IN VITRO SARTLARDA KURAKLIK STRESINE
MARUZ BIRAKILAN BAZI YEREL YONCA (Medicago
sativa L.) EKOTIPLERININ KALLUSLARINA
UYGULANAN CaO NPs’NIN ve GRAFEN OKSITIN
(GO) mtr-miR159 ve mtr-miR393 GEN
SEVIYELERINDEKI DEGIiSiKLiGIiN TESPIiT
EDILMESI

Biisra YAZICILAR
Doktora Tezi
Molekuler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah
Damsman: Do¢. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU

2023
Her hakki sakhdir.



ERZURUM

TEKNIK UNIVERSITESI
2010

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
DOKTORA TEZi

IN VITRO SARTLARDA KURAKLIK STRESINE MARUZ BIRAKILAN BAZI
YEREL YONCA (Medicago sativa L.) EKOTIPLERININ KALLUSLARINA
UYGULANAN CaO NPs’NIN ve GRAFEN OKSITIN (GO) mtr-miR159 ve mtr-
miR393 GEN SEVIYELERINDEKIi DEGISIKLiGIN TESPIT EDILMESI

Biisra YAZICILAR

Tez Damismani: Dog. Dr. ismail BEZIRGANOGLU

Anabilim Dali: Molekuler Biyoloji ve Genetik

Erzurum
2023
Her hakki sakhdir



ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

Erzurum Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun
olarak hazirladigim bu tez i¢cindeki tiim bilgilerin dogru ve tam oldugunu, bilgilerin
iretilmesi asamasinda bilimsel etige uygun davrandigimi, yararlandigim biitiin

kaynaklar1 atif yaparak belirttigimi beyan ederim.

23/06/2023

Bisra YAZICILAR



OZET

DOKTORA TEZi

IN VITRO SARTLARDA KURAKLIK STRESINE MARUZ BIRAKILAN BAZI
YEREL YONCA (Medicago sativa L.) EKOTIPLERININ KALLUSLARINA
UYGULANAN CaO NPs’NIN ve GRAFEN OKSITIN (GO) mtr-miR159 ve mtr-
miR393 GEN SEVIYELERINDEKI DEGiSiKLiGiN TESPIiT EDILMESI

Biisra YAZICILAR

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Molekuler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danigman: Doc. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU

Yeryiiziinde verimli topraklari etkisi altina alan kuraklik stresi, bitkilerin fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler mekanizmalarinda 6nemli degisikliklere neden olup tarimsal alanlar1 olumsuz sekilde
etkilemistir. Nanoteknoloji ¢evresel faktorlerden kaynaklanan olumsuz etkileri ¢ézmek icin yeni firsatlar
sunmaktadir. Bu calismada, kuraklik stresine maruz birakilan iki farkli yonca ekotipi doku kiltrQ
sartlarmda CaO NPs ve GO uygulamasi yapilarak fizyolojik, biyokimyasal ve gen seviyesindeki
degisikliklere kars: test edilmistir. Oncelikle Erzurum ve Konya yéresinden toplanmis olan farkli yerel
ekotiplerinin tohumlart MS ortaminda rejenerasyonu saglanmis, rejenerasyon sonucu olusan yonca
yapraklar1 2,4-D ve Kinetin ortamina alinarak kallus olusumu saglanmistir. Olusan bu kallus 6rneklerine
farkli konsantrasyonlarda mannitol (50 ve 100 mM), CaO NPs ve GO (0,5 ve 1,5 ppm) iceren ortamlarda
1 ay sire ile bekletilmistir. Kallus dokularinda mannitol konsantrasyonu artik¢a kuru/yas agirhigmin
azaldig1 CaO NPs ve GO uygulamasinda ise arttig1 gézlemlenmistir. Prolin, DNSA, MDA ve H,O; kuraklik
stresiyle dogru orantili bir sekilde artis olurken, CaO NPs ve GO ise azalig gostermistir. Fizyolojik ve
biyokimyasal analizlerin sonucuna gore Erzurum icin en ideal ortam 50 mM mannitol/ 2 CaO NPs/0,5 ppm
GO iken Konya icin ise 50 mM mannitol/ 0,5 ppm GO’dir. mtr-miR159 ve mtr-miR393 gen seviyesinde
meydana gelen degisiklikte kuraklik stresi artik¢a yukar1 regiilasyon CaO NPs ve GO uygulamasinda ise
asag1 regiilasyon olmustur. Yonca dokusundaki Ca?* birikimi ise SEM ve CLSM kullanilarak
dogrulanmistir. Sonug olarak, doku kiiltiirii kosullarinda CaO NPs ve GO uygulanmasinin kuraklik stresine
kars1 yonca kalluslari tizerindeki olumsuz etkileri 6nemli dl¢lide azalttigini gostermistir.

2023, 100 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D

DETERMINATION OF CHANGES iN mtr-miR159 and mtr-miR393 GENE
LEVELS OF CaO NPs and GRAPHENE OXIDE (GO) APPLIED TO CALLUS
OF SOME LOCAL Alfalfa (Medicago sativa L.) ECOTYPES EXPOSED TO
DROUGHT STRESS UNDER IN VITRO CONDITIONS
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Drought stress affects fertile soils in the World, It causes important changes in the physiological,
biochemical, and molecular mechanisms of plants and these changes adversely affect agricultural areas.
Nanotechnology offers new opportunities to solve the negative effects of environmental factors. In this
study, two different alfalfa ecotypes subjected to drought stress were tested in response to physiological,
biochemical, and gene level changes applying CaO NPs and GO under tissue culture conditions. Firstly,
seeds of different local ecotypes collected from Erzurum and Konya regions were regenerated in MS
medium, and the alfalfa leaves formed as a result of regeneration ensured callus formation in 2,4-D and
Kinetin medium. These callus samples were kept for 1 month in media containing different concentrations
of mannitol (50 and 100 mM), CaO NPs and GO (0,5 and 1,5 ppm). It was observed that the dry/wet weight
decreased as the mannitol concentration increased in the callus tissues and increased in CaO NPs and GO
treatment. Proline, DNSA, MDA, and H.O; increased in direct proportion to drought stress, while CaO
NPs, and GO decreased. According to the results of physiological and biochemical analyses, the most
optimum medium conditions for Erzurum were 50 mM mannitol/2 CaO NPs/0,5 ppm GO, while the
optimum medium conditions were 50 mM mannitol/0,5 ppm GO for Konya. The changes in mtr-miR159
and mtr-miR393 gene levels were up-regulated as drought stress increased and down-regulated in CaO NPs
and GO treatments. Ca?* accumulation in alfalfa tissue was confirmed using SEM and CLSM. In
conclusion, CaO NPs and GO treatment significantly reduced the negative effects of drought stress on
alfalfa callus under tissue culture conditions.

2023, 100 page
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TESEKKUR

Lisans ve Lisansiistii egitimim siiresince bilgi ve tecrubeleri ile tezimin
planlanmasindan gergeklestirilmesine kadar her asamada desteklerini sunarak beni
yonlendiren ve akademik gelisimime katki saglayan saygideger danigsman hocam Dog.

Dr. ismail BEZIRGANOGLU’na,

Tez calismamin gerceklestirilmesi siirecine oOnerileri ile katki sunan sayin
hocalarim Prof. Dr. Okkes ATICI’ya, Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROGLU na, Prof. Dr.
Ozkan AKSAKAL ’a, Dog. Dr. Semin GEDIiKLi’ye, Dr. Ogr. Uyesi Ozlem OZDEMIR
TOZLU’ya, Dr. Ars. Gor. Elif ERBAS’a,

Tez calismalarimim 6nemli bir béliimiiniin gerceklestirilmesine olanak taniyan

Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezine,

Arastirma stlirecinde manevi desteklerini her zaman hissettigim arkadasim ve
laboratuvar arkadaslarima (Ozge CAM, Merve SIMSEK GEYIK, Neslisah BARLAK,
Ummii Gulsiim KOC, Ayse USTUN ve Fatma Ozge ASLAN),

Tezin gergeklestirilmesine maddi destek saglayan; Erzurum Teknik Universitesi
Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi'ne, TUBITAK-BIDEB 2211/A Yurt i¢i Genel

Doktora Burs Programi’na katkilarindan dolay1 siikranlarimi sunarim.

Bugiinlere gelmemi saglayan, hayatimi sekillendirirken aldigim her kararda beni
destekleyen sevgili canim babam Hiseyin YAZICILAR’a, annem Hatice
YAZICILAR’a, ablalarim Ruhan ATAR ve Fatma Giil YAZICILAR’a ve abilerim
Mehmet YAZICILAR ve Serkan ATAR’a en i¢ten dileklerimle tesekkiirlerimi sunarim.

Biisra YAZICILAR
Haziran 2023



ICINDEKILER

.. savfa
(@ )74 IO OO PP PUPPPPTP i
ABSTRACT ettt e e e bbb e e et e e e e b e e et e e e i
TESEKKUR.........coooiiiiiieeee ettt e et en sttt ettt ea s s sttt eneeeees iii
| (08 10 0] 01 3G 1 35 ) 2 TR iv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.........cocoooiiiiece, Vi
SEKILLER DIZIANI .........coooiiiiiiieeeceeeeeeeee ettt iX
CIZELGELER DIZINI ......c.cocooviviiieeeeeeeeeeeeeeee et Xi
| R @] 0 23 1RSSR 1
I 0] o PP PPPRRP TP 1
1.2%GHIeS...... W .......... A R s 2
1.2. 1. ADIYOTIK SIS ...ttt 3
1.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreler .............cccoovoiiiiiiiiiii e 9
I R & (0 s B (o7 5 <4 OO PPPPPPPT 12
1.3.2. COZUNEDIIIT SEKET ...oevvvviiiiiiieeieeeeeeeeeee e 14
1.3.3. Abiyotik stres altinda reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan savunmasi............... 15
T N =T (=1 (g 0] (o] | PSSRSO 19
1.4.1. Nanoteknolojinin tarimda kullanim alanlari...........ccccoevvviiiiiiiiiiiens 20
1.4.2. Nanopartikiillerin siniflandirtlmast ..........oeeeviiiiiiiiiiiiii e 21
1.4.3. Nanoteknolojinin tarimda kullanilmasi..........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiieees 27
1.5. miRNA’larm Kesfi, Biyosentezi ve Mekanizmasi ..........ccccvvvviieeiiiiiiiiiiiiininnennnns 29
1.5.1. Kuraklik stresine miRNA seviyesinde yanitlart ...........cccccvvviiiiiiiiiiiiiininnienennnns 31
1.6. Taramali Elektron MikroSkop (SEM) ....ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccee i 32
1.7. Konfokal Lazer Tarama Mikroskobu (CLSM)........cccccocviiiiiii i 33
2. KAYNAK OZETLERI ....cocoiiiiiiiiiniic s 35
3. MATERYAL VE YONTEM ....oooiiiiiiiciceeeeeee ettt 40
3.1. Bitki Ekstratlarin Hazirlanmast ...........cceeeoiiiiiiiiiiiiiiciicc e 40
3.1.1. CaO NPs’nin hidrotermal sentezi, GO’larin kimyasal sentezi ve

KAraKEEIIZASYONU ... eeiiee ettt ettt e et e e st e e s e e e snaeeeanaeeeanes 40
3.1.2. CaO NP’nin ve GO’larm yapisal karakterizasyonu .............ccccovevviiiiiniineninnnns 40
3.2, Kallus OIuSUmMU ....cooooiiiii 41



3.3. Kurakliga Alistirma KoSullart ..o 43

3.4. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Analizleri.............cocoviiiiiiiinnnn. 44
3.4.1. Kurt/yas aBirliK.......oooiviiiiiiciii e 44
3.4.2. PrOIIN AGRTIZT 1.vvveeiieieiiie ettt 44
3.4.3. Coziinebilir seker iceriginin belirlenmesi..........oovvvieiiiiiiiieiiiiiiiees e 45
3.4.4. Lipid peroksidasyon i¢eriginin belirlenmesi .............ccovvviiiiiiiinieiiieieenee 46
3.4.5. Hidrojen peroksit (H202) ......cueeieiieieiesie et 46
3.5. Taramal1 Elektron Mikroskop (SEM) .......ccoiiiiiiiiiiiiiieiiic e 47
3.6. Lazer Taramali Konfokal Mikroskop (CLSM)........cccviiiiiiiiiiiiicece e 48
3.7. mtr-miR159 ve mtr-miR393 Gen ifadelerindeki Degisikligin RT-qPCR ile
DeGerlendirilmesi.........vviiiiiiiii e 48
3.8, IStAtiStIKSE] ANALIZ........ocveveveeeeeeeeeeecteee sttt et ee et ee et es et st eneeenens 50
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA ........coooiiiiiiiiiie e 52
4.1. CaO NPs'nin ve GO’larin Yapisal Karakterizasyonu .............ccoccoveeininnniiiiiinnnens 52
4.2, Kallus OIUSUMIU ...ocooiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e 56
4.2.1. Kalluslara kuraklik ve nanopartikiil uygulamalari..............ccccvvvviiiiiniiiiiiiiinnnnnn. 56
4.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi ..............ccccvvvveeeen. 57
4.4, SEM Ve CLSM ANGNZI ....ocoviiiiiiiiiiiiic 64
4.5. mtr-miR159 ve mtr-miR393 Gen ifadelerindeki Degisikligin RT-qPCR ile
DegerlendirilmeSi........uuvviiiiiiiii it 70
4.6. Biitiin Analizlerin Degerlendirilmesi ..........cooviiiiiiiiiiiiiiieiiiiieie e 72
5.SONUC Ve ONERILER ..........c.cooviiiiieeeeee oottt 74
KAYNAKLAR L.ttt 80



Simgeler

%
ML
gr
mL
°C

Kisaltmalar

10,
2,4-D
ABA
ABI1
ACC
AHK1
AMP1
AOX
APX
ATHK1
ATR
BR
Ca2+
CaM
CaO NPs
CAT
CBL
CDPK/CPK
CGR
CIPK
CLE25

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

Yizde
Mikrolitre

Gram

Mililitre
Santigart Derece

Tekli Oksijen
Diklorofenoksiasetik Asit

Absisik Asit

ABA Duyarsiz 1
1-aminosiklopropan-1-karboksilat
Arabidopsis Histidin Kinazl
Degisim Meristem Programil
Alternatif Oksidaz

Askorbat Peroksidaz

Arabidopsis thaliana Histidin Kinazl
Zayiflatilmis Toplam Yansima
Brassinosteroid

Kalsiyum Iyonu

Kalmodulin

Kalsiyum Oksit Nanopartikulleri
Katalaz

Kalsinorin B Benzeri Proteinler
Ca?* Bagl Kinazlar

Mahsul Biiyiime Hiz1

CBL Etkilesimli Protein Kinazlar
Klavatra 3, Embriyo-cevreleyen Bolgeyle 1lgili25

Vi



CLSM
CNG2
CNT
CO
COR
DEG
DFR
DNSA
EC

ER
ETC
FT-IR
GHR1
GO

GR
GRN
GST
H.0>
HPCA
JA
KML
LEA
LPO
LRR-RLK
MDA
MiRNA
MS
NADPH
NEDC3
NPs

07}

OH"
P5CS
PEG

Konfokal Lazer Taramali Elektron Mikroskop
Dongl Niukleotit-Gegitlikanal2

Karbon Nanotupler

Constans

Soguk Diizenleyici

Farkli Sekilde Ekspre Edilmis Gen
Dehidroflavonal-4-Red(ktaz
3,5-dinitrosalisilik Asit

Elektrik Iletkenligi

Endoplazmik Retikulum

Elektron Tasima Zinciri

Kizilotesi Spektroskop

Koruyucu Hicre Hidrojen Peroksidazistanl
Grafen Oksit

Glutatyon Rediiktaz

Gen Duzenleyici Ag

Glutatyon S-Transferaz

Hidrojen Peroksit

Hidrojen Peroksit Bagimli Ca®*

Jasmonik Asit

CaM Benzeri Proteinler

Geg¢ Embriyo Bollugu

Lipid Peroksidaz

Losin Zengin Tekrar Reseptori Benzeri Kinaz
Malondialdehid

MikroRNA

Murashige ve Skoog

Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat
Dokuz cis Epoksikarotenoid Dioksijenaz3
Nanopartikiller

Slperoksit Radikalleri

Hidroksil Radikalleri
Pirolin-5-karboksilat sentetaz

Polietilen Glikol

vii



PLC
PLD
POX
PSI
PTGS
PUCP
RAB
RBOH
RBOHD
RD22
RGR
RhodamineB

RLK
RNAI
RNS
ROS
Rubisco
RWC
SA
SEM
SLAC1
SOD
StRNA
TBA
TCA
TG
TIR1
TRX
WAK
XRD
ZnO NP

Fosfolipaz C

Fosfolipaz D

Peroksidaz

Fotosistem |

Transkripsiyon Sonras1 Gen Susturma
Bitki Ayrigma Proteinleri

Absisik Asite Yanit

Respiratuar Patlama Oksidaz Homolog
Solunum Burst Oksidaz Homolog D
Dehidrasyona Gen Tepkisi 22

Nispi Biiyiime Orani
(N-[9-2-karboksifenil-6-(dietilamino)-3H-ksanten-3-iliden]-N-
etiletanaminyum klortir)

Reseptor Benzeri Kinaz

RNA Interferans

Reaktif Nitrojen Turleri

Reaktif Oksijen Turleri

5-bifosfat Karboksilaz-oksigenaz
Su Icerigi

Salisilik Asit

Taramali Elektron Mikroskop

S Tipi Anyon Kanali

Slperoksit Dismutaz

Kicik Gecici RNA

Tiyobarbitirik Asit

Trikloroasetik Asit

Termo Grayimetrik

Tasmma Inhibitdrii Yaniti 1
Tioredoksin

Hiicre Duvari ile Iliskili Kinazlar
X-15m1 Kiriim

Cinko Oksit Nanopartikdl

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Biyotik ve abiyotik Stres turleri. ... 3
Sekil 1.2. Kuraklig1 etkileyen fizyolojik ve biyokimyasal siiregler. ...........cc.cocverivvrennnnn. 5

Sekil 1.3. Kuraklik stres kosullarina yanit olarak kdkten siirgiine, siirgiinden
stirgline ve yerel sinyallerin kavramsal diyagrami.. .........ccccccevviiiiieeniinnnennn 7
Sekil 1.4. Belirli bitki tiirlerinde yer degistirmis karbonhidratin 6nemli bir

boliimiinii olusturan bazi yaygin alt1 karbonlu seker alkollerinin

kimyasal yapilari:. .......ccooveioiii 11
Sekil 1.5. Bitkilerde prolin metabolizmasinin diizenlenmesi. .............coovvvvviiiiieneennnnn. 13
Sekil 1.6. Bitkilerde oksidatif stres ve SONUGIArt. ...........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 16
Sekil 1.7. Ca?* alimina ve bitkide yerine getirdigi islevlere genel bakis....................... 25
Sekil 1.8. Tarimda nanoteknoloji uygulamalart. ............cccoociiiiii 27
Sekil 3.1. Prolinin standart grafigi............ccoceiiiiiiiiiiiiiic e 44
Sekil 3.2. Coziinebilir seker standart grafifi.........cccceveeiiiiiiiiiiiiiii e 46
Sekil 3.3. H2Oo standart @rafifi. ......cccuvvvveiiiiiiiiiiiiiiiieees i 47
Sekil 4.1. CaO NPs’nin SEM @OTTUNTHSTL +.vvvveeiiiiiiiiiiiiiiee et siiiieeeee e e 52
Sekil 4.2. CaO NPs yapisinin XRD analizi spektrumu ..........ccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiene 53
Sekil 4.3. CaO NPs’nin FT-IR @rafifl. .....cccooviiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiccee e 54
Sekil 4.4. Sentezlenen GO ‘nun SEM gOrUNTUSU. ....vvvvvveeeniiiiiiiiiiiiiee e 54
Sekil 4.5. Grafen oksit yapisinin XRD analizi SpeKtrumu...........cccccovveeriveesiineesiineenn, 55
Sekil 4.6. Sentezlenen GO’ nun FT-IR grafigi..........ccccceviviiiiieiiiie e 56
Sekil 4.7. M. sativa (Erzurum ve Konya) a: rejenerasyon, b: yaprak eksplant1 ve c:

Kallus OIUSUMUL ....ccoeeeieee e, 56
Sekil 4.8. Olusan kallus gOTTNtUST. .....ccevivvvereeiiiiie e 57
Sekil 4.9. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) kuru/yas agirlik orant..... 59
Sekil 4.10. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) prolindeki degigimi. ..... 60
Sekil 4.11. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) ¢6ziinebilir seker

miktarmndaki deGISIMI. .......cooiuriiiiiiiiiie e 60
Sekil 4.12. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) MDA ’daki degigimi..... 63
Sekil 4.13. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) H>O>’daki degisimi. .... 63
Sekil 4.14. Erzurum ekotipinde kallus, SEM ve CLSM goruntileri ...........c.cccoevveene. 64
Sekil 4.15. Konya ekotipinde kallus, SEM ve CLSM gorintuleri..........cccccoeoviviveennnn. 67



Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.
Sekil 4.19.

Konya ekotipinde RT- qPCR ile analiz edilen kuraklik stres genleri igin

mtr-miR159 ve mtr-miR93 gen ekspresyon seviyelerinin degisikligi......... 71

Erzurum ekotipinde RT- qPCR ile analiz edilen kuraklik stres genleri

icin mtr-miR159 ve mtr-miR393 gen ekspresyon seviyelerinin

AEGISTKIIZI. +vvevveeee ettt 72
Erzurum ekotipindeki fizyolojik ve biyokimyasal degisikliskler................ 73
Konya ekotipindeki fizyolojik ve biyokimyasal degisikliskler. .................. 73



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1. Standart MS besiyerinde kullanilan kimyasallar ve miktarlart.................. 42
Cizelge 3.2. Kurakliga aligtirma KOSUlLart ...........ccooovveiiiiiiiniieiicie e 43
Cizelge 3.3. mtr-mRi159, mtr-miR393 ve 6U primer diziSi. .......cccccoevivvenieiiieniiennns 49
Cizelge 3.4. Hidra Kitinin protokoll. ............ccooiiiiiiiii e 50
Cizelge 3.5. 5x HOT FIREPol EvaGREEN gPCR Supermiks kitinin protokold. ......... 50

Cizelge 4.1. Erzurum ekotipinde kuru/yas agirlik, prolin ve ¢oziinebilir total seker
miktarinda meydana gelen degisimler. ..........cccccovviviiiiiiiiie 58
Cizelge 4.2. Konya ekotipinde kuru/yas agirlik, prolin ve ¢6ziinebilir total seker
miktarinda meydana gelen degisimler. ...........ccccooociiiiiiii 59
Cizelge 4.3. Erzurum yerel ekotipinde MDA ve H,0; miktarinda meydana gelen
AEGISTMILT. ...eeeiee et 61
Cizelge 4.4. Konya yerel ekotipinde MDA ve H>O; miktarinda meydana gelen
AEGISTMIET. ... 62
Cizelge 4.5. Erzurum ve Konya yerel ekotiplerinde SEM-EDX Ca birikme orant. ...... 70

Xi



1. GIRIS

1. GIRIS

Baklagil ve bugdaygil bitkileri, diinya ¢apinda ekili alanlarin yaklasik %15'ini
olusturmaktadir, ayrica insan diyeti ve hayvan yemi igin en Onemli protein
kaynaklarmdan biridir (Vance et al. 2000). Yonca, toprak bakterisi olan Rhizobium ile
simbiyotik etkilesim ve nitrojen azot fiksasyon kapasiteleri sayesinde surdirilebilir
tarimimn en onemli bitkileri arasindadir (Graham and Vance 2003). Bununla birlikte,
kuraklik stresi baklagil bitkilerinin veriminin ve kalitesinin diistisiine neden olur. Kiresel
gida ve yem gereksinimlerini karsilamak i¢in, mevcut iklim degisikligi senaryolar1 goz
onunde bulundurularak, kuraklik stresine Dbitkilerin  nasil tepki verdigini,
metabolizmalarmi nasil adapte oldugunu ve olumsuz iklim kosullariyla bas edebilmek
icin hangi savunma mekanizmalarin1 kullandiginin anlasilmasi 6nemlidir. Bu savunma
mekanizmalarindan biri, gen ifadesinin mikroRNA'lar (miRNA'lar) tarafindan yeniden
programlanmasidir. miRNA'lar, bir dizi organizmada transkripsiyon sonrasi seviyelerde
genlerin 6nemli diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikan, yaklasik 22 niikleotid uzunlugundaki
kiiciik kodlamayan RNA'lardir. Baz1 miRNA'lar, bitki tiirleri arasinda islevsel olarak
korunmustur ve kuraklik stresi ile diizenlenmistir. Bu 6zellikler, miRNA bazli genetik
modifikasyonlarin tahil mahsullerinde kuraklik toleransmi artirma potansiyeline sahip
oldugunu gostermistir. Calismalar sonucunda, bitki miRNA'larmin diizenleyici
mekanizmalari, bitki miRNA'larinin yonca, arpa, bugday ve diger bitki tiirlerinde
kuraklik stresi tepkileri ve miRNA'larm kuraklik stresi altinda bitkiye uyum saglayan
mekanizmalar1 anlamaya calisilmistir (Anjum et al. 2017; Zandalinas et al. 2018;
Castarieda et al. 2019).

1.1. Yonca

Yonca (Medicago sativa L.), Fabaceae (Leguminosae) familyasina ait olan ’yem
bitkilerinin kralicesi’ olarak bilinen ¢iftlik hayvanlari i¢in yiiksek besin degeri olan ve
strese dayanikli olmasindan dolay1 diinya ¢capinda en yaygin olarak yetistirilen ¢ok yillik
bir baklagil yem tiiriidiir (Radovi¢ et al. 2009). M.sativa, diinya ¢apinda yaklagik 30
milyon hektarlik bir alani kaplayarak iliman iklimlerde en yaygin olarak yetistirilen
yemlik baklagil tiirleri arasindadir. Cok yillik bir tiir olan yonca yaygin olarak kurak ve

yar1 kurak bolgelerde yetigmektedir. Kokleri suya erismek igin toprak derinliklerine
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ulagsmaktadir ve su eksikligi durumunda buyimesini sinirlayabilmektedir. M. sativa
uretimi, asir1 sicakliklar, toprak tuzlulugu ve kuraklik nedeniyle biiyiik Olgiide
kisitlanmigtir. Yabanci tozlasan ve ototetraploid karakter (2n=4x=32), farkli gesitler
arasinda duyarlidan toleransliya ve orta derecede tuzluluga kadar degisen genis bir
genetik ¢esitlilikle sahiptir. Yonca, farkli stres faktorlerine karsi toleransi da dahil olmak
iizere ¢esitli temel agronomik 6zellikleri 1slah ¢alismalartyla yaklasik bir ylizyildan fazla
bir siiredir yogun bir sekilde yetistirilmektedir. M. sativa yapraklari, esansiyel
aminoasitlerin bollugu ve hayvansal kolesterol igermemesi nedeniyle insan tiiketimi i¢in
yiiksek kaliteli protein kaynagi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle sebze, garnitir
veya gida besin takviyesinin bir tiirli olup insan gidasi olarak da tiiketilmektedir. Ayrica,
M. sativa yapraklar1 ve tohumlari, toz, tablet ve kapsiil formlar1 seklinde saglik
marketlerinde yer almistir. Ayrica, besleyici ve farmasotik ozelliklerinden dolay1
geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir (Kingston-Smith et al. 2013).

1.2. Stres

Stres, bir bitkinin metabolizmasini, biiylimesini veya gelisimini etkileyen
herhangi bir olumsuz durum olarak tanimlanmustir. Stres, abiyotik ve biyotik olarak ikiye
ayrilir. Abiyotik stresler, kuraklik, 1sik (g6riiniir, UV, IR), tuzluluk, sicaklik ve pH'dir
(Thakur et al. 2019). Biyotik stresler s6z konusu oldugunda, bunlar mikroorganizmalar,
bocekler, virtsler ve hatta bitki stresine neden olabilecek diger bitki tiirleri gibi

organizmalar tarafindan tretilmistir (Sekil 1.1) (Delgoda and Murray 2017).

Cevresel streslerin bitki biliylimesi iizerinde bir¢ok etkisi vardir. Abiyotik stres
etkenleri, 6zellikle kuraklik, tuzluluk, agir metaller ve asir1 sicakliklar, tarimsal {iretimini
kisitlamaktadwr. Kiiresel iklim degisikliginde 6ngoriilen, abiyotik streslerden bir veya
daha fazlasina maruz kalmanin bir sonucu olarak mahsul kaybmnin artigina neden
olmustur (Haak et al. 2017). Asir1 stres genellikle bitki biyokiitlesinin olusumu sirasinda
ciddi hasara neden olur. Cevresel stres kosullar1 hizla veya kademeli olarak
degismektedir. Bu nedenle bitkiler, hayatta kalabilmek icin stres kosullarmi tanimali ve
cesitli biyolojik sinyallerle uygun zamanda ve hizda yanit vermelidir (Takahashi and
Shinozaki 2019). Yiiksek yapili bitkiler, stres kosullar1 altinda optimum biiyiimeyi

stirdiirmek i¢in kuraklik da dahil olmak iizere abiyotik streslere gelismis yanitlar ve



1. GIRIS

adaptasyonlar saglamistir (Nakashima et al. 2014; Takahashi et al. 2018). Stres kosullari,
cimlenmeden tohum olusumuna kadar bitkinin biiyiime ve gelisim evrelerini olumsuz

yonde etkilemistir.

Abiyotik stres Biyotik stres
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Sekil 1.1. Biyotik ve abiyotik stres tirleri (Paramo et al. 2020)

Bitki, streslerle basa ¢ikmak i¢in ¢ok sayida fizyolojik ve biyokimyasal stratejiler

gelistirmistir:

Hiicre duvarmin yeniden sekillenmesi,
Hucre ici iyon dengesinin yenilenmesi,
Ozmotik materyalin sentezi,
Antioksidasyon,

Strese yanit olarak sinyal yollarinim aktivasyonu,

FF F F o E

Genom modifikasyonudur (Haak et al. 2017).

1.2.1. Abiyotik stres

Kuraklik, tuzluluk, agir metallerin varligi, asir1 sicak ve soguk hava gibi abiyotik
stresler bitkilerde onemli verim kayiplarma, mahsul hasarma ve biiyiime hizindaki
degisikliklere neden olur. iklim degisiklikleri, cevre kirliligi, bitkinin hangi strese ne
kadar maruz kaldig: streslerle miicadale edilmesini zorlastirir. Bu tlr gevresel stresler,

bitki metabolizmasida 6nemli degisikliklerle sonuclanabilecek kaginilmaz siireglerdir.
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Kuraklik stresi

Kuraklik, mahsul tiretimini biiylik dl¢lide kisitlayan ve kiiresel gida giivenligini
tehdit eden baslica abiyotik streslerden biridir. Kuraklik, bitki biiyiimesini ve
gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir (Pornsiriwong et al. 2017; Meza et
al. 2020). Kiiresel iklim degisikligi, kuraklik siddetinin sikligini artirmaktadir. Uzun
bir su kitlig1 doneminde, bitkilerinin ¢ogu kurakliktan etkilenir ve sonunda bitkiler
Olebilir (Desoky et al. 2021). Kurak bdlgelerde yetisen bitki tiirleri, daha 1liman
bolgelerde yetisen bitki tirlerinden morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal bakimdan
farklilik gostermektedir. Dogada yetisen bitkiler adaptasyonla kuraklik stresine
dayanacak sekilde evrimlesebilmektedir (Bray 1997; Dai 2013; Bohnert et al. 1995).
Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler, azalan hiicre turgoru nedeniyle hiicrelerinde
daha yuksek oranda ¢dzinen madde konsantrasyonlara sahip olma egilimindedir.
Boylece bitkiler iki farkli gelisim asamasiyla (hizli fenolojik gelisim ve gelisimsel

plastisite) kuraklik stresi yasamazlar (Jones et al.1981).

+ Hizli fenolojik gelisme, hizli bitki biiyiimesini igerip, toprak suyu
tilkenmeden 6nce minimum sayida tohum tiretmistir. Bitkilerin herhangi bir
0zel morfolojik, fizyolojik veya biyokimyasal adaptasyona sahip olmadigi
kabul edilmistir.

+ Gelisimsel plastisite, bitkiler kurak mevsimde ¢ok az ¢i¢cek ve tohumla ¢ok az
biiytime gostermislerdir, ancak yagisli mevsimlerde biylk miktarda tohum

liretmistir.

Kuraklik, bitki beslenmesini ve metabolizmasmi etkileyerek su kitligina yanit
vermenin karmagikligindan dolayi, bitkiler bu yanita cevap vermek i¢in farklh

mekanizmalar gelistirmistirler (Sekil 1.2). Bu mekanizmalar arasinda,

*+ Kurakliktan kagis, bir bitki tiiriiniin kuraklik baslamadan once yasam
dongiisiinii tamamlama yetenegidir.

+ Kurakliktan kaginma, topraktaki su igeriginin azalmasina ragmen bitki
dokusunda yiiksek su igerigini koruma yetenegidir. Kurakliktan kagmma, su

kaybmin en aza indirilmesini (su koruyucular) ve su aliminin
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optimizasyonunu (su harcayanlar) iceren g¢esitli uyarlanabilir 6zellikler
araciligiyla elde edilir. Su harcayanlar, kuraklik stresinde artan koklenme ve
hidrolik iletkenlik yoluyla su alimmi koruyarak bitki dokusunda su daha
yiiksek duruma ulagmistir. Bunun tersine, su tasarrufu saglayanlar, kuraklik
stresinde terlemeyi, terleme alanini ve radyasyon emilimini azaltarak su
kaybini en aza indirgeyip suyu etkin bir sekilde kullanilmistir.

Kuraklik toleransi, bitkilerin adaptif 6zellikler yoluyla bitki dokusunun diisiik
su i¢erigine dayanma yetenegidir. Bu uyarlanabilir 6zellikler, ozmotik denge,
hicresel esneklik ve artan protoplazmik direng yoluyla hiicre turgorunun

korunmasini icermektedir.

#* Kuraklik direnci, bitkilerin yasam dongiilerini sonlandirmak igin iyi
performans gostermelerine olanak tanimlanmistir (Rady et al. 2019; Desoky
et al.2020; Morgan 1984).
Stres giicil Stressiz  Hafif Orta Siddetli Oliim
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Sekil 1.2. Kuraklig: etkileyen fizyolojik ve biyokimyasal siiregler (Laxa et al. 2019)
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Bitki biyoteknolojisi yardimiyla kurakliktan etkilenen bitki tiirlerinin mahsul
verimini ve kalitesini artirmada 6nemli adimlar atilmistir. Bitki biyoteknolojide kullanan
yontemlerden biri olan bitki doku kiiltiirii abiyotik (kuraklik, tuz vb.) ve biyotik strese
kars1 toleranshi bitkilerin in vitro sartlarda kisa siirede ¢ok sayida bitki Uretilmesinde
yardimc1 olmustur. Ayrica bitki doku kultri, bitkilerin seleksiyonu igin gucli bir arag
olup kontrollii ¢evre kosullar1 altinda bitki biiylimesi ve gelisiminin birgok yoniinii
incelemek i¢in essiz bir firsat saglamistir (Shibli et al. 2007; Chebet et al. 2002; Shatnawi
et al. 2004).

Kdokten strglne sinyal yoluyla yapraklarda dehidrasyon tepkileri

Gelismis karasal bitkiler, gesitli organlar1 ve dokular1 arasinda ¢evresel stres
kosullarina iliskin bilgileri iletebildikleri sistemler bulundurur (Sekil 1.3). Ornegin,
azalan su potansiyeli durumu, bitkilerin dehidrasyon stres kosullarini tanimasi igin ilk
adimdir (Christmann et al. 2013). Su eksikligi ilk olarak bitkinin kokleriyle algilanir ve
bilgileri uzak organlar arasindaki iletisim sinyal yolaklariyla taginir. Bagka bir caligmada
likofitlerin ve egrelti otlarinin stoma kapanmasini abisisik asit (ABA)'dan bagimsiz bir
sekilde diizenledigini belirlenmistir (Brodribb and McAdam 2011). Benzer bir ¢alismada
Vitis vinifera (iizim asmasi), Oncelikle su eksikligi kosullarna yanit olarak stoma
kapanmasini diizenler ve daha sonra kapali stoma durumunu korumak i¢in ABA

seviyesini artirir (Tombesi et al. 2015).
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Sekil 1.3. Kuraklik stres kosullarma yanit olarak kokten siirgiine, siirgiinden siirgiine ve yerel
sinyallerin kavramsal diyagrami. Hidrolik basmg, ROS/Ca?* dalgalari, peptidler
ve fitohormonlar gibi mobil sinyaller, tiim bitki seviyesinde kuraklik stresi
direncinin kazanilmasi i¢in dokudan dokuya ve uzun mesafeli iletisime aracilik
etmistir. Kirmizi ¢izgi, dehidrasyon stres kosullar1 altinda hidrolik basing,
ROS/Ca®* dalgalar1 ve peptit sinyalleri gibi kokten siirgiine sinyalleri
gostermistir. Turuncu ¢izgi, stres kosullarinda stoma kapanmasma aracilik
etmek icin ROS/Ca?* dalgalarinim atistan atisa sinyallerini gostermistir. Mavi
cizgi, stres kosullar1 altinda stoma kontroliine aracilik eden ROS/Ca®

dalgalarinin, peptidin veya ABA sinyallerinin yerel sinyallerini gostermistir
(Takahashi et al. 2020).

LiteratUrde kuraklik stresi altindaki bitkilerin stoma kapanmasini diizenlemek icin
dokularinda ABA biriktirdigini gosteren ¢aligmlar bulunmaktadir. ABA biyosentezinde
anahtar bir enzim olan Dokuz Cis Epoksikarotenoid Dioksijenaz 3 (NCED3) geni,
kuralsiga maruz yapraklada ylksek oran da ifade edilmistir (luchi et al. 2001; Endo et al.
2008). Bazi1 c¢alismalarda, ABA birikiminin stoma kapanmasmi diizenlemek i¢in
yapraklarin koklerden daha 6nemli oldugunu goéstermistir (Holbrook et al. 2002;
McAdam et al. 2016). Ayrica turgor kaybinin neden oldugu hidrolik stres yapraklarda
ABA biyosentezini aktive ettigi gosterilmistir (Christmann et al. 2007). Son zamanlarda,
Klavata3/Embriyo-Cevreleyen Bolgeyle ilgili25 (CLE25) peptidinin, yapraklarda ABA
tiretimi i¢in kokten tiiretilmis uzun mesafeli bir sinyal islevi gordiigii gosterilmigtir

(McLachlan et al. 2018; Takahashi et al. 2018; Yoshida and Fernie 2018). Bu sonuglar,
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bitkilerin uzun siireli dehidrasyon stres kosullar1 sirasinda farkli zamanlarda iiretilen

cesitli sinyaller yoluyla stoma agikligini diizenledigini gostermistir (Sekil 1.3).

Stomatal diizenleme igin gapraz sinyal sistemi

Kuraklik stresi direncinin kazanilmasi, bitkilerde hidrolik, peptit, ABA, ROS ve
kalsiyum iyonu (Ca*) akim sinyalleri gibi karmasik fizyolojik sinyallerle
gerceklesmektedir. ABA, kstoma Kilit hicrelerinde ROS'un ana bileseni olan hidrojen
peroksitin (H202) aktivasyonu yoluyla Ca?* akim sinyalini artirrr. Son zamanlarda,
hidrojen peroksit bagimli Ca?* artis'nin (HPCA), Kilit hiicrelerinde bir H20, sensorii
oldugu rapor edilmistir (Wu et al. 2020). HPCA1, plazma zarma lokalize olan Losin
Zengin Tekrar Reseptorii Benzeri Kinazin (LRR-RLK) alt sinifi VIII-1'e aittir. HPCAL'in
aktivasyonu, HPCA1'in hiicre dis1 alaninda bulunan iki sistein kalintis1 ¢iftinin, Kilit
hiicrelerde Ca®* akimlarmm akisma yol acan H2O, tarafindan oksitlenmesi yoluyla
gerceklesmistir. Sonug olarak, hpcal mutantlari, ABA ve H2O2 kaynakli stomanin agilip
kapanma mekanizmasimi bozar. HPCAL'in koruyucu hiicrelerde stoma kontroll i¢in H20:

sinyalinin anahtar bir bileseni oldugunu gostermistir.

Asirt 1s1k stresi, bitkilerde fotosentez ve terlemedeki degisiklikleri stomalarin
kapanmasin1 hizla diizenler. Hafif stres ABA birikimini artirir ve ardindan Solunum Burst
Oksidaz Homolog D (RBOHD) araciligiyla ROS/Ca®* dalgalarinin olusmasma neden
olmustur. Hem hafif stres kaynakli ABA hem de ROS/Ca?* yerel yapraklarda stoma
kapanmasina aracilik eder. Hafif stres tarafindan iiretilen ROS/Ca?* dalgasi, bir
yapraklardan sistemik yapraklara 100 mm/s hizla yayilimi karsiliginda ABA ve jasmonik
asit (JA) biyosentezinin baslatilmasma aracilik etmistir. ROS/Ca?* dalgasiyla iiretilen
ABA ve JA, sistemik yapraklarda Koruyucu Hicre Hidrojen Peroksidazistanl (GHR1)
ve S Tipi Anyon Kanali (SLAC1)'in aktivasyonu ile stoma kapanmasina aracilik eder. Bu
nedenle, yerel yapraklarda ROS/ Ca** dalgalari, sistemik yapraklarda ABA yamitlarini ve
stoma kapanmasini diizenlemek i¢in uzun mesafeli sinyaller olarak islev gorilebilir

(Devireddy et al. 2018; Yoshida and Fernie 2018) (Sekil 1.3).

Su eksikligi durumlarinda algilama sistemleri
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Genel olarak, RLK'ler, histidin kinazlar ve integrin benzeri proteinler dahil olmak
iizere zar proteinlerinin, bitkilerde oldugu kadar mayalarda da yapilan arastirmalara
dayali olarak ozmotik stres sensorleri olarak islev gordiigii diisiiniilmektedir. Arabidopsis
thaliana histidin kinaz (ATHK) 1 /Arabidopsis histidin kinaz (AHK) 1, hiicrelerin plazma
zarinda lokalizedir ve bitkilerde iki bilesenli maya sisteminin bir homologu olarak izole
edilmistir. ATHK1/AHKI1, mayadaki osmosensor histidin protein kinazi kodlayan
SLN1'in iglevini tamamlayarak ATHK1/AHK1'in bir ozmotik stres sensorii olarak islev
gorebilecegini  gostermistir. ATHKI1/AHK1'in fonksiyon kazanci ve kayba,
ATHKI1/AHK1'in ABA birikimi ve kuraklik stresinin neden oldugu gen ekspresyonu
yoluyla kuraklik stresi tepkilerine ve dirence aracilik ettigini gosterilmistir (Tran et al.
2007; Wohlbach et al. 2008).

1.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreler

Su kithgi, bitkinin hayatta kalmasmi zorlastirarak bitki blylmesini ve verimini
olumsuz etkiler. Kuskusuz, siddetli strese daha toleransli olan bitki hatlari, hafif stres
altinda daha iyi performans gosterebilir (Skirycz et al. 2011). Mannitol, sorbitol veya
polietilen glikol (PEG) gibi bilesikler kuraklik stresiyle iligkili biiylime inhibisyonuna yol
acan molekiiler olaylar1 incelemek i¢in kullanilir (Verslues et al. 2006). Gelisme
sirasindaki bitkilere istenilen bir zaman araliginda mannitol, sorbitol veya PEG
eklendiginde, stres kaynakli bitki biiyiimesini olumsuz etkileyen sinyal mekanizmalarinin

anlasilmasina yardimei olur.

Su potansiyelini kontrol eden yapay bir ortam yaratmak i¢in molekiiler agirlig:
yiksek maddelerden en ¢ok tercih edileni mannitoldur. Mannitol, ticari olarak yetistirilen
bir¢ok tarimsal ve bahge bitkilerinde iiretkenligi ve kaliteyi, genellikle ylksek toprak
tuzlulugu veya kuraklik gibi ¢evresel faktorlerden olumsuz etkiler. Bilingsiz sulamanin
neden oldugu topraklarda artan tuz birikimi, nihai olarak mevcut {iretim seviyelerinde
tarimin siirdiirillebilirligini engeller. Damarli bitkiler, mantarlar, deniz yosunlar1 ve maya
gibi organizmalar kuraklik ve tuz stresine yanit ¢oziiniir bilesikleri biriktirir ve diisiikk
molekiiler agirlik bilesiklerin sentezini artirir (Brown and Simpson 1972; Jennings and

Burke 1990). Bu bilesikler, yiiksek hiicresel konsantrasyonlarda birikebildikleri, ancak
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hiicre metabolizmasina miidahale etmedikleri i¢in genellikle ‘uyumlu ¢6zlinen maddeler’

olarak adlandirilmistir. Uyumlu ¢6zlinen maddeler,

* Seker alkolleri (mannitol gibi),
# Dortlii amonyak bilesikleri,

+ Prolin,

+ Uclincil siilfonik bilesiklerdir.

Bu bilesiklerin sitozolde biriktikleri ve burada metabolik siireclerin strese bagh
inaktivasyonunu onledikleri rapor edilmistir (Brown and Simpson 1972; Greenway and
Munns 1980; Galinski and Trfiper 1994). Seker alkolleri, bir aldoz veya ketoz sekerinin
kimyasal olarak indirgenmis formunu temsil ettikleri i¢in sekerlerle yakindan iliskilidir
(Sekil 1.4). Su benzeri hidroksil gruplar1 nedeniyle seker alkollerinin suyun yapisini taklit
edebilecegi ve makromolekiillerin etrafinda yapay bir hidrasyon kiiresi saglayabilecegi
One surllmiistiir. Diisiik mannitol konsantrasyonlar1 (25 mM), bitkinin gelisimini veya
hayatta kalmasini suresini ¢ok az etkilemistir. A. thaliana rozet boyutunda ~%50'lik bir
diistise neden olup hafif strese neden olmustur. Mannitol bu nedenle biiylimeyi baskilayan
bir bilesik olarak kullanilmaktadir ve hiicre hasarmi ve lipidlerin peroksidasyonunu
Onleyerek aktif oksijen tlrlerinin temizleyicileri olarak islev gordigi bildirilmistir
(Skirycz et al. 2011).

10
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Sekil 1.4. Belirli bitki tiirlerinde yer degistirmis karbonhidratin onemli bir boliimiinii
olusturan bazi yaygin alt1 karbonlu seker alkollerinin kimyasal yapilart: (a)
mannitol (karsilik gelen seker mannozu): kerevizde (Apium graveolens); (b)
glusitol (karsilik gelen seker glikozu): elmada (Malus spp.); ve (c) galaktitol
(karsilik gelen seker galaktoz) tatli: kavunda (Cucumis melo). Kimyasal olarak
indirgenmis bilesikler (6rn. NADH), karsilik gelen oksitlenmis formlardan
(6rn. NAD) daha fazla enerji i¢ermistir. Bu nedenle, kimyasal olarak daha
fazla indirgenmis olan seker alkolleri, karsilik gelen sekerlere gore daha
yiiksek enerji depolama bilesikleridir (Stoop et al. 1996).

Genc buytyen yapraklardaki ozmotik stres tepkileri, olgun yapraklardakilerden
ok farklidir. Ornegin, geng siirgiinlerde, hafif stres, kuraklikla ilgili hormon ABA yerine,
etilen 6ncist ACC'nin (1-aminosiklopropan-1-karboksilat) ve muhtemelen etilenin
kendisinin de hizli birikmesine neden olur (Skirycz et al. 2011). Biiyiiyen dokular,
biiylimeyi Onleyici mekanizmalar tarafindan daha fazla baski altina alindigindan, stres
Uzerine buyime dizenlemesinin ¢6zilmesi bu nedenle tercihen olgun yapraklar veya
butln fideler yerine biiyiiyen dokuda incelenmistir. Mannitol kaynakl kuraklik stresine
maruz kalan biiyliyen yaprak dokusunda, birbirine olduk¢a bagli bir Gen Diizenleyici Ag

(GRN) indiiklemistir. Bu agin pargasi olan transkripsiyon faktorlerinin birbirlerinin
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ifadesini diizenledigi ve ozmotik stres tizerine yaprak biiylimesini diizenledigi

gosterilmistir (Van den Broeck et al. 2017).

1.3.1. Prolin icerigi

Prolin, ikincil bir amin olan a-amino grubu i¢eren proteinojenik bir amino asittir
ve primer metabolizma igin gereklidir (Szabados and Savouré 2010; Verslues and Sharma
2010). Protozoa, 6bakteriler, deniz omurgasizlar1 ve ayrica ¢esitli bitki tiirleri dahil olmak
tizere farkli organizma tiirlerinin stres kosullar1 altinda amino asit olarak prolin
biriktirdigi gézlemlenmistir (Mattioli et al. 2009 ). Prolinin uzun siredir uyumlu bir
ozmolit oldugu diisiiniilmesine ragmen, son sonuglar onun strese uyum saglama, iyilesme
ve sinyal vermedeki ¢oklu fonksiyonlarini vurgulamistir. Prolin biyosentezinin boliimlere
ayrilmasi, sitozol, kloroplast ve mitokondride pargalanmasi, prolin metabolizmasinin

fonksiyonel ¢esitlendirilmesinin karmasikligina neden olmustur. Prolinin islevleri;

+ Kloroplast ile sitozoldeki proteinlerin ve protein  komplekslerinin
stabilizasyonunda,

+ Fotosentetik komplekslerin korunmasinda énemli islevlere sahiptir.

Kloroplastlardaki artan prolin biyosentezi orani, olumsuz kosullar sirasinda
elektron tasinmasi doymus oldugunda asir1 indirgeme potansiyelini dagitarak redoks
dengesinin stabilizasyonuna ve hiicresel homeostazin korunmasma katkida bulunur.
Mitokondrideki prolin katabolizmasi, oksidatif solunumla baglantilidir ve stres sonrasi
biiyiimenin yeniden bagslamasi i¢in enerji saglar. Ayrica, prolin oksidasyonu
mitokondriyal ROS seviyelerini duzenler ve programlanmis hiicre oliimiini etkiler
Hayvan ve maya modelleriyle yapilan analojiler, bitkilerde prolin devri, hiicre dongiisii
kontrolii, farklilasma ve programlanmis hiicre Oliimii arasinda yakm bir etkilesim
oldugunu da diisiindiiriilmiistiir. Abiyotik ve biyotik streslere verilen yanitlar1 modiile
etmenin yani sira prolin, metabolit havuzlarini1 ve redoks dengesini diizenleyen, ¢ok
sayida genin ifadesini kontrol eden, bitki biiylimesini ve gelisimini etkileyen metabolik
bir sinyal islevi gorlr. Sistem biyolojisi yaklagimlarmin uygulanmasi, bitkilerde proline
bagimli ve proline aracili sinyallesmenin diizenlenmesini anlamaya yardimci olmustur

(Szabados and Savouré et al. 2010).
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Prolin metabolizmasinin diizenlenmesi

Prolin metabolizmasi bitkilerde 40 yil1 agkin bir siiredir ¢alisilmasina ragmen,
diizenlenmesinde yer alan sinyal yollar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Dehidrasyon
sirasinda prolin biyosentezi aktive edilir ve katabolizmasi baskilanir (Sekil 1.5) (Yoshiba
1995; Kiyosue et al. 1996; Deuschle et al. 2001; Xue et al. 2009).
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Sekil 1.5. Bitkilerde prolin metabolizmasimin diizenlenmesi. Biyosentetik yol yesil ¢izgilerle
ve katabolik yol kirmizi ¢izgilerle gosterilmistir. Cevresel etkiler
vurgulanmistir. Hormonlar: ABA, BR (brassinolidler) ve SA. Metabolitler ve
diger faktorler: Ca?* (serbest kalsiyum iyonu); H202 (hidrojen peroksit); P5C
ve SiRNA. Enzimler: PSCDH; P5CS; P5CR ve PDH. Dizenleyici genler ve
proteinler: ABIL; bZIP; CaM (kalmodulin); CO; MYB2; PLC; PLD; ve
P5CDH ile 3' 6rtiisen bir bolgeye sahip olan SROS. Patojenler: avr, avirulent;
vir, 6ldurict (Szabados and Savouré et al. 2010).

Prolin biyosentezi, bitkilerde bir korunmus gen (housekeeping) ve bir strese 6zgu
Pirolin-5-Karboksilat Sentetaz (P5CS) izoformunu kodlayan iki P5CS geninin aktivitesi
tarafindan kontrol edilir. Kopyalanmig PSCS genleri, kodlama bolgelerinde yiiksek
diizeyde bir sekans homolojisi paylassa da, transkripsiyonel diizenlemeleri farkhidir
(Armengaud et al. 2004; Xue et al. 2009). Arabidopsis'te P5CS2, siirgiin ve kok uglari,
cigek salkimlar1 ve meristematik dokularda aktif olan housekeeping genidir. Her iki P5CS
geni de ¢igek siirgiinlerinin apikal meristemlerinde aktiftir ve ¢icek gelisimini prolin
saglamugtir (Mattioli et al. 2009). Arabidopsis'te PSCS2 geninin, giin uzunluguna yanit
olarak ¢iceklenmeyi tesvik eden bir transkripsiyonel aktivatdr olan Constans'in (CO)
hedeflerinden biri olarak tanimlanmis olmas ilgi ¢ekicidir. P5CS2, Asir1t Duyarli bir
yanit1 (HR) tetikleyen aviriilent bakteri, salisilik asit (SA) ve ROS sinyalleri tarafindan
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da aktive edilmistir (Fabro et al. 2004). Arabidopsis P5CS1, ozmotik ve tuz stresleri
tarafindan Indiiklenmis Absisik ABA bagiml, ABA duyarsiz 1 (ABI1) kontrollii
diizenleyici sinyaller H>O; turevi tarafindan aktive edilmistir (Yoshiba 1995). Ayrica,
P5CS1 aktivasyonu ve prolin birikimi 11k tarafindan tesvik edilir ve brassinosteroidler
(BR) tarafindan baskilanmigtir (Hayashi et al. 2000). Stressiz kosullar altinda, Fosfolipaz
D (PLD), prolin birikiminin negatif diizenleyicisi olarak islev gorur, oysa kalsiyum
sinyali ve Fosfolipaz C (PLC), tuz stresi sirasinda PSCS transkripsiyonunu ve prolin
birikimini tetiklemistir (Thiery et al. 2004; Parre et al. 2007). Halofit Thellungiella
halophila'da, PLD pozitif diizenleyici olarak islev goriirken, PLC prolin birikimi {izerinde
negatif bir kontrol uygulamistir (Ghars et al. 2008). Kalsiyum sinyalleri, MYB2
transkripsiyon faktorii ile etkilesime giren ve P5SCS1 transkripsiyonunu yukari regiile

eden spesifik bir CaM4 kalmodulinle uyarilmistir (Yoo et al. 2005).

1.3.2. COzunebilir seker

Yaygin olarak monosakkaritler ve disakkaritler olarak tanimlanan ¢oziinebilir
sekerler, tiim canli hiicrelerin yapisinda ve islevinde 6nemli bir rol oynar. Kokenleri,
prebiyotik ve erken biyotik evrim ile sik1 bir sekilde baglantili oldugu goriilmiistiir
(Hirabayashi 1996). Bu nedenle, glukoz ve fruktoz, 6karyotik hicreler icin her yerde
bulunan karbon ve enerji kaynaklaridir. Bitkilerde, sukrozun islenmesiyle ilgili tim
enzimler, proteinler fotosentez, tasima ve heterotrofik kullanim arasinda merkezi bir rol

haline gelmistir (Salerno and Curatti 2003).

Stres altinda ¢oziinebilir seker metabolizmasi

Bitkiler, hem seker iireten hem de tiiketen ototrofik ve fotosentetik
organizmalardir. Ancak, yasam dongiilerinin bir bélimunde kok, govde ve cicek gibi
fotosentezde yer almayan bazi yesil olmayan organlarmda heterotroflar olarak hareket
eder. Ayrica, seker tiiketimi normal olarak bitkilerin ontogenezinde meydana gelir.
Ornegin, su, 151k veya sicaklik gibi cevresel faktdrlerdeki degisiklikler, patojenlerin veya
otgullarin saldirilar1 fotosentez etkinligini ve ¢ztinebilir sekerlerin dokularda birikiminin
azalmasma neden olmustur. Seker yoksunlugu kosullari altinda, solunum ve diger

metabolik siirecleri stirdiirmek i¢in 6nemli fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler neden
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olmustur. Bitkilerin yasam dongiisiinde, tohum ¢imlenmesi, erken fide buyumesi,
depolama tohum dokularindan gévde ve kokgiik gibi ¢esitli organlara ¢ozlnebilir sekerler
(sakaroz, glikoz ve fruktoz) seklinde mobilize edilen basta karbonhidratlar olmak iizere
depo maddelerine baghdir. Ayrica hiicrelerin ozmotik homeostazinin biiylimesi ve

strdurulmesi igin gereklidir (Santos and Buckeridge 2004).

Bitkilerdeki seker degisiklikleri statik bir model izlemez, genotip ve stres
faktoriine gore degismistir (Morsy et al. 2007). Ayrica, stres faktorleri bitkinin
metabolizmasiyla iliskili olaylarda tiim ¢oziinebilir sekerlerin benzer roller oynamadigi
da bildirilmistir (Gill et al. 2001; Almodares et al. 2008). Sukroz ve glukoz, ya hicresel
solunum i¢in substratlar ya da hiicre homeostazini stirdiirmek i¢cin osmolitler olarak islev
goriirken fruktoz, osmokoruma ile iliskili degildir ikincil (Sekonder) metabolitlerin
sentezi ile iliskili oldugu goriilmiistiir (Gupta et al. 2005). Hilal vd (2004) fruktozun,
lignin ve fenolik bilesiklerin sentezinde substrat gorevi goren Eritroz-4-P'nin sentezi ile

iliskili olabilecegini gdstermistir.

1.3.3. Abiyotik stres altinda reaktif oksijen ttrleri ve antioksidan savanmasi

Ontogenezis sirasinda bitkiler, abiyotik faktorler (sicaklik, aydinlik, karanlik,
besin ile su mevcudiyeti ve agir metaller gibi toksik bilesikler) ve biyotik etkilesimler
(faydali ve patojenik mikroorganizmalar, mantarlar, bocekler, diger otgullar) tarafindan
tamimlanan dinamik olarak degisen bir ortamla karsi karsiyadir (Suzuki et al.2014).
Metabolizma, bitkinin gelisimini ve verimini énemli 6l¢tde olumsuz etkileyen cevresel
degisiklikler, stres durumlar1 olarak kabul edilmekte ve biyolojik sistemde stres
tepkilerine neden olmustur. Bu tiir stresler genellikle reaktif oksijen tirlerinin (ROS) ve
reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) iiretimindeki artiga neden olur, bu da bunlarin tiretimi ve
temizlenmesi arasinda bir denge sorununa yol agar. Reaktif ve toksik olmalarina ragmen,
ROS ve RNS ayrica stres tepkilerini tetikleyen sinyal iletim yollarmin temel
bilesenleridir. Ayrica, ROS ve RNS, bitki gelisim siireglerinde ve bitki-mikroorganizma
etkilesimlerinde yer alir. Bununla birlikte, asir1 ROS ve RNS {iretimi, hiicre 6liimiinii
onlemek igin antioksidan sistemi sayesinde saglanir (Corpas and Barroso 2015; Mhamdi
and Van Breusegem 2018; Maier et al. 2001; Segal and Wilson 2018).
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Kuraklik, su kaybina ve su potansiyelinde azalmaya neden olur. Bu olay ayni
zamanda htcre turgorunda bir azalmaya yol acgar. Kurakligin neden oldugu en hizli
sliregler arasinda stomalarin ABA aracili kapanmasi yer alir (Pirasteh -Anosheh et al.
2016). Uzun siireli kuraklik stresi ve artan stres yogunlugu, daha fazla uyum
reaksiyonlarma yol a¢tigi gdsterilmistir. Bu yanitlar, ozmotik ayarlamayi, azalmis kok-
kok oranini, hiicre duvar1 modifikasyonlarini, metabolizmanin yeniden programlanmasini
ve antioksidan sistemin aktivasyonunu igerir (Blum 2017; Silva et al. 2012; Lu et al. 2013,;
Ajithkumar and Panneerselvam 2014). Bu modifikasyonlarn ¢ogu oOlglilmiistiir ve
kuraklik stresinin siddetini karakterize etmek icin kullanilmustir. Olgiilebilir dzellikler,
ornegin mezofil iletkenligi, net fotosentez, fotorespirasyon, uyumlu ¢6ziinen maddelerin
(osmoprotektanlar) bollugu, doku su potansiyeli, ABA igerigi ve zar biitiinligidiir.
Kurakliktan ka¢inma, yaprak kivrilmasi ve yaprak ylizeyinde artan mum birikimi gibi

morfolojik adaptasyonlaridir (Kim et al. 2007).

Bitkilerde ROS mekanizmasi

Bitkilerin stres kosullar1 altindaki metabolizmasi, ROS olusumundaki artis olarak

ifade edilmistir (Foryer and Noctor 2000).

Normal bitki =—pKorunan canlihk

Battle for equilibrium led by ROS

Stresli bitki m

Tiikenen antioksidan ve asin ROS

| ——

Oksidatif stress

_ Strese maruz kalan

* bitkilerde dengenin
Cok fazla O olmasina radmen antioksidan alctif hozulmas1
—_—

Programh hiicre; " i Molekiiler hasar
dlimmii ’

Niikleik asitler,

Proteinler,
Pigmentler.

Mutasyonlar.

Sekil 1.6. Bitkilerde oksidatif stres ve sonuglar1 (ROS, reaktif oksijen tiirleri; O, singlet
oksijen; Oz~ superoksit anyonu; H2O2, hidrojen peroksit; OH, hidroksil
radikali) (Al Mahmud et al. 2019).
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Stres kosullarinda fazla iiretilen ROS, proteinler, lipidler ve DNA molekiilleri ile
reaksiyona girerek bir takim metabolik bozukluklara, hiicre zarlarinin tahribatina ve
bunun sonucunda hticre 6lumine neden olur (Sekil 1.6) (Miller et al. 2010; Lushchak
2011). Kuraklik stresi, H2O, stiperoksit radikalleri (O2") ve hidroksil (OH") gibi ROS
birikimini artirarak oksidatif strese yol acar (Saed Moucheshi et al. 2014). Reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimi, protein ve niikleik asit yikimai ile birlikte lipid peroksidasyonuna neden
olur. Bitkiler, ROS’un zarar verici etkisini farkl1 mekanizmalarla azaltabilmektedir. Bu
mekanizmalardan biri enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemidir. Katalaz (CAT), sliperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POX) gibi
antioksidan enzimler, bitki hicrelerinde serbest oksijen radikallerinin detoksifiye

edilmesinde rol oynayan en 6nemli oyunculardir.

ROS’un artan miktarma yanit olarak, antioksidan savunma sistemlerinin
kapasitesi ve antioksidan enzimlerin aktivitesi artar. Uretilen oksidanlara kars1 ilk
enzimatik bariyer, O2'yi nispeten daha diisiik radikal aktiviteye sahip bir molekiil olan
H202'ye donistiren SOD'dir. H20,, CAT ve askorbat peroksidaz (APX) enzimleri
tarafindan su ve oksijene detoksifiye eder. Peroksidaz, H2O-'nin H2O'ya indirgenmesi i¢in
bir elektron alic1 olarak askorbik asit kullanarak bu bilesigi siipiiriip atabilen H2O2'nin
detoksifikasyonunda énemli bir role sahiptir (Saed-Moucheshi et al. 2014). Bu reaksiyon
sirasinda askorbik asit, monodehidroaskorbata doniisiir. POX, yliksek oksijen serbest
radikal igerigiyle basa ¢ikmak icin hidrojen alicilarina benzer fenolleri kullanabilen
glikoproteinlerdir. Ayrica POX'un bitki gelistirme stireclerine, lignin {iretimine, etilen
biyosentezine ve strese karsi bitki savunmasina Onemli islevlere sahip oldugu
kanitlanmistir (Hossain et al. 2015). Abiyotik stres altinda hiicrelerde protein sentezini
diizenlemeye yol agan ozmotik basinci korumak igin prolin gibi bazi serbest amino
asitlerin birikmesiyle birlikte proteinlerde hasar gézlemlenmistir (Sekil 1.3.3.1) (Osakabe
et al. 2014). Baz1 arastirmacilar, bazi protein tiirlerinin sentezindeki azalmanin polizom
sayllarindaki azalmayla baglantili oldugu iddia edilmistir (Suzuki et al. 2014).
Proteinlerin igerigindeki degisikliklere ek olarak, lipitleri indukleyen abiyotik
stresler, oksidatif strese hizli yanit veren bir bilesik olan malondialdehit (MDA) adi

verilen bazi aldehitlerin tiretimiyle sonuglanir (Berger et al. 2016).
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Kuraklik stresi, mitoz, hiicre geniglemesi ve biiyiime gibi hiicresel siiregleri
etkileyerek bitki buytmesini olumsuz etkiler (Hussain et al. 2008). Ayrica OH", O2", H.0>
ve tekli oksijen (*O2) dahil olmak iizere ROS ureterek bitkilerde oksidatif strese neden
olur (Akyol et al. 2020). Bu ROS, lipid peroksidasyonuna, hiicre zarinin
denatlirasyonuna, protein yapisinin zarar gormesine ve DNA'nin yikimina neden
olabilmektedir (Bartels and Sunkar 2005; Simova-Stoilova et al. 2009). Bitkiler, bu
ROS'un zararl etkilerini azaltmak i¢in ¢ok giiclii bir antioksidan savunma mekanizmasina
(enzimatik ve enzimatik olmayan) sahiptir. Enzimatik antioksidanlar arasinda CAT,
POX, APX, glutatyon rediiktaz (GR) ve SOD vardir (Gong et al. 2005). Bunlarin arasinda
SOD, 07, H202 ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize ettigi gozlemlenmistir.
ROS'a kars1 ilk detoksifikasyon hatti olarak hareket ettigi i¢in antioksidan savunma

agida merkezi bir role sahiptir (Prochazkova et al. 2001).

Kuraklik stresinde ROS

Bitkilerin kurakliga ilk tepkisi, terleme nedeniyle su kaybini en aza indirmek igin
stomalarin kapanmasidir. Isikta devam eden fotosentez nedeniyle, artan gaz difiizyon
bariyeri, hiicreler arasi CO2 konsantrasyonunun tiikenmesine yol agar. Azalan CO>
miktari, ribuloz-1,5-bifosfat oksijenasyonunu ve dolayisiyla peroksizomlarda
fotosolunumsal kaynakli H>O, Uretimini artirir (Noctor et al. 2002). Elektron alici
CO2'nin yetersiz miktari, Calvin-Benson dongusiinde nikotinamid adenin diniikleotit
fosfatin (NADPH) oksidasyonunu diisiiriir. NADP+ eksikligi, elektron birikimine ve
fotosentetik elektron taginmasinda asir1 azalmaya neden olur, bu da fotosistem I (PSI)’de
Mehler reaksiyonunda alternatif elektron alicisi olarak oksijenin azalmasma, Oz ve

H202’in salinimini artirir.

Tioredoksin (TRX) indirgemesi yoluyla olduk¢a indirgenmis bir kloroplast
NADPH havuzu, NADPH'ye bagli malat dehidrogenazi ve dolayisiyla indirgeyici
esdegerlerin sitozol ve mitokondriye elektron tagiyan malat yolagmni aktive eder.
Fotosentezdeki elektron verme ve alma arasindaki denge sorunu, mitokondrideki
solunum elektron tagima zincirine (ETC) dengeli bir sekilde iletilir. Alternatif oksidazin
(AOX) aktivasyonu ve aox geninin indiiksiyonu ifadesi, kuraklik yanitinin ayirt edici

Ozellikleridir (Bartoli et al. 2005). Normal kosullar altinda bile, oksidatif fosforilasyonda
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kompleks I ve III'teki asir1 azalma nedeniyle oksijenin %1-2'si ROS tretmek igin tiketilir
(Selinski et al. 2018). Kuraklik altinda, AOX, Bitki Ayrisma Proteinleri (PUCP'ler) ve
ATP'ye duyarli potasyum kanallarinin kapasiteleri, ETC'deki fazla elektron akisini
dagitmak icin uyarilir (Barreto et al. 2017). Atkin and Macherel (2009) kuraklik stresi
altindaki bitkilerde solunum fonksiyonlar1 yaklasik iicte iki oraninda engellebildigini
bildirmistir. Bu c¢aligmalar, cesitli yogunluklarda ve farkli zaman O&lgeklerinde
dehidrasyon stireclerini icermektedir. ROS apoplastta dretilir. Ilging bir sekilde,
apoplastik ROS firetimi, kalsiyum sinyali ile birlesir (Gilroy et al. 2014). Plazma
zarindaki Solunum Brust Oksidaz homolog (RBOH) proteinleri, kurakliga ve diger bir¢ok
strese yanit olarak apoplastta siiperoksit anyonlar1 iireten kalsiyum ve fosforilasyona
duyarli enzimlerdir (Evans et al. 2016; Sierla et al. 2016). Hiicre duvart ile iliskili kinazlar
(WAK'lar), Reseptor Benzeri Kinaz (RLK) ailesinin (yeleridir ve muhtemelen
RBOH!'lerin fosforilasyonu ile ROS patlamalarini birbirine baglayan kuraklik sirasinda
turgor basinci degisikliklerinin algilanmasima katisir. Apoplastik ROS, 6zellikle kuraklik
sirasinda zar hasarinin bir gostergesi olarak MDA yol agan lipid peroksidasyonunu uyarir.
Apoplastta superoksitin H20'ye dismutasyonundan sonra, H>O2'nin apoplasttan sitozole

transferi de hiicre ici ROS’a katkida bulunur.

1.4. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, paketleme, biyomedikal, doku miihendisligi, saglik hizmetleri,
gida endiistrisi, uzay endiistrisi gibi genis uygulama alanlarna sahip gelismis ve
gelismekte olan bir teknolojidir (Mahanty et al. 2013). Nanoteknolojinin bircok hedefi
bulunmaktadir, en 6nemlisi cesitli morfolojideki ve kimyasal bilesimdeki (belirli boyut
dagilimi ve tek dagilimli) ¢esitli nanopartikiil (NP) tiirlerinin sentezi saglanmak ve
bunlarm insanlhigin refahi i¢in kullanmaktir (Elumalai et al. 2010). NP, en az bir boyutta
veya 100 nm'den daha kii¢iik boyutlara ve genis nispi ylizey alanina sahip pargaciklar
olarak tanimlanir. Volkanik patlamalar ve hidrotermal aktivite sonucunda biyosferde
dogal olarak olusabilmektedir (Luther and Rickard 2005). Bununla birlikte, fosil
yakitlarin yogun sekilde yakilmasi ve son on yillarda nanoteknolojilerin gelismesi ve
uygulanmasi, NPs’in ¢evreye salinimiylada dogrudan iliskilidir. Uretilen NPs, atmosferik
emisyonlar, evsel atik su, tarim, iiretim ve nakliye swrasinda kazara salinim yoluyla

istemeden c¢evreye yayilmistir (Klaine et al. 2008). Yapilan calismalar sonucu, biiyiik
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sehirlerin, endiistriyel yerlesim birimlerinin ve yiiksek trafik hacmine sahip otoyollarin
atmosferindeki ince ve ultra ince NP konsantrasyonlarinda 6nemli bir artig géstermistir
(Nowack and Bucheli 2007; Weijers et al.2004). ince NP’in (>20 nm) omrii nispeten
uzundur. Bu, bunlarin uzun mesafeler boyunca tasmabilecegi ve bdylece bdlgesel hava
kalitesinin bozulmasina neden olmustur (Dietz and Herth 2011). NPs'in etkileri ¢esitli
mikrobiyal ve suda yasayan organizmalarda da tanimlanmistir, ancak NPs'in yiksek
yapili bitkilerle etkilesimlerini arastiran ¢aligmalar hala diisilk denecek sayilardadir.
NPs'in bir biiylime ortaminda tasinmasi ve bitki dokularina niifuz etmesi, NPs'in bitkiler
tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in en kritik parametrelerdir (Navarro et al. 2008).
Yuksek bitkiler ¢zellikle atmosferik NP birikimine maruz kalsalar da simdiye kadar
bitkiler tizerinde yiiriitiilen deneysel ¢alismalarin ¢ogunda hava ortaminin yerine besiyeri
ortami, agar veya toprak kullanilmistir (Kurepa et al. 2010; Lee et al. 2012). Atmosferde
olusan NPs bitki yiizeylerinde topaklasir ve stomalar gibi kutikula icermeyen alanlardan
yapraklara niifuz eder (Dietz and Herth 2011; Eichert et al. 2008; Navarro et al. 2008).
Toprak suyu ve toprak kolloidal pargaciklari ile iliskili NPs koklerle etkilesime girmistir.
Daha sonra ksilemin igine nufuz ederek terlemeyle bitkilerin toprak iistii kisimlarina
tasmir (Zhu et al. 2008).

1.4.1. Nanoteknolojinin tarimda kullanim alanlar

Nanoteknoloji, bitkinin besinleri kullanip verimliligini artirmasinda, iklim
degisikliginin etkilerini hafifletme ve agir metalleri iyilestirme dahil olmak iizere tarimsal
ckosistem i¢in gesitli avantajlar1 sayesinde umut verici bir teknik olmustur (Manzoor et
al. 2021). Tarimsal sanayi alaninda, nanoteknoloji yaygin olarak glibreler, herbisitler,
pestisitler, fungisitler ve nano-sensorler gibi iriinler tiretmek igin kullanilmaktadir
(lavicoli et al. 2017).

Bu ilerlemeler, tarimda gelecekteki sorunlarin Uistesinden gelmeye, kaliteyi ve
irlin verimini artirmaya, kimyasallarin neden oldugu kirliligi azaltip, ekinleri gevresel
streslere karsi korumaya yardimct olmustur (Liu et al. 2021). Nanoteknolojinin tarimda
ilging uygulamalar1 olsa da, bu malzemelerin cevrede, Ozellikle bitki ve canli
organizmalarda olusturabilecegi olumsuz etkileri hala tam olarak anlasilmadigi iyi

bilinmektedir. Pek cok arastirma, yiiksek konsantrasyonlardaki NPs marul (Lactuca
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sativa L.) domates (Lycopersicon lycopersicum L.), bugday (Triticum aestivum) ve
salatalik (Cucumis sativus) gibi mahsuller {izerinde toksikolojik etkiler olusturabilecegini
gostermistir (Zhu et al. 2019; Rastogi et al. 2019). Nanoteknolojinin belirli problemlerin
¢oziimii igin kesfedilmeyi bekleyen bir¢cok faydasi var ancak yiiksek konsantrasyonda
uygulanmasmin bitkiler, hayvanlar ve nihayetinde insanoglu i¢in bir dizi soruna yol
acabileceginin farkinda olmaliyiz. Mishra et al. (2019), nanoteknolojiyi gtivenli bir
sekilde uygulayabilmemiz ve c¢evresel olumsuzluktan kagmabilmemiz ig¢in
nanopartikillerin guvenlik bilincini artirp giiglii diizenleme sistemleri olusturmanin

o6nemli oldugunu vurgulamustir.

1.4.2. Nanopartikiillerin siniflandirilmasi

Nanopartikillerin bitkinin tohum ¢imlenmesinde, gelisiminin tesvik edilmesinde,
azot metabolizmasini ve bitki fotosentezini iyilestirmede, besin emilimini destekleme gibi
olumlu etkileri oldugunu gosterilmistir (Husen and Siddiqi 2014). Nanopartikillerin
boyuta gore siniflandirmanin yani sira, nanomalzemeler kimyasal yapilarina gore de
smiflandirilmistir (Khan et al. 2019). Bu smiflandirma 4 ana nanomalzeme kategorisi

icerir:

+ Karbon bazli nanomalzemeler arasinda fullerenler, grafen ve karbon
nanotiipler (CNT'ler) gibi yapilardir.

+ Seramik (metal oksitler), TiOz, ZnO, CaO ve FeO; gibi metal oksit
bilesiklerinden yapilan inorganik katilardir (C Thomas et al. 2015).

#+ Metal, metaller, Au, Ag, Cu ve Ni bazli nanomalzemeleri igerir

*+ Polimerik bilesikler, organik nanomalzemeler, genellikle ¢ekirdege simetrik
olan organik NPs’den tlretilen dendrimerleri kapsar (Ealias and

Saravanakumar 2017).

Son yillarda heterojen katalizorler olarak geg¢is metali oksit nanopartikiilleri,
olaganiistii yapilar1 ve olaganiistii katalitik aktiviteleri nedeniyle biiylik ilgi gormektedir.
Nano boyutlu metal parcaciklarin, reaktanlar ve katalizorler arasinda 6nemli dlgiide
artabilen ylksek bir yizey-hacim oranma sahip oldugu iyi bilinmektedir. Bu amagla

nanopartikiil formundaki heterojen katalizorler siklikla kullanilmaktadir. Heterojen
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katalizor 6zelliklerinden dolay1 geri doniistiiriilebilir. Ayni iriinleri yiksek reaksiyon
hizlar1 ve yiiksek verimlerle elde etmek igin nano-Katalizin homojen kataliz igin uygun

bir alternatif olmasmi saglanmistir (Lipshutz and Ghorai 2012).

Heterojen katalizorlerden biri olan grafen, aligilmadik yapisi, etkileyici fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri nedeniyle son zamanlarda biiyiik ilgi uyandiran kiiresel bir karbon
nanomateryaldir. Son arastirmalar, nanomalzemelerin smifina, konsantrasyonuna,
Ozelliklerine, bitki tiirlerine ve tohum boyutuna bagli oldugu i¢in karmasik oldugunu
gostermistir (Wu et al. 2012). Diger yandan indirgenmis grafen oksit yapilari, asit ve
bazik ortamlarda oldugu kadar ytiksek basing ve sicakliklarda da yiiksek ylizey alani,
ayarlanabilir gézeneklilik ve olaganiistii kararlilik gosterir (Piccinno et al. 2011; Khan et
al. 2019). Indirgenmis grafen oksit katalizli reaksiyonlarda desteklenen gecis metali oksit,
yiiksek atom verimliligi, basitlestirilmis {riin izolasyonu, kolay geri kazanim ve
katalizoriin geri donistiiriilebilirligi gibi avantajlar sunar (Kaur et al. 2016). Grafen
destekli metal oksit nanopartikiiliin bu olaganiistii katalitik aktiviteleri, esas olarak ¢esitli
solventlerdeki etkili dispersiyon, metal oksit nanopartikiliin ¢cok daha az agregasyonu ve
nanokatalizoriin daha biiyiik gozenek boyutundan kaynaklanmaktadir (Shoeb et al. 2018).
Bu nedenle giiniimiizde nanokatalizorler, ¢ok kisa siirelerde yiiksek verimli {irtinler iireten
organik reaksiyonlar icin ana materyallerdir. Gegtigimiz yillarda Schiff bazlari, DNA
parcalama antiviral, antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri gibi ¢esitli biyolojik
uygulamalar1 sayesinde biiyiik ilgi gérmiistiir. Tibbi kimyada Schiff bazi bilesiklerinin
tasarimi ve sentezi bliyiik ilgi gérmiistiir. Bunlarin yani sira Schiff bazlar1 farmasotik
kimyadaki 6nemlerinin yani sira polimer ve boya endiistrisinde fotonik bilesenler, sivi
kristaller ve katalizorler olarak bircok 6nemli uygulama alani1 bulmustur. Cesitli Schiff
bazi tiirevleri, iyi selatlama yeteneklerinden dolay1 metal iyonlarmin molekiiler sensorler
olarak tanmnmasi i¢in kanitlanmistir (Milosavljevic et al. 2016; Moletti et al. 2007). Daha
onceki literatlir caligmalarinda, indirgeyici sekerin grafen oksidi grafene indirgedigini
dogrulanmugtir. Bu nedenle, genellikle NPs’in hem indirgeyici ajan1 hem de stabilizatorii
olarak kullanilmustir (Solomon et al. 2017; Zhu et al. 2010; Xu et al. 2016). Sonug olarak,

nanopartikiillerin yesil sentezi:

+ Basit,
+ Uygun maliyetli,
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+ Biyouyumlu,
+ Tekrarlanabilir,

+ Hizli ve giivenli bir ydntem olmasindan dolay1 avantaj saglar.

Yesil sentezin disinda grafen oksit Hummers yontemiylede sentezlenmistir. Bu
yontemler, kuvvetli asit ve oksidantlar ile grafitin oksidasyonu islemine dayanmaktadir.

Hummers yonteminin avantajlart:

Uretim miktarmin fazla olmasi,
Maliyetinin diisiik olmasi,
Sentez siiresinin kisalmasi,
Patlamalarin olmamasi,

Zehirli gazlarin olugsmamasi,

-+ F F F F

Uretilen GO’nun kimyasal indirgeme reaksiyonlar1 ile seri ve fazla miktarda
grafen Uretilebildigi i¢in maliyeti distktir (AshaRani et al. 2009;
Milosavljevic et al. 2016).

Kalsiyum, siirglindeki konsantrasyonlar1 kuru agirhigin %0,1 ila %5'i arasinda
degisen bitkilerde temel bir makrobesindir. Hem hiicre duvarlarinin ve zarlarinin yapisal

bir bileseni olarak hem de hiicre i¢i ikinci haberci olarak islev gormektedir.

Kalsiyumun birinci gorevi, bitkilerde yapisal roliini yerine getirmek icin, yeterli
miktarda bulunmasi gerekmektedir. Yeterli miktarda kalsiyum bulunmamasi durumunda
ve floem yoluyla yash dokudan gen¢ dokuya diisiikk remobilizasyon nedeniyle, geng
yaprak ve meyvede semptomlara rastlanmistir. Bu, ksilem yoluyla beslenmeye ve
dolayistyla geng dokularda az miktarda terlemeye neden olmustur. Ortaya c¢ikan
hastaliklar, 6rnegin marulda (Lactuca sativa L.) u¢ yanmasi ve domateste (Lycopersicon
lycopersicum L.) ¢igek uglarinin ¢ilirimesi neden olmustur (Hirschi 2004). Yapisal
roliiniin yani sira, kalsiyumun ana islevi, kok veya polen tiipii biiylimesi, abiyotik ve
biyotik strese verilen tepkilere kadar uzanan ¢esitli siireglerde ikinci bir haberci olarak
islev gormiistiir (Michard et al. 2011; Monshausen et al. 2011; Blume et al. 2000).
Sitozolik Ca?* konsantrasyonundaki siirekli artislar hiicre ici ve disinda dengenin

saglanmasinda sinyal gorevi gorir (Dodd et al. 2010; Thor and Peiter 2014). Bu iglevi
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yerine getirmek i¢in, uyarilmamis kosullar altinda sitozoldeki serbest Ca?* seviyelerinin

2+

yaklasik 0,1 uM gibi diisiik bir seviyede tutulmasi gerekmistir. Bu, Ca“"'y1 apoplast veya
hiicre igi depolara aktif olarak ileten biyokimyasal tamponlarm yani srra H* / Ca?*
antiporterleri ve Ca?*-ATPazlarin etkisiyle elde edilmistir (Dodd et al. 2010; Kudla et al.
2010, 2018). Boylece iyon, bir Ca?* sinyali olusturmak icin konsantrasyon gradyanini

plazma veya i¢ zarlardaki kanal proteinleri yoluyla sitozole dogru hareket eder (Sekil 1.7).

Kalsiyumun ikinci 6zelligi, hiicre i¢i ikinci haberci olarak islev gdérmesidir.
Besleyici ve yapisal bir bilesen olarak kalsiyumun rolii iizerinde yogunlasirken,
kalsiyumun ana islevinin, ¢ok cesitli fizyolojik, gelisimsel ve stresle ilgili siiregleri
kapsamaktadir. Bir Ca?* sinyalinin olusturulmasi, akis kanallar1 ve dis pompalar
arasindaki karmasik etkilesimin sonucudur. Kalsiyum sinyalleri ¢cok c¢esitli siireclerde yer
almistir (Dodd et al. 2010). Farkli protein gruplari, farkli uyaranlara farkl yanitlar verir.
Sinyali Ureten wuyaranlar Onemli oldugu kadar sinyali asagi akis yanitina

doniistiiriilmesinde proteinlerin 6nemli igleve sahiptir. Bu proteinler:

Kalmodulin (CaM),

CaM benzeri proteinler (KML'ler),

Kalsindrin B benzeri proteinler (CBL'ler),

CBL etkilesimli protein kinazlar (CIPK'ler),

Ca?"'ye bagl kinazlardir (CDPK'ler veya Arabidopsis'te CPK'ler). CaM,
KML'ler, CBL'ler ve CDPK 'ler ve Ca?* baglayic1 motifler igerirken, CIPK ler,
CBL'lerle etkilesime girerek aktive edilmistir (Kudla et al. 2018).

-+

Transkripsiyon faktorleri, tasiyicilar veya kanallar gibi agagi akis hedeflerinin
aktivasyonu daha sonra sinyali gen ifadesi veya stoma kapanmasi gibi

yanitlarla doniistiirilmiistiir.

Son zamanlardaki ¢aligmalarda, metal bazli nanopartikiiller arasinda kalsiyum
oksit (CaO) NP, milkemmel 6zellikleri ve gesitli alanlardaki olas1 uygulamalari nedeniyle
aragtirmacilar tarafindan biiyiik ilgi gormiistiir (Roy et al. 2013). Ek olarak CaO NPs'i
ayrica antifungal ve ayrica antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Pasupathy and
Rajamanickam 2019). CaO NP diisiik maliyetli bir malzeme olmakla birlikte, bytk
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baziklige sahip ve asindirici degil, ¢evreye zararsiz ve diger mineral bazli NP kiyasla

onemli isleve sahiptir.

‘ Yaprak hiicresi

Vaskiilatir

Vaskiilator
Parankima

ndodermis

Korteks
\ Epidermis

Cal«f

Sekil 1.7. Ca*" alimina ve bitkide yerine getirdigi islevlere genel bakis. (A) Ca?* kok tarafindan
almir ve ikinci haberci islevine miidahaleyi dnlemek i¢in esas olarak apoplastik
bir sekilde siirgiine tasmir. Kaspari seridini (kirmizi bant olarak gosterilir)
atlatmak i¢in, kanal proteinleri (mavi ile gosterilmistir) yoluyla endodermal
hiicrelerin sitozoliine girer ve daha sonra Ca?*-ATPazlar veya Ca?'/H*
antiporterleri (turuncu ile gosterilmistir) yoluyla apoplast i¢ine almir (Clarkson
1993). Arabidopsis'te vaskiilatiirden bosaltildiktan sonra yaprak hiicrelere
akisinin CNGC2(Dongu Nukleotit-Gegitli Kanal 2) yoluyla meydana geldigi
one siiriilmiistiir. (B) Ca?* bitkide iki islevi yerine getirir: Hiicre duvarlar1 ve
zarlar1 lizerinde gili¢lendirici bir etkiye sahiptir, gelisme sirasinda ve ¢evresel
sorunlara yanit olarak sinyal olaylarinda ikinci bir haberci gérevi gérmiistiir.
Gli¢lendirilmig bir hiicre duvari, patojenlere karst koruma saglamistir (kor bir
okla gosterilir). Ek olarak, farkli biyotik stres tiirleri, kalsiyumun ikinci haberci
olarak hizmet ettigi sinyal kaskadlarim1 da indiiklemistir. Diger olaylar
tarafindan indiiklenenlerde oldugu gibi bu tiir sinyal kaskadlarmda Ca®",
sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda [Ca?*] cyt, Ca®" sinyalinde bir artisi
indiklemek icin kanal proteinleri (mavi) yoluyla daha yuksek konsantrasyonlu
bélmelerden (apoplast, organeller) sitozole girmistir ve hiicre disina ¢ikarak
uygun bir yanita doniistiiriilmiistiir. Sinyal, Ca*'nin plazma veya organel
zarlarmda Ca®“"ATPazlar (turuncuyla gdsterilmistiry veya H*/Ca®
antiporterleri (mor) yoluyla sitozol digina tagmmmasiyla sonlandirilmistir. Bu
digar1 salinan proteinlerinin varhigi, farkli organellerde farklilik gostermistir.
[lgili proteinlerin ve genlerin detaylar1 metinde verilmistir. Ustteki oklar, Ca?*
sinyallerini indiikleyen olaylar1 gosterir (Thor and Peiter 2014).
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Oladoja et al. (2012) ve Luz Martinez et al. (2011), CaO NP'nin kisa reaksiyon
slirelerinde maksimum {iriin verimini iiretmek i¢in yalnizca minimum reaksiyon kosullar1
gerektirdigini ve ayrica geri doniistiiriilebilecegini ileri surdller. Ayrica, CaO kozmetikte,
tipta, atik iyilestirmede ve katalizorde yaygin olarak kullanilmaktadir (Roy et al. 2022).
Sentezlenen CaO NPs ve NiO, FeO, ZnO, Ag ve Au gibi diger nanomalzemeler i¢in
kimyasal ¢okeltme, hidrotermal, mikroemulsiyon, sol-jel, gaz fazi, mikrodalga sentezi ve
elektrokimyasal yontemlerde agiklanmaktadir. Hidrotermal sentez, nanomalzemelerin
hazirlanmasinda en sik kullanilan yontemlerden biridir. Temelde ¢6ziim reaksiyon tabanli
bir yaklasimdir. Hidrotermal sentezde, nanomalzemelerin olusumu, oda sicakligindan
cok yiiksek sicakliklara kadar genis bir sicaklik araliginda gergeklesir. Hazirlanacak
malzemelerin morfolojisini kontrol etmek icin reaksiyondaki ana bilesimin buhar
basincina bagli olarak diisiik basing veya yiiksek basing kosullar1 kullanilir. Birgok
nanomalzeme tiri, bu yaklasgimm kullanilmasiyla basarili bir sekilde sentezlenmistir.

Hidrotermal sentez yonteminin 6nemli avantajlar1 sunlardir:

+ Hidrotermal sentez, yiiksek sicakliklarda kararhh olmayan nanomateryaller iiretir.

+ Yiiksek buhar basingli nanomalzemeler, minimum malzeme kaybiyla hidrotermal
yontemle dretilir.

+ Sentezlenecek nanomalzemelerin bilesimleri, siv1 faz veya ¢ok fazli kimyasal

reaksiyonlar yoluyla hidrotermal sentezde iyi kontrol edilir.

Yesil sentez yontemi ise kimyasal ve fiziksel gibi diger tiim yontemlerden daha
uygun maliyetli, zararsiz ve ¢evre dostu olmasi agisindan 6nemlidir (Kamboj et al. 2020).
Literatlire gore, bitki ekstraktinda bulunan fitoremediasyon kavramlarmin bazilari
nanomalzeme tiretiminin kimyasal mekanizmasiyla ilgili olmustur (Narayan et al. 2019).
Metal/metal oksit NPs, gelecek nesiller i¢in klinik bakim, tiiketici iriinleri ve diger
endiistriyel uygulamalarda her yerde kullanmanin en iyi yolu olarak kabul edilir (Roy et
al. 2022). CO> adsorpsiyonu, biyomedikal uygulamalar, gaz algilama ve CaO NPs’in
fotokatalitik aktivitesi de ¢ok dikkat ¢ekmistir (Tabrizi Hafez Moghaddas et al. 2022).
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1.4.3. Nanoteknolojinin tarnmda kullanmilmasi

Son zamanlarda ortaya ¢ikan yeni teknolojilerden biri olan nanoteknoloji
sayesinde nanocihazlari ve nanomateryallerin gelisimiyle bitki biyoteknolojisinde ve
tarimda yeni uygulamalara umut olmustur (Nair et al. 2010). Cesitli nanoplatformlarn in
vitro kosullar altinda basaril1 bir sekilde uygulanmasi, tarimda nanoteknolojiye olan ilgiyi
artirmigtir. Nanomalzemelerin uygulamalari, geleneksel yaklagimlara kiyasla daha gevre
dostu olup bitkilerin daha hizli ¢imlenmesini, abiyotik ve biyotik strese karsi daha

dayanikl: bitkilerin tiretilmesine yardimci olmustur.

Nanomateryallerden biri olan nanopartikiller, tarimda ¢esitli uygulamalarda
kullanilmaktadir; en gelismis iilkelerden biri olan Cin’de 2011 ve 2015 yillar1 arasinda
28 patent almmustir (Yata et al. 2018). Nanoteknoloji, nanogubreler, nanoherbisitler,
nanofungisitler ve nanosensorler treterek tarimda uygulanmistir (Sekil 1.8).
Nanogiibreler, uygun bitki gelisimi i¢in gerekli mikro besinlerin emilimine yardimci
olarak mahsuliin 1yi bir sekilde gelismesini saglar; ¢inko, silika ve titanyum dioksit, Cu
NPs ve hatta nano-tasiyic1 gorevi goren dendrimerler olarak polimerik NPs'den
uretilmistir (Vandevoort and Arai 2018; Kah et al. 2018). Nanopestisitler, abiyotik tip
streslere kars1t koruma saglar, pestisitlerin seciciligini ve stabilitesini artirir. Bu,
pestisitlerin masraflarini azaltmaya ve aktif kimyasal bilesigin dmriinii uzatmaya izin

vermistir (Pascoli et al. 2018).

Natofertilize Nanopestisit, insektisit,
' bakterisit, viris

Nanosensorler
Yeite
AL

d 9 Nenofungisi ?J\ {ﬁn

Sekil 1.8. Tarimda nanoteknoloji uygulamalar1 (Paramo et al. 2020)
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Nanofertilize

Giibre, bitkilerin bliylimesini ve mikro besinlerin eksikliklerini gidererek dogal
uremeyi iyilestirmek igin gerekli kimyasal elementleri iceren dogal veya yapay bir
maddedir. Cinko oksit (ZnO) NP'in yapraga uygulanmasiyla, 6zellikle piring (Oryza
sativa) i¢in ¢inko eksikliginin iistesinden gelmek i¢in mitkemmel sonuglar gostermistir.
ZnO ayrica biiylime ve verim parametrelerini iyilestirmistir. Ayrica dehidrojenaz enzim
aktivitesinide artrmustir (Bala et al. 2019). Nanokompozitler ayrica azot gibi mikro
besinlerin tagmmasi i¢in de kullanilmistir; 0rnegin, montmorillonite (kil) katmanlarinda
kapstillenmis iire modifiye hidroksiapatit NP'dir (Madusanka et al. 2017). Bu bilesikler
O. sativa verimi arttirmigtir ve azot salinimini yavaslatmistir. Membran kesecikleri gibi
biyomihendislik trint NP, yaprak giibrelemesi yoluyla lahanaya (Brassica oleracea) Zn
saglamak i¢in kullanilmistir, bu da protoplastta yiksek verimlilikle sonuglanmistir (Rios
et al. 2019).

Nanoherbisitler

Yeni nanoformilasyonlar, herbisitlerin ve insektisitlerin cevre Gzerindeki
olumsuz etkilerini azaltmayi amaglamaktadir. Polimerik NP, kimyasal bilesikleri
kapsiillemek i¢in en ¢ok kullanilanlardir; kapsiillenmeleri, herbisitlerin diflizyon
oranlarini etkilemistir. Kitosan veya tripolifosfat NP, diinya ¢apmda yaygin olarak
kullanilan secici olmayan bir herbisit olan parakuati kapsiillemek i¢in kullanilmistir
(Grillo et al. 2014). Bu nanoformiilasyonun, kapsiillemeden sonra etkinligini korurken
saf bilesikten daha az toksik oldugu kanitlanmis ve herbisit isleminden sonra diger bitki
tirlerini korumak icin gercek potansiyeli gostermistir. Ote yandan, fotokatalitik NP'in
kullanimi, herbisit bozunmasina odaklanmistir; ZnO NP, giines 15181 altinda herbisit
dikuatin mineralizasyonunu olusturmustur ve herbisit-fotokatalizér oranina bagli olarak

glifosat bazli herbisiti %70 ila %90 azaltmistir (Shibin et al. 2015; Paez et al. 2019).

Nanopestisit

Pestisit  toksisitesi kimyasal kararliliga, c¢oziinilirliige, biyoyararlanima,

fotodekompozisyona ve toprak emilimine bagldir; nanoteknolojinin temel amaci,
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pestisitlerin yavas salinimina izin veren nanotastyicilar tasarlayarak bu etkileri
azaltmaktir (Kumar et al. 2019; Jampilek and Kralova 2017). Cu, (Cu(OH).) bazlh
nanopestisitler, 1spanak bitkilerinde (Spinacia oleracea) metabolik profillerde
degisikliklere neden olarak, askorbik asit, alfa-tokoferol, treonik asit, 4-hidroksi bditirik
asit, ferulik asit ve toplam fenolik bilesikler gibi antioksidan molekullerin oranlarmi
(%29-85) azaltmistir (Zhao et al. 2017). Bu sonuglar, nanoteknoloji ve ekosistem arasinda
giivenli bir iliski saglamak i¢in canli organizmalarda nanopartikullerin nasil yanit
verdiginin anlasilmasi gerektigini gostermektedir. Daha yiiksek verim, dayaniklilik ve
besin artisi, bitkilere uygulanan bazi nanoyapili bilesiklerin sundugu avantajlardir. Ancak
bu malzemelerin uzun vadedeki etkileri heniiz tam olarak anlasilamamustir, ¢iinkii bu
nano-bilesikler besin saglayabilir ve haserelere (bocekler, bitkiler, bakteriler) karsi
koruma saglayabilir; ayrica ekosistemin diger turlerinde strese neden olarak ekolojik bir

riske neden olabilirler.

1.5. miRNA’larin Kesfi, Biyosentezi ve Mekanizmasi

miRNA ilk olarak 1993 yilinda nematod Caenorhabditis elegans'ta kesfedilmistir
ve bu sirada kiigiik gegici RNA'lar (stRNA'lar) olarak kabul edilmistir (Lee et al. 1993).
2001'de miRNA'lar olarak adlandirilmstir ve diizenleyici islevlere sahip ayr1 bir RNA
smift olarak kabul edilmistir (Lagos-Quintana et al. 2001; Lau et al. 2001; Lee and
Ambros 2001). Bitki miRNA'lari, hayvan miRNA'larindan 10 yil sonra tanimlanmuistir.
Simdi, 72 bitki tiirtinde 7385 olgun miRNA ve 6150 oncii miRNA (pre-miRNA)
tanimlanmistir (miRBase, 20 Haziran 2013). miRNA'lar, ¢cok ¢esitli organizmalarda gen
dizenleyicileri olarak gorev yapan, genellikle 20 ila 24 nikleotit (nt) arasinda degisen,
tek sarmalli kodlamayan RNA'lardir (Lee et al. 1993; Shabalina and Koonin 2008). K&k,
govde, vyaprak ve gicek eksplantlarin gelisimi dahil birgok biyolojik siireci
etkileyebilmektedirler (Bian et al. 2012; Jouannet and Maizel 2012). Artan sayida
caligmalar, miRNA'larin biyotik ve abiyotik streslere kars1 bitki yanitlarinda kilit roller
oynadigini gostermistir. miRNA'lar, endi miktarlarini, mRNA hedeflerinin miktarini veya
miRNA-protein komplekslerinin aktivite ederek yanitlara aracilik eder. Buna karsilik, bu
degisiklikler, strese maruz kaldiktan sonra diger genlerden ifade edilen proteinlerin
zamanlamasini, yerini ve miktarini degistirir. Bitki biyotik ve abiyotik streslerine yanit

olarak miRNA'lar tarafindan yapilan gen diizenlemesinin ¢ogu, transkripsiyon sonrasi

29



1. GIRIS

seviyede gerceklesir (Ding et al. 2013; Feng et al. 2013; Wang et al. 2014; Xie et al.
2012).

Bitki miRNA'lari, RNA onciilerinin islenmesiyle elde edilmistir. Bu tiir dnciiler
bir proteinin kodlama bdlgesinin bir intronundan veya eksonundan kopyalar, ancak ¢ogu
oncii genomlarmn genler arasi bolgelerinden kopyalanir (Jones-Rhoades et al. 2006).
miRNA biyogenezi, miRNA genlerinden olgun miRNA'lar olugturmak i¢in bir¢ok adim
icermektedir (Kim 2005; Voinnet 2009). Intronlardan kaynaklanan bir tir miRNA olan
mirtronlar, mikroproses kompleksini (RNAse Il enzimini iceren ¢ok alt birimli bir
kompleks) atlar ve pre-miRNA olgunlasarak miRNA’ya doniisiir (Zhu et al. 2008).
Splaysozomdan bagimsiz olarak birka¢ miRNA iiretilir, ancak bunlarin olgunlagmasinin
ayrintilar1 belirsizdir (Johanson et al. 2013). Bir miRNA sarmalin her iki ipligi, hedefi
susturmak i¢in kullanilan Argonaute (AGO) iceren RISC kompleksine dahil edilmistir
(Okamura et al. 2013). Bu gergekten, hangi sarmalin miRNA ve hangi sarmalin miRNA*
oldugunu belirlemek zordur. Belki de bu nedenle, giiniimiizde miRNA ve miRNA*
terimleri, 6nc miRNA'lardaki (pre-miRNA'lar) konumlarina gore yaygin olarak '3p' ve
'5p' uclartyla ile degistirilmistir. Ilgingtir ki, ddngiiden tiiretilen miRNA'lar yakin
zamanda tanimlanmustir ve islevsel olduklar1 gosterilmistir (Okamura et al. 2013; Winter
et al. 2013). miRNA aracili transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesi yaygin olmakla
birlikte, insan hiicrelerinde miRNA'lar ayn1 zamanda transkripsiyon seviyesindeki genleri
de dizenler. Etki mekanizmasi net degildir, ancak tiim sekans baglamlarinda sitozinde
meydana gelen miRNA'ya yonelik DNA metilasyonu yoluyla olmasi muhtemeldir (Axtell
2013). Bu diizenleme sekli, siRNA'ya yonelik DNA metilasyonuna ¢ok benzerdir
(Matzke et al. 2009).

SiRNA, RNA interferans (RNAI) yolunda 6nemli roller oynayan, 21-24 baz cifti
uzunlugunda ¢ift sarmalli kiiciik bir RNA sinifidir. siRNA'larin aksine, miRNA'ya
yonelik DNA metilasyonu, Dicer Gyesi, miRNA boyutu, AGO (yesi ve sarmal
miRNA'nin stabilitesi gibi bircok faktorden etkilenir (Khraiwesh et al. 2010; Axtell 2013;
Chellappan et al. 2010; Vazquez et al. 2008). Bitkilerde, miRNA'lar temel olarak
transkripsiyon sonrast gen susturma (PTGS) seviyesinde islev goriir ve AGO proteinini,
hedef MRNA'y1 10 ve 11 konumlar1 arasinda (miRNA'nin 50 ucuna gore) kesmek igin

yonlendirilir. Translasyon inhibisyonu, miRNA'larin translasyon sirasinda mRNA
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boliinmesine yol agmadigi, ancak ribozomun okunmasini bloke ederek translasyonu
durdurdugu varsayilmistir (Wang et al. 2008). Son zamanlarda yapilan bir arastirma,
MIRNA iligkili translasyon inhibitorii, endoplazmik retikulumda (ER) ve Degisim
Meristem Programl (AMP1)’de meydana gelmisti. AMP1 homologlarmin hayvan
genomlarinda mevcut oldugu g6z Oniine alindiginda, ER ile miRNA'lar tarafindan
translasyon inhibisyonu arasindaki baglantinin bitkiler ve hayvanlar arasinda korunmas1
mumkinddr. Birlikte ele alindiginda, miRNA'larin yukarida belirtilen mekanizmalarin
bir kombinasyonu yoluyla hedef genlerinin ekspresyonunu diizenleyebilecegi ileri
striilmistiir (Eulalio et al. 2008). Biiyiik miktarda veri, miRNA diizenleyici aktivitesinin
biliylime ve gelismenin yan1 sira ¢evresel streslere verilen tepkiler iizerinde de etkileri

oldugunu goéstermistir (Llave 2004; Reyes and Chua 2007; Sunkar and Zhu 2004).

1.5.1. Kuraklik stresine miRNA seviyesinde yanitlar

Kuraklik stresinin, dehidrinler, vakuolar asit invertaz, glutatyon S-transferaz
(GST), ABA ile indiiklenebilir genler [LEA (ge¢ embriyo bollugu)], RAB (absisik asite
yanit), COR (soguk diizenleyici), Rubisco (5-bifosfat karboksilaz-oksigenaz), helikaz,
prolin ve karbonhidratlar dahil olmak (zere bircok metabolitin ekspresyonunu
degistirdigi ortaya ¢ikmistir. Gen diizenleyicileri olarak miRNA'lar kuraklia duyarl
genlerin dizenlenmesini saglayabilir. Calismalar, miRNA'larin ifadesinin kuraklik
stresine yanit olarak degistigini gostermistir. Arabidopsis, piring, borilce, tutiin, soya
fasulyesi, Phaseolus vulgaris ve benzeri birgok bitki tiirlinde kurakliga duyarli miRNA'lar
rapor edilmistir (Sunkar and Zhu 2004; Zhou et al. 2010; Barrera-Figueroa et al. 2011;
Frazier et al. 2011; Kulcheski et al. 2011; Arenas-Huertero et al. 2009). Kuraklik stresi
altinda olan Arabidopsis'te miR156, miR159, miR167, miR168, miR171, miR172,
miR319, mMiR393, miR394a, miR395¢c, miR395¢, miR396 ve miR397 yukar1 regiile
edilirken miR161, miR168a, miR168b, miR169, miR171a ve miR319c asag1 regiile
edilmistir (Sunkar and Zhu 2004). Yukar1 regiile edilmis miRNA'larin ayrica farkli
gelisim  asamalarinda yer aldigi gosterilmistir. Ayrica, kuraklik toleransmin
diizenlenmeside miRNAnin farkli mekanizmalariyla diizenlenmistir (Alonso-Peral et al.
2012; Curaba et al. 2013; Vaucheret et al. 2006; Zhu and Helliwell 2011). Bir miRNA'nin

ekspresyon seviyesinin veya kuraklifa duyarliliginin tiire bagh olmasi ¢ok yaygmdir
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(Arenas-Huertero et al. 2009; Barrera-Figueroa et al. 2011; Frazier et al. 2011; Zhou et
al. 2010).

Kuraklik stresine maruz kalan Arabidopsis, siis erigi, seftali, arpa, Panicum
virgatum, Triticum dicoccoides miR159’u yukari regiile ederken, piring ve misiri asagi
regiile etmistir (EIdem et al. 2012; Kantar et al. 2011; Sunkar and Zhu 2004; Wei et al.
2009; Zhou et al. 2010). Bu tiir farkliliklar, bitkilerin farkl: yetistirilme kosullar1 ve farkl
derecelerde kuraklik stresini maruz kalmasi nedeniyle miRNA'larin regiilasyonunda
farklilik gozlemlenmistir (Wang et al. 2011). Kuraklik stresine neden olan PEG, farkli
konsantrasyonlarda ekzojen olarak uygulandiginda, titln bitkilerinde miR167, miR172,
miR393, miR395, miR396, miR398 ve miR399 gibi ayn1 miRNA'lar farkli derecelerde
yukar1 veya asagi regiile edilmesine neden olmustur (Frazier et al. 2011). Kuraklik
kosullar1 altinda ayn1 bitki tiirlinde aynt miRNA'nin farkh ifadesinin farkli yetistirme

kosullarimdan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

miR393 ekspresyonu, kuraklik stresi ile degisen Arabidopsis, piring, M.
truncatula, Pinguicula vulgaris ve seker kamisi gibi bir¢ok bitki tiirtinde F-box genlerinin
dizenlenmesi icin 6nemli isleve sahiptir. miR394 gibi, miR393 de ¢ogu bitki tiiriinde
kuraklik, tuzluluk, diisiik sicaklik gibi abiyotik streslere yanit olarak yukari regiile
edilmistir (Arenas-Huertero et al. 2009; Sunkar and Zhu 2004; Trindade et al. 2010).
Transgenik piringte miR393"in asir1 ekspresyonu, tuzluluk toleransini artirmistir (Gao et
al. 2011). Transgenik piringte miR393'in asir1 ekspresyonu, sentetik oksin analogu
muamelerine kars1 asir1 duyarliliga neden olmustur (Xia et al. 2012). miR393'"in oksin
sinyalini diizenleyebilecegini ve dolayisiyla kuraklik stresi altinda bitki biiylimesini
azaltabilecegini One siiriilmiistiir. Kuraklik stresinde, endojen oksin, gibberellin ve
sitokinin konsantrasyonlar1 genellikle azalirken, ABA ve etilen miktarini artrmistir. Bu
hipotez dogrultusunda miR393'liin, bir oksin reseptorii olarak bilinen ve Aux/IAA
proteinlerinin bozunmasi yoluyla etki eden oksin sinyalinin pozitif diizenleyicisi olarak
bilinen tagima inhibitérii yanit1 1'i (TIR1) hedefledigi bulunmustur (Dharmasiri and
Estelle 2002; Windels and Vazquez 2011). Bununla birlikte, miR393'tin hedeflerini nasil

diizenledigi belirsizligini korumaktadir.

1.6. Taramah Elektron Mikroskop (SEM)
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Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), bitki yiizeylerini yiliksek ¢oziiniirliikte
incelemek icin ideal bir tekniktir. Bitki dokulari, elektron mikroskobunda gozlem igin
dehidrasyon yoluyla korunur. Mikroskoplar yiikksek vakum altinda ve kaplama sistemiyle
calismaktadir. Numunenin dogal yapisini incelemek ve donmus hidrathh numuneleri
gorlintiilemek igin bazi mikroskoplar tasarlanmistir. Glnumizde, numuneyi dogal

hidratl hallerinde goriintiileyebilen ¢evresel SEM mikroskoplar: gelistirilmistir.

Dehidrasyon gerektiren numuneler igin, sadece havayla kurutma disinda,
numuneden suyu uzaklastirmak i¢in bir¢ok teknik gelistirilmistir, bunlarin tiimii hiicrenin
minimum bozulmasmi, orijinal bicim ve yapinin maksimum diizeyde korunmasimi
amaglamaktadir. Bu teknikler arasinda dondurarak kurutma ve numunelerin
dehidrasyonundan 6nce ¢esitli kimyasal fiksasyon islemleri yer almistir. Bununla birlikte,
kabul edilebilir yontemler, baz1 bitki tiirleri i¢in idealden daha az koruma saglamistir ve
tutarsizliga neden olmustur. Tutarsizlik biiyiik 6l¢tide bitkilerin doku tipleri, bigimleri,
yapilar1 ve bilesimlerindeki cesitlilikten kaynaklanmaktadir. Tutarsizliklar, farkli
laboratuvarlarda kullanilan bireysel beceri ve ekipmanlardaki farkliliklardan da
kaynaklanmistir. Bu nedenle, elektron mikroskoplar1 altinda gorsellestirme i¢in belirli
bitki dokularinin hazirlanmasi i¢in modifiye edilmis teknikler siirekli olarak test edilmis

ve gelistirilmistir (Holloway and Baker 1974).

1.7. Konfokal Lazer Tarama Mikroskobu (CLSM)

Konfokal lazer tarama mikroskobu (CLSM), son on yilda bitki biliminde yaygin
olarak kullanilmigtir (Hepler and Gunning 1998). Bu teknik ayrica, ¢ok gesitli fluoresan
bilesiklerin yardimiyla ksenobiyotiklerin floem hareketlilik modelini dogrulamak i¢in ve
ylzey aktif madde ¢ozeltilerinin yapraklara stomadan sizmasini gorsellestirmek i¢in de
kullanilmistir (Wright et al. 1996).

CLSM kavrami, 1980'lerin ortalarinda, mevcut organizmalarin hiicresel
bilesenlerinin floresans tabanli ii¢ boyutlu goriintiilemesinde kullanilmas1 igin
gelistirilmistir (Amos and White 2003). CLSM, standart optik mikroskopi ile elde
edilemeyen ince odak diizlemlerinin net bir goriintiisiinii saglamistir. Boyle bir sistemin

lazer 1511, analiz edilen malzemede fluoresansi harekete gegirmistir. Kerojen fosilleri
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iceren floresan birbirine bagli polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), spektrumun
kirmiz1 ila yakin kizilotesi bolgesinde maksimumdur. Bu lazerle indiiklenen fliioresanstan
cikan sinyal daha sonra sistemin detektorii tarafindan ince bir optik diizlemin net bir
gorintisiinii elde etmek icin toplanmistir. Kesin olarak tanimlanmig artan optik
derinliklerde kerojen bir fosil boyunca sistemin lazer 1ginin1 hizla taramayi icermistir.
Bilgisayar isleme, numunenin yiksek uzamsal ¢ozinurlikte (<0,2 um) ii¢ boyutlu bir
gorintusund Uretebilen bir dizi goriintliniin sayisallastirilmasmi igermektedir (Peyrot et
al. 2007).
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Soheilikhah et al. (2013) kuraklik stresi ve tuzluluga maruz kalan aspir
(Carthamus tinctorius L.) kalluslarinin fizyolojik tepkileri degerlendirmistir. Farkli aspir
genotipleri olan G1 (LRV-51-51), G2 (Lesaf), G3 (Gila), G4 (Kino-76) ve G5 (Isfahan)
kalluslari, farkli konsantrasyonlarda mannitol ve NaCl ortaminda bir ay maruz
birakilmistir. Genotiplerin bagil bitylime hizi, bagil su igerigi, tolerans indeksi, Na*/K",
prolin igerigi ve hiicre canliligmi degerlendirilmistir. Sonuclar, kallus biliylimesi, su
icerigi ve hiicre canliliginda 6nemli bir diisiisiin her iki stres altinda meydana geldigini ve
en yliksek azalmanm mannitol kaynakli ozmotik stres altinda oldugunu gosterilmistir.
Mannitol kaynakli ozmotik stres altindayken, Na® degismeden kalmustir, ancak K*
konsantrasyonu 6nemli dl¢iide azalmistir. Bu nedenle, genel sonuglar, Na* iyonlarinin ve
osmolitlerin birikiminin, tuz stresi altindaki aspir hiicrelerinde ozmotik dengede 6nemli
bir rol oynayabilecegini gostermistir. Ayrica c¢alisilan genotipler arasinda Gila genotipi
(G3) ve Kino-76 (G4) daha yiiksek hiicre canliligi, daha yiiksek K*, Na* ve prolin
konsantrasyonu gostermistir. Ayrica, her iki genotipin de sirasiyla tuz stresine ve
mannitol ozmotik streslere direngli ¢esitler olarak kabul edilebilmis ve su tutmada iyi bir

etkinlige sahip oldugu goriilmiistiir.

Mozdzen et al. (2014) mannitolun (0,5 ve 1,5MPa) indiikledigi kuraklik stresinin
Z. mays L'de secilen fizyolojik siirecler {izerindeki etkisini belirlenmistir. Ilk asamada
mannitolun ¢cimlenme iizerindeki etkisini incelenmistir. Ikinci asamada mannitolun distile
suda ¢imlenen ve biliylime asamasinda mannitol ile sulanan bitkilerin blylmesi
iizerindeki etkisi 6l¢iilmiistiir. Konsantrasyona bagli olarak su igerigini azaltan mannitol,
fidelerin ve yetigkin bitkilerin ¢imlenmesini ve biiyiimesini inhibe edici bir etkiye
sahiptir. Z. mays fidelerinin hiicre zarlarinin elektrolit sizintisi, ozmotik kuraklik
kosullarinda zar yapilarinin isleyisinde olumsuz etkiler gostermistir. Her iki muamelede
misir kokleri, silirglinleri ve yapraklari i¢in benzer sonuglar elde edilmistir. Klorofil
icerigi, bilyiime faz1 sirasinda muamele edilen bitkilerde onemli farkliliklar gostermistir.
Kuraklik stresi, kontrol bitkilerine kiyasla klorofil iceriginde neredeyse yari yariya
azalmaya neden olmustur. Deneylerin ikinci asamasindan bitki yapraklarinin klorofil
floresansmin Olgiimleri, floresan aktivite parametreleri Fv/Fm, NPQ, Rfd, gP ve gaz

degisimi Olgiimleri ayrica iki fazin her birinde aktivitede degisiklikler gostermistir.
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Arshad et al. (2017) yoncanm kuraklik stresi {izerine yaptiklar1 bir ¢aligmada
miR156’nin gen seviyesindeki degisikligini belirlemistir. Yabanil tip (WT) kontrole
kiyaslandiginda miR156 (miR1560E) yukari regiilasyon yonca genotiplerinin kuraklik
toleransinda 6nemli bir gelisme gézlemlenmistir. MIR1560E, yonca genotipleri kuraklik
stresi swrasinda WT'ye ile kiyaslandiginda daha yiiksek stoma iletkenligi oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica, miR1560E genotiplerinde prolin birikimi, ABA ve antioksidan
seviyeleri artis gozlenmistir. Kuraklik toleransina dahil oldugu bilinen birka¢ gen,
miR156 yukari regiilasyonu bitkilerinin yaprak ve kokiinde farkli sekilde regiile edildigi
gozlemlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, miR156m SPL13'ii susturarak yoncadaki

kuraklik toleransini en azindan kismen iyilestirdigini ortaya koymaktadir.

Pokoo et al. (2018) dokuya 6zgi miRNA profillerini belirlemek igin ti¢ farkl
yonca genotipinin (Altet-4, NECS-141 ve NFO8ALFO06) sirgiinleri ve kokleri
kullanmistir. Kiiciik RNA kiitiiphaneleri, yiiksek verimli bir siralama platformu
kullanilarak olusturulmustur. Bol miktarda eksprese edilen alti miRNA ailesinin
(miR156, miR159, miR166, miR319, miR396 ve miR398) profilleri, bu ¢ M.sativa
genotipinin tiim bitkileri, kokleri ve siirgiinleri arasinda nispeten benzerlik géstermistir.
Buna karsilik, miR160 ve miR408 seviyeleri i¢in siirgiinler ve kokler arasindaki 6nemli
farkliliklar belirgin olup bunlarin ifadesi siirgiinlerde gen seviyesinde dnemli derecede

degisiklik oldugunu bulunmustur.

Zhang et al. (2018) ii¢ farkli M. sativa ¢esidi olan Longzhong (kurakliga
dayanikli), Longdong (orta derecede kurakliga dayanikli) ve Gannong No. 3 (kurakliga
duyarli) kullanmigtir. Farkli kuraklik konsantrasyonunda 12 giin muamele edildikten
sonra morfolojik, fizyo-biyokimyasal ve transkripsiyonel seviyelerde karsilastirmali
olarak incelenmistir. Uzun siireli kuraklik stresinin, ii¢ yonca ¢esidinin biiylime ve
fotosentez kapasitesini 6nemli dl¢lide azalttigini gosterirken, MDA, ROS, osmolitler,
indirgenmis askorbat, APX aktiviteleri ve gen ekspresyonunu (MsCu/Zn-SOD,
MsFeSOD, MtPOD, MsGPX, MsAPX, MsMDAR, MtDHAR ve MsGR) artirmistir.
Yoncada farkli kuraklik stresi toleransinin dokuz giinlik muamelesinde MDA, H20x,
askorbat, glutatyonun redoks durumlari, APX aktivitesi ve transkript seviyelerinde
(MsFeSOD, MsGR ve MsMDAR) farklilasmasina katkida bulunabilecegi bulunmustur.
Ug farkli yonca gesitlerinden kurakliga en dayanikli Longzhong ¢esidi bulunmustur.
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Feyissa et al. (2019) M. sativa miR156 ile modiile edilmis kuraklik stresi
toleransinin mekanizmasini anlamak i¢in miR156 ile diizenlenmis SPL13 ve WD40-1'i
dizenleyen Dehidroflavonol-4-Rediiktaz (DFR) ekspresyon seviyeleri degistirilmis
genotipler kullanmistir. Daha 6nce miR156'min kuraklik toleransmna dahil oldugunu
bildirmistir, ancak bu siirece dahil olan mekanizma ve asagi akis genleri tam olarak
calisilmamistir. Burada, gen ekspresyonunu metabolit ve fizyolojik stratejilerle koordine
ederek kuraklik stresini diizenlemek i¢in miR156/SPL13 ve WD40—-1/DFR arasindaki

etkilesimi gosterilmistir.

Lépez-Galiano et al. (2019) miR159'un Solanum lycopersicum bitkilerinin
kuraklik stresine tepkisindeki roliinli ve onun hedef SIMYB transkripsiyon faktori
genlerinin ifadesini analiz ederek arastirmustir. Sonuglar, farkli streslere yanit olarak
domates bitkilerindeki sly-miR159 diizenleyici fonksiyonunun, diferansiyel strese 6zgi
MYB transkripsiyon faktorii hedeflemesinin aracilik edebilecegini gostermistir.
SIMY B33 transkripsiyon faktorii transkriptinin miR159 hedeflemesi, kurakliga toleransi
artiran osmoprotektif bilesikler prolin birikimi ile iliskilidir. Bu, sly-miR159'un domates

bitkilerinin su eksikligi kosullarina adaptasyonundaki potansiyel roliinii vurgulamaistir.

Upadhyay et al. (2019) kurakliga dayanikli misir hatlarinda mikroRNA'larin
diferansiyel ekspresyonu calismistir. Calisma igin yedi mikroRNA ailesi segilmistir.
miRNA'larin hedef genleri, hedef psRNA ve RNA hybrid kullanilarak bulunmustur. 16
mRNA'y1 hedefleyen toplam yedi mikroRNA tespit edilmistir. Secilen mikroRNA'larin
kuraklik stresini farkli sekilde ifade ettigi hipotezi, qRT-PCR ile dogrulanmustir. Kuraklik
stresi altinda, mikroRNA'larin diferansiyel ekspresyonu, hedef genlerinin ekspresyonunu
diizenleyerek misirin kuraklik toleransina gore fizyolojik ve biyokimyasal yollarin ¢oklu
tepkilerine yol a¢cmustir. miR160, miR164, miR166, miR393, miR529, miR169 ve

miR2275 aileleri 6nemli rol oynamustir.

Abdelsalam et al. (2021) kuraklik toleransini degerlendirilmesinde doku kiiltiirii
yontemlerini kullanmiglardir. Caligmalarinda seker kamisi genotiplerinin kuraklik
stresine verdigi tepkiyi kallus model sistem olarak kullanarak arastirmay1 amaglamigtur.
Seker kamist kallusunu indiiklemek i¢in, Murashige ve Skoog (MS) ortaminda 3 seker
kamig1 genotipinin (GT 54-9, G 84-47 ve pH 8013) kok ve govde olusum disinda kallus
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frekansi, kallusun baslama giinii, embriyogenik potansiyel, nispi biiylime orant (RGR),
su, prolin ve Na*/K" igerigi {iizerindeki etkilerini Olgmek ic¢in farkli mannitol
konsantrasyonlar1 (100, 200 ve 300 mM) kullanilmistir. Diger iki genotipe (G 84-47 ve
pH 8013) kiyasla en yiiksek kallus proliferasyonu, PGR, siirgiin olusumu degeri GT 54-
9 genotipinde gozlemlenmistir. 300 mM mannitol ile muamele edilen kalluslar, genotip
GT 54-9 icin en yuksek RGR, prolin ve su iceriklerini gosterirken, 100 mM ile muamele
edilenler, genotip pH 8013 igin bu parametrelerin en diisiik degerlerini kaydetmistir.
Genotip G 84-47 en yliksek Na* birikimi gézlemlenirken, genotip pH 8013 en yiiksek K*
birikimi olmustur. Bu calismanin sonuglari, ¢alisilan tiim o6zelliklere dayali olarak
kuraklik stresine daha fazla tolerans gosteren, en umut verici genotip olarak kabul edilen
GT 54-9 genotipidir.

Yazicilar et al. (2021) in vitro sartlarda 3 farkli tritikale ¢esidi (Tatlicak, Alper
Bey ve Umran Hanim) kullanmustir. CaO NP'in tritikale kallustaki fizyolojik ve
biyokimyasal degisimleri kisa ve uzun siireli tuz uygulamalarinda etkisi arastirilmistir.
CaO NP'in aktivasyonu, tritikale ¢esitlerinin kalluslarinda tuz stresi ile indiiklenmistir.
Kallus dokularinda MDA, H202, POD ve protein aktiviteleri belirlenmistir. MDA, H20-
ve protein aktiviteleri ile ilgili olarak CaO NP uygulamasmin 6nemli oldugu ve ¢esitlerin
tolerans seviyeleri ile yiiksek korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. En iyi sonug kisa
streli 1,5 ppm CaO NPs 100 g NaCl'de gozlemlenmistir. CLSM analiziyle CaO NP
muaele edilen kallus hiicrelerinde stres siddetinin inhibisyonu yoluyla tuz stresinin
olumsuz etkilerini hafifletebilecegini kanitlanmistir. Bu ¢alisma, in vitro kosullar altinda,
CaO NP'in uygulanmasmin, tuz stresinin tritikale kallus lizerindeki olumsuz etkilerini
onemli 6l¢iide baskilayabildigini gostermistir; CaO NP konsantrasyonunun bu bitki i¢in
ortamdaki mikro besin igeriginin ayarlanmasinda dikkate alinmasi gereken 6nemli bir

parametre olabilecegi de dogrulanmustur.

Abdelghany et al. (2022) Belirli nanopartikiillerin ve biyogiibrelerin yer fistigmin
(Cv. Giza 6) buyumesi, verimi ve biyokimyasal 6zellikleri Gizerindeki etkisi aragtirilmasi
icin iki yillik (2020-2021) bir saha deneyi yapmistir. Ekimden once, tohumlar iki
biyolojik giibre, mikoriza ve fosfor ile agilanmistir. Alt plan, nanopartikiillerin yaprak
spreylerini, yani 200 ppm bor (B), 200 ppm Ca?*, bunlarin kombinasyonunu (Ca?*+B) ve

kontrolii (sprey yok) icermistir. Sonuglar, kontrol ve fosfor karsilastirildiginda tohum
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verimini, biyolojik verimi, mahsul biiylime hizin1 (CGR), dallanma sayist ve protein
icerigi 6nemli dlciide artirdigini ortaya koymustur. Nanopartikiiller arasinda Ca®*+B,
bitki boyunu, CGR'yi, 100 tane agirligini, kabuklanma yiizdesini, tohum verimini, yag
icerigini ve tohum proteinini maksimum diizeyde iyilestirmistir. Ca?* ve B
nanopartikilleri ile mikorizayla muamele edilen bitkiler, buytime, verim ve biyokimyasal

ozelliklerde dikkate deger bir gelisme sergilemistir.

Nazir et al. (2022) As toleransi farkli olan iki arpa genotipinde (LJZ ve Pu-9) As
toksisitesini hafifletmede CaO NPS’in rollerini arastirmislardir. Arpa fidelerinin As
stresine maruz kalmasi, bitki biiytimesinde, klorofil igeriginde ve ROS, MDA ve toksik
etkisini Oonemli bir azalma meydana gelmistir. Arpa fideleri As stresine maruz
birakildiginda As tastyic1 genleri olan HvPHTI1;1, HvPHTI1;3, HvPHTI1;4 ve
HvPHT1:;6’nin ekspresyonu, onemli dl¢iide artmis ama CaO NP muamelesinde gen

ekspresyonu onemli dlgiide azalmistir.

39



3. MATERYAL ve YONTEM

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitki Ekstratlarin Hazirlanmasi

3.1.1. CaO NPs’nin hidrotermal sentezi, GO’larin kimyasal sentezi ve
karakterizasyonu

Hidrotermal sentez yontemi: CaO NPs hidrotermal sentez yontemiyle elde
edilmistir. Kisaca, reaksiyon karigimi 0,02 g iire, 0,3 g sitrik asit (CA) ve 1 mM CaCl>
cozeltisinden 80 mL alinarak teflon astarli paslanmaz gelik otoklava konuldu. Karigim
tyice karistirilip, kimyasallarin ¢6ziilmesi saglandiktan sonra 6 saat siireyle 210°C, 1 atm
basingta reaksiyona sokuldu. Cokelek, 15.000 xg’de 30 dakika stireyle santrifiijlenerek
ayrild1 ve 50 “C’deki etiivde 1 gece boyunca kurutuldu. Calismanin diger kisimlarinda

kullanilmak tizere +4 °C’de muhafaza edildi.

GO hummers sentez yontemi: Islemin ilk asamasmda buz banyosunda 5 g toz
grafit, 2,5 g NaNOs, 115 mL %96,4°liik siilfiirik asit ilave edilmis ve 1 saat manyetik
karistiricida bekletilmistir. Hazirlanan karigima 15 g KMnOgs dikkatli sekilde ilave
edilmistir. Karigim buz banyosundan ¢ikartildiktan sonra 2 saat manyetik karistiricida
karistirtlmistir. Daha sonra 500 mL deiyonize su eklenerek 1 saat daha manyetik
karistiricida bekletilip, karisima 8,4 mL H202 (%35,7) eklenip 2 saat karigtirilmistir.
Karigima pH 7 olana kadar deiyonize su ilave edilerek filtrelenmistir. Filtrelenen karisim
50 °C’de etiivde 1 gece inkiibe edilmistir ve toz halinde GO elde edilmistir (Singh et al.
2015; Shoeb et al. 2015).

3.1.2. CaO NP’nin ve GO’larin yapisal karakterizasyonu

CaO NP yapisini karakterize etmek i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM),
Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ve X-isin1 kirinimi (XRD)
kromatografik analizleri kullanilmistir. Sentezlenen CaO NPs'inin yizey topografisinin
belirlenmesi, SEM kullanilarak yapilmigtir. Daha sonra CaO NPs’inin Kristalinitesinin
belirlenmesinde XRD analiziyle belirlenmistir. X-ism1 kirnim desenleri, 10°-80°

araliginda Ni-filtrelenmis Cu Ko radyasyonu (An=0.1542 nm) ile donatilmis Panalytical
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empiren tizerinde 40 dk* tarama hizinda gergeklestirilmistir. CaO NPs’inin FT-IR analizi,
4.000 ile 400 cm™ bolgesinde zayiflatilmis toplam yansima (ATR) teknigine sahip Vertex
80 Model FT-IR Frontier spektrofotometresi kullanilarak kaydedilmistir (Karaduman et
al. 2017; Nadaroglu et al. 2017).

Sentezlenen GO yapisindaki fonksiyonel gruplarmn tespiti igin FT-IR analizi
yapilmustir. Grafit yapidan GO yapiya gecisteki amorf yapilar1 gézlemlemek icin Raman
spektroskopi analizi yapilmistir. SEM ile numuneler EHT= kV, WD=5,3 mm, signal A=
InLens, Mag=10,42 K X goriintii alinmistir. Sentezlenen GO’nun karakteristik 1s1l
Ozelliklerinin incelenmesinde termo gravimetrik (TG) analizi yapilmistir. Sentez dncesi
ve sonrasi kristalin atomik ve molekiiler yapidaki degisiklikleri incelemek i¢cin XRD

analizi yapilmistir.

3.2. Kallus Olusumu

Yonca (M. sativa L.) bitkisine ait Eruzrum ve Konya toresi ekotiplerine ait
tohumlar %22’1ik NaOCl ile 20 dakika yiizey sterilizasyonu yapilmis ve en az ii¢ kez
otoklavlanmig saf suyla yikanmistir. Daha sonra standart MS besiyeri (Murashige and
Skoog 1962) (Cizelge 3.1) hazirlanarak 121 °C’de 1 atmosfer basingta yaklasik 90 dakika
otoklav edilmistir. Otoklavlanan standart MS besiyeri 1lidiktan sonra MS ve askorbik asit
vitamini steril kabinde ilave edilip petri kaplarina (9x9 mm) yaklasik 50 mL dokiilmiistiir.
Tohumlarm ekimi steril kabinde standart MS ortaminda yapilmistir. Tohumlarin
rejenerasyonu icin iklimlendirme kabininde 25+ 1°C’de, 16/8 giindiiz/karanlik, 1.500
lux’de ve 30% nem’de yaklasik 3 hafta bekletilmistir. Rejenere olan M. sativa
tohumlarinin yaprak eksplantlart MS besiyerinde pH 5.7 1mg/mL kinetin ve 2,4-D (2,4-
Diklorofenoksiasetik Asit) aktarilarak 25 °C’de ve karanlik ortamda yaklasik 3 hafta
bekletilmistir.
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Cizelge 3.1. Standart MS besiyerinde kullanilan kimyasallar ve miktarlar1

KIMYASAL BILESIMi MIKTAR (mg/L)

Inorganikler

Makro elementler (20X)

NH:NO; 33.000
KNO; 38.000
CaCl,.2H,0 veya CaCl; 8.792 veya 6.644
MgS0O4.7H,0 veya MgSOa4 7.400 veya 3.614
KH2PO, 3.400

Mikroelementler (100X)

MnS0..H,0 veya MnSO4 1.690 veya 1.510
Kl 83
H3BO;3 620
ZnS04.7H,0 860
Na;M004.2H,0 25
CuS0..5H,0 2,5
CoCl26H.0 2,5

Demir selat (100X)
Na;EDTA.2H,0 veya Na,;EDTA 4.049,6 veya 3.760
Fez(SO4). 7Hzo 2.780

Organikler (100X)

Glisin 200
Myo-inositol 10.000
Nikotonik asit 50
Pridoksin-HCI 50
Tiamin-HCI 10
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3.3. Kurakhga Alstirma Kosullar

Bu calismada yonca kalluslarinda kuraklik kosullarmi saglamak i¢in mannitol
kullanilmistir. Farkli seviyede kuraklik kosulu olusturmak i¢in mannitoliin 50 ve 100 mM
konsantrasyonlari tercih edilmistir. Kuraklik kosullarindaki kalluslarda stres cevabinin
diizenlenmesinde ise CaO NPs’nin 1 ve 2 ppm, GO’nun ise 0,5 ve 1,5 ppm
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Yoncanin Erzurum ve Konya ekotiplerine ait kalluslar
11 farkli uygulama kosullarinda 1 ay siireyle gelistirilmistir. Bu uygulamaya ait deneme

deseni asagida sunulmustur (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Kurakliga alistirma kosullari

Erzurum Konya

1. Kontrol 1. Kontrol

2. Ca- 2. Ca-

3.2 ppm CaO 3. 2 ppm CaO

4.1,5 ppm GO 4.1,5 ppm GO

5. 50 mM mannitol 5. 50 mM mannitol

6. 50 mM mannitol/1 ppm CaO 6. 50 mM mannitol/0,5 ppm GO

7. 50 mM mannitol/2 ppm Ca0O/0,5 ppm GO 7. 50 mM mannitol/2 ppm Ca0O/0,5 ppm GO

8. 100 mM mannitol 8. 100 mM mannitol
9. 100 mM mannitol /1 ppm CaO
10. 100 mM mannitol /1,5 ppm GO
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3.4. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Analizleri

3.4.1. Kuru/yas agirhk

Olusan Erzurum ve Konya kalluslar1 en az ii¢ tekrarli olacak sekilde yas ve 65
°C’de kurutulmus kalluslar hassas terazide tartimi yapilmistir. Kuru agirhigmn yas agirliga

oran1 hesaplanmuistir.

3.4.2. Prolin icerigi

Prolin miktarmi belirlemek igin 100 mg kallus ornegi alnarak sivi azotla
homojineze edilmistir. Homojenize edilen 6rneklerin tizerine 10 mL 3%’ lik sulfosalisilik
asit ilave edilmistir. Elde edilen homojenat 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Pellet kismi atilarak 2 mL supernatant baska bir tiipe aktarilarak 2 mL asit ninhidrin ilave
edilmistir. Su banyosunda 90 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Tiipler ¢ikarilarak buz
banyosunda sogumasi saglanmistir. Daha sonra 4 mL toluen ilave edilerek vorteks islemi
yapilmistir. Orneklerin absorbansi 3 tekrarli olacak sekilde 520 nm dalga boyunda
belirlenmistir. Orneklerdeki prolin miktar1 saf prolinle hazirlanan bir standart grafik
tizerinden hesaplanmustir (Sekil 3.1) (Ahmad et al. 2012).

0.3 - y = 0.0186x + 0.021
2 —
0.25 A R?=0.9783
@ 02
2
=8- 0.15 A
Q0
< 0.1
0.05 A
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Prolin konsantrasyonu (ug/gr)

Sekil 3.1. Prolinin standart grafigi
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3.4.3. Cozunebilir seker iceriginin belirlenmesi

Suda ¢oziinebilir seker tayini, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) yontemi
kullanilarak belirlendi. Bu yontemde indirgen seker tayini Krivorotova and Sereikaite
2014 protokoli modifiye yapildi. Coziinebilir seker tayini i¢in 6nce bir standart grafik
hazirlanmistir. Standart grafik olusturulmasinda totalde 11 tiip kullanilip 1 tiip (kor) blank
olarak kullanilmistir. Bu islem i¢in 1mg/1 mL glukoz ¢6zeltisi hazirlanmistir. 1 mg/mL
glukoz ¢ozeltisi 1 mL’den baglanarak 10 mL’ye kadar seyreltme islemi yapilmistir.
Seyreltilme yapilan her tlipe 2 mL DNSA eklenmistir. Daha sonra 90 °C su banyosunda
20 dakika inkiibe edilmistir. Tupler siire tamamlandiktan sonra buz banyosuna almarak
sogutulmustur. Blank ve c¢ozeltilerin absorbansi U¢ tekrar seklinde spektrofotomotrede
550 nm dalga boyunda okundu. Daha sonra, absorbanslarin ortalamalar1 kullanilarak
¢ozlnebilir seker tayini i¢in bir standart grafik hazirlanmistir. Kallus dokularindan 0,1
mL alinarak, iizerine 2 mL DNSA ¢ozeltisi, blank icin ise sadece 2 mL DNSA ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Ornekler, su banyosunda 90 °C’de 20 dk bekletilmistir. Daha sonra tiipler
buz banyosuna almarak soguyana kadar bekletilmistir. Ornekler, 550 nm’de absorbansi
i¢ tekrar seklinde Olglilmistiir ve daha ©6nce hazirlanmis olan standart grafikten

faydalanilarak ¢ozinebilir seker miktar1 belirlenmistir (Sekil 3.2).

DNSA reaktifi hazirlanisi;

1 g DNSA ve 30 g sodyum-potasyum tartarik asid tartilarak 80 mL 0,5N NaOH
icinde 45 °C'de ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Coziinme sonrast ¢ozelti oda sicakligina

sogutulmustur ve distile su yardimiyla 100 mL'ye seyreltilmistir.
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0.35 - y = 0.03x - 0.0053

R2 = 0.9805
0.3 1

0.25

0.2

0.15

Absorbans

0.1 1
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0 T T T T T 1
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Coziinebilir seker konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.2. Coziinebilir seker standart grafigi

3.4.4. Lipid peroksidasyon i¢eriginin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesi, hiicrelerin veya dokularin oksidatif
hasarmin bir gostergesi olarak kullanilan yaygin bir aractir. MDA, lipid peroksidasyonu
sonucu olusan bir yan ftriindiir ve bu nedenle lipid peroksidasyonu seviyesinin
belirlenmesi i¢in siklikla kullanilan bir belirtectir. Bu yontemde TBA (Tiyobarbitiirik
asit), MDA ile reaksiyona girerek renk degisimine neden olan bir indikatordiir.
Calismamizda, her bir dozda muamele edilen M.sativa kalluslar1 3 tekrarli sekilde 0,2
gram kallus O6rnegi tartilmistir. Kalluslar 2 mL 0.1%lik TCA (Trikloroasetik asit) ile
homojenizite edilmis ve 2 mL ependorf tiplerde 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Sonra supernatantin 2mL’si tuplere konulmus ve tizerlerine 1 mL 20% TCA,
1 mL 0,5% TBA eklenmistir. Ornekler 90 °C su banyosunda 40 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra buz banyosuna alinacak her 6rnekten ii¢ tekrarli olacak sekilde 100 puL alinip
96 well plate’e ilave edilip 450, 532 ve 600 nm’de absorbans 6lclimi alinmistir (Heath
and Packer 1968; Erdal 2012). MDA igerigi asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

MDA igerigi ("MOL/ ) = [[(Ass;-Ago0) — (Assz-Ag00)x0,9571/157000]x10° 3.1)

3.4.5. Hidrojen peroksit (H202)
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H20; igerigini belirlemek i¢in M. sativa’nin kalluslarindan 0,2 gr alinarak sivi
azotta homojenize edilmis ve sonra homojenijasyon 2 mL aseton (-18 °C) ile
tamamlanmistir. Daha sonra olusan karigima 10.000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Pellet kismi uzaklastirilarak, 1,5 mL slpernatant alinarak 150 plL %5’lik Ti(SOa)2
(titanyum disulfat) ve sonra 0,3 mL %19’luk NH4OH (amonyum hidroksit) ile
karistirilmigtir. Olusan karisim 10.000 x g’de 10 dakika tekrar santrifiij edilmistir. Pellet
3 mL 2 M’lik H2SOqs iginde ¢oziilerek iyice karistirilmistir. Son karigimin absorbansi 415
nm’de Ol¢lilmiistiir. Blank olarak 1,5 mL asetonla ayni islemler yapilarak olgiilen
degerdir. H2O: igeriginin hesaplanmasi i¢in yonteme uygun olarak sirasiyla 0, 4, 8, 12,
16, 20, 24, 28, 32, 36 ve 40 pg H2O2 iceren seri ¢ozeltiler hazirlanmis ve bu seri ¢ozeltiler
kullanilarak elde edilen standart grafik orneklerdeki H20: iceriginin hesaplamak igin
kullanilmistir. Sonuglar gr kallus basina diisen H20. miktar1 (ug/gr kallus) olarak
sunulmustur (Sekil 3.4.5) (Hao et al. 2014).

0.3 1

y=0.0271x - 0.0436
0.25 - R?=0.9913

o
N
1

0.15 A1

Absorbans (415 nm)
o
F

0.05 ~

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

-0.05 -
H,0, konsantarsyonu (ug/gr)

Sekil 3.3. H2O; standart grafigi

3.5. Taramah Elektron Mikroskop (SEM)

Her bir M.sativa kalluslarindan alinan her 6rnekler 0,05 M tamponda (0,2 M
Na;HPO4, 0,2 M NaH2PO4) 25 °C’de 1 saat, fiksatatif tamponunda (0,05 M tampon,
3%luk glutaraldehit) 2 saat bekletilmistir. Buz iizerinde 0,05 M tamponda 1 saat
bekletilmigstir. Daha sonra steril saf suda 30 dakika bekletilmistir. Sirasiyla %10, %20,
%30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 ve %100 etilalkolde 25 °C 15 dakika
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bekletilmistir (Fowke 1995). Goruntileme YUTAM (Yuksek Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi)’da bulunan Quante FEG 250 (ZEISS) markali mikroskop ile
yapilmstir.

3.6. Lazer Taramah Konfokal Mikroskop (CLSM)

Mikrotomla kesit alma: Her bir M.sativa ekotip kalluslar1 10% formaldehitte 3
giin bekletilmistir. 1 gece musluk suyunda yikamaya birakilip, sirastyla %70, 80, 96’lik
etil alkolde, absol-1, absol-1l, ksilol-I, ksilol-II ‘de 1 saat bekletilmistir. Parafilme
gomiliip, Leica RM 2.125 RT miktoromla (Atatiirk Universitesi Veterinerlik bolimii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalindan kesit alimmistir) 6 pm kalinliginda kesit
alinarak lamlarin tizerine Kkesitler aktarilmistir. Slaytlar 25 °C ‘de saklanmustir

(Wallington 1979).

Slaytlarin boyanmasi: CaO NP’e 6zgii Rhodamine B (N-[9-2-karboksifenil-6-
(dietilamino)-3H-ksanten-3-iliden]-N-etiletanaminyum klorr) boyama
yapilmistir.  Atatirk Universitesinde DAYTAM (Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi)’da bulunan Lazer taramali konfokal mikroskobunda

(Nikon Eclips TE2000) goriintii alinmistir (Tang et al. 2013).

3.7. mtr-miR159 ve mtr-miR393 Gen ifadelerindeki Degisikligin RT-qPCR ile

Degerlendirilmesi

Kuraklik stresine maruz birakilan bazi yerel yonca ¢esitlerinin kalluslarina CaO
NPs ve GO uygulamalarinin mtr-miR159 ve mtr-miR393 gen ifadelerindeki degisikligin
hesaplamak amaciyla iki asamahi qPCR analizi gergeklestirilmistir. ik olarak RNA

izolasyonu yapilmistir:

RNA izolasyonu: Her bir dozda muamele edilen M.sativa kalluslarindan 0,3 gram
kallus Ornegi tartilmistir. Her dozda uygulanan kallus 6rneginden 500 pL Trizolle
homojenize edilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletip, 100 uL kloroform eklenip
yavas sekilde ters diiz edilmistir. Daha sonra 0rnekler 3 dakika oda sicakliginda bekletip

12000 rpm’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant kismindan 250 pL alinip
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iizerine 250 pL izopropanol eklenerek nazikce 10 kez ters diiz edilmistir. Ornekler 10
dakika oda sicakliginda bekletilip 12.000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santriftij edilmistir.
Pellet kismina %70 etanolden 1 mL eklenip 7.500 rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Pellet kismma 50 uL. RNaz Free eklenerek saf suda ¢ozdiriip -20 °C’de
muhafaza edilmistir. RNA orneklerinin konsantrasyonu ve safligt Epoch Microplate
Spectrophotometer (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) belirlenmistir (Ma et al.
2015).

cDNA sentezi ve RT-qPCR: mtr-mRi159 ve mtr-miR393 igin cDNA sentezi
mikroRNA spesifik primerleri mirBase programi kullanilarak tasarlanmistir (Cizelge 3.3)
(Chen et al. 2005).

Cizelge 3.3. mtr-mRi159, mtr-miR393 ve 6U primer dizisi

mtr-miR159

Stem Loop GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTAGAGC
Forward (5°-3’) ACTGGGTTTGGATTGAAGGGAGC

Reverse (3°-5’) CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
mtr-miR393
Stem Loop GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGATCAA

Forward (5°-3") ACCGGTCCAAAGGGATCGCA

Reverse (3’-5") CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA

6U

Forward (5°-3”) CGATAAAATTGGAACGATACAGA

Reverse (3°-5’) ATTTGGACCATTTCTCGATTTGT

cDNA sentezi Hdrya Kiti (5X buffer, dNTP, primerler, Cdna RTaz ve su)

kullanilarak iiretici firmanin protokollerine gore gerceklestirilmistir (Cizelge 3.4). PCR

49



3. MATERYAL ve YONTEM

kosullar1 ise, 25 °C’de 10 dakika, 50 °C ‘de 30 dakika, 85 °C ‘de 5 dakika, 4 °C’de o
toplam 47 dakikada tamamlanmistir. PCR’dan sonra dimer olusumu engellenmesi i¢in 60

pL otoklavlanmis distile su ilave edilmistir.

Cizelge 3.4. Hidra kitinin protokolu

Icerigi Hacim
5X Buffer 4 uL
dNTP 1L
Primerler (Stem loop) 1L
cDNA RTaz 1pL

Su ve RNA (500 ng/ pL) Degisken
Total 20 pL

mtr-miR159 ve mitr-miR393’mm ekspresyon analizi icin 5x HOT FIREPol
EvaGREEN gPCR Sipermiks ticari Kiti kullanilmistir (Sekil 4.5). RT-qPCR sartlari, 95
°C’de 15 saniye, 58 °C ‘de 20 saniye ve 72 °C‘de 20 saniye 40 dongiide toplam 92
dakikada tamamlanmistir. RT-gPCR, RotorGene (Qiagen) gergek zamanli termal dongii
cihazinda, standart parametreler kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Her deney {i¢ tekrar olacak
sekilde yapilmistir ve ekspresyon seviyesindeki farklihiklar 2"24¢T metodu kullanilarak
degerlendirilmistir (Chen et al. 2005).

Cizelge 3.5. 5x HOT FIREPol EvaGREEN gPCR Supermiks Kitinin protokolu

e

3.8. istatistiksel Analiz
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Proje deneme plani 3 tekerriirlii olarak 2 6rnek iizerinden yapilacak sonuglarin
karsilastirilmasi, SPSS 22.0 paket programi kullanilarak ¢ift yonli varyans analizi
(ANOVA) ile yapilmig, P<0.05 6nem seviyesinde Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testi

kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. CaO NPs'nin ve GO’larin Yapisal Karakterizasyonu

CaO NPs hidrotermal sentez yontemiyi kullanilarak sentezlenmistir. Sentezlenen
CaO NPs’in yiizey morfolojisi, Zeiss marka Sigma 300 model SEM kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sekil 4.1'de verilen SEM gorintilerinden CaO NPs'in 66-145 nm
arasinda degisen bir parcacik boyutuna sahip oldugu goriilmektedir. CaO'nun SEM
goruntileri, sentezlenen CaO NPs gozenekli oldugunu, fazla topaklanma yapmadigini ve

cok katmanli bir yapiya sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

EHT=10.00kV Signal A = InLens
WD = 4.9 mm Mag= 20.00K X

DAYTAM

Sekil 4.1. CaO NPs’nin SEM goriintiisii

CaO NPs yapisimin XRD analizi spektrumu Sekil 4.2'te gosterilmistir. 17,98°
(001), 31,71° (111), 34,13 (200), 50,75° (220), Ca(OH). birimleri ile CaO NPs

gostermektedir.
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34.13, (200)
17.98 (001)

5
X 20000 31.71, f111)
= 15000 50.75, (220)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
20

Sekil 4.2. CaO NPs yapisinin XRD analizi spektrumu

CaO NPs ait F-TIR grafigi Sekil 4.3’ de verilmistir. 3643-3450 cm™ civarindaki
yayvan pik CaO NPs yapisindaki su yapisma ait olan -O-H gruplarma aittir. 952 cm™ de
yer alan giiclii IR absorpsiyon bandmin goriiniimii, CaO'nun kafes titresimlerine
baglanabilir. 1.382 cm™ ve 1.600 cm™'deki IR absorpsiyon bantlari, 6zdes olmayan
karbonatin simetrik gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. Bunun nedeni, kalsinasyon
sirasinda CaO'nun yiiksek oranda reaktif ylizey alaninin havaya maruz kalmasidir ve CaO

yuzeyindeki —OH ile beraber karbonat tiirleri sekline doniismesi seklinde yorumlanabilir.
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-0.057 —— CaO NPs

0,00
0,05

0,104 3643.1
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0,30 T T T T T T T T T T T T T T
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Sekil 4.3. CaO NPs’nin FT-IR grafigi

GO hummers yontemiyle elde edilmistir. GO, SEM cihazi ile 1 pm (10,42kXx)
yakinlagtirilarak katmanli GO yapilarinin goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.4). SEM
goriintiisiinde tabakali haldeki GO yapilarinin birka¢ katman ile bazen de daginik halde

iist iiste binmis oldugu gozlemlenmistir.

S «
EHT= 3.00 kV Signal A = InLens
WD= 53mm Mag= 1042KX

DAYTAM

Sekil 4.4. Sentezlenen GO ‘nun SEM goruntusu

GO ve grafen nano levhalarin XRD deseni Sekil 4.5'de gosterilebilir. Yapi
icerisinde 26,67° de yer alan pik (002) yapisi ile karakterize edilen grafite aittir. 11,6°
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civarinda yer alan pik GO isaret etmektedir. GO tabakalar arasimesafenin artmasi karbon
tabakas1 yapisinda yer alan oksijen fonksiyonel gruplarinin ve su molekiillerinin
bulunmasini isaret etmektedir. Ayrica 23,9° ve 26,5° GO’nun oksijen atomlar1 ile tam

olarak birbirine bagli olmadigmin gostergesidir.

60000

26.67, (002)

50000

40000 4

30000 -

Intensity (a.u.)

20000

42.45,(100)

10000

0 20 40 60 80 100

20 (degrees)

Sekil 4.5. Grafen oksit yapisinin XRD analizi spektrumu

GO’nun FTIR spektrumu Sekil 4.6°da verilmistir. 3.000 cm™? civarinda yer alan
pik deoksijenizasyon nedeniyle azaltilmis olan indirgenmis GO yapisinda yer alan —OH
gruplarina ait olan olan gerilme pikine aittir. 1.700 cm™ de yer alan pik C=0 yapisindaki
gerilmeleri gosterirken, 1.150 cm™ civarinda yer alan pik iase grafen yapisinda yer alan
C-O gerilme piklerine aittir. 1.200-1.060 araliginda yer alan zirveleroksitlenmemis

grafitik iskelet yapisini gosteren bag titresimlerine aittir.
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Sekil 4.6. Sentezlenen GO’nun FT-IR grafigi

4.2. Kallus Olusumu

Yoncanin Erzurum ve Konya ekotiplerine ait tohumlar: standart MS ortamina
ekilerek 3 hafta rejenere edilmistir. Rejenere edilen yonca yapraklari oksin (2,4-D) ve

sitokininli (Kinetin) ortamda kallus olusumu i¢in 4 hafta bekletilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. M. sativa (Erzurum ve Konya) a: rejenerasyon, b: yaprak eksplanti ve c: kallus
olusumu.

4.2.1. Kalluslara kurakhk ve nanopartikiil uygulamalarn

Caligmamizda yoncanin her iki ¢esidi i¢in kuraklik kosullar1 mannitolle

saglanmistir. Bunun i¢in her iki kallus kosullar1 metodlarda ag¢iklandigi sekilde 50 ve 100
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mM mannitole maruz birakilmistir. CaO NPs ve GO ise 0,5 ile 1,5 ppm uygulanmustir.
Uygulamalardan elde edilen bulgular asagida degerlendirilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Olusan kallus goriintiisii

4.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Iki farkli yerel yonca ekotiplerinde fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklerin
belirlenmesi icin en az 3 tekrarh sekilde yapilmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.9, 10, 11).
Erzurum i¢in kuru/yas agirhgir 0,114 ile 0,062 gr arasinda degisiklik gostermistir.
Kuraklik stresi artik¢a kuru/yas agirlikta azalma meydana gelmistir. Erzurum ekotipi igin
en olumlu etkiyi gdsteren uygulama 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO
(0,114 gr) olmustur. CaO NPs ve GO uygulamalarmin kuru agirlik {izerinde iyilestirici
etkisi oldugu gozlemlenmistir. Kuraklik stresi kosullarinda (mannitol uygulamasi)
kontrolle kiyaslandiginda, prolin konsantrasyonunda artis olurken, ¢oziinebilir seker
konsantrasyonunda azalis olmustur. Tek basmna kurakliga kiyasla, CaO NPs ile GO+
mannitol uygulamlari, prolin ve suda ¢0ziunebilir seker konsantrasyonu iizerinde olumlu
bir etki gostermistir. Prolin igerigi 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO (0,968
Hg/g YA), suda ¢ozlinebilir seker miktarinda ise 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs (0,398
mg/g YA) ve 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO (0,271 mg/g YA)
uygulamasinda olumlu etkileri olmustur (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.9, 10, 11).

57



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cizelge 4.1. Erzurum ekotipinde kuru/yas agirlik, prolin ve ¢Oziinebilir total seker
miktarinda meydana gelen degisimler.

Erzurum
Uygulamalar  Kuru/Yas Agirhik Prolin Coziinebilir seker
(gn) (hg/gr YA) (mg/gr YA)

1 0,093+0,0009° 0,906+0,06776° 0,480+0,01375°
2 0,072+0,00006°¢ 0,421+0,06776° 0,560+0,01235?
3 0,062+0,00006' 1,537+0,08270° 0,127+0,00088¢
4 0,093+0,00006¢ 2,216+0,080612 0,222+0,00987%
5 0,091+0,00088° 1,130+0,00577¢ 0,123+0,01126°
6 0,091+0,00058° 1,347+0,07196 0,398+0,01900°
7 0,114+0,00058? 1,151+0,11516% 0,088+0,03550¢
8 0,084+0,00006 1,244+0,1634° 0,199+0,01844¢
9 0,107+0,00006" 1,313+0,07559* 0,022+0,01229f
10 0,104+0,00003¢ 1,505+0,06096° 0,185+0,00491¢
11 0,106+0,00006" 0,968+0,04917¢f 0,271+0,02053¢

*Veriler ortalama + SE (n = 3) olarak rapor edilmistir. Farkli kii¢iik harfler, p < 0,05 diizeyinde anlaml1
farki gostermektedir. YA: yas agirlik

**1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/1 ppm
CaO NPs, 7: 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs /0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 200 mM mannitol/1,5
ppm GO, 10: 100 mM mannitol/ 1 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs /1,5
ppm GO

Konya i¢in kuru/yas agirligi 0,053 ile 0,128 gr arasinda degisiklik gdstermistir.
Kuraklik stresi artikca ve kontrolle kiyaslandiginda kuru/yas agirhiginda azalis oldugu
gbzlemlenmistir. Konya ekotipinde icin en olumlu etkiyi gosteren uygulama 100 mM
mannitol/ 1,5 ppm GO’dir (0,128 gr). Hem CaO NPs’nin hem de GO’nin olumlu etkisi
vardir. Kuraklik stresi kontrolle kiyaslandiginda, prolin konsantrasyonu artirirken, suda
¢Ozlnebilir seker konsantrasyonu azaltmistir. Bununla birlikte CaO NPs ile GO stres
faktorii kontrolle kiyaslandiginda prolin ve suda c¢oziinebilir seker konsantrasyonu
uzerinde olumlu bir etki yapmistir. Prolin konsantrasyonunda 100 mM mannitol/ 1,5 ppm
GO (0,989 ug/g YA), suda ¢ozunebilir seker miktarinda ise 100 mM mannitol/1 ppm CaO
NPs (0,470 mg/g YA) uygulamasinda olumlu etkileri olmustur (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.9,
10, 11).

58



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cizelge 4.2. Konya ekotipinde kuru/yas agirlik, prolin ve ¢o6ziinebilir total seker
miktarinda meydana gelen degisimler.

Konya
Uygulamalar  Kuru/Yas Agirhik Prolin Coziinebilir seker
(gr) (ho/g YA) (mg/g YA)

1 0,110+0,00058¢ 0,790+0,09433¢ 0,712+0,02339?
2 0,064+0,00006! 1,1814+0,03211° 0,3180+0,01039¢
3 0,070+0,00045' 0,924+0,04305% 0,040+0,00033¢
4 0,096+0,00003f 1,047+0,06482° 0,384+0,00231°
5 0,098+0,00004° 1,078+0,06718" 0,132+0,00473
6 0,126+0,00058" 1,132+0,02555° 0,042+0,00173¢
7 0,121+0,00034°¢ 0,160+0,01528" 0,051+0,04040°¢
8 0,053+0,00115* 1,050+0,05393 0,151+0,000088"
9 0,121+0,00042¢ 1,004+0,03345P° 0,470+0,00529°
10 0,128+0,00055? 0,989+0,05045 0,133+0,000052¢
11 0,078+0,00003¢ 1,129+0,03179° 0,262+0,00145¢

*Veriler ortalama + SE (n = 3) olarak rapor edilmistir. Farkli kii¢iik harfler, p < 0,05 diizeyinde anlaml1

farki gostermektedir.

**1. Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1.5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO, 7: 50 mM mannitol/2
ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 10: 100 mM mannitol/1,5 ppm GO, 11: 100
mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO

Kuru/yas Agirhigi
0.15-
BN Erzurum
Bl Konya
0.10-
e
o
0.05-
0.00-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Uygulamalar (mM ve ppm)

Sekil 4.9. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) kuru/yas agirlik orani

*Konya 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO, 7: 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 10: 100 mM mannitol/1,5 ppm
GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO

**Erzurum 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 7: 50
mM mannitol/2 ppm CaO NPs /0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1,5 ppm GO, 10: 100 mM mannitol/ 1 ppm
CaO NPs/0,5 ppm GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs /1,5 ppm GO
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Prolin
2.5
Bl Erzurum

2.0+ Bl Konya
g 1.5
1
Ky
D 1.0-

0.5

0.0-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Uygulamalar (mM ve ppm)

Sekil 4.10. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) prolindeki degisimi

Konya 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO, 7: 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 10: 100 mM mannitol/1,5 ppm
GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO

Erzurum 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 7: 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs /0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1,5 ppm GO, 10: 100 mM mannitol/ 1 ppm CaO
NPs/0,5 ppm GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs /1,5 ppm GO.

Cozunebilir Seker
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Sekil 4.11. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) cozlnebilir seker
miktarindaki degigimi.

Konya 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO, 7: 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 10: 100 mM mannitol/1,5 ppm
GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO

Erzurum 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 7: 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs /0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1,5 ppm GO, 10: 100 mM mannitol/ 1 ppm CaO
NPs/0,5 ppm GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs /1,5 ppm GO
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Kuraklik stresine maruz kalan Erzurum ve Konya yerel ekotiplerinde kontrolle
karsilastirildiginda MDA ve H>O; konsantrasyonu ylikselmistir. Fakat, CaO NPs ve GO
uygulandiginda ise MDA ve H20> konsantrasyonu diigmiistiir. Erzurum ¢esidinde MDA
seviyesi 0,330 ile 0,968 nmol/mL degerleri arasinda degisiklik gdstermistir. Erzurum
ekotipi i¢in MDA konsantrasyonun en diisiik oldugu uygulama 50 mM mannitol/2 ppm
CaO NPs/0,5 ppm GO (0,330 nmol/mL)’dir. H202 konsantrasyonu ise 0,0276 ile 0,1095
ug/gr arasinda degisiklik gostermistir. H2O igerigi ise en diisiik konsantrasyonu 100 mM
mannitol/1,5 ppm GO (0,027 ug/gr)’dir. Kuraklik stresi kontrolle kiyaslandiginda 6nemli
farkliliklar gorilmiistiir (Cizelge 4.3 ve sekil 4.12, 13).

Cizelge 4.3. Erzurum vyerel ekotipinde MDA ve H>0, miktarinda meydana gelen

degisimler.
Erzurum
Uygulamalar MDA (nmol/mL) H202 (ug/gr)
1 0,446+0,02863° 0,071+0,00092%
2 0,443+0,02609% 0,031+0,00100"
3 0,591+0,01863" 0,070+0,00040%
4 0,590+0,00577" 0,068+0,00102¢
5 0,724+0,03797* 0,075+0,00100°
6 0,498+0,01424% 0,091+0,00153°
7 0,330+0,03080¢ 0,035+0,00181f
8 0,968+0,02110? 0,087+0,00236"
9 0,422+0,02876% 0,027+0,00219¢
10 0,598+0,01978 0,109+0,00050?
11 0,624+0,02397" 0,054+0,00124°

Veriler ortalama + SE (n = 3) olarak rapor edilmistir. Farkli kii¢iik harfler, p < 0,05 diizeyinde anlamli fark:
gostermektedir.

1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1.5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 7: 50 mM mannitol/2
ppm CaO NPs /0.5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1.5 ppm GO, 10: 100 mM mannitol/ 1 ppm CaO NPs/0.5
ppm GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs /1.5 ppm GO

Kuraklik stresine maruz birakilan Konya ekotipinde MDA 0,3357 ile 0,640
nmol/mL arasinda degisiklik gdstermistir. MDA konsantrasyonu en diisiik degerini

gosteren uygulama 50 mM mannitol/0,5 ppm GO (0,335 nmol/mL)’dir. H20:
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konsantrasyonu ise 0,014 ile 0,096 ug/gr arasinda degisiklik gostermistir. En diisiik
konsantrasyon 50 mM mannitol/0.5 ppm GO (0,014 ug/gr) uygulamasidir (Cizelge 4.4
ve sekil 4.12, 13). H,02 ve MDA bakildiginda en iyi sonucu veren Erzurum ekotipinde
icin 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, Konya ekotipinde i¢in ise 50
mM mannitol/0.5 ppm GO’dur.

Cizelge 4.4. Konya vyerel ekotipinde MDA ve H20. miktarinda meydana gelen

degisimler.
Konya
Uygulamalar MDA (nmol/mL) H20:2 (ug/gr)
1 0,390+0,01000° 0,079+0,00395%
2 0,388+0,05001° 0,037+0,00283¢
3 0,398+0,05391° 0,063+0,00064°
4 0,398+0,08503° 0,015+0,00015¢
5 0,4750,05012¢ 0,089+0,00000?
6 0,335+0,02910° 0,014+0,00192¢
7 0,562+0,03125 0,066+0,00300°
8 0,617+0,02170% 0,096+0,00100?
9 0,640+0,01000? 0,024+0,00017¢
10 0,532+0,01634% 0,086+0,00651°
11 0,384+0,02872° 0,076+0,00252%

Veriler ortalama + SE (n = 3) olarak rapor edilmistir. Farkli kii¢iik harfler, p < 0,05 diizeyinde anlamli farki
gostermektedir.

1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO, 7: 50 mM mannitol/2
ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 10: 100 mM mannitol/1,5 ppm GO, 11: 100
mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO
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Sekil 4.12. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) MDA ’daki degisimi

Konya 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO, 7: 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 10: 100 mM mannitol/1,5 ppm
GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO

Erzurum 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 7: 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs /0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1,5 ppm GO, 10: 100 mM mannitol/ 1 ppm CaO
NPs/0,5 ppm GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs /1,5 ppm GO
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Sekil 4.13. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) H>O>’daki degisimi

Konya 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO, 7: 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 10: 100 mM mannitol/1,5 ppm
GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO

Erzurum 1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1.5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 7: 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs /0.5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1.5 ppm GO, 10: 100 mM mannitol/ 1 ppm CaO
NPs/0.5 ppm GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs /1.5 ppm GO
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4.4. SEM ve CLSM Analizi

In vitro kosullarda kuraklik stresine maruz kalan M. sativa kalluslarda, CaO NPs
ve GO uygulanarak kallus, SEM ve CLSM goriintiileri alinmistir. Boylece CaO NPs ve
GO yoncanin embriyogenik kallus olusumu ve Ca®' hiicreler tarafindan alindigini
gosterilmistir. Erzurum yerel ekotipinde kontrolle kiyaslandiginda 1,5 ppm GO kallusda
kararmay1 ve nekrozisi azaltmistir (Sekil 4.14 K1, K3). SEM goruntistnde, kontrol ve
Ca bulunmayan membransi yapilara daha ¢ok rastlanmistir (Sekil 4.14S1, S2). 2 ppm
CaO NPs’nin ipliksi yapilarm yogun oldugu, 1,5 ppm GO ise kiresel yapilar
gdzlemlenmistir (Sekil 4.14S3, S4). CLSM goriintiisiinde, Ca®* birikimi kontrolle
kiyaslandiginda en ¢ok 2 ppm CaO NPs’de en az ise Ca noksanliginda ve 1,5 ppm GO
gozlemlenmistir (Sekil14C1,2,3,4).

Sekil 4.14. Erzurum ekotipinde kallus, SEM ve CLSM goruntuleri (K: kallus, S: SEM,
C: CLSM).

K1, S1, C1: Kontroller; K2, S2, C2: Ca-; K3, S3, C3: 2 ppm CaO NPs; K4, S4, C4: 1,5 ppm GO.
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Kallus goriintiisiinde, 50 ile 100 mM mannitol uygulamasi kiyaslandiginda 100
mM mannitolde kararma ve nekrozise daha ¢ok rastlanmistir (Sekil 4.14K5, 8). 50 mM
mannitol/1 ppm CaO NPs ve 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO
konsantrasyonun iyilestirici etkisi oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.14K6, 7). SEM
goruntiisunde, 50 mM mannitol ve 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs membran ve kiiresel
(globular) yapilara rastlanmustir (Sekil 4.14S5,6). 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5
ppm GO ipliksi yapilarma rastlanirken, 100 mM mannitolde amorf yapilar
gdzlemlenmistir (Sekil 4.14S7, 8). CLSMde, Ca?* birikimi en ¢oktan aza dogru, 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 50 mM
mannitol ve 100 mM mannitoldur (Sekil 4.14C5,6,7,8).

Sekil 4.14. (Devam)

K5, S5, C5: 50 mM mannitol; K6, S6, C6: 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs; K7, S7, C7: 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm
GO; K8, S8, C8: 100 mM mannitol.
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Kallus goriintiilerinde, kuraklik stresinin en yiiksek konsantrasyonu olan 100 mM
mannitol uygulamasinda CaO NPs ve GO uygulamalarinda iyilestirici etkisi oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.14K9, 10, 11). SEM goriintiilerine bakildiginda, 100 mM
mannitol/1,5 ppm GO ve 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO kuresel
(globular) yapilara rastlanirken, 100 mM mannitol/1ppm CaO NPs/0,5 ppm GO ipliksi
ve kivrimli yapilara rastlanmistir (Sekil 4.14S9, 11, 10). CLSMde Ca?* birikimi en coktan
aza dogru 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO, 100 mM mannitol/1ppm CaO
NPs/0,5 ppm GO ve 100 mM mannitol/1,5 ppm GO’dir (Sekil 4.14C9, 10, 11).

Sekil 4.14. (Devam)

K9, S9, C9: 100 mM mannitol/1,5 ppm GO; K10, S10, C10: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO; K11, S11, C11: 100
mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO.

Konya yerel ekotipinde kallus goriintiilerine bakildiginda CaO NPs ve GO
embryogenik kallus olusumunun baslamasini indiiklenmistir (Sekil 4.15K3, 4). Ca

bulunmayan kallus drnekleri kontrolle karsilastirildiginda nekrozis ve kahverengi bir yap1
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gOzlemlenmistir (Sekil 4.15K2,1). SEM goruntusiinde, kontrol ve Ca bulunmayan kallus
ornekleri oldukga kompakt yapiya sahiptir. 2 ppm CaO NPs kallus kiresel (globular)
yaptya rastlanirken, 1,5 ppm GO de ise hem kompakt yap1 hem de membransi yapiya
rastlanmistir (Sekil 4.15S1, 2, 3, 4). CLSM goriintiisiinde, kontrolle kiyaslandiginda Ca?*
birikimi en ¢ok 2 ppm CaO NPs, en az ise Ca bulunmayan kallus 6rneklerinde
gozlemlenmistir (Sekil 4.15C1, 2, 3, 4).

Sekil 4.15. Konya ekotipinde kallus, SEM ve CLSM goruntileri (K: Kallus, S: SEM, C:
CLSM).

K1, S1, C1: Kontrol; K2, S2, S2: Ca-; K3, S3, C3: 2 ppm CaO NPs; K4, S4, C4: 1,5 ppm GO.

Konya ekotipinde kallus goriintiilerine bakildiginda kuraklik stresi artik¢a
nekrozis ve kahverengi yapilarin artigr gézlemlenmistir (Sekil 4.15K1, 4). Kuraklik
etkisini tolere eden 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO ile 50 mM
mannitol/0,5 ppm GO uygulamasidir (Sekil 4.15K6, 7). SEM goruntisinde, 50 mM
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mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 GO uygulamasinda amorf ve 100 mM mannitol
uygulamasinda ¢ok yogun bir kompakt yapiya sahiptir (Sekil 4.15S7, 8). Kontrol ve 50
mM mannitol/0,5 ppm GO uygulamalarindaki kiresel (globular) yapilar birbirine
benzerdir (Sekil 4.15S5, 6). CLSM goriintilerinde ise, en fazla Ca?* birikimi 50 mM
mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 GO ve 50 mM mannitol/0,5 ppm GO gozlemlenirken, en
az ise 50 ve 100 mM mannitolda gdzlemlenmistir (Sekil 4.15C5, 6, 7, 8).

Sekil 4.15. (Devam)

K5, S5, C5: 50 mM mannitol; K6, S6, C6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO; K7, S7, C7: 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO;
K8, S8, C8: 100 mM mannitol.

Kallus goruntilerinde, 200 mM mannitol/1 ppm CaO NPs uygulamasi somatik
embryo olusmunu tesvik ettigi gézlemlenmistir (Sekil 4.15K9). 100 mM mannitol/1,5
ppm GO ve 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO uygulamalarinda da
iyilestirici etkisi gozlemlenmistir (Sekil 4.15K10, 11). SEM goruntistinde, kiresel

(globular) yapilara rastlanmistir ve en yogundan en az kompaktliga dogru gézlemlenen
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uygulamalar sirasiyla 100 mM mannitol/2 CaO NPs/1,5 ppm GO, 100 mM mannitol/1
ppm CaO NPs ve 100 mM mannitol/1,5 ppm GO’dir (Sekil 4.15S9, 10, 11). CLSM
gorintilerinde ise Ca?* en yogun birikim 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO
iken en az birikim ise 100 mM mannitol/1,5 ppm GO’dir (Sekil 4.15C9, 10, 11).

G ‘;

¢
J

Sekil 4.15. (Devam)

K9, S9, C9: 100 mM mannitol/ 1 ppm CaO NPs; K10, S10, C10: 100 mM mannitol/1,5 GO; K11, S11, C11: 100 mM mannitol/ 2
ppm CaO NPs/1,5 ppm GO.

Erzurum ve Konya yerel ekotiplerinde, Ca?* birikimi kontrolle kiyaslandiginda ve
artan CaO NPs uygulamalarinda arttig1 gézlemlenmistir. Erzurum ekotipinde, kontrolle
(%36) kiyaslandiginda 2 ppm CaO NPs (%53) artis oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde
100 mM mannitol/1 CaO NPs/0,5 ppm GO (%40) iken, 100 mM mannitol/2 CaO NPs/1,5
ppm GO (%51) artig gostermistir. Konya ekotipinde ise kontrolle (0,25) kiyaslandiginda
2 ppm CaO NPs (%36) artis oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde 100 mM mannitol/1 CaO
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NPs (%30) iken, 100 mM mannitol/2 CaO NPs/1,5 ppm GO (%35) artis gostermistir
(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Erzurum ve Konya yerel ekotiplerinde SEM-EDX Ca birikme orani

Konya Ca Erzurum Ca

Kontrol Kontrol
| Ca- Ca-
| 2 ppm CaO NPs 2 ppm CaO NPs
1,5 ppm GO 1,5 ppm GO
| 50 mM mannitol 50 mM mannitol
' 50 mM mannitol/0,5 ppm GO 50 mM mannitol/1 ppm CaO
50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5

GO ppm GO

100 mM mannitol 100 mM mannitol

100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs 100 mM mannitol/1,5 ppm GO

100 mM mannitol/1,5 ppm GO 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs/0,5
ppm GO

100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5

GO ppm GO

4.5. mtr-miR159 ve mtr-miR393 Gen ifadelerindeki Degisikligin RT-qPCR ile

Degerlendirilmesi

mtr-miR159 ve mtr-miR393 gen seviyesindeki degisiklik kat degisim (fold

change) 222¢T gore hesaplanmustir.

Konya ekotipinde mtr-miR159 kontrolle (0,381) ile kiyaslandiginda 50mM/2 ppm
CaO NPs/0,5 ppm GO uygulamasinda (35,405) artis géstermistir. Konya ekotipinde mtr-
miRNA393 kontrolle (8,324) ile kiyaslandiginda 100mM/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO
(43,630), 50mM/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO (20,284), 100mM/1 ppm CaO NPs
uygulamasinda (12,102) artig gostermistir (Sekil 4.16).
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Konya

Uygulamalar (mM ve ppm)

mtr-miR393 mtr-miR159

Sekil 4.16. Konya ekotipinde RT- qPCR ile analiz edilen kuraklik stres genleri igin mtr-
miR159 ve mtr-miR93 gen ekspresyon seviyelerinin degisikligi (Kat degisimi
(fold change)).

1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO, 7: 50 mM mannitol/2
ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 10: 100 mM mannitol/ 1,5 ppm GO, 11: 100
mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO

Erzurum ekotipinde mtr-miR159 kontrolle (4,208) ile kiyaslandiginda 100mM/1
ppm CaO NPs/0,5 ppm GO uygulamasi (4,605) artis gostermistir. Erzurum ekotipinde
mtr-miR393 kontrolle (2,483) 100mM (9,397), 100mM/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO
(4,104) ve 100mM/1,5 ppm GO (2,5) artis gostermistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Erzurum ekotipinde RT- qPCR ile analiz edilen kuraklik stres genleri igin
mtr-miR159 ve mtr-miR393 gen ekspresyon seviyelerinin degisikligi (kat
degisimi (fold change)).

1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm Ca0, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 7: 50 mM mannitol/2
ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1,5 ppm GO, 10: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs/0,5 ppm
GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm CaO/1,5 ppm GO

4.6. Biitiin Analizlerin Degerlendirilmesi

Erzurum ve Konya yerel ekotiplerinde fizyolojik, biyokimyasal ve SEM
analizlerin degerlendirilmesiyle elde edilen verilere gére Erzurum ekotipi i¢in en iyi
sonucu 100 mM mannitol/1,5ppm GO ve 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO;
Konya ekotipi icin ise 50 mM mannitol /0,5 ppm GO ve 100 mM mannitol/2 ppm CaO
NPs/1,5 ppm GO gostermistir (Sekil 4.18, 19).
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Erzurum

A B C D E F
Fizyolojik ve Biyokimyasal Analizler
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Uygulamalar (mM ve ppm)
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Sekil 4.18. Erzurum ekotipindeki fizyolojik ve biyokimyasal degisikliskler (A: Kuru/yas
Agirlik, B:Prolin, C:Coziinebilir Seker, D: MDA, E: H20;, F: SEM).

1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 7: 50 mM mannitol/2

ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1,5 ppm GO, 10: 200 mM mannitol/1 ppm CaO NPs/0,5 ppm

GO, 11: 100 mM mannitol/2 ppm Ca0O/1,5 ppm GO

Uygulamalar (mM ve ppm)
= O W 00 N O O H» W N =

-— -

A B Cc D E
Fizyolojik ve Biyokimyasal Analizler

Sekil 4.19. Konya ekotipindeki fizyolojik ve biyokimyasal degisikliskler (A: Kuru/yas
Agirlik, B:Prolin, C:Coziinebilir Seker, D: MDA, E: H20,, F: SEM).
1: Kontrol, 2: Ca-, 3: 2 ppm CaO NPs, 4: 1,5 ppm GO, 5: 50 mM mannitol, 6: 50 mM mannitol/0,5 ppm GO, 7: 50 mM mannitol/2

ppm CaO NPs/0,5 ppm GO, 8: 100 mM mannitol, 9: 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs, 10: 100 mM mannitol/ 1,5 ppm GO, 11: 100
mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO
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Kuralik stresi, bitkilerin yaprak alani, govde ve kok uzunlugu gibi morfolojik
ozellikleri, fizyolojik, biyokimyasal ve gen seviyesinde meydana gelen degisikleri
kapsayan tiim hiicresel olaylar1 igermektedir (Gopal et al. 2008; Redmond and Tseng
1979). Kuraklik stresinin bitkilerdeki olumsuz etkileri ¢esitli parametrelerle
tanimlanabilir. Bu parametreler morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, gen seviyesindeki
degisiklikler ve besin igerigi bitki biiylimesinin kontroliinde kullanilmistir. Son yillarda,
iklim degisikligi ile ilgili mevcut ve gelecekteki riskleri ele almak i¢in bitkilerin kurakliga
verdigi tepkileri incelemek i¢in cok caba sarf edilmistir (Chaves et al. 2002; Gray et
al.2012). Onceki ¢alismalar, nanopartikiillerin tohum c¢imlenmesinde ve bitkinin
gelisiminde olumlu etkisi oldugu kanitlanmistir (Salama 2012; Zheng et al. 2005).
Bununla birlikte, bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duydugu
gozlemlenmistir. Yapilan son ¢aligmalarin sonucuna gore, CaO NPs gelecek vaat eden
tarimsal uygulamalar1 sayesinde diinya ¢apinda biiyiik ilgi gérmiistiir. Bu ¢aligmada, CaO
NPs, GO ve mannitol (kuraklik) varliginda stres toleransinin degerlendirilmesi, kuru/yas
agirhigi, prolin, ¢ozinebilir seker, MDA ve H20: igerigi tayininin yani sira gen
seviyesindeki degisiklikler, CLSM ve SEM analizine dayanmaktadir. Kuraklik stresine
maruz birakilan yerel yonca ekotiplerinin kalluslarina CaO NPs’in, GO ve mannitol
(kuraklik) uygulanmasi, kontrol kalluslarla kiyaslanarak yoncanm tiim gelisim
stireclerinde kuraklik hasarmin azaltilmasiyla sonuglanmistir. CaO NPs ve GO ile
muamele edilen Erzurum ve Konya kalluslarinda Ca?* birikimi kontrol kalluslariyla
kiyaslandiginda artis gézlemlenmistir (Sekil 4.14 C3,7 ve Sekil 4.15 C3,7, Cizelge 4.5).
Bitkinin gelisim agamalar1, doku kiiltiir ortamimin 6zellikleri, eksplant kaynaklari, genotip
ve ortam sicakligi gibi faktorlerden etkilenebilir. Sonuglarimiz, CaO NPs’in ila GO
etkisinin genotipe ve mannitol seviyelerine bagli olarak Onemli Olclide farklilik
gostermistir (Cizelge 4.1, 2, 3, 4 ve Sekil 4.9, 10, 11, 12, 13). Kuraklik stresinde sadece
CaO NPs uygulamasinda Onobrycis viciifolia rejenerasyon kapasitesinin benzer bir yanit
verdigi gézlemlenmistir (Ertus and Yazicilar 2023). CaO NPs’in nohut (Cicer arietinum
L.) buylmesi lizerindeki olumlu etkilerin oldugu gézlemlenmistir (Gandhi et al. 2021).

2+

Ca** floemdeki hareketsizligi nedeniyle karmasiktir, bu da bitkide Ca?*'nin floem yoluyla
yasli dokulardan gen¢ dokulara yeniden dagilimimi kisitlamistir (Hamza et al. 2021).

Konvansiyonel Ca?* uygulamasiyla ilgili bu problem 1s1§inda, nano boyutlu Ca
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partikiilleri yoncada Ca beslenmesi saglamada daha etkili olmustur. Ayrica, diisiik
stilfonath grafen konsantrasyonu, musir bitkisinin koklerdeki ROS'u temizler, kok
morfolojisini degistirir ve daha saglikli fide olusumunu saglamistir (Liu et al. 2021).
Besiyerine eklenen CaO NPs ve GO’indeki degisiklikler, kallus yapisinda degisikliklere
neden olmustur. Kallus canliligi ayn1 zamanda dokudaki vitrifikasyonyla iligkilidir;
dolayisiyla kallus iyon giiclinde veya su durumunda degisiklikler yapilabilir. M.sativa
kallusunda yiiksek dozda Ca?* NPs’i boyle bir korelasyon oldugunu gostermektedir. Ali
et al. (2016) in vitro kosullar altinda, Ag NPs uygulamalarimin Caralluma tuberculata
kallus yapilar1 i¢in ortamin mikro besin igerigini ayarlamada 6nemli olabilecegini

gostermistir.

Konfokal lazer tarama analiz teknikleri, Ca?* NPs’in lokalizasyonu, stres tepkisi
ve bitki ¢esitlerinin kuraklik stresine toleransini agikliga kavusturmak igin yararlanilan
en 6nemli analizlerden biridir. Konfokal lazer tarama mikroskobu, stres uygulanan
hiicrelerde Ca®* birikimini gdézlemlemek icin yaygm olarak kullanilmaktadir ve canl
hiicrelerde Ca?* lokalizasyonunu dogrulanmasinda, hizli bir sekilde tespit edilmesinde
etkili bir tekniktir (Hussain et al. 2016; Sun et al. 2014). M. sativa kallusundaki konfokal
lazer tarama analizleri, kuraklik stresine yanit olarak toleransin anlasilmasinda 6nemli
strateji olarak onerilebilir. Erzurum ve Konya kalluslarimdaki Ca?* birikimi net bir sekilde
gozlemlenmistir. Nanopartikiiller, tek basma veya kuraklik stresi ile birlikte, baz1 bitki
tiirlerine uygulanmis ve bitki doku kiiltiirtinde biyotik ve abiyotik stresi kontrol etmek
icin agirlikli olarak TiO2 ve Ag, Zn NPs’i igeren hiicrelerde gozlenmistir. XRD, SEM ve
FT-IR analizlerinden CaO NPs’in ve GO’nun gii¢lii tekrarlanabilirlik ve yliksek stabilite
sergiledigi acik¢a goriilmektedir (Sekil 4.1, 2, 3, 4, 5, 6). Bu da Erzurum ve Konya
kalluslarinda CaO NPs’in ve GO’in kuraklik stresine yanitinin ve iyilesme siiresinin
onemli bir géreve sahip oldugunu dogrulamaktadir. Calismamizda, mannitol de dahil
olmak tizere CaO NPs ve GO yapilan muamelelerin ardindan konfokal lazer taramali
mikroskop altinda test edilen Erzurum ve Konya ekotiplerinde stres gelisimi farkli
seviyelerde olmustur. Kuraklik stresi gelisimi, CaO NPs ve GO 30 giinliik uygulamalarda
degerlendirilmistir. Kallus hiicreleri, 2 ppm CaO NPs uygulamasinda Ca?* alinimina bagl
olarak yogun kirmizi renk sergilemistir (Sekil 4.14 C1 ve Sekil 4.15 C1). Ayni sekilde,
kuraklik faktdriiyle 2 ppm CaO NPs uygulamasinda Ca* birikimine ¢ok rastlanirken, Ca

bulunmayan, 50 ve 100 mM mannitolli kalluslarda Ca?* yok denecek kadar azdir. Diger
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uygulamalarda ise Ca?" birikimi orta seviyede gozlemlenmistir. Kallus ve SEM
goriintiilerinde ise, kallus goriintiilerinde CaO NPs ve GO uygulams1 somatik embriyonik
oranin artirilmasi, kararma ve nekrozis yapilarinin azaltilmasinda 6nemli bir aktiviteye
sahip oldugu gozlemlenmistir. Ayni sekilde SEM goriintiilerinde ise amorf, kompakt,
ipliksi, membranimsi, kiiresel (globular) yapilara rastlanmustir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).
SEM, EDS analizinin sonucuna bagl olarak Ca birikme oranlar1 verilmistir. Ca* birikim
orani ise 2 ppm ve artan CaO NPs bagl olarak artis gosterirken, kuraklik stresinin
siddetine bagl olarak azalis gostermistir (Cizelge 4.5). Ertus and Yazicilar (2023)
kuraklik stresine maruz birakilan Onobrycis viciifoliamin CaO NPs uygulamasi

calismamizla benzer sonuclar sergilemistir.

Prolin, stres kosullarina tepki olarak bitkilerde sentezlenen osmoprotektanlardan
biridir (Grzesiak et al. 2013; Kumar et al. 2008; Nagesh Babu and Devraj 2008; Saradhi
et al. 1995). Prolinin osmoprotektif roliinden bagimsiz olarak, bazi ¢alismalar bu
molekiiliin hiicrelerde redoks dengesini korumaya yardimci olabilecegini gostermistir
(Mohammadkhani and Heidari 2008). Bu tez ¢alismasinda, kuraklik stresi artikga prolin
konsantrasyonu artig1 gézlemlenmistir ve en yliksek prolin igerigi ise Erzurum ekotipinde
gozlemlenmistir (Sekil 4.10 ve Cizelge 4.1). Cano et al. (1998), in vitro sartlarda
yetistirilen domateslerde strese duyarli olanlarin strese dayanikli genotiplere oranla
yiiksek prolin birikimi oldugu goézlemlenmistir. Ayrica prolin, stres direnci i¢in bir
belirteg¢ olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir (Alvarez et al. 2003). Bitkilerde prolin
birikimi ile abiyotik stres tolerans1 arasindaki iliski her zaman belirgin degildir. Ornegin,
tuz ve soguga asir1 duyarli Arabidopsis mutantlarinda yiiksek prolin igerigi
gozlemlenmistir (Liu et al. 2017, 2018). Prolin igerigi de kurakhiga dayanikli piring
cesitlerinde yiiksektir, ancak arpada (Hordeum vulgare) tuz toleransi ile iligkili degildir
(Zhang et al. 2015; Allen et al. 2007).

Kuraklik stresi, bitki hiicre membranina zarar vermektedir. Bitkilerin membran
sistemi, hiicreler ile dis ortam arasinda, hiicrelerin mikrogevresini ve normal
metabolizmasini silirdiirmek i¢in ¢ok onemli olan bir bariyer olusturmustur. Membran
fosfolipidleri, membran lipidlerinin peroksidasyonuna neden olan ve MDA yol acan ROS
hasarma kars1 hassastir (Mgller 2007). MDA'nin birikmesi, elektrolitlerin hiicrelerden

disar1 sizmasina neden olarak iletkenligin artmasmma neden olmustur. Boylece, artan
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elektrik iletkenligi (EC), bitkilerde hiicre zar1 hasarinin ve kuraklik direncinin bir belirteci
olarak kullanilmigtir. Ayrica, Moore (2006) NPs’in plazma zarmnin lipid ¢ift tabakasi ile
etkilesime girerek, ROS ve metabolik siireclerde degisiklikler neden oldugunu
gozlemlemistir. MDA ve H2O: igerigi, bitkilerde indiiklenen oksidatif stresin iki dnemli
belirtecidir (Vosough et al. 2015). Stres kosullarinda bu iki bilesigin icerigi ne kadar
diistikse, bu durumda bitkilere verilen hasarda o kadar diisiik olmustur (Pirasteh-Anosheh
and Emam 2018). Stres kosullarinda daha diisiik MDA ve H20> igerigine sahip genotipler
ve gesitler, strese karsi daha yiiksek tolerans gostermistir. Bu tez calismasinda hem MDA
hem H.O:; igerigi kuraklik stresinin siddetine bagl olarak artmistir; bununla birlikte,
ekotiplerin verdigi yanit igerikleri degiskendir (Cizelge 4.3, 4 ve Sekil 4.12, 13). Ayrica
kuru/yas agirligi ve ¢ozilinebilir seker miktarinda da strese bagl olarak azalis gosterirken,
CaO NPs ve GO uygulamasina bagli olarak artis gostermistir (Cizelge 4.1, 2 ve Sekil 4.9,
11).

miRNA'lar, bitki biiylimesinin ¢esitli agsamalarinda onemli diizenleyici roller
oynayan translasyonu durdurarak veya inhibe ederek hedef genlerin asagi
(down) ekspresyonunu negatif olarak diizenlenmesinin saglamistir (Bartel 2004; Achkar
et al. 2016; Jones-Rhoades et al. 2006; Wani et al. 2020). Kuraklik stresine uyum saglama
yetenegini gelistirmede diizenleyici rol oynamustir (Liu et al. 2020; Fan et al. 2017). GO
akuaporinlerin ve fosfat tasiyici ile ilgili genlerin ekspresyonunu yukari regiile etmesini
saglamistir (Cao et al. 2020). Grafen materyali, kok gelisimi ve oksin igerigi ile ilgili
genlerin yukar1 regililasyonunu diizenlemistir. Domates fidelerinin koklerinde,
stirgunlerinde ve govdelerinde morfolojik gelisimi ve biyokiitle birikimini desteklemistir
(Guo et al. 2021). GO'nun bitki savunma enzimlerini, hormon igerigini ve kuraklikla
ilgili genlerin ifadesini dogrudan artirabilecegini ve bdylece soya fasulyesinin kurakliga
direnme yetenegini gelistirebilecegini ortaya koyulmustur. Ayrica, GO Zea mays L.,
Paeonia ostii ve M. sativa’nin kuraklik toleransini artmustir (Lopes et al. 2022; Chen et
al. 2021). miR159 ailesi, tek ve ¢ift ¢enekli bitkiler arasinda yiiksek oranda korunmustur,
ancak kurakliga maruz kalan bitkilerde, miR159 dokuya ve tiire 0zgii degisiklik
gostermistir. miR159'un Arabidopsis ve misirda kuraklik stresi tarafindan yukari regiile
edildigi, ancak pamuk ve patateste asagi regiile edilirken, arpa ve alflafa’nin kokiinde
asag1 regiile olurken yaprakta ise yukari regiile edilmistir (Liu et al. 2008; Wei et al. 2009;
Xie et al. 2015; Hackenberg et al. 2015). LjmiR156, yoncada ¢oziinebilir seker icerigini
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arttirdi, MsmiR156d'nin asir1 ifade edildigi durum ise tam tersi olmustur (Aung et al.
2015). miR159, rejenere olan Arabidopsis tohumlarinda ABA ve kuraklik uygulamalari
ile indiiklenmistir (Reyes and Chua 2007). Arabidopsis, miR159a MYB33'in ve
MYBI101 transkriptlerin boliinmesine aracilik etmistir (Reyes and Chua 2007; Allen et
al. 2010). Reyes and Chua (2007) miR159a'nin asir1 ekspresyonu MYB33 ve MYB101
mRNA seviyelerini bastirmis ve bitkileri ABA'ya kars1 asir1 duyarli hale getirmistir;
MYB33 ve MYBI101'in bolinmeye direngli formlarint asir1 eksprese eden transgenik
bitkiler ise ABA uygulamasina kars1 asir1 duyarlidir. MYB transkripsiyon faktorlerinin
dehidrasyona yanit veren Dehidrasyona Gen Tepkisi 22 (RD22) promotdrundeki cis-
elementlerini bagladigi ve RD22'yi birlikte aktive ettigi bulunmustur. Hem MYC2 hem
de MYB2'nin asir1 ekspresyonu transgenik bitkilerin ozmotik stres toleransini
gelistirmistir (Abe et al. 2003). Bizim ¢alismamizda, mtr-miR159 Konya ve Erzurum
ekotipinde asagi regiile olmustur. Konya ve Erzurum ekotipinde MYB transkripsiyon
faktorlerinden MYB33 ve MYB10 mRNA seviyelerini bastirmustir (Sekil 4.16, 17).

miR393, kuraklik stresinde bitki biiyiimesini ve gelisimini diizenlemek i¢in oksin
sinyalini kontrol etmede rol oynadig1 gosterilmistir. miR393'ln Arabidopsis, piring ve
seker kamiginda (Saccharum spp.) kuraklik stresi sirasinda yaygin olarak yukari dogru
diizenlendigi bilinmektedir (Sunkar and Zhu 2004; Ferreira et al. 2012; Zhao et al.
2007).  Arabidopsis'te miR393'in hedefi bir oksin reseptorii olan TIR1'i (tasima
inhibitdrd yanit1 1) kodlar. TIR1 enzimi, Aux/ IAA proteinlerinin ubikitinasyon yoluyla
parcalanmasmi tesvik ederek oksin sinyallemesinin pozitif bir diizenleyicisidir
(Dharmasiri and Estelle 2002). Xia et al. (2012) miR393 asir1 eksprese eden piring
fidelerinin buylmesinin, kontrol bitkilerine kiyasla 1 giinlik kuraklik uygulamasiyla
baskilandigini bildirmistir. Bu nedenle, artan miR393 seviyeleri oksin sinyalini asagi
dogru diizenler ve kuraklik stresinde bitki biiylimesini azaltmistir. Bu calismada, mtr-
miR393 Konya ekotipinde asagi regiilasyon olurken Erzurum ekotipinde yukari
regiilasyon olmustur ve mRNA baskilayarak bitki bliylimesini olumsuz etkilenmistir.
CaO NPs ile GO uygulamasiyla beraber Konya ekotipinde asagi regiilasyon olmustur ve
bitkinin bliylimesini artrmistir (Sekil 4.16, 17).

Bu tez calismasinda, kurakliga maruz birakilan Erzurum ve Konya kalluslarma

CaO NPs ve GO uygulanarak fiyolojik, biyokimyasal ve gen seviyesindeki degisikliklere
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bakilmistir. Organize olmamuis hiicre toplulugu tercih edilmistir. Organize olmamis hiicre
toplulugu yani kalluslar in vitro sartlarda kuraklik stresinin etkisinin minimize edilmesi
icin CaO NPs ve GO kullanilmistir. Sonuglarin degerlendirmesinin géz 6niine alindiginda
kallus yapilarindaki kararmalar ve nekrozislerin azaldigi, embriyogenik kallus
olusumunun ise arttig1 gozlemlenmistir. Ayrica mtr-miR393 ila mtr-miR159 kuraklik
stresine bagli olarak yukar1 regiile edilirken, CaO NPs ve GO uygulamasinda ise asag1
regiile edilmistir. SEM ve CLSM sonuglarina gore, kuraklik stresinde Ca oraninda azalma
meydana gelirken, CaO NPs ve GO uygulamasinda ise artis meydana gelmistir. Bu
sonuglara bakildiginda kallus da olumlu sonuglar alimmistir. Bu ¢aligmanin devaminda
kallus yapilarini rejenere edilerek tam bir bitki olusturulmasi amaglanmistir. Rejenere
olan bitkilerde tiim doku ve organ yapilar1 gelistigi i¢in biitiin morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal degisikligin ayrintili sekilde gozlemlenmesine imkan vermektedir.
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	Stomatal düzenleme için çapraz sinyal sistemi
	Kuraklık stresi direncinin kazanılması, bitkilerde hidrolik, peptit, ABA, ROS ve kalsiyum iyonu (Ca2+) akım sinyalleri gibi karmaşık fizyolojik sinyallerle gerçekleşmektedir. ABA, kstoma kilit hücrelerinde ROS'un ana bileşeni olan hidrojen peroksitin ...
	Aşırı ışık stresi, bitkilerde fotosentez ve terlemedeki değişiklikleri stomaların kapanmasını hızla düzenler. Hafif stres ABA birikimini artırır ve ardından Solunum Burst Oksidaz Homolog D (RBOHD) aracılığıyla ROS/Ca2+ dalgalarının oluşmasına neden ol...
	Genel olarak, RLK'ler, histidin kinazlar ve integrin benzeri proteinler dahil olmak üzere zar proteinlerinin, bitkilerde olduğu kadar mayalarda da yapılan araştırmalara dayalı olarak ozmotik stres sensörleri olarak işlev gördüğü düşünülmektedir. Arabi...
	1.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreler

	Su kıtlığı, bitkinin hayatta kalmasını zorlaştırarak bitki büyümesini ve verimini olumsuz etkiler. Kuşkusuz, şiddetli strese daha toleranslı olan bitki hatları, hafif stres altında daha iyi performans gösterebilir (Skirycz et al. 2011). Mannitol, sorb...
	Su potansiyelini kontrol eden yapay bir ortam yaratmak için moleküler ağırlığı yüksek maddelerden en çok tercih edileni mannitoldur. Mannitol, ticari olarak yetiştirilen birçok tarımsal ve bahçe bitkilerinde üretkenliği ve kaliteyi, genellikle yüksek ...
	Bu bileşiklerin sitozolde biriktikleri ve burada metabolik süreçlerin strese bağlı inaktivasyonunu önledikleri rapor edilmiştir (Brown and Simpson 1972; Greenway and Munns 1980; Galinski and Trfiper 1994). Şeker alkolleri, bir aldoz veya ketoz şekerin...
	Şekil 1.4. Belirli bitki türlerinde yer değiştirmiş karbonhidratın önemli bir bölümünü oluşturan bazı yaygın altı karbonlu şeker alkollerinin kimyasal yapıları: (a) mannitol (karşılık gelen şeker mannozu): kerevizde (Apium graveolens); (b) glusitol (k...

	Genç büyüyen yapraklardaki ozmotik stres tepkileri, olgun yapraklardakilerden çok farklıdır. Örneğin, genç sürgünlerde, hafif stres, kuraklıkla ilgili hormon ABA yerine, etilen öncüsü ACC'nin (1-aminosiklopropan-1-karboksilat) ve muhtemelen etilenin k...
	1.3.1. Prolin içeriği

	Prolin, ikincil bir amin olan a-amino grubu içeren proteinojenik bir amino asittir ve primer metabolizma için gereklidir (Szabados and Savouré 2010; Verslues and Sharma 2010). Protozoa, öbakteriler, deniz omurgasızları ve ayrıca çeşitli bitki türleri ...
	Kloroplastlardaki artan prolin biyosentezi oranı, olumsuz koşullar sırasında elektron taşınması doymuş olduğunda aşırı indirgeme potansiyelini dağıtarak redoks dengesinin stabilizasyonuna ve hücresel homeostazın korunmasına katkıda bulunur. Mitokondri...
	Prolin metabolizmasının düzenlenmesi
	Prolin metabolizması bitkilerde 40 yılı aşkın bir süredir çalışılmasına rağmen, düzenlenmesinde yer alan sinyal yolları hakkında çok az şey bilinmektedir. Dehidrasyon sırasında prolin biyosentezi aktive edilir ve katabolizması baskılanır (Şekil 1.5) (...
	Şekil 1.5. Bitkilerde prolin metabolizmasının düzenlenmesi. Biyosentetik yol yeşil çizgilerle ve katabolik yol kırmızı çizgilerle gösterilmiştir. Çevresel etkiler vurgulanmıştır. Hormonlar: ABA, BR (brassinolidler) ve SA. Metabolitler ve diğer faktörl...

	Prolin biyosentezi, bitkilerde bir korunmuş gen (housekeeping) ve bir strese özgü Pirolin-5-Karboksilat Sentetaz (P5CS) izoformunu kodlayan iki P5CS geninin aktivitesi tarafından kontrol edilir. Kopyalanmış P5CS genleri, kodlama bölgelerinde yüksek dü...
	1.3.2. Çözünebilir şeker

	Yaygın olarak monosakkaritler ve disakkaritler olarak tanımlanan çözünebilir şekerler, tüm canlı hücrelerin yapısında ve işlevinde önemli bir rol oynar. Kökenleri, prebiyotik ve erken biyotik evrim ile sıkı bir şekilde bağlantılı olduğu görülmüştür (H...
	Stres altında çözünebilir şeker metabolizması
	Bitkiler, hem şeker üreten hem de tüketen ototrofik ve fotosentetik organizmalardır. Ancak, yaşam döngülerinin bir bölümünde kök, gövde ve çiçek gibi fotosentezde yer almayan bazı yeşil olmayan organlarında heterotroflar olarak hareket eder. Ayrıca, ş...
	Bitkilerdeki şeker değişiklikleri statik bir model izlemez, genotip ve stres faktörüne göre değişmiştir (Morsy et al. 2007). Ayrıca, stres faktörleri bitkinin metabolizmasıyla ilişkili olaylarda tüm çözünebilir şekerlerin benzer roller oynamadığı da b...
	1.3.3. Abiyotik stres altında reaktif oksijen türleri ve antioksidan savunması

	Ontogenezis sırasında bitkiler, abiyotik faktörler (sıcaklık, aydınlık, karanlık, besin ile su mevcudiyeti ve ağır metaller gibi toksik bileşikler) ve biyotik etkileşimler (faydalı ve patojenik mikroorganizmalar, mantarlar, böcekler, diğer otçullar) t...
	Kuraklık, su kaybına ve su potansiyelinde azalmaya neden olur. Bu olay aynı zamanda hücre turgorunda bir azalmaya yol açar. Kuraklığın neden olduğu en hızlı süreçler arasında stomaların ABA aracılı kapanması yer alır (Pirasteh -Anosheh et al. 2016). U...
	Bitkilerde ROS mekanizması
	Şekil 1.6. Bitkilerde oksidatif stres ve sonuçları (ROS, reaktif oksijen türleri; 1O2, singlet oksijen; O2.- süperoksit anyonu; H2O2, hidrojen peroksit; OH, hidroksil radikali) (Al Mahmud et al. 2019).

	Stres koşullarında fazla üretilen ROS, proteinler, lipidler ve DNA molekülleri ile reaksiyona girerek bir takım metabolik bozukluklara, hücre zarlarının tahribatına ve bunun sonucunda hücre ölümüne neden olur (Şekil 1.6) (Miller et al. 2010; Lushchak ...
	ROS’un artan miktarına yanıt olarak, antioksidan savunma sistemlerinin kapasitesi ve antioksidan enzimlerin aktivitesi artar. Üretilen oksidanlara karşı ilk enzimatik bariyer, O2'yi nispeten daha düşük radikal aktiviteye sahip bir molekül olan H2O2'ye...
	Kuraklık stresi, mitoz, hücre genişlemesi ve büyüme gibi hücresel süreçleri etkileyerek bitki büyümesini olumsuz etkiler (Hussain et al. 2008). Ayrıca OH-, O2-, H2O2 ve tekli oksijen (1O2) dahil olmak üzere ROS üreterek bitkilerde oksidatif strese ned...
	Kuraklık stresinde ROS
	Bitkilerin kuraklığa ilk tepkisi, terleme nedeniyle su kaybını en aza indirmek için stomaların kapanmasıdır. Işıkta devam eden fotosentez nedeniyle, artan gaz difüzyon bariyeri, hücreler arası CO2 konsantrasyonunun tükenmesine yol açar. Azalan CO2 mik...
	Tioredoksin (TRX) indirgemesi yoluyla oldukça indirgenmiş bir kloroplast NADPH havuzu, NADPH'ye bağlı malat dehidrogenazı ve dolayısıyla indirgeyici eşdeğerlerin sitozol ve mitokondriye elektron taşıyan malat yolağını aktive eder. Fotosentezdeki elekt...
	1.4.

	Nanoteknoloji, paketleme, biyomedikal, doku mühendisliği, sağlık hizmetleri, gıda endüstrisi, uzay endüstrisi gibi geniş uygulama alanlarına sahip gelişmiş ve gelişmekte olan bir teknolojidir (Mahanty et al. 2013). Nanoteknolojinin birçok hedefi bulun...
	1.4.1. Nanoteknolojinin tarımda kullanım alanları

	Nanoteknoloji, bitkinin besinleri kullanıp verimliliğini artırmasında, iklim değişikliğinin etkilerini hafifletme ve ağır metalleri iyileştirme dahil olmak üzere tarımsal ekosistem için çeşitli avantajları sayesinde umut verici bir teknik olmuştur (Ma...
	Bu ilerlemeler, tarımda gelecekteki sorunların üstesinden gelmeye, kaliteyi ve ürün verimini artırmaya, kimyasalların neden olduğu kirliliği azaltıp, ekinleri çevresel streslere karşı korumaya yardımcı olmuştur (Liu et al. 2021). Nanoteknolojinin tarı...
	1.4.2. Nanopartiküllerin sınıflandırılması

	Nanopartiküllerin bitkinin tohum çimlenmesinde, gelişiminin teşvik edilmesinde, azot metabolizmasını ve bitki fotosentezini iyileştirmede, besin emilimini destekleme gibi olumlu etkileri olduğunu gösterilmiştir (Husen and Siddiqi 2014). Nanopartikülle...
	Son yıllarda heterojen katalizörler olarak geçiş metali oksit nanopartikülleri, olağanüstü yapıları ve olağanüstü katalitik aktiviteleri nedeniyle büyük ilgi görmektedir. Nano boyutlu metal parçacıkların, reaktanlar ve katalizörler arasında önemli ölç...
	Heterojen katalizörlerden biri olan grafen, alışılmadık yapısı, etkileyici fiziksel ve kimyasal özellikleri nedeniyle son zamanlarda büyük ilgi uyandıran küresel bir karbon nanomateryaldir. Son araştırmalar, nanomalzemelerin sınıfına, konsantrasyonuna...
	Yeşil sentezin dışında grafen oksit Hummers yöntemiylede sentezlenmiştir. Bu yöntemler, kuvvetli asit ve oksidantlar ile grafitin oksidasyonu işlemine dayanmaktadır. Hummers yönteminin avantajları:
	Kalsiyum, sürgündeki konsantrasyonları kuru ağırlığın %0,1 ila %5'i arasında değişen bitkilerde temel bir makrobesindir. Hem hücre duvarlarının ve zarlarının yapısal bir bileşeni olarak hem de hücre içi ikinci haberci olarak işlev görmektedir.
	Kalsiyumun birinci görevi, bitkilerde yapısal rolünü yerine getirmek için, yeterli miktarda bulunması gerekmektedir. Yeterli miktarda kalsiyum bulunmaması durumunda ve floem yoluyla yaşlı dokudan genç dokuya düşük remobilizasyon nedeniyle, genç yaprak...
	Kalsiyumun ikinci özelliği, hücre içi ikinci haberci olarak işlev görmesidir. Besleyici ve yapısal bir bileşen olarak kalsiyumun rolü üzerinde yoğunlaşırken, kalsiyumun ana işlevinin, çok çeşitli fizyolojik, gelişimsel ve stresle ilgili süreçleri kaps...
	Son zamanlardaki çalışmalarda, metal bazlı nanopartiküller arasında kalsiyum oksit (CaO) NP, mükemmel özellikleri ve çeşitli alanlardaki olası uygulamaları nedeniyle araştırmacılar tarafından büyük ilgi görmüştür (Roy et al. 2013). Ek olarak CaO NPs'i...
	Şekil 1.7. Ca2+ alımına ve bitkide yerine getirdiği işlevlere genel bakış. (A) Ca2+ kök tarafından alınır ve ikinci haberci işlevine müdahaleyi önlemek için esas olarak apoplastik bir şekilde sürgüne taşınır. Kaspari şeridini (kırmızı bant olarak göst...

	Oladoja et al. (2012) ve Luz Martínez et al. (2011), CaO NP'nin kısa reaksiyon sürelerinde maksimum ürün verimini üretmek için yalnızca minimum reaksiyon koşulları gerektirdiğini ve ayrıca geri dönüştürülebileceğini ileri sürdüler. Ayrıca, CaO kozmeti...
	Yeşil sentez yöntemi ise kimyasal ve fiziksel gibi diğer tüm yöntemlerden daha uygun maliyetli, zararsız ve çevre dostu olması açısından önemlidir (Kamboj et al. 2020). Literatüre göre, bitki ekstraktında bulunan fitoremediasyon kavramlarının bazıları...
	1.4.3. Nanoteknolojinin tarımda kullanılması

	Son zamanlarda ortaya çıkan yeni teknolojilerden biri olan nanoteknoloji sayesinde nanocihazların ve nanomateryallerin gelişimiyle bitki biyoteknolojisinde ve tarımda yeni uygulamalara umut olmuştur (Nair et al. 2010). Çeşitli nanoplatformların in vit...
	Nanomateryallerden biri olan nanopartiküller, tarımda çeşitli uygulamalarda kullanılmaktadır; en gelişmiş ülkelerden biri olan Çin’de 2011 ve 2015 yılları arasında 28 patent alınmıştır (Yata et al. 2018). Nanoteknoloji, nanogübreler, nanoherbisitler, ...
	Şekil 1.8. Tarımda nanoteknoloji uygulamaları (Paramo et al. 2020)

	Gübre, bitkilerin büyümesini ve mikro besinlerin eksikliklerini gidererek doğal üremeyi iyileştirmek için gerekli kimyasal elementleri içeren doğal veya yapay bir maddedir. Çinko oksit (ZnO) NP'in yaprağa uygulanmasıyla, özellikle pirinç (Oryza sativa...
	Yeni nanoformülasyonlar, herbisitlerin ve insektisitlerin çevre üzerindeki olumsuz etkilerini azaltmayı amaçlamaktadır. Polimerik NP, kimyasal bileşikleri kapsüllemek için en çok kullanılanlardır; kapsüllenmeleri, herbisitlerin difüzyon oranlarını etk...
	Nanopestisit
	Pestisit toksisitesi kimyasal kararlılığa, çözünürlüğe, biyoyararlanıma, fotodekompozisyona ve toprak emilimine bağlıdır; nanoteknolojinin temel amacı, pestisitlerin yavaş salınımına izin veren nanotaşıyıcılar tasarlayarak bu etkileri azaltmaktır (Kum...
	1.5.

	miRNA ilk olarak 1993 yılında nematod Caenorhabditis elegans'ta keşfedilmiştir ve bu sırada küçük geçici RNA'lar (stRNA'lar)  olarak kabul edilmiştir (Lee et al. 1993). 2001'de miRNA'lar olarak adlandırılmştır ve düzenleyici işlevlere sahip ayrı bir R...
	Bitki miRNA'ları, RNA öncülerinin işlenmesiyle elde edilmiştir. Bu tür öncüler bir proteinin kodlama bölgesinin bir intronundan veya eksonundan kopyalar, ancak çoğu öncü genomların genler arası bölgelerinden kopyalanır (Jones-Rhoades et al. 2006). miR...
	siRNA, RNA interferans (RNAi) yolunda önemli roller oynayan, 21-24 baz çifti uzunluğunda çift sarmallı küçük bir RNA sınıfıdır. siRNA'ların aksine, miRNA'ya yönelik DNA metilasyonu, Dicer üyesi, miRNA boyutu, AGO üyesi ve sarmal miRNA'nın stabilitesi ...
	1.5.1. Kuraklık stresine miRNA seviyesinde yanıtları

	Kuraklık stresinin, dehidrinler, vakuolar asit invertaz, glutatyon S-transferaz (GST), ABA ile indüklenebilir genler [LEA (geç embriyo bolluğu)], RAB (absisik asite yanıt), COR (soğuk düzenleyici), Rubisco (5-bifosfat karboksilaz-oksigenaz), helikaz, ...
	Kuraklık stresine maruz kalan Arabidopsis, süs eriği, şeftali, arpa, Panicum virgatum, Triticum dicoccoides miR159’u yukarı regüle ederken, pirinç ve mısırı aşağı regüle etmiştir (Eldem et al. 2012; Kantar et al. 2011; Sunkar and Zhu 2004; Wei et al. ...
	miR393 ekspresyonu, kuraklık stresi ile değişen Arabidopsis, pirinç, M. truncatula, Pinguicula vulgaris ve şeker kamışı gibi birçok bitki türünde F-box genlerinin düzenlenmesi için önemli işleve sahiptir. miR394 gibi, miR393 de çoğu bitki türünde kura...
	1.6. Taramalı Elektron Mikroskop (SEM)

	Taramalı elektron mikroskobu (SEM), bitki yüzeylerini yüksek çözünürlükte incelemek için ideal bir tekniktir. Bitki dokuları, elektron mikroskobunda gözlem için dehidrasyon yoluyla korunur. Mikroskoplar yüksek vakum altında ve kaplama sistemiyle çalış...
	Dehidrasyon gerektiren numuneler için, sadece havayla kurutma dışında, numuneden suyu uzaklaştırmak için birçok teknik geliştirilmiştir, bunların tümü hücrenin minimum bozulmasını, orijinal biçim ve yapının maksimum düzeyde korunmasını amaçlamaktadır....
	1.7. Konfokal Lazer Tarama Mikroskobu (CLSM)

	Konfokal lazer tarama mikroskobu (CLSM), son on yılda bitki biliminde yaygın olarak kullanılmıştır (Hepler and Gunning 1998). Bu teknik ayrıca, çok çeşitli fluoresan bileşiklerin yardımıyla ksenobiyotiklerin floem hareketlilik modelini doğrulamak için...
	CLSM kavramı, 1980'lerin ortalarında, mevcut organizmaların hücresel bileşenlerinin floresans tabanlı üç boyutlu görüntülemesinde kullanılması için geliştirilmiştir (Amos and White 2003). CLSM, standart optik mikroskopi ile elde edilemeyen ince odak d...
	2. KAYNAK ÖZETLERİ

	Soheilikhah et al. (2013) kuraklık stresi ve tuzluluğa maruz kalan aspir (Carthamus tinctorius L.) kalluslarının fizyolojik tepkileri değerlendirmiştir. Farklı aspir genotipleri olan G1 (LRV-51-51), G2 (Lesaf), G3 (Gila), G4 (Kino-76) ve G5 (Isfahan) ...
	Możdżeń et al. (2014) mannitolun (0,5 ve 1,5MPa) indüklediği kuraklık stresinin Z. mays L'de seçilen fizyolojik süreçler üzerindeki etkisini belirlenmiştir. İlk aşamada mannitolun çimlenme üzerindeki etkisini incelenmiştir. İkinci aşamada mannitolun d...
	Arshad et al. (2017) yoncanın kuraklık stresi üzerine yaptıkları bir çalışmada miR156’nın gen seviyesindeki değişikliğini belirlemiştir. Yabanıl tip (WT) kontrole kıyaslandığında miR156 (miR156OE) yukarı regülasyon yonca genotiplerinin kuraklık tolera...
	Pokoo et al.  (2018) dokuya özgü miRNA profillerini belirlemek için üç farklı yonca genotipinin (Altet-4, NECS-141 ve NF08ALF06) sürgünleri ve kökleri kullanmıştır. Küçük RNA kütüphaneleri, yüksek verimli bir sıralama platformu kullanılarak oluşturulm...
	Zhang et al. (2018) üç farklı M. sativa çeşidi olan Longzhong (kuraklığa dayanıklı), Longdong (orta derecede kuraklığa dayanıklı) ve Gannong No. 3 (kuraklığa duyarlı) kullanmıştır. Farklı kuraklık konsantrasyonunda 12 gün muamele edildikten sonra morf...
	Feyissa et al. (2019) M. sativa miR156 ile modüle edilmiş kuraklık stresi toleransının mekanizmasını anlamak için miR156 ile düzenlenmiş SPL13 ve WD40-1'i düzenleyen Dehidroflavonol-4-Redüktaz (DFR) ekspresyon seviyeleri değiştirilmiş genotipler kulla...
	López-Galiano et al. (2019) miR159'un Solanum lycopersicum bitkilerinin kuraklık stresine tepkisindeki rolünü ve onun hedef SlMYB transkripsiyon faktörü genlerinin ifadesini analiz ederek araştırmıştır. Sonuçlar, farklı streslere yanıt olarak domates ...
	Upadhyay et al. (2019) kuraklığa dayanıklı mısır hatlarında mikroRNA'ların diferansiyel ekspresyonu çalışmıştır. Çalışma için yedi mikroRNA ailesi seçilmiştir. miRNA'ların hedef genleri, hedef psRNA ve RNA hybrid kullanılarak bulunmuştur. 16 mRNA'yı h...
	Abdelsalam et al. (2021) kuraklık toleransını değerlendirilmesinde doku kültürü yöntemlerini kullanmışlardır. Çalışmalarında şeker kamışı genotiplerinin kuraklık stresine verdiği tepkiyi kallus model sistem olarak kullanarak araştırmayı amaçlamıştır. ...
	Yazıcılar et al. (2021) in vitro şartlarda 3 farklı tritikale çeşidi (Tatlıcak, Alper Bey ve Ümran Hanım) kullanmıştır. CaO NP'in tritikale kallustaki fizyolojik ve biyokimyasal değişimleri kısa ve uzun süreli tuz uygulamalarında etkisi araştırılmıştı...
	Abdelghany et al. (2022) Belirli nanopartiküllerin ve biyogübrelerin yer fıstığının (Cv. Giza 6) büyümesi, verimi ve biyokimyasal özellikleri üzerindeki etkisi araştırılması için iki yıllık (2020–2021) bir saha deneyi yapmıştır. Ekimden önce, tohumlar...
	Nazir et al. (2022) As toleransı farklı olan iki arpa genotipinde (LJZ ve Pu-9) As toksisitesini hafifletmede CaO NPs’in rollerini araştırmışlardır. Arpa fidelerinin As stresine maruz kalması, bitki büyümesinde, klorofil içeriğinde ve ROS, MDA ve toks...
	3. MATERYAL ve YÖNTEM
	3.1. Bitki Ekstratların Hazırlanması
	3.1.1. CaO NPs’nin hidrotermal sentezi, GO’ların kimyasal sentezi ve karakterizasyonu

	Hidrotermal sentez yöntemi: CaO NPs hidrotermal sentez yöntemiyle elde edilmiştir. Kısaca, reaksiyon karışımı 0,02 g üre, 0,3 g sitrik asit (CA) ve 1 mM CaCl2 çözeltisinden 80 mL alınarak teflon astarlı paslanmaz çelik otoklava konuldu. Karışım iyice ...
	GO hummers sentez yöntemi: İşlemin ilk aşamasında buz banyosunda 5 g toz grafit, 2,5 g NaNO3, 115 mL %96,4’lük sülfürik asit ilave edilmiş ve 1 saat manyetik karıştırıcıda bekletilmiştir. Hazırlanan karışıma 15 g KMnO4 dikkatli şekilde ilave edilmişti...
	3.1.2. CaO NP’nin ve GO’ların yapısal karakterizasyonu

	CaO NP yapısını karakterize etmek için taramalı elektron mikroskobu (SEM), Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FT-IR) ve X-ışını kırınımı (XRD) kromatografik analizleri kullanılmıştır. Sentezlenen CaO NPs'inin yüzey topografisinin belirlenmes...
	Sentezlenen GO yapısındaki fonksiyonel grupların tespiti için FT-IR analizi yapılmıştır. Grafit yapıdan GO yapıya geçişteki amorf yapıları gözlemlemek için Raman spektroskopi analizi yapılmıştır. SEM ile numuneler EHT= kV, WD=5,3 mm, signal A= InLens,...
	3.2. Kallus Oluşumu

	Yonca (M. sativa L.) bitkisine ait Eruzrum ve Konya töresi ekotiplerine ait tohumlar %22’lik NaOCl ile 20 dakika yüzey sterilizasyonu yapılmış ve en az üç kez otoklavlanmış saf suyla yıkanmıştır. Daha sonra standart MS besiyeri (Murashige and Skoog 19...
	Çizelge 3.1. Standart MS besiyerinde kullanılan kimyasallar ve miktarları
	3.3. Kuraklığa Alıştırma Koşulları

	Bu çalışmada yonca kalluslarında kuraklık koşullarını sağlamak için mannitol kullanılmıştır. Farklı seviyede kuraklık koşulu oluşturmak için mannitolün 50 ve 100 mM konsantrasyonları tercih edilmiştir. Kuraklık koşullarındaki kalluslarda stres cevabın...
	Çizelge 3.2. Kuraklığa alıştırma koşulları
	3.4. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Analizleri
	3.4.1. Kuru/yaş ağırlık

	Oluşan Erzurum ve Konya kallusları en az üç tekrarlı olacak şekilde yaş ve 65 oC’de kurutulmuş kalluslar hassas terazide tartımı yapılmıştır. Kuru ağırlığın yaş ağırlığa oranı hesaplanmıştır.
	3.4.2. Prolin içeriği

	Prolin miktarını belirlemek için 100 mg kallus örneği alınarak sıvı azotla homojineze edilmiştir. Homojenize edilen örneklerin üzerine 10 mL 3%’lük sülfosalisilik asit ilave edilmiştir. Elde edilen homojenat 15.000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiş...
	Şekil 3.1. Prolinin standart grafiği
	3.4.3. Çözünebilir şeker içeriğinin belirlenmesi

	Suda çözünebilir şeker tayini, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) yöntemi kullanılarak belirlendi. Bu yöntemde indirgen şeker tayini Krivorotova and Sereikaite 2014 protokolü modifiye yapıldı. Çözünebilir şeker tayini için önce bir standart grafik hazır...
	DNSA reaktifi hazırlanışı;
	1 g DNSA ve 30 g sodyum-potasyum tartarik asid tartılarak 80 mL 0,5N NaOH içinde 45  C'de çözülmesiyle hazırlanmıştır. Çözünme sonrası çözelti oda sıcaklığına soğutulmuştur ve distile su yardımıyla 100 mL'ye seyreltilmiştir.
	Şekil 3.2. Çözünebilir şeker standart grafiği
	3.4.4. Lipid peroksidasyon içeriğinin belirlenmesi
	3.4.5. Hidrojen peroksit (H2O2)

	H2O2 içeriğini belirlemek için M. sativa’nın kalluslarından 0,2 gr alınarak sıvı azotta homojenize edilmiş ve sonra homojenijasyon 2 mL aseton (-18 oC) ile tamamlanmıştır. Daha sonra oluşan karışıma 10.000 x g’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Pellet...
	Şekil 3.3. H2O2 standart grafiği
	3.5. Taramalı Elektron Mikroskop (SEM)

	Her bir M.sativa kalluslarından alınan her örnekler 0,05 M tamponda (0,2 M Na2HPO4, 0,2 M NaH2PO4)  25 oC’de 1 saat, fiksatatif tamponunda (0,05 M tampon, 3%lük glutaraldehit) 2 saat bekletilmiştir. Buz üzerinde 0,05 M tamponda 1 saat bekletilmiştir. ...
	3.6. Lazer Taramalı Konfokal Mikroskop (CLSM)

	Mikrotomla kesit alma: Her bir M.sativa ekotip kallusları 10% formaldehitte 3 gün bekletilmiştir. 1 gece musluk suyunda yıkamaya bırakılıp, sırasıyla %70, 80, 96’lık etil alkolde, absol-I, absol-II, ksilol-I, ksilol-II ‘de 1 saat bekletilmiştir. Paraf...
	Slaytların boyanması: CaO NP’e özgü Rhodamine B (N-[9-2-karboksifenil-6-(dietilamino)-3H-ksanten-3-iliden]-N-etiletanaminyum klorür) boyama yapılmıştır.  Atatürk üniversitesinde DAYTAM (Doğu Anadolu Yüksek Teknoloji Uygulama ve Araştırma Merkezi)’da b...
	3.7. mtr-miR159 ve mtr-miR393 Gen İfadelerindeki Değişikliğin RT-qPCR ile Değerlendirilmesi

	Kuraklık stresine maruz bırakılan bazı yerel yonca çeşitlerinin kalluslarına CaO NPs ve GO uygulamalarının mtr-miR159 ve mtr-miR393 gen ifadelerindeki değişikliğin hesaplamak amacıyla iki aşamalı qPCR analizi gerçekleştirilmiştir. İlk olarak RNA izola...
	RNA izolasyonu: Her bir dozda muamele edilen M.sativa kalluslarından 0,3 gram kallus örneği tartılmıştır. Her dozda uygulanan kallus örneğinden 500 µL Trizolle homojenize edilmiştir. Oda sıcaklığında 5 dakika bekletip, 100 µL kloroform eklenip yavaş ş...
	cDNA sentezi ve RT-qPCR: mtr-mRi159 ve mtr-miR393 için cDNA sentezi mikroRNA spesifik primerleri mirBase programı kullanılarak tasarlanmıştır (Çizelge 3.3) (Chen et al. 2005).
	Çizelge 3.3. mtr-mRi159, mtr-miR393 ve 6U primer dizisi

	cDNA sentezi Hdrya kiti (5X buffer, dNTP, primerler, Cdna RTaz ve su) kullanılarak üretici firmanın protokollerine göre gerçekleştirilmiştir (Çizelge 3.4). PCR koşulları ise, 25 oC’de 10 dakika, 50 oC ‘de 30 dakika, 85 oC ‘de 5 dakika, 4 oC’de ∞ topla...
	Çizelge 3.4. Hidra kitinin protokolü

	mtr-miR159 ve mtr-miR393’ın ekspresyon analizi için 5x HOT FIREPol EvaGREEN qPCR Süpermiks ticari kiti kullanılmıştır (Şekil 4.5). RT-qPCR şartları, 95 oC’de 15 saniye, 58 oC ‘de 20 saniye ve 72 oC‘de 20 saniye 40 döngüde toplam 92 dakikada tamamlanmı...
	Çizelge 3.5. 5x HOT FIREPol EvaGREEN qPCR Supermiks kitinin protokolü
	3.8. İstatistiksel Analiz

	Proje deneme planı 3 tekerrürlü olarak 2 örnek üzerinden yapılacak sonuçların karşılaştırılması, SPSS 22.0 paket programı kullanılarak çift yönlü varyans analizi (ANOVA) ile yapılmış, P<0.05 önem seviyesinde Duncan’ın Çoklu Karşılaştırma Testi kullanı...
	4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA
	4.1. CaO NPs'nin ve GO’ların Yapısal Karakterizasyonu

	CaO NPs hidrotermal sentez yöntemiyi kullanılarak sentezlenmiştir. Sentezlenen CaO NPs’in yüzey morfolojisi, Zeiss marka Sigma 300 model SEM kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.1'de verilen SEM görüntülerinden CaO NPs'in 66-145 nm arasında deği...
	Şekil 4.1. CaO NPs’nin SEM görüntüsü

	CaO NPs yapısının XRD analizi spektrumu Şekil 4.2'te gösterilmiştir. 17,98∘ (001), 31,71∘ (111), 34,13∘ (200), 50,75∘ (220), Ca(OH)2 birimleri ile CaO NPs göstermektedir.
	Şekil 4.2. CaO NPs yapısının XRD analizi spektrumu

	CaO NPs ait F-TIR grafiği Şekil 4.3’de verilmiştir. 3643-3450 cm-1 civarındaki yayvan pik CaO NPs yapısındaki su yapısına ait olan -O-H gruplarına aittir. 952 cm-1 de yer alan güçlü IR absorpsiyon bandının görünümü, CaO'nun kafes titreşimlerine bağlan...
	Şekil 4.3. CaO NPs’nin FT-IR grafiği

	GO hummers yöntemiyle elde edilmiştir. GO, SEM cihazı ile 1 µm (10,42kx) yakınlaştırılarak katmanlı GO yapılarının görüntüsü elde edilmiştir (Şekil 4.4). SEM görüntüsünde tabakalı haldeki GO yapılarının birkaç katman ile bazen de dağınık halde üst üst...
	Şekil 4.4. Sentezlenen GO ‘nun SEM görüntüsü
	Şekil 4.5. Grafen oksit yapısının XRD analizi spektrumu

	GO’nun FTIR spektrumu Şekil 4.6’da verilmiştir. 3.000 cm-1 civarında yer alan pik deoksijenizasyon nedeniyle azaltılmış olan indirgenmiş GO yapısında yer alan –OH gruplarına ait olan olan gerilme pikine aittir. 1.700 cm-1 de yer alan pik C=O yapısında...
	Şekil 4.6. Sentezlenen GO’nun FT-IR grafiği
	4.2. Kallus Oluşumu

	Yoncanın Erzurum ve Konya ekotiplerine ait tohumları standart MS ortamına ekilerek 3 hafta rejenere edilmiştir. Rejenere edilen yonca yaprakları oksin (2,4-D) ve sitokininli (kinetin) ortamda kallus oluşumu için 4 hafta bekletilmiştir (Şekil 4.7).
	Şekil 4.7. M. sativa (Erzurum ve Konya) a: rejenerasyon, b: yaprak eksplantı ve c: kallus oluşumu.
	4.2.1. Kalluslara kuraklık ve nanopartikül uygulamaları
	Şekil 4.8. Oluşan kallus görüntüsü

	4.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Değerlendirilmesi

	İki farklı yerel yonca ekotiplerinde fizyolojik ve biyokimyasal değişikliklerin belirlenmesi için en az 3 tekrarlı şekilde yapılmıştır (Çizelge 4.1 ve Şekil 4.9, 10, 11). Erzurum için kuru/yaş ağırlığı 0,114 ile 0,062 gr arasında değişiklik göstermişt...
	Çizelge 4.1. Erzurum ekotipinde kuru/yaş ağırlık, prolin ve çözünebilir total şeker miktarında meydana gelen değişimler.

	Konya için kuru/yaş ağırlığı 0,053 ile 0,128 gr arasında değişiklik göstermiştir. Kuraklık stresi artıkça ve kontrolle kıyaslandığında kuru/yaş ağırlığında azalış olduğu gözlemlenmiştir. Konya ekotipinde için en olumlu etkiyi gösteren uygulama 100 mM ...
	Çizelge 4.2. Konya ekotipinde kuru/yaş ağırlık, prolin ve çözünebilir total şeker miktarında meydana gelen değişimler.
	Şekil 4.9. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) kuru/yaş ağırlık oranı
	Şekil 4.10. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) prolindeki değişimi
	Şekil 4.11. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) çözünebilir şeker miktarındaki değişimi.

	Kuraklık stresine maruz kalan Erzurum ve Konya yerel ekotiplerinde kontrolle karşılaştırıldığında MDA ve H2O2 konsantrasyonu yükselmiştir. Fakat, CaO NPs ve GO uygulandığında ise MDA ve H2O2 konsantrasyonu düşmüştür. Erzurum çeşidinde MDA seviyesi 0,3...
	Çizelge 4.3. Erzurum yerel ekotipinde MDA ve H2O2 miktarında meydana gelen değişimler.

	Kuraklık stresine maruz bırakılan Konya ekotipinde MDA 0,3357 ile 0,640 nmol/mL arasında değişiklik göstermiştir. MDA konsantrasyonu en düşük değerini gösteren uygulama 50 mM mannitol/0,5 ppm GO (0,335 nmol/mL)’dır. H2O2 konsantrasyonu ise 0,014 ile 0...
	Çizelge 4.4. Konya yerel ekotipinde MDA ve H2O2 miktarında meydana gelen değişimler.
	Şekil 4.12. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) MDA’daki değişimi
	Şekil 4.13. M. sativa yerel ekotiplerinde (Konya ve Erzurum) H2O2’daki değişimi
	4.4. SEM ve CLSM Analizi

	İn vitro koşullarda kuraklık stresine maruz kalan M. sativa kalluslarda, CaO NPs ve GO uygulanarak kallus, SEM ve CLSM görüntüleri alınmıştır. Böylece CaO NPs ve GO yoncanın embriyogenik kallus oluşumu ve Ca2+ hücreler tarafından alındığını gösterilmi...
	Şekil 4.14. Erzurum ekotipinde kallus, SEM ve CLSM görüntüleri (K: kallus, S: SEM, C: CLSM).

	Kallus görüntüsünde, 50 ile 100 mM mannitol uygulaması kıyaslandığında 100 mM mannitolde kararma ve nekrozise daha çok rastlanmıştır (Şekil 4.14K5, 8). 50 mM mannitol/1 ppm CaO NPs ve 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO konsantrasyonun iyileştiric...
	Kallus görüntülerinde, kuraklık stresinin en yüksek konsantrasyonu olan 100 mM mannitol uygulamasında CaO NPs ve GO uygulamalarında iyileştirici etkisi olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 4.14K9, 10, 11). SEM görüntülerine bakıldığında, 100 mM mannitol/1,5 ...
	Konya yerel ekotipinde kallus görüntülerine bakıldığında CaO NPs ve GO embryogenik kallus oluşumunun başlamasını indüklenmiştir (Şekil 4.15K3, 4). Ca bulunmayan kallus örnekleri kontrolle karşılaştırıldığında nekrozis ve kahverengi bir yapı gözlemlenm...
	Şekil 4.15. Konya ekotipinde kallus, SEM ve CLSM görüntüleri (K: Kallus, S: SEM, C: CLSM).

	Konya ekotipinde kallus görüntülerine bakıldığında kuraklık stresi artıkça nekrozis ve kahverengi yapıların artığı gözlemlenmiştir (Şekil 4.15K1, 4). Kuraklık etkisini tolere eden 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO ile 50 mM mannitol/0,5 ppm GO u...
	Kallus görüntülerinde, 100 mM mannitol/1 ppm CaO NPs uygulaması somatik embryo oluşmunu teşvik ettiği gözlemlenmiştir (Şekil 4.15K9). 100 mM mannitol/1,5 ppm GO ve 100 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO uygulamalarında da iyileştirici etkisi gözleml...
	Erzurum ve Konya yerel ekotiplerinde, Ca2+ birikimi kontrolle kıyaslandığında ve artan CaO NPs uygulamalarında arttığı gözlemlenmiştir. Erzurum ekotipinde, kontrolle (%36) kıyaslandığında 2 ppm CaO NPs (%53) artış olduğu görülmüştür. Aynı şekilde 100 ...
	Çizelge 4.5. Erzurum ve Konya yerel ekotiplerinde SEM-EDX Ca birikme oranı
	4.5. mtr-miR159 ve mtr-miR393 Gen İfadelerindeki Değişikliğin RT-qPCR ile Değerlendirilmesi

	mtr-miR159 ve mtr-miR393 gen seviyesindeki değişiklik kat değişim (fold change) 2-ΔΔCT göre hesaplanmıştır.
	Konya ekotipinde mtr-miR159 kontrolle (0,381) ile kıyaslandığında 50mM/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO uygulamasında (35,405) artış göstermiştir. Konya ekotipinde mtr-miRNA393 kontrolle (8,324) ile kıyaslandığında 100mM/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO (43,630), 50m...
	Şekil 4.16. Konya ekotipinde RT- qPCR ile analiz edilen kuraklık stres genleri için mtr-miR159 ve mtr-miR93 gen ekspresyon seviyelerinin değişikliği (Kat değişimi (fold change)).

	Erzurum  ekotipinde mtr-miR159 kontrolle (4,208) ile kıyaslandığında 100mM/1 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO uygulaması (4,605) artış göstermiştir. Erzurum ekotipinde mtr-miR393 kontrolle (2,483) 100mM (9,397), 100mM/2 ppm CaO NPs/1,5 ppm GO (4,104) ve 100mM/1...
	Şekil 4.17. Erzurum ekotipinde RT- qPCR ile analiz edilen kuraklık stres genleri için mtr-miR159 ve mtr-miR393 gen ekspresyon seviyelerinin değişikliği (kat değişimi (fold change)).
	4.6. Bütün Analizlerin Değerlendirilmesi

	Erzurum ve Konya yerel ekotiplerinde fizyolojik, biyokimyasal ve SEM analizlerin değerlendirilmesiyle elde edilen verilere göre Erzurum ekotipi için en iyi sonucu 100 mM mannitol/1,5ppm GO ve 50 mM mannitol/2 ppm CaO NPs/0,5 ppm GO; Konya ekotipi için...
	Şekil 4.18. Erzurum ekotipindeki fizyolojik ve biyokimyasal değişiklişkler (A: Kuru/yaş Ağırlık, B:Prolin, C:Çözünebilir Şeker, D: MDA, E: H2O2, F: SEM).
	Şekil 4.19. Konya ekotipindeki fizyolojik ve biyokimyasal değişiklişkler (A: Kuru/yaş Ağırlık, B:Prolin, C:Çözünebilir Şeker, D: MDA, E: H2O2, F: SEM).

	5. SONUÇ ve ÖNERİLER
	Kuralık stresi, bitkilerin yaprak alanı, gövde ve kök uzunluğu gibi morfolojik özellikleri, fizyolojik, biyokimyasal ve gen seviyesinde meydana gelen değişikleri kapsayan tüm hücresel olayları içermektedir (Gopal et al. 2008; Redmond and Tseng 1979). ...
	Konfokal lazer tarama analiz teknikleri, Ca2+ NPs’in lokalizasyonu, stres tepkisi ve bitki çeşitlerinin kuraklık stresine toleransını açıklığa kavuşturmak için yararlanılan en önemli analizlerden biridir. Konfokal lazer tarama mikroskobu, stres uygula...
	Prolin, stres koşullarına tepki olarak bitkilerde sentezlenen osmoprotektanlardan biridir (Grzesiak et al. 2013; Kumar et al. 2008; Nagesh Babu and Devraj 2008; Saradhi et al. 1995). Prolinin osmoprotektif rolünden bağımsız olarak, bazı çalışmalar bu ...
	Kuraklık stresi, bitki hücre membranına zarar vermektedir. Bitkilerin membran sistemi, hücreler ile dış ortam arasında, hücrelerin mikroçevresini ve normal metabolizmasını sürdürmek için çok önemli olan bir bariyer oluşturmuştur. Membran fosfolipidler...
	miRNA'lar, bitki büyümesinin çeşitli aşamalarında önemli düzenleyici roller oynayan translasyonu durdurarak veya inhibe ederek  hedef genlerin aşağı (down)  ekspresyonunu negatif olarak düzenlenmesinin sağlamıştır (Bartel 2004; Achkar et al. 2016; Jon...
	miR393, kuraklık stresinde bitki büyümesini ve gelişimini düzenlemek için oksin sinyalini kontrol etmede rol oynadığı gösterilmiştir. miR393'ün Arabidopsis, pirinç ve şeker kamışında (Saccharum spp.) kuraklık stresi sırasında yaygın olarak yukarı doğr...
	Bu tez çalışmasında, kuraklığa maruz bırakılan Erzurum ve Konya kalluslarına CaO NPs ve GO uygulanarak fiyolojik, biyokimyasal ve gen seviyesindeki değişikliklere bakılmıştır. Organize olmamış hücre topluluğu tercih edilmiştir. Organize olmamış hücre ...
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