabolizmasinin ATP iiretiminden reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna kadar degisen etkileri olabilmektedir. Wang vd., (2022) yapmis oldugu
calismada prolin miktarinin, kuraklik stresi altinda kokler ve govdelere kiyasla

yapraklarda 6nemli dlciide arttig1 gézlemlenmistir.

Dien vd., (2019) yapmis olduklar1 caligma ile, kuraklik stresi altinda ¢eltik bitkilerinin
yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla prolinin yiiksek oranda biriktigini ve daha
siddetli kuraklik stresinin daha fazla prolin birikimine yol ac¢tigini ifade etmislerdir.
Elde edilen sonuglarin, prolinin kuraklik stresi kosullarinda ytiksek oranda biriktigini
gosteren diger ¢aligmalarla uyumlu oldugu belirtilmistir. Ayrica prolinin, yapraklarda
daha fazla biriktigi, bu da yapraklardaki ozmotik stresin daha siddetli oldugunu ifade

etmislerdir.
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Oksidatif strese sebep olan abiyotik ve biyotik stres faktorleri, bitkilerde hiicre
membranlarinin yapisinda yer alan doymamis yaglari oksitlerler. Bunun sonucu olarak
lipid peroksidasyonuna sebep olurlar. Lipid peroksidasyonu, hiicre zarinin
biitiinliigiiniin zarar gérmesine, membran proteinlerinin yikimima ve hiicre iyon
taginiminin azalmasina sebep olur. Stresin uzun siire devam etmesi veya siddetinin
yiikksek olmasi durumunda hiicre Oliimiinii tetikleyebilir. Hiicre zarinda yer alan
lipidlerin oksitlenmesinin yan iiriinii olan malondialdehitin stres altindaki bitkilerde

arttigini bildiren pek ¢ok calisma yapilmistir (Awasthi vd., 2017).

Calismamizda soya fasulyesi bitkilerinin 0, 1, 3, 5 ve 7 giin kuraklik stresi altinda iken
lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA miktarlar1 saptanmigtir. Kuraklik stresi
giinlerinin artisina bagli olarak MDA birikimi istatistiksel olarak 6nemli artig
gostermistir. En yliksek MDA degeri 7 gilin stres uygulanmis bitkilerde tespit
edilmistir. Kontrol grubu MDA oranlari tiim stres uygulanan bitki grubuna oranla daha
diistik bulunmustur. Soya fasulyesi bitkilerinin yapraklarinda ortalama lipid
peroksidasyon degerlerinin kontrol bitkilerine kiyasla daha yiliksek olmasi, soya
fasulyesi bitkisinin ¢evresel stres faktorlerinden daha fazla etkilenmekte oldugunu
ayrica serbest radikal olusumunun daha yiiksek olabilecegi sonucunu ortaya
cikartmaktadir. Kuraklik stresinin artisina bagli olarak soya fasulyesi bitkisinin
membranlarinda olugan MDA igerigindeki artis oksidatif hasarin bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir. Elde etmis oldugumuz sonuglara gore, kuraklik stresi MDA

iizerinde etkili olmustur ve hiicre hasarinin artmasi soncu MDA miktar1 artmistir.

Plazas vd., (2019) kuraklik stresi altinda patlican (Solanum melongena) bitkisinin
cesitlerinin stres cevaplarinin karsilagtirilldign calismada, kuraklik stresi altindaki

bitkilerde 6nemli bir malondialdehit artis1 tespit edilmistir.

Kachare vd., (2022) yapmis oldugu calismada soya fasulyesinde kuraklik stresi altinda
DREB 1, RBCL, PIP, SGR genlerinin ve morfo-fizyolojik degisikliklerin ifadesi
incelenmistir. Altt genotipe ait 60 giinliik bitkiler, on giinliik siddetli kuraklik stresine
tabi tutulmus, kuraklik stresi kosullarinda, siirgiinlerin taze ve kuru agirliklar1 daha
diisiik olurken, kék uzunlugunun énemli dlgiide arttign gdzlemlenmistir. Incelenen
tlim soya fasulyesi cesitleri arasinda, kuraklik stresi altinda malondialdehit miktarinda
onemli bir artis oldugu bildirilmistir. Ayrica, artan prolin seviyeleri, kuraklik stresinde

turgorun korunmasina ve normal fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlarin
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stirdiiriilmesine yardimci olan hiicrelerin ozmotik potansiyeline baglanabildigi,
prolinin kuraklia ve tuza dayanikli fasulye genotiplerinin biiyiik Olgekte hizl

taranmasi i¢in uygun bir belirte¢ olarak kullanildig1 vurgulanmaistir.

Kuraklik, bitki biiylimesinin, fizyolojisinin ve metabolizmasimin c¢esitli 6zelliklerini
degistiren yaygin bir olumsuz sinirlayici faktdrdiir. Bliylimenin zamanlamasi, siiresi,
siddeti ve hizi, belirli ortamlarda kurakliga dayanikl tiirleri segme girisiminde dikkate
alinmas1 gereken onemli faktorlerdir. Kuraklik stresi, bitkilerin embriyo déneminden
iireme ve olgunluk asamalarina kadar cesitli biyolojik siireclerini olumsuz etkiler.
Kuraklik stresi, bitkilerin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik yollarini
etkiler ve sonugta bitki verimin azaltmaktadir. Bitkiler tarafindan benimsenen
kurakliga dayaniklilik stratejileri, bitki biiytimesinin ¢esitli asamalarinda uyarildiginda
hiicre, organ ve tiim bitki seviyelerinde gesitli biyolojik mekanizmalar1 icermektedir

(Kapoor vd., 2020).

Bu arastirmada Ataem-07 soya fasulyesi cesidinde kuraklik stresi iliskili hedef
genlerdeki ekspresyon seviyelerinin farkliliklar1  gosterilmistir.  Bu ¢alisma
kapsaminda Oncelikle kuraklik stresi iligkili olarak belirlenen DREB hedef gen
bolgeleri iizerinde durulmustur. Ataem-07 soya cesidine ait bitkilerin kontrol ve
kuraklik stresi uygulanan bitkilerde DREB1 ve DREB2 genlerinin farkli cevaplar

verdigi saptanmustir.

Kuraklik stresinden sonra hasat edilen bitkiler, 3 biyolojik tekrarli olarak kontrol
gruplart s1vi azot ile muamele edilerek RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. RNA
izolasyon protokoliinii takiben cDNA ve qRT PCR caligmalar1 yapilmis ve sonuglar
istatistiksel analizlerle beraber degerlendirilmistir. DREBI, yaprak dokularinda
kuraklik stresi altinda anlamli sekilde azalma gostermistir. 1. giinde ciddi bir artig
gozlemlenirken 3, 5 ve 7.giinlerde gen ifadesinde belirgin bir azalma mevcuttur.
DREB2, yaprak dokularmin kuraklik stresi altindaki gen ifadesinde, 1. ve 7. giinde

artis gozlemlenirken 6zellikle 3. ve 5. giinlerde azalma mevcuttur.

1. glin kuraklik stresi bitkilerinde DREB1 gen ekspresyonunda 12,4 oraninda artig
gozlemlenirken DREB2 gen ekspresyonunda 28,3 oraninda artis gozlemlenmistir.

l.glin kuralik stresi altindaki soya fasulyesi bitkilerinin DREB1 ve DREB2 gen
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ekspresyon oranlari karsilastirildiginda, DREB2’de DREB1’e oranla yaklagik olarak

2,3 oraninda artig olmustur.

3.giin kuraklik stresi bitkilerinde DREB1 gen ekspresyonu 0,5 oraninda artig
gosterirken, DREB2 gen ekspresyonu 1,4 oraninda artis gostermistir. DREB1 ve
DREB2 gen ekspresyonlari karsilastirildiginda DREB2 gen ekspresyonu DREB1’e

oranla 2,8 oraninda artig gostermistir.

5. gilin kuraklik stresi altindaki bitkilerdeki DREB1 gen ekspresyonu 0,01 oraninda,
DREB2 gen ekspresyonu 0,9 oraninda artis gdstermistir. 7. giin kuraklik stresi altinda
ise bitkilerde DREB1 gen ekspresyonu 0,8 oraninda artis gosterirken DREB2 gen
ekspresyonu 8,7 oraninda artis gozlemlenmistir DREB2 gen ekspresyonunda

DREB1 e oranla 10,8 oraninda artis ger¢ceklesmistir.

qRT-PCR sonuglari, GmDREBI1 ekspresyon seviyelerinin kuraklik kosullar1 altinda,
en yiiksek 1. glinde yukar regiile edildigini gostermektedir. GmDREB2 ekspresyon
seviyelerinin ise kuraklik stresi altinda en yiiksek 1. ve 7. giinlerde yukari regiile
edildigi gozlemlenmistir. GmDREBI 3.,5. ve 7.giin ekspresyon seviyeleri 1. giine
oranla, GmDREB2’de ise 3. ve 5. giin ekspresyon seviyeleri 1. ve 7. giine oranla

olduga diisiiktiir.

Ito vd., 2006°da yapmis olduklar1 ¢alismada, DREB1 genin kuraklik stresindeki rolii
kesfedilmistir. Yapilan ¢alismada yiiksek diizeyde DREBI igeren bitkilerin kuraklik

stresine kars1 daha direngli oldugu gézlemlenmistir.

Akbudak vd., 2018’ de yapmis olduklar1 ¢alismada, DREB2 genlerinin genom ¢apinda
tanimlanmas1 ve Arabidopsis ve piring genomlariyla karsilagtirilmasinin yani sira Cd
ve NaCl stresleri altindaki ekspresyon profilleri ortaya konulmustur. Caligmada, dort
DREB?2 geninin (SbDREB2A, 2B, 2C2 ve 2D) ekspresyonlari tespit edilmistir. Cd
stresi altinda, SbDDREB2A ve 2C2 hem kok hem de yaprak dokularinda asagi dogru
diizenlenirken, SbDREB2B yalnizca yapraklarda asagi dogru diizenlenmistir.
SbDREB2D hem yapraklarda hem de koklerde yukari dogru diizenlenirken,
SbDREB2B yalnizca koklerde diizenlenmistir.
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Zhou vd., 2020’ de yapmis olduklar1 calismada da kuraklik kosullar1 altinda
GmDREB1'in melatonin senteziyle ilgili genlerin ekspresyonunu yukart dogru

diizenleyerek bugdayin kurakliga direncini arttirdiini gosterilmistir.

Ayrica Chen vd., 2022 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, GmDREBI'in soya
fasulyesindeki fonksiyonuna odaklanilmis ve GmDREBI asir1 ekspresyonunun soya
fasulyesinin kuraklik direncini 6nemli 6l¢iide arttirdigi dogrulanmistir. Bugday veya
soya fasulyesinde GmDREB1'in agir1 ifadesinin, melatonin biyosentezi ile ilgili genler
ve stres direnci ile ilgili genler dahil olmak {izere benzer asagi yonlii genlerin
ekspresyonunu yukar1 dogru diizenleyebildigi ifade edilmistir. Bugday ve soya
fasulyesindeki fenotipik deneylere ve asagi yondeki genlerin ekspresyon analizine
dayanarak, GmDREBI1'in kuraklia diren¢ mekanizmasmin tiire 6zgii olmadig

belirtilmistir.

2006’da Sakuma vd.,’lerinin Arabidopsis thaliana’da yaptiklar1 calismada ise
mikroarray ve qRT-PCR analizleri sonucunda DREB2A’nin (dehidrasyona duyarli
element baglayic1 protein) hem kuraklik hem de sicaklik stresinde rolii oldugu

belirlenmistir.

AP?2 siiper ailesine ait ve yiiksek oranda korunmus bir AP2/ERF alani i¢eren, DREB,
kuraklik ve diistik sicaklik gibi abiyotik streslere yanit olarak DRE/CRT elementlerine
spesifik olarak baglanabilen bitkiye 6zgii bir tiir transkripsiyon faktoriidiir. Hepsi ortak
bir kokene sahip olmasina ragmen farkl tiirlerdeki farkli DREB tiirleri igin abiyotik
strese yanit olarak islev acisindan biiyiik farkliliklar vardir. Bu nedenle, DREB ailesi
iiyelerinin genom ¢apinda ve sistematik analizi, abiyotik stres toleransindaki
mekanizmalarini ayirt etmek icin esastir (Huang vd., 2020). Bitkilerde DREB gen
ailesi birden fazla genden olugmaktadir. Her ne kadar oncelikli olarak kuraklik
stresiyle iligkili gen ifadesinin diizenlenmesinde yer alsalar da spesifik DREB genleri
icin baska islevler de kaydedilmistir. Ornegin, DREB1D/CBF4, soguk tepkisinde islev
gboren homolog DREB1A/CBF3 geninin aksine, bitki kuraklik stresi toleransinda rol
oynamaktadir. DREB1C/CBF2, DREB1A/CBF3 ve DREBIB/CBFI1 ekspresyonunu
sik1 bir sekilde kontrol ederek bitki soguk stresi tepkisinin negatif fakat pozitif
olmayan bir diizenleyicisi olarak karakterize edilmistir DREB2C kurakliga

toleranstan ziyade sicaklifa karsi bir rol oynadig: rapor edilmistir. Farkli DREB
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genlerinin fonksiyonel farkliliginin ilging ve zorlu bir arastirma konusu oldugu

kanitlanmistir.

Piring, domates, soya fasulyesi, bugday, arpa ve musir gibi diger tiirlerde yapilan
caligmalar, DREB genlerinin bitki stres yanitinda merkezi bir rol oynadigim
gostermektedir. Misirda, sirastyla DREB1 ve DREB2 alt gruplarina ait iki DREB geni
(ZmDREB1A ve ZmDREB2A) klonlanmis ve bitkilerde kuraklik stresine yanit olarak
yukari regiile edildigi gosterilmistir (Qin vd., 2004; Qin vd., 2007.)

2016’da Dossa vd., tarafindan yapilan ¢alismada, susamdaki 6nemli AP2/ERF siiper
ailesi hakkinda ¢ok az sey bilindiginden, bu TF'ler tanimlanmis ve DREB alt ailesinin
kuraklik stresine verilen yanitlardaki potansiyel rolii analiz edilmistir. Yapilan
caligmada, kuraklik stresi kosullarinda DREB genlerinin ekspresyon profillerini analiz
etmek icin qRT-PCR kullanilmis ve genler arasinda genel bir diferansiyel ekspresyon
paternleri gézlemlenmistir. Yirmi tic DREB geninin kuraklik stresi altinda yukari
regiile edildigi ve bunlarin arasinda ekspresyon seviyesinde 2 kattan fazla artis
gosteren 13 genin oldugu, bu genlerin susamdaki kuraklik stresinin diizenlenmesinde
baz1 onemli roller oynayabilecegini belirtilmistir. Daha dikkat ¢ekici bir sekilde,
DREB6 grubuna ait olan AP2sil6 geni, 16 kattan fazla oran artistyla en yiiksek
ekspresyon seviyesini anlamli sekilde sergilemistir. AP2si90 (DREBI1), AP2sil3
(DREB1), AP2si84 (DREB6) genleri, AP2Si106 (DREB4), AP2si35 (DREBO6),
AP2si116 (DREBS), AP2si49 (DREBI1) ve AP2si39 (DREB6) da giiglii ekspresyon
seviyeleri sergilemistir (3 ila 8 kat artis oran1). Buna karsilik, 3 giinliik kuraklik stresi
altinda AP2sil15 (DREB6), AP2si47 (DREB3), AP2si103 (DREB6) ve AP2sill
(DREB4) olmak ftizere dort gen ekspresyon seviyelerinde 10 kattan fazla azalmada

gbzlemlenmistir.

2023’te Dash vd., tarafindan yapilan c¢aligmada ise, uygun referans genlerin
secilmesinin kritik rolii g6z oniline alinarak, Actin, EFla, ETIFSA ve UBQ ve qRT-
PCR analizleri kullanilarak kuraklik stresi altinda gen ekspresyonu calismalarinda
referans genler olarak kullanim agisindan faydalar1 degerlendirilmistir. Kuraklik stresi
kosullarinda bu dort genin ekspresyon stabilitesini inceleyerek, gen ekspresyon
verilerini dogru bir sekilde normallestirebilecek ve deneysel degiskenligi azaltabilecek
en giivenilir ve tutarli referans genlerin belirlenmesi amaglanmistir. Segilen referans

gen EFla, Keten cesidi Hira, Mukta ve R552’de AREB1, AREB2 / ABF4 , DREB1 /
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CBF , DREB2A ve ARR1 gibi bes kurakliga duyarli genin orantili ekspresyon profili
icin kullanilmigtir. Sonug olarak, ii¢ ¢esitte de AREB2'nin daha yiiksek bir ifadeye
sahip oldugu, ARR1'in ise en diisiik tekdiize ifadeye sahip oldugunu gozlemlenmistir.
Ayrica DREB1 ve DREB2A'nin Hira'da daha yliksek ekspresyona sahip oldugu, oysa
Mukta ve R552 g¢esitlerinde antagonist olarak eksprese edildikleri gdzlemlenmis.
Mukta'da DREBI1 0,2 kat daha diisiik ifade sergilerken DREB2A 0,3 kat daha yiiksek
bir ifade ortaya koymustur. Sasirtict bir sekilde, DREBI1 0,2 kat daha diisiik ifade
sergilerken DREB2, R552 genotipinde 20 kat daha yiiksek ifade sergilemistir.

SNP'ler bitkiler de dahil olmak iizere organizmalarin genomunda ¢cok miktarda bulunur
ve yaygin olarak dagilir (Nasu vd, 2002). Liu vd., 2020’de yapmis olduklari ¢alismada,
259 Cin soya fasulyesi cesidinde kurakliga tolerans fenotipleri ve genotipleri
incelenmistir. Yapilan ¢alismada 4616 SNP'lere dayanarak, en az bir kuraklik toleransi

ile iligkili toplam 15 SNP tanimlanmistir.

Zaidi vd., 2016’da yapmis olduklar1 ¢alismada Misirda kuraklik stresi altinda kok ile
iligkili genomik bolgelerde SNP’ler arastirilmistir. Kuraklik stresi altinda kokle iligkili
genomik bolgelerde birgok SNP bulunmustur.

Tan vd., 2017°de yapmis olduklar1 ¢alismada 31.839 SNP'ye sahip 520 Kanola
bitkisinde tuz ve kuraklik stresi altinda ¢imlenme kapasitesi ile nemli dlgiide iliskili
SNP'ler ve aday genler tamimlanmistir. Onemli SNP'lerin konumlarina dayali toplam
37 aday gen taranmis ve bu aday genlerin ¢ogu, sinyal iletimini ve prolin biyosentezini
diizenleyerek tuz ve kuraklik streslerine yanit vermistir. SNP lokuslar1 ve aday
genlerin gelecekte tuza ve kurakliga toleransi gelistirmeyi amacglayan Kanola

aragtirmasi ve yetistirme programlari i¢in faydali olacagi belirtilmistir.

Bu tez calismasinda, Ataem-07 soya fasulyesi ¢esidinde kuraklik stresi altinda
SNP’leri tanimlamak icin DREB ailesinin farkli iiyeleri (DREB1 ve DREB2)
arastirilmistir. DREB1 geninde kontrol ve stres grubu dizi analizleri sonucunda
SNP’ler saptaninirken, DREB2 geninde 1, 3, 5.gilinlerde kontrol ve stres gurubu dizi
analizlerinde SNP bulunamamastir. 7. glinde 3’UTR bolgesinde bir SNP saptanmustir.
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Ataem-07 soya c¢esidinde kuraklik stresi altinda DREB1 geninde kontrol ve stres
grubunda SNP’ler bulunurken, DREB2 geninde herhangi bir SNP bulunamamustir.
Deneysel bir hata veya elde edilen DNA miktari/saflig1 sebebi ile DREB2 geninde SNP
bulunamamis olabilecegi diisiiniilmektedir. Flinders Universitesinde 2018 Nawal
Alsamdani tarafindan yaymlanmis olan tez caligmasinda, yapilan g¢alismada da
kuraklik stresi altinda Auksiniai (AUK) ve Natali (NAT) olarak bilinen iki arpa ¢esinde
Dehidrin genlerinde (Dhn9 ve Dhn7) SNP’ler taranmistir. AUK ve NAT dizi analizinde
HvDhn9-F1 primeri kullanilmis ve SNP bulunamamistir. AUK ve NAT dizi analizinde
HvDhn7-F2 primeri kullanilmis fakat SNP bulunmamisti. HvDhn7-F5 primeri

kullanilan dizi analizinde ise SNP’ler saptanmustir.

Bu arastirmada elde edilen sonuglar ile Ataem-07 soya ¢esidinde DREB1 ve DREB2
genlerinin kuraklik stresi altindaki cevaplar1 ortaya konulmustur. Ulkemizde
gelistirilen Ataem-07 soya c¢esidine ait DREB genlerinin kuraklik stresine vermis

oldugu cevaplar bu soya fasulyesi ¢esidindeki ilk ¢aligmadir.
Bu tez kapsaminda,

a. Kuraklik stresinin artisina paralel olarak bitki kok uzunluklar1 kontrol grubuna
kiyasla anlamli artig gosterirken, bitki yas agirliklarinda anlamli azalma
gozlemlenmistir. Bitki boylari, kontrol grubuna gore karsilastirildiginda 5.
giine kadar bir degisim gostermezken 7.glinde bir artig goriilmiistiir.

b. Kuraklik stresi altinda MDA miktar1 ve prolin birikimleri ele alindiginda,
kuraklik stresinin artisina paralel olarak kontrol grubuna kiyasla MDA
miktarlarinda ve prolin birikimlerinde anlamli artiglar tespit edilmistir.

c. Bitki savunmasinda ve sinyal iletim yollarinda gérevli olan DREB1 ve DREB2
genleri Ataem-07 soya cesidinde incelenmis ve DREB2 geninde 1.ve 7.giinde
artis gozlemlenirken, DREB1’de 1.giinde artis olmustur.

d. Ataem-07 soya ¢esidinde DREBI geninde SNP’ler saptanirken, DREB2
geninde 1, 3, ve 5. giinlerde SNP bulunamamistir. DREB2 geninde sadece
7.glinde 3°’UTR bolgesinde bir SNP bulunmustur.
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