10

42

OZET
BITKI GELISIMINI MODULE ETMEK UZERE PIRABAKTIN ANALOGLARI

Mevcut bulug, bitki gelisimini kontrol etmek uzere kullanilabilen bilesikler ile ilgilidir.
Aslinda mevcut bulusg, -6rnegdin- tohum ¢imlenmesi ve/veya gozenek kapama Uzerinde
fizyolojik bir etkiye sahip olan ve/veya kdk ve slirgiin gelisimi ve organojenez (izerinde
gelisimsel etkilere sahip olan pirabaktin analoglarinin yeni bir sinifini agiklar. Bu
nedenle ikinci bilesikler, -6rnegdin- bitkilerin kuraklk stresine toleransini arttirmak gibi
bitki gelisimini kontrol etmek Uzere veya hasat dncesi filizlenme, patojenlere tolerans
vb. gibi fizyolojik olaylari kontrol etmek Gzere kullanilabilir.
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iISTEMLER

1. Formilun bir bilegigi -veya bunun bir tuzudur-:
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3. istemler 1-2'ye gore bir bilesigi sentezlemek Uzere bir ydontem olup, dzellidi

asadidaki adimlari icermesidir:

- uygun bir halojenli benzen veya naftalen prekursdriiniin lityum halojen

degisimi ve akabinde dietil fenil- veya naftilfosfonat ara trlnlerini elde

etmek Uzere dietilklorofosfat sondurmesi ile fosfonile edilmesi,

- fosfonik asit ara Uriinlerini elde etmek amaciyla bazik hidroliz kosullar

aracihgiyla soz konusu dietil fenil- veya naftilfosfonat ara (riinlerinin

monodealkillenmesi,

- sdz konusu fosfonik asit ara GrUnlerinin tiyonilklorid araciligiyla bunlarin

karsilik gelen klorofosfonatlarina aktive edilmesi ve uygun bir benzil-

(n=1) vaya fenil-(n=C) amin (Y=NH) veya alkol (Y=0) araciligiyla bazik
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kosullar altinda sbz konusu kloridin bir nikleofilik dedisiminin

gerceklestirimesi,

- bir hidroksil grubuna ydnelik kalan fosfonat alkoksi grubunun bazik,

lityumn hidroksit aracili hidroliz ile degistirilmesi.

. Kok veya slrgin blyimesini etkilemeden spesifik olarak gozeneklerin

kapanmasini indiiklemek tizere bilesikler E2, E3 ve E8'in kullanimidir.

. Spesifik olarak tohum ¢imlenmesini inhibe etmek Ozere bilesik E5'in

kullanimidir.

. Bitkilere temas etmeye yonelik formule edilen tanmsal kimyasal bir formUlasyon

olup, 6zelligi formilasyonun istemler 1-2'ye gére bir bilesigi icermesidir.

. istem 6'ya gére bir formiilasyon olup, dzelligi ayrica bir herbisit, fungisit, pestisit,

glbre veya sirfaktan arasindan en az birini icermesidir.

. Bitki gelisiminin moddle edilmesine yonelik bir yontem olup, dzelligi yéntemin

bitkinin s6z konusu formilasyon ile temas etmemesi ile karsilastinldiginda soéz
konusu bhitkinin gelisimini modile etmek Uzere istemler 6-7'ye gore

formilasyonunun yeterli bir miktar ile bir bitkinin temas ettirilmesini icermesidir.

. Istem 8e gdre bir yéntem olup, dzelli§i séz konusu modilasyonun kuraklik

stresine karsi toleransi arttirmasidir.
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TARIFNAME
BiTKI GELISIMiINI MODULE ETMEK UZERE PIRABAKTIN ANALOGLARI

Bulusun teknik sahasi

Mevcut bulus, bitki gelisimini kontrol etmek (zere kullanilabilen bilesikler ile ilgilidir.
Aslinda mevcut bulus, -6rnegin- tohum gimlenmesi ve/veya gozenek kapama Uzerinde
fizyolojik bir etkiye sahip olan ve/veya kdk ve slrg(in gelisimi ve organojenez Uzerinde
gelisimsel etkilere sahip olan pirabaktin analoglarinin yeni bir sinifini agiklar. Bu
nedenle ikinci bilesikler, -drnegdin- bitkilerin kurakhk stresine toleransini arttirmak gibi
bitki gelisimini kontrol etmek Uzere veya hasat dncesi filizlenme, patojenlere tolerans

vb. gibi fizyolojik olaylarn kontrol etmek Gzere kullanilabilir.

Altyap teknidi

Devam eden iklim dedisiklikleri ve niifus artisiyla birlikte mahsul verimi talepleri siirekli
bir sekilde artar (International Panel on Climate Change, 2007; Tilman et al, 2011).
Tarimdan COz-emisyonlarini minimuma indirmeye ek olarak kuraklik, tuzluluk ve artan
sicakliklar gibi yetersiz bayume kosullariyla bas eden Grlnlerin gelistirilmesi gereklidir.
Bitkilerin gelisiminin manipllasyonlar veya kontrol( ve bitkilerde sinyalleme, hitkilerde
tolerans yanitini gelistirmeye ve verim lzerinde olumsuz etkiler olmaksizin dedisen bir

ortamda esnekliklerini saglamaya yonelik yollardir.

Bitkilerin absisik asit (ABA) gibi egzojen bitki hormanlar ile isleme tabi tutulmasinin
stres toleransini gelistirdiginin gosterilmesine ragmen kuraklik kogullarinin etkilerine
kargi bitkileri korumak Uzere topikal puskirtme yoluyla ABA kullanimi, inhibe edilmis
primer kok buyldmesi gibi pleyiotropik yan etkiler nedeniyle kisithdir (Sreenivasulu et al,
2012). Ayrica ABA, 1s13a duyarlidir ve bitkiler ile temas ettifinde hizli bir sekilde aynisir
(Hao et al. 2010). Bu sorunlar, 6zellikle tanimdaki uygulamalari uygun hale getirmek
Uzere yan etkiler olmadan ve daha iyi stabhilite ile ABA-sinyalleme yolunu devreye
sokan yeni molekullere yonelik goriintilemeyi stimule etmistir (Joshi-Saha et al, 2011;
Melcher et al, 2009).

2009 yilnda bir kimyasal genetik taramasi, yapisal olarak ABA ile ilgili olmayan bir

ABA-agenisti:  pirabaktinin  tanimlanmasina neden olmustur (Park et al, 2009).
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Tohumlarda ve fidelerde ABA-yanitlarinin mikrodizi analizi, pirabaktinin ABA'nin bir
secici agonisti oldugunu onermistir (Kitahata & Asami, 2011; Park et al, 2009).
Pirabaktine direncli mutantlarin diger bir taramasi, bir ABA-reseptdr proteinleri ailesi:
PYR1/PYL/RCAR START proteinlerinin tanimlanmasini mimkin hale getirmistir
(Kitahata & Asami, 2011; Park et al, 2009). Burada sulfonamid pirobaktin ile ABA
arasinda belirgin herhangi bir kimyasal veya yapisal benzerligin olmamasina ragmen
bunlarin ikisi de PYR/PYL reseptor ailesi tarafindan yonetilir (Hao et al, 2010). Ancak
pirabaktin, ABA'va yonelik agiklanan biitiin yanitlar provoke etmez (Park et al, 2009;
Peterson et al, 2010). Ayrica reseptorler ile etkilegsim, iki molekll arasinda farkhlik
gbsterir. Pirabaktin, reseptbrdeki pirabaktin baglamanin PP2C’lerinin ¢ekimini stimule
etmedigi ve bdylece asagd dogru sinyallemeye yonelik inhibitér faktdrlerini
uzaklagtirmadigr anlamina gelecek sekilde PYL2'nin bir antagonisti olarak iglev gorir.
Bu, bu reseptorin bir antagonisti olan ABA'nin aksinedir (Melcher et al, 2010a;
Mosquna et al, 2011). Bu gdzlem, pirabaktinin ABA-reseptdrlerinin aktivitesini farkh bir
sekilde modile ettifini ve reseptdrlerin sadece bir alt grubunu hedef alabilecegini
Onerir. Ancak bulunusundan itibaren pirabaktin, dérnegin kuraklik kosullarinda mahsul
uretimini geligtirmek Uzere uygulanmamistir. Silfonamidler aslinda bitki blyldmesi
Uzerinde negatif etkilere sahip olarak ve herbisitler olarak kullaniliyor olarak
agiklanmistir (Audus & Quastel, 1948; Crowdy & Jones, 1958). Ayrica bitkisel

dokularda pirabaktinin etkileri sinirhdir ve ABA-agonisti aktivitesi, tohumlara spesifiktir.

Gelistirilmis kimyasal Ozellikleri ile pirabaktine alternatif bilesiklere bu nedenle ihtivag

fazladir.

Sekillerin kisa aciklamasi

Sekil 1: 10 uM konsantrasyonda ABA, pirabaktin ve farkli analoglarin primer kok
uzamasi Uzerindeki etki.

Sekil 2: ABA, pirabaktin ve farkli pirabaktin analoglari, ortaya ¢ikan yan koklerin
(LR) ve yan kdk primordiumun (LRP) toplami {A) olarak veya yogunluk degerleri
(#/cm primer kok) (B) olarak temsil edilen yan kok baglamasini etkiler.

Sekil 3: ABA-, pirabaktin- veya pirabaktin analeg ortami iizerinde blylyen
solmus Arabidopsis thaliana tohumlarinda rastgele kok baslamasi. Bilesikler, 10

uM'de tedarik edilmistir.
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Sekil 4: Sirasiyla ABA ve pirabaktinin farkll konsantrasyonlarinda c¢imlenme
yuzdelen.

Sekil 5: Farkh pirabaktin analoglarinin 10 uM konsantrasyonunda elde edilen
¢gimlenme ylzdeleri.

Sekil 6: A. Bazal, hormon igermeyen ortamda blyuyen kontrol fidelerinin surgln
fenotipi. B. 10 yM ABA-ortaminda blylyen fideler, yeni ¢ikmaya baglayan
yapraklarin sayisinda bir azalma gdsterir ve yaprak alani daha kiiglktir ve
yapraklarin klorofili etkilenir. C. 10 uM pirabaktin ayni zamanda slirgln
blayUmesini etkiler ve kontrol fidelerinden daha kisa bir siirgtin ile fideleri ortaya
¢clkarir. D. Fidelere yonelik ortalama strgin alani, ImageJ kullanilarak élcalr.
Farkl bir harf kodu olan grafikieki ¢ubuklar biytk oranda farkli sayilara sahiptir.
Sekil 7: Kuru bir hava akigina 6 saat maruz birakildiktan sonra 10 pM ABA veya
pirabaktin analoglan E1-E10 ile dnceden islenen yapraklann ortalama agirlik
kaybi.

Sekil 8: Kontrol gdzeneklerinin nispi gdzenek agiklidi, bilesiklerin yoklugunda 30
dakika boyunca takip edilmistir. Gosterilen degerler, deneyin baslangicinda
dlgllen gozenek agiklidina goredir.

Sekil 9: A, 10 pM ABA hizli bir gsekilde gézenek kapanmasini indikler. B.
Solisyon iginde 10 uM pirabaktin ile islenen epidermal vyaprak seritleri,
gozenekler Ozerinde bir etki géstermistir,

Sekil 10: A. E1,B. E2, C. E3, D. E4, E.E5,F. E6, G. E7, H. E8, I. ES, J. E10, K.
D1, L. D2 ve M. D3'ln iglenmesinin akabinde nispi gézenek agikhgi. Bltlin

bilesikler, 10 uM konsantrasyonda degerlendirilir.

Bulusun aciklamasi

Mevcut bulus, esas olarak bir fosfonamid grubu ile pirabaktin iginde sulfonamid
grubunun degistiriimesi ile ilgilidir. Fosforun en uygun bitki bliyimesine ydnelik esas
elementlerden biri clmasi nedeniyle fosfonamid fonksiyonel grubu, bitkilerin bunlarn
alinimina ydnelik daha iyi donatimasi nedeniyle sllfonamidlere ydnelik uygun bir
alternatiftir. Bitki enzimleri ile biyolojik uyumluluk, sulfatlardan ¢ok fosfat bazli Griinlere
ybnelik daha iyi adapte edilir. SQlftirin fosfor reseptdrl ile slbstitiisyonuna ragmen
baglama, bunlarin benzer molekiler agirhgr ve geometrisi nedeniyle muhafaza
edilebilir. Ayrica reseptdrlerin badlama kavitesinde hidrojen badlarnn  olugumu,

sulfonamid ve fosfonamid lzerinde mevcut olan iki oksijen substitiisyonu araciliiyla
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meydana gelebilir. iki molekill, karsilastirilabilir bir ¢éziinebilirlige, polariteye sahiptir ve
benzer bir sekilde farkh pH'den etkilenir. Butin bu dzellikler, bu molekillerin biyolojik

aktivitesine yénelik uygundur.

Mevcut bulug bu nedenle bitki gelisiminde bulunan bir yolagl kontrol etmek (zere
kullanilabilen fosfonamid igeren bilesikler ile ilgilidir. *Bitki gelisiminde yer alan bir yolak’
ifadeleri, bit bitkinin yeni organlarinin ve yapilarinin olusmasina neden olan genin bir

dizi gegici durumlari ve protein ifadesi, biyokimyasallar ve fizyolojik kosullar ile ilgilidir.

‘Bitki’ ifadesi, tim bitkileri, strgin bitkisel organlar ve/veya yapilar (6rnedin, yapraklar,
kokler ve yumru kokler), kdkleri, cicekleri ve cicek organlanni, ovilleri, tohumlari,
meyveyi, fideleri, bitki dokusunu, hiicreleri ve bunlarin druinlerini igerir. Bitkilerin sinifi
genel olarak kapali tohumlu bitkiler (tek ¢enekli ve ¢ift cenekli bitkiler), agik tohumlular,

egrelti otlan ve gok hiicreli algleri iceren damarl ve alt bitkilerin sinifi kadar genistir.

Mevcut bulus, -6rmedin- tohum ¢imlenmesi ve/veya gézenek kapama (izerinde fizyolojik
bir etkiye sahip olan ve/veya kdk ve siirgin gelisimi ve organojenez lzerinde gelisimsel
etkilere sahip olan pirabaktin analoglarinin yeni bir sinifini aciklar. Bu nedenle ikinci
bilesikler, -6rnedin- bitkilerin kuraklik stresine toleransini arttirmak gibi bitki geligimini
kontrol etmek lizere veya hasat éncesi filizlenme, patojenlere tolerans vb. gibi fizyolojik

olaylarn kontrol etmek (izere kullanilabilir.
‘Surgun gelisimi’ ifadesi, hiicre bolinmesi ile strgin biyokltlesinin genislemesi, apikal
meristemde hlicre genislemesi, aksiller meristem ve yeni olusturulan daginik surglnler

ile ilgilidir.

Mevcut bulus bu nedenle formulln bir bilesimi veya bunun tuzu ile ilgilidir:

X
rf':\
.
n=0-1 B
x=HBrF O7h 02
Y =NH, O Y ]
Z=ELH n
ABC=CH,N 2\
I
\C/B
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ikinci formuil bu nedenle talep edilen bilesiklerin genel bir formilini temsil eder.

Mevcut bulug daha spesifik olarak E2, E3, E5 veya E8 olarak gosterilen ve asadidaki

formdle sahip olan bilesikler ile ilgilidir:

Br F Br
T f‘:l“x e e "x,,-—-"::b_‘\ R
Nny e RSNy o /"\\_{_‘}‘ ~
QO P QOEt C P OEt C P OEt ¢ P OEt
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Mevcut bulus ayrica yukarnda tarif edildigi Gzere bir bilesigi sentezlemek (zere

asagidaki adimlari iceren bir yontem ile ilgilidir:

— uygun bir halojenli benzen veya naftalen prekursérinin lityum halojen
degisimi ve akabinde dietil fenil- veya naftilfosfonat ara Uriinlerini elde etmek

Uzere dietilklorofosfat séndlirmesi ile fosfonile edilmesi,

— fosfonik asit ara drtnlerini elde etmek amaciyla bazik hidroliz kosullan
aracihgiyla sdz konusu dietil fenil veya naftilfosfonat ara Grtnlerinin

monodealkillenmesi,

— s0z konusu fosfonik asit ara Grlinlerinin tiyonilklorid araciigiyla bunlarn
karsilik gelen klorofosfonatlarina aktive edilmesi ve uygun bir benzil- (n=1)
veya fenil-(n=0) amin (Y=NH) veya alkol (Y=0) araciligiyla bazik kosullar
altinda sdz konusu kloridin bir nikleofilik degisiminin gergeklestiriimesi.
(Y=0),

—  bir hidroksil grubuna ydnelik kalan fosfonat alkoksi grubunun bazik, lityum

hidroksit aracili hidroliz ile degistirilmesi.

Diger bir ifadeyle mevcut bulus, yukanda agiklandigi Uzere bilesigi sentezlemek lUzere,

asagidaki adimlan iceren bir yontem ile ilgilidir (ayrica bakiniz Ornekler baliiminde:
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‘Bilesikler E ve D'nin bilesiklerinin ve bunlarin ara GrGnlerinin {2, 3 ve 3') sentezine

yonelik genel sema):

Adim 1: Lityum halojen dedisimi ve akabinde dietilklorofosfat sdndiriimesi
aracihgiyla uygun bir halojenli benzen veya naftalenin (prekursér 1, bakiniz
Genel Sema) fosfonilasyonu. Cift litiasyonu, cift fosfonat alkilasyonu ve ortaya
glkan fosfonata alkil lityum eklenmesini dnleyen substrata bagimh sicaklik, sture

ve ekleme sirasi sekilleri, drnekler béliminde ayrica agiklanir.

Adim 2: Fosfonik asitleri (ara Uriin (3)) ortaya cikan bazik hidroliz kosullan
aracihgiyla dietil fenil veya naftilfosfonatin (adim 1'den elde edildigi Uzere ara
drunler {2)) monodealkilasyonu. Mucha ve Xie’'nin (Mucha, 2006; Xie, 2009)
raporlar ile uyumlu olarak tam ve temiz dontdsUmler elde edilmistir. Asit-baz

ekstraksiyonu, uygun bir izolasyon yontemi saglar.

Adim 3: Adim 2'den elde edildigi Uzere fosfonik asitlerin (3) tiyonilklorid (adim
3a) aracihgiyla bunlarin karsilik gelen klorofosfonatlarina (3’) aktivasyonu.
Uygun bir benzil- (n=1) veya fenil-(n=0) amin {Y=NH) veya alkol (Y=0)
aracihdiyla bazik kogullar altinda s6z konusu kloridin nukleofilik degisimi (adim
3b), orta derece ila iyi verimde E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9 ve E10 ve D
1, D2 ve D3 (ayrica dmekler bolimiine bakiniz) olarak gdsterilen bilesikler gibi
talep edilen bilesikleri verir. Aktivasyon adimi ve nukleofilik dedisim adimi, ara

arindn (3’) izole edilmesinin gerekmemesi nedeniyle kombine edilir.

Adim 4: Bir hidroksil grubuna ydnelik kalan fosfonat alkoksi grubunun lityum

hidroksit aracili degisimi.

Mevcut bulus ayrica kdk veya sidrgin blylUmesini etkilemeden spesifik olarak
gbzeneklerin kapanmasini indiiklemek {izere bilesiklerin 'EZ', 'E3’ ve 'E8") kullanimi ile

ilgilidir.

‘Gdzenek kapanmasl’ ifadesi, bir yapradin gézenedinden karbon dioksit, oksijen ve su
buharinin gecis oranini belirleyen bir sekilde godzenek gegirgenliginde bir azalmaya

neden olan koruyucu hicrelerde turgor basinc kaybina refere eder.
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‘Kék blylimesi’ ifadesi, hicre bélinmesi araciliiyla kék biyokitlesinin geniglemesine
ve primer meristemde hicre genigslemesine ve yeni baslatilan yan ve dadinik kok

meristemlerine refere eder.

‘SOrgun buyUmesi’ ifadesi, hicre bolinmesi ile sUrgun biyokltlesinin genislemesine,
apikal meristemde hicre geniglemesine, aksiller meristeme ve yeni olusturulan daginik

sirgunlere refere eder.

Hicre kapanmasi tipik olarak kuraklik kogullar ile indiklenir veya 1-10.000 ppm
arasinda bir konsantrasyonda absisik asitin  bir solisyonunun yapraklara
puskartilmesiyle normal su kogullari altinda kopyalanabilir, bunun amaci suyun
muhafaza edilmesidir (Daszkowska-Golec and Szarejko, 2013). E2 bilesigi, E2’'nin kdk
veya sdrgun bdyumesi inhibisyonunu uygulamamasi ancak aksine gelecekteki kuraklik
kosullarina karsi tolerans| ve daha derin su kaynaklarina erigimi gelistiren dlizenli kék
blylmesini desteklemesine yoénelik temel bir fark ile bunu gergeklestirmek (zere

benzer plskirtme teknolojisi kullanilarak uygulanabilir.

Mevcut bulug ayrica spesifik olarak tohum ¢imlenmesini inhibe etmek Gzere bilesigin
('ES’) kullanimu ile ilgilidir.

‘Hicre cimlenmesi' ifadesi, embriyonun bir fide iginde gelismesi sirasinda etkin
olmayan bir durumun aktif olarak blyliyen bir duruma gegisi ile ilgilidir. Baz
mahstullerde kiltirleme ve (reme nedeniyle tohum dormansisi kaybi, kotu tanecik

kalitesi ve ekonomik kayiplara neden olarak erken ¢cimlenmeye neden olur.

Absisik asit iceren solusyonlar ile kaplama gibi tohum iglemlerinin 1slatma, sogurma
veya diger tlrleri, tohum ¢imlenmesini ortadan kaldirir (Zhang et al., 2010). Benzer bir
yaklasimda bilesik E5, pOskirtme, imbibisyon wveya kaplama solisyonlanyla

uygulanabilir.

Mevcut bulug bu nedenle ayrica bitkiler ile temas etmeye yonelik formile edilen
tarimsal kimyasal bir formilasyon ile ilgilidir, formUlasyon yukarida aciklandidi Gzere bir

bilesigi icerir.
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Farmdilasyonlar bu nedenle tohumlar gibi bitkilerin veya bitki codaltma materyallerinin
islenmesine yonelik uygundur. Uygun katki maddeleri tamponlama ajanlarini, kaplama
ajanlarini, polisakkaritleri ve asindirma ajanlanni igerir. Ormek tasiyicilar su, akéz
sollsyonlar, sulu kansimlari, kati maddeler ve kuru tozlar igerir. Istede bagl olarak
formdlasyonlar ayrica en az bir surfaktan, herbisit, fungisit, pestisit veya glbreyi
icerebilir. Bu nedenle mevcut bulus, yukanda aciklandi§i (zere herbisit, fungisit,

pestisit, glibre veya slrfaktan arasindan en az birini igeren bir formulasyon ile ilgilidir.

Mevcut bulug aynca bitki gelisiminin moduile edilmesine yonelik bir yéntem ile ilgilidir,
ydntem bitkinin s6z konusu formilasyon ile temas etmemesi ile karsilastinldiginda s6z
konusu bitkinin gelisimini modlle etmek uUzere yukarida aciklandigr UGzere

formdlasyonunun yeterli bir miktari ile bir bitkinin temas ettirilmesini icerir.

‘Bitki gelisimi’ ifadesi, hiicre hélinmesi ve hiicre genislemesi aracihidiyla bir bitkinin
blylmesi ile tanimlanir. Bu prosesler, bitki govdesinde belirli lokasyonlarda
meristemler iginde koordine edilmis ve organize edilmis bir sekilde meydana gelir.
Meristemler, bitkinin kékinde veya surgln pargasinda olmak Gzere yeni organlar Uretir.
Meristemlerde hicre bdlinmesi ve genislemesinin kontroli, bir bitkinin yapisini belirler.
Bitki gelisimi ayni zamanda ornedin vejetatif fazdan rejeneratif faza gibi bir ontogenetik

durumdan digerine gecisi kapsar.

‘Modlile etmek’ ifadesi, bitki gelisimini dedistirmek, reglile etmek, etkilemek ve/veya

ayarlamak anlamina gelir.

Mevcut bulug ayrica yukarnda aciklandigr dzere hir yontem ile ilgilidir, burada séz

konusu madulasyon, kuraklik stresine karsi toleransi arttirir.

‘Stres’ ifadesi, olumsuz cevresel kosullarin neden oldugu molekuler, biyokimyasal ve
fizyolojik bir durum ile ilgilidir. Bir stres yaniti, dedisen gevresel kosullar ile indiiklenen

molekler, biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklere refere eder.

‘Kuraklik stresi’ ifadesi, disik su elde edilebilifigi kosullarina maruz kalan bir bitkinin
fizyolojik bir durumu ile ilgilidir. Kuraklik stresi, genel olarak fiziksel ve biyokimyasal

degisiklikler veya bitki yapilarinin bitkisinin zarar gérmesi ile birlikte meydana gelir.



Bunlar solmayi, disik fotosentezi ve gecici olarak artan kék blylimesini, sirgin

gelisiminin durdurulmasini icerir.

‘Kuraklk stresine karsi tolerans’ ifadesi, bir bitkinin kuraklhk periyotlarina kargt koymak

S uzere maruz kaldigi genetik, biyokimyasal ve fizyolojik adaptasyonlar ile ilgilidir.

Mevcut bulus bu noktada asagidaki sinirlayici olmayan omekler ile agiklanacaktir.

Ornekler
10
Materyal ve Yontemler

1. Mevcut bulugun fosfonamid analoglarinin sentezi

15 13 fosfonamid analogunun (E1-E10 ve D1-D3 olarak gdsterilir, bakiniz sekillerde ‘E’ ve
‘D") kimyasal sentezi ve yapilan ayrica bunlarin yapay ara Orunleri (2, 3 ve 3’), asagida
gosterildigi Uzere ‘Bilesiklerin (E ve D) ve bunlarin ilgili ara Grinlerinin (2, 3 ve 3')

sentezine ydnelik genel sema’ icinde gdsterilir:
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Bilesikler E ve D'nin bilesiklerinin ve bunlarin ilgili ara Griinlerinin {2, 3 ve 3') sentezine

ybnelik genel sema
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Organik yapay yontemlere yonelik genel yorumlar:

Dietil eter ve tetrahidrofuran, kullanimdan &énce sodyum benzofenon ketil veya
sodyumdan damitdmistir. Ticari olarak temin edilebilir solventler ve reaktifler, aksi
belitiimedigi slrece Sigma-Aldrich veya Acros’dan satin alinmigtir ve tekrar
saflagtinimadan kullaniimistir. Reaksiyon kanigimlarinin saflastiriimasi, silika jel (Acros,
partikill boyutu 0.035-0.070 mm, gozenek ¢api yaklasik 6 nm) ile doldurulan bir cam
kolon kullanilarak kolon kromatografisi ile gercgeklestirilmigtir. Solvent sistemleri, silika
jel {Merck, Kieselgel 60 F254, dnceden kaplanmis 0.25 mm) ile kaplanmis cam
plakalar Uzerinde baslangi¢c TLC analizi ile belirlenmigtir. TLC plakalarnnin Gzerinde
bilesiklerin gérintiilenmesi, UV 1simayla veya KMnQ, sollisyonu veya esas iyodin ile
renklendirme ile gergeklestiriimistir. Yiksek ¢ozunirllkli 'H-NMR {300 MHz) ve '3C-
NMR (75 MHz) spektrumlarn, oda sicakliginda bir Jeol Eclipse FT 300 spektrometresi
uzerinde calistinlmigtir. Pik atamalar, DEPT, 2D-HSQC ve 2D-COSY spektrumlan
araciigiyla elde edilmistir. Bilesikler, détoryumlanmis kloroform iginde seyreltilmistir.
Diguk ¢ozanarlokla katld spektrumlari, elektron sprey iyonizasyon geometrisi (ESI
70V) ile bir Agilent 1100 Serisi LC/MSD tipi SL kitle spektrometresi Gizerinde dodrudan
enjeksiyon araciiiyla ve bir kitle secimli dedektdr {(kuadrupol) kullanilarak
kaydedilmistir. IR-spektrumu, bir Perkin-Elmer BX FT-IR spekirometresinden elde
edilmigtir. BUtlin bilesikler, bir ATR (Azaltlmis Toplam Yansima) yardimcisi ile saf

formda analiz edilmistir.

1,4-dibromonaftalenin sentezi {bir naftil ¢cekirdegi iceren Prekursér (1) burada
X=Br)

100 ml bir balonun iginde 5,00g (0,032 mol, 1 esdegeri) naftalen, 75 ml diklorometan
icinde ¢dzUnlr, Balon, inert atmosferin igine yerlestirilir ve -30°C’ye sogdutulur akabinde
2500 g (0,156 mol, 4 esdegeri) Br: damlatilarak eklenir. Bromin eklenmesi
tamamlandiktan on bes dakika sonra reaksiyon, oda sicaklijinda 72 saat daha devam
etmistir. Reaksiyon, 1M NaHSO; kullanilarak sondurillr. Organik faz, MgSQOs
aracihgiyla kurutulur ve ugucu maddeler buharlastirilir. Bilesik, %70’lik bir verim
saglayacak sekilde yavas¢a hekzanlar eklenerek soguk diklorometan {-18°C)
kullanilarak kristalize edilir. Ana sividan ilave bir %17’lik kisim, hekzanlar kullanilarak

kolon kromatografisi ile geri kazanilabilir.
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'H-NMR (300MHz, CDCl:): & 7.61-7.67 (4H, m, C:Harom, CsHarom, CsHarom, C7Harom);
8.22-8.28 (2H, m, CsH arom, CaH arom). *C-NMR (75MHz, CDCL3): & 122.7 (2x C4Br);
127.9 (CsHarom, CsHarom); 128.3 (CeHarom, C7Harom); 130.2 (CoHarom, CaHarom); 133.0 (2%
CqCeBr). IR (em™) vmax: 1584; 1492. MP: 74.3-75.3 °C (hekzanlar). Verim: %87.

Dietil 4-fluoronaft-1-ilfosfonatin sentezi: ara uriiniin (2) sentezine yonelik genel

yontem, burada X=F’dir

Kuru bir 250 ml balonun iginde 3,00g (13,3 mmol, 1 esdegderi) 1-bromo-4-
fluoronaftalen, 150 ml kuru dietil eter iginde ¢oziinir. Kangim, inert atmosfer altina
yerlestirilir ve -78°C’ye sogutulur. Akabinde 10 ml (0,020 mol, 1,5 esdegeri) bir 2M BuLi
soliisyonu buna yavasga eklenir. Reaksiyonun 1 saat boyunca devam etmesinden
sonra -78°C’de 3,44 g (0,020 mol, 1,5 esdederi) dietilklorofosfat eklenir ve karisim oda
sicakhgmina 1sitilir. 1 saat sonra oda sicakh@inda reaksiyon, 200 ml akdz doymusg
amonyum klorid kullanilarak sonduriliur ve diklorometan aracih@iyla u¢ kere 6zutlenir.
Kombine edilen organik fraksiyonlar, MgSQO, kullanilarak kurutulur ve ugucu maddeler
buharlagtinlir. Saflagstirma, kolon kromatografisi kullanilarak gerceklestiriimistir ve

bilesik, sar bir yag olarak %88 verimde izole edilmigtir.

'H-NMR (300MHz, CDCl3): & 1.31 (6H, t, J=7.2Hz, 2x CH3); 4.01-4.27 (4H, m, 2x CHa);
7.20 (1H, dxdxd, J=10.2Hz, 7.7Hz, 2.8Hz, C:H awom); 7.59-7.71 (2H, m, 2x CH awm); 8.20
(1H, dxd, J=8.0Hz, 6.1Hz, CHaom); 8.25 (1H, dxd, J=8.0Hz, 5.8Hz, C;H arom); 8.52
(1H, d, J=8.0Hz, CHawom). "*C-NMR (75MHz, CDCL;): & 16.4 {(2x CHs, d, J=6.9Hz); 62.3
(2x CHyz, d, J=5.8Hz); 108.6 (CoHarom, dxd, J=20.2Hz, 17.9Hz); 120.7 (C4P, dxd,
J=186.9Hz, 4.6Hz); 121.2 {CHarom, d, J=6.9Hz); 124.1 (C,q C4P, t, J=15.0Hz); 126.6
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(CHarom, t, J=3.5Hz); 126.8 (CHarom); 128.5 (CHarom); 134.6 (Cq C4F, dxd, J=12.7Hz,
4 6Hz); 135.5 (CsHarom, t, J=9.8Hz); 162.1 (C.F, dxd, J=259.6Hz, 4.6Hz). ®F-NMR
(282MHz, CDCl,): 5 114.30. *'P-NMR (121MHz, CDCL): & 19.00. MS (ESI): m/z (%):
565 (2M+H", 35), 283 (M+H", 100). IR (em™) vmax: 1164 (P-OEt); 1234 (P=0): 1628;
1600; 1573; 1509. Kromatografi: hekzanlar/EtOAc 50/50 Rf= 0.25. Verim: %88.

Dietil 4-bromonaft-1-ilfosfonatin sentezi: ara uriinuin (2} sentezine yonelik genel

yontem, burada X=Br, H'dir

Kuru bir 250 ml balonun iginde 3,00g (10 mmol, 1 esdegeri) 1,4-dibromonaftalen, 150
ml kuru dietil eter i¢inde ¢dzinar. Kanigim, inert atmosfer altina yerlegtirilir ve -78°C’ye
sodutulur. Akabinde 55 ml (0,011 mol, 1,1 esdederi) bir 2M BuLi soliisyonu yavasca
icine damlatiir. Reaksiyon -30°C’de 30 dakika boyunca devam ettikten sonra 3,44 g
(0,020 mol, 1,5 esdederi) eklenir, kanisim -78°C'ye sodutulur ve -78°C’de dietileter
icinde 17,26g {0,1mol, 10 esdederi} dietilklorofosfat iceren 250 ml balona bir kanl
aracihgiyla eklenir. Kanisim oda sicakhdmna isitilir ve 1 saat sonra 200 ml su
kullanilarak sogutulur. Bilegik, diklorometan ile G¢ kere &zltlenir, kombine edilen
organik fraksiyonlar, 1M NaOH ile ¢ kere yikanir, MgSO,4 kullanilarak kurutulur ve
ugucu maddeler bubarlagtinlir. Saflagtirma, kolon kromatografisi  kullanilarak

gerceklegtiriimistir ve bilesik, beyaz bir kat) olarak %74 verimde izole edilmistir.

'"H-NMR (300MHz, CDCls): & 1.31 (6H, t, J=7.2Hz, 2x CHs); 4.01-4.28 (4H, m, 2x CHy);
7.66 (2H. m, 2x CH aom); 7.87 (1H, dxd, J=7.7Hz, 2.8Hz, CsH awm); 8.08 (1H, dxd,
J=16.0Hz, 7.7Hz, CzH arom); 8.32-8.37 (1H, M, CHarom); 8.53-8.57 (1H, m, CH arom). *C-
NMR. (75MHz, CDCLs): & 16.4 (2x CHs, d, J=6.9Hz); 62.5 (2x CHa, d, J=4.9Hz); 124.9
(C4P, d, J=184.6Hz); 127.2 (CHarom, d, J=3.5Hz); 127.9 (CHarom); 128.0 (CHarom); 128.3
(CHarom); 129.0 (CsHarom, d, J=17.3Hz); 129.6 (C4Br, d, J=4.6Hz); 132.2 (Cq C4P, d,
J=13.9Hz); 133.8 (Cq CBr, d, J=11.5Hz); 134.6 (CoHaom, d, J=9.2Hz). *'P-NMR
(121MHz, CDCL;): & 18.96. MS (ESI): miz (%): 685/687/689 (2M+H*, 15/30/15),
343/345 (M+H*, 100/100). IR (cm™) vmax: 1165 (P-OEt); 1248 (P=0); 1617; 1560;
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1503; 1477. MP: 56.4-56.9 °C (EtQAc). Kromatografi: hekzanlar/EtQOAc 60/40 Rf=
0.23. Verim: %74

Dietil naft-1-ilfosfonatin sentezi: X=H olacak sekilde bir naftil gekirdegi igeren ara

drdin (2)

Dietil(4-bromonaftil)fosfonatin sentezine yonelik kullanilanla benzer bir prosedr
kullanimustir. Lityum halojen degisimi, 90 dakika boyunca -40°C’'de gercgeklestirilir.
Basglangig materyali olarak 1 g (4,83 mmol, 1 esdegeri) 1-bromonaftalen kullanimigtir.
Bilesik, sar bir yag olarak %67 verimde elde edilmistir. Bunun LC’ye gore safligi %95

olmustur.

'H-NMR (300MHz, CDCL3): & 1.31 (6H, t, J=7.2Hz, 2x CHs); 4.01-4.28 (4H, m, 2x CHy);
7.51-7.65 (3H, m, C3H arom, 2X CH aom); 7.85-7.95 (1H, m, CH awom); 8.04 (1H, d, J=8.3,
CH arom); 8.25 (1H, dxd, J=16.5Hz, 7.2Hz, CsHarom); 8.52 (1H, d, J=8.3Hz, CHarom). **C-
NMR (75MHz, CDCI:): & 16.4 (2x CHa, d, J=6.9Hz); 62.3 (2x CH>, d, 4.6Hz); 124.6
(C4P, d, J=182.3Hz); 124.6 (CsHaom, d, J=16.2Hz); 126.5 (CHarom); 126.7 (CHarom.d,
J=4.6Hz); 127.5 (CHarom); 128.9 (CHarom); 132.8 {(Cq C4P, d, 11.5Hz); 133.8 {CHarom, d,
J=3.5Hz); 134.2 (CHC.CH, d, 10.4Hz); 134.8 (C2Harom, d, J=9.2Hz). *'P-NMR (121MHz,
CDCl3): & 19.80. MS (ESI): m/z (%): 265 (M+H*, 100); 529 (2M+H"*, 80). IR {ecm™)
vmax: 1163 (P-OEt);, 1240 (P=0), 1477; 1508; 1571; 1591. Kromatografi:
hekzanlar/EtCAc 50/50 Rf= 0.23. Verim: %67.

Dietil 4-bromofenilfosfonatin sentezi: X=Br olacak sekilde bir fenil ¢ekirdegini

iceren ara urun (2)

Dietil(4-bromonatftil)ffosfonatin  sentezine yénelik kullanilanla benzer bir prosedir
kullaniimistir. Baslangic materyali olarak 1,5 g (6,36 mmol, 1 esdegeri}) 1,4-
dibromobenzen kullanilmigtir ve Grdn, san bir yag olarak %41 verimde elde edilmigtir.

Bunun LC'ye gdére safligl %90 olmustur.
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'H-NMR (300MHz, CDCl;): & 1.32 (6H, t, J=6.9Hz, 2x CHs); 4.01-4.19 (4H, m, 2x CHy);
7.59-7.72 (4H, m, 4x CHarom). *C-NMR (75MHz, CDCl:): 3 16.4 (2x CHs, d, J=6.9Hz);
62.4 (2x CH., d, J=5.8Hz); 127.5 (C4P, d, J=195.0Hz); 127.6 (C.Br, d, J=3.5Hz); 131.9
(2x CHCBr, d,. J=15.0Hz); 133.4 (2x CHC,P, d, J=10.4Hz). 3'P-NMR (121MHz,
CDCls): & 18.39. MS (ESI): m/z (%): 585/587/589 (2M+H*, 12/24/12), 293/295 (M+H",
100/100). IR (em™) vmax: 1164 (P-OEt); 1248 (P=0); 1646; 1580; 1478; 1443.
Kromatografi: hekzanlar/EtOAc 60/40 Rf= 0.23. Verim: %41

Ara iridnlerin (3) sentezine yonelik genel prosediir: arilfosfonik asitler

10C ml bir balonun icinde 1g fosfonat (ara urin 2), 25 ml dioksan iginde ¢dzinir. Buna
25 ml 1M NaOH solUsyonu eklenir. Reaksiyon, 4 saatlik bir periyot boyunca refliikse
isitihr. Ortaya c¢ilkan kansim, diklorometan kullanilarak yikanir. Akodz faz, HCI
kullanilarak 1 degerinde pH've asitlestirilir. Uriin, diklorometanin Ug¢ fraksiyonu
kullanilarak &zutlenir. Kombine edilen organik fazlar, tuzlu su ile yikanir, MgSO4
kullanilarak kurutulur ve konsantre edilir. Dioksanin kalan kismi, yiksek vakum ile

uzaklastinlmistir.

Etil 4-fluoronaft-1-ilfosfonat: X=F olacak sekilde bir naftil ¢ekirdegi igeren ara

iriin (3)

Bilesik, %83 verimde beyaz kristaller olarak elde edilir. '"H-NMR (300MHz, CDCl3): 3
1.24 (3H, t, J=6.9Hz, CHs); 4.04 (2H, m, CH); 7.08 (1H, m, CzH aom); 7.59 (2H, m, 2x
CH arom); 8.08-8.16 (2H, m, CaH arom, CH arom); 8.50 (1H, d, J=7.7Hz, CH arom). *C-NMR
(75MHz, CDCl3): & 16.3 (CHa, d, J=6.9Hz); 62.2 (CH., d, J=5.8Hz); 108.4 (C2Harom, 1,



10

15

20

25

15

J=19.0Hz); 121.2 (CHawom, d, J=5.8Hz); 121.4 (C4P, dxd, J=193.8Hz, 3.5Hz); 124.0
(C4CyP, 1, J=15.0Hz); 126.8 (2x CHarom); 128.5 (CHarom); 134.4-134.7 {CsHarom, CoCyF,
m); 162.0 (C.F, dxd, J=259.0Hz, 4.6Hz). *F-NMR (282MHz, CDCl;}: & -114.14. *'P-
NMR (121MHz, CDCl;): & 19.90. MS (ESI): m/z (%): 509 (2M+H*, 100), 255 (M+H",
50). IR (em™) vmax: 1162 (P-OEt); 1628; 1600; 1573; 1509; 2623 (POOH). MP: 80.9-
81.3 °C (dioksan). Verim: %83.

Etil 4-bromonaft-1-ilfosfonat: X=Br olacak sekilde bir naftil cekirdedi iceren ara

iriin (3)

Bilegik, %91 verimde beyaz kristaller olarak elde edilir. "H-NMR (300MHz, CDCl;): &
1.22 (3H, t, J=6.9Hz, CH3); 4.02 {2H, m, CH,); 7.56-7.64 (2H, m, 2x CHarom); 7.70 (1H,
dxd, J=7.7Hz, 2.8Hz, CsHarom); 7.93 (1H, dxd, J=16.5Hz, 7.7Hz, CsHawm); 8.30 (1H, d,
J=7.7Hz, CHarom); 8.49 (1H, d, J=9.4Hz, CHawom); 12.42 (1H, s, OH). *C-NMR (75MHz,
CDCl3): & 16.2 {(CHjs, d, J=5.8Hz); 62.3 (CH2, d, J=5.8Hz); 125.2 (C4P, d, J=191.5Hz);
127.3 (CHarom, d, J=4.6Hz); 127.8 {CHawom); 128.0 (CHarom); 128.2 (CHarom); 128.8
(CsHarom, d, J=17.3Hz); 129.3 (C4Br, d, J=4.6Hz); 132.1 {C,C4P, d, J=13.9Hz); 133.6
(CoHarom, d, J=10.4Hz). ¥'P-NMR (121MHz, CDCl3); & 19.16. MS (ESI): m/z {%):
629/631/633 (2M+H*, 50/100/50), 315/317 (M+H*, 70/70). IR (cm™) vmax: 1162 (P-
OEt); 1561; 1503; 1474; 2598 (PO-OH). MP: 125.8-126.5 °C (dioksan). Verim: %91.

Etil naft-1-ilffosfonat: X=H olacak sekilde bir naftil gekirdegi iceren ara uriin (3)

Bilesik, %90 verimde turuncu bir yag olarak elde edilir. "H-NMR (300MHz, CDCL;): &
1.24 (3H, t, J=7.2Hz, CHa); 4.06 (2H, m, CH2); 7.43 {(1H, txd, J=7.4Hz, 3.7Hz, C3Harom);
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7.54 (2H, m, 2X CHarom); 7.82-7.87 (1H, M, CHarom): 7.98 (1H, d, J=8.3Hz, CHarom); 8.51
(1H, d, J=7.7Hz, CHarom); 8.19 (1H, dxd, J=16.5Hz, 7.4Hz, CoHarom); 10.31 {1H, s, OH).
"*C.NMR (75MHz, CDCL): & 16.3 (CHs, d, J=5.8Hz); 62.1 (CH,, d, J=5.8Hz); 124.5
(CsHarom, d, J=17.3Hz); 125.3 (C4P, d, J=190.4Hz); 126.4 (CHarom); 126.9 {CHarom, d,
J=46Hz); 127.5 (CHarom); 128.7 (CHarom); 132.7 (C,C4P, d, J=11.5Hz); 133.3 (CHC,CH,
d, J=10.4Hz): 133.5 (CHarom): 133.7 (CzHarom, d, J=9.2Hz). 3'P-NMR (121MHz, CDCl):
3 20.96. MS (ESI): miz (%): 473 (2M+H*, 100), 237 (M+H", 40). IR (cm™") vmax: 1154
(P-OEt); 1478; 1508; 1572; 1592; 2577 (PO-OH). Verim: %90.

Etil 4-bromofenilfosfonat: X=Br olacak sekilde bir fenil gekirdegini iceren ara

iiriin (3)

Bilesik, %90 verimde berrak bir yag olarak elde edilir. '"H-NMR (300MHz, CDCl3): 5
1.26 (3K, t, J=7.2Hz, CHa); 4.02 (2H, ~quin, CHz); 7.53-7.66 {(4H, m, 4x CHarem); 11.26
(1H, s, OH). *C-NMR (75MHz, CDCL): & 16.3 (CHs;, d, J=6.9Hz); 62.3 (CH>, d,
J=5.8Hz); 127.4 (C.Br, d, J=3.5Hz); 128.0 (C4P, d, J=195.0Hz); 131.7 (2x CHCBr, d,
J=16.2Hz); 133.0 (2x CHC4P, d, J=10.4Hz). *'P-NMR (121MHz, CDCls): & 19.04. MS
(ESI):: m/z (%): 529/531/533 (2M+H*, 50/100/50), 265/267 (M+H*, 50/50). IR {cm™)
vmax: 1162 (P-OEt); 1648; 1581; 1560; 1479; 2603 (PO-OH). Verim: %90.

Ara irinlerin (3) bilegiklere (E ve D) donligsiimiine yonelik genel prosediir

25 ml bir balonun iginde fosfonik asitin 1 esdegeri, SOCl’nin 10 esdegeri ile kanistinlr.
Reaksiyon, inert atmosferin altina yerlestirilir ve 2 saatlik bir periyot hoyunca refliikse
isitilir. Oda sicaklidina sogutulduktan sonra ucucu maddeler buhadastinlir ve kalinti,
20 ml kuru diklorometan iginde yeniden g¢oziinlr. inert atmosfer, yeniden saglanir ve
aminin 1 esdegeri ve trietilaminin 1 esdegeri 0°C'de eklenir. Ortaya ¢ikan karigim, 16
saat boyunca oda sicakhdinda karigtirillir bundan sonra 20 ml akdz doymug NaHCO;
ile séndaralar. Bilesik, diklorometanin Uc¢ parcasi ile 6zitlenir ve kombine edilen

organik fazlar, kurutulur (MgS0O,) ve konsantre edilir.
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Etil N-(piridin-2-ilmetil)-P-(4-fluoronaft-1-il{fosfonamidat (‘E2’ olarak isimlendirilir)

0,5 g fosforik asit donistiriimustiir, kolon kromatografisinden sonra %57 verimde san
kristallerin izolasyonuna neden olmustur. "H-NMR (300MHz, CDCl3): & 1.34 (3H, q,
J=6.8Hz, CHs); 4.11-4.32 (4H, m, NHCH:, OCHz); 7.06-7.18 (3H, m, 3x CHarom); 7.48-
7.65 (3H, m, 3x CHarem); 8.07-8.18 (2H, m, 2x CHarom); 8.44 (1H, m, CHarom); 8.68 (1H,
d, J=7.7Hz, CHawm). ®C-NMR (75MHz, CDCL): & 16.5 {CH; d, J=5.8Hz);, 45.8
(NHCHy); 61.1 (OCH,, d, J=4.6Hz); 108.5 (CsHarom, t, J=17.9Hz); 121.2 (CHaom, d,
J=5.8Hz); 121.6 (CHarom); 122.2 (CHarom); 123.2 (C4P, d, J=169.6Hz); 124.0 (C,CqP, d,
J=16.2Hz); 126.6 (CHarom); 126.7 (CHarom); 128.3 (CHarom); 134.3 (CsHarom, t, J=8.7Hz);
134.8(C4CyF, dxd, J=12.7Hz, 5.8Hz); 136.5 (CHarom); 149.0 (C12Harom); 157.7 (CH2Cy, d,
J=5.8Hz); 161.7 (C4F, d, J=259.6Hz). F-NMR (282MHz, CDCL;): 5 115.36. *'P-NMR
(121MHz, CDCL3): 8 22.12. MS (ESI): miz (%): 345 (M+H*, 100). IR {(cm™} vmax: 1162
(P-OEt); 1509; 1571; 1594; 1628; 3193 (NH). MP: 58.7-59.5 °C (EtsN). Kromatografi:
EtOAC/EtsN 95/5 Rf=0.21. Verim: %57.

Etil N-(piridin-3-ilmetil)-P-(4-fluoronaft-1-ilifosfonamidat (‘E5’ olarak isimlendirilir)
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0,3g fosfonik asit donUstiralmastar, kolon kromatografisinden sonra %26 verimde sari
kristallerin izolasyonuna neden olmustur. "TH-NMR (300MHz, CDCl3): & 1.33 (3H, t,
J=6.9Hz, CHs); 3.75-3.83 (1H, m, NH); 4.014.20 {4H, m, NHCH,, OCH,); 7.10-7.20
(2H, m, 2x CHarom); 7.55 (1H, d, J=7.7Hz, CHawom); 7.59-7.66 (2H, m, 2x CHawom); 8.08-
8.18 (2H, m, 2x CHarom); 8.41 (2H, m, 2x CHarom); 8.66 (1H, d, J=7.7Hz, CHarom). *C-
NMR (75MHz, CDCIl;): & 16.5 (CHs, d, J=6.9Hz); 42.4 (NHCH.); 61.3 (OCH, d,
J=4.6Hz); 108.6 (CoHarom, dxd, J=19.6Hz, 16.2Hz); 121.4 (CHarom, d, J=5.8Hz); 123.4
(CHarom); 123.7 {Cq, d, J=4.6Hz), 124.2 {C,, dxd, J=15.6Hz, 13.3Hz); 126.4 (CHawom);
126.8 {CHarom); 128.5 {CHarom); 134.7 (C3Harom, t, J=9.2Hz); 135.1 (C,, d, J=5.8Hz);
135.4 (CHarom); 148.7 (CHarom); 149.0 (CHurom); 161.9 (C4F, dxd, J=259.6Hz, 3.5Hz).
FNMR (282MHz, CDCL3): & -114.68. *'P-NMR (121MHz, CDCl;): & 21.63. MS (ESI):
miz (%) 345 (M+H*, 100). IR (em™) vmax: 1164 (P-OEt); 1571; 1579; 1600; 1628;
3192 (NH). MP: 133.6-134.3 °C (EtsN). Kromatografi: EtOAc/EtsN 95/5 Rf=0.08.
Verim: %26.

Etil N-(benzil)-P-(4-fluoronaft-1-il)fosfonamidat ('E6' olarak isimlendirilir}

0,59 fosfonik asit dontstiriiimlstlr, kolon kromatografisinden sonra %46 verimde sari
kristallerin izolasyonuna neden olmustur. 'H-NMR (300MHz, CDCl3): & 1.35 (3H, t,
J=6.9Hz, CHs); 3.14-3.22 (1H, m, NH); 4.02-4.23 (4H, m, NHCH: , OCH); 7.14-7.28
(6H, m, 6x CHarom); 8.10-8.20 (2H, m, 2x CHarom); 7.63 {2H, m, 2x CHarom); 8.70 (1H, d,
J=7.7Hz, CHarom). *CNMR (75MHz, CDCl3): & 16.5 (CHs, d, J=6.9Hz); 44.9 (NHCH_),
61.0 (OCH., d, J=5.8Hz); 108.5 (C:Harom, dxd, J=19.6Hz, 17.3Hz); 121.3 {CHarom, d,
J=3.5Hz); 123.1 (C,P, d, J=171.9Hz); 124.2 (C,C4P, t, J=14.4Hz); 126.7 (2X CHawom);
127.3 {CHarom, d, J=4.6Hz); 127.5 {2x CHaom); 128.4 (CHarom); 128.5 (2x CHarom, d,
J=3.5Hz); 134.5 (CzHarem, d, J=8.1Hz); 134.8 (CyCyF, dxd, J=13.3Hz, 4.0Hz); 132.7
(CHoC,); 161.8 (CqF, dxd, J=255.6Hz, 4.0Hz). "*F-NMR (282MHz, CDCl;): & -115.08.
*'IPNMR (121MHz, CDCls): 5 22.05. MS (ESI): m/z (%): 344 (M+H*, 100); 687 (2M+H",
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90). IR (cm™) vmax: 1508; 1571; 1601; 1628; 3187 (NH). MP: 120.1-120.8 °C (Et3N).
Kromatografi: EtOAc/hekzanlar 60/40 + %5 EtsN Rf=0.24. Verim: %46.

Etil N-(piridin-2-ilmetil)-P-(4-bromonaft-1-il)fosfonamidat ('E1' olarak

isimlendirilir)

0,59 fosfonik asit donUstralmastar, kolon kromatografisinden sonra %62 verimde sari
kristallerin izolasyonuna neden olmustur. "TH-NMR (300MHz, CDCl3): & 1.35 (3H, t,
J=7.2Hz, CH3); 4.29-4.11 (4H, m, NHCH: , OCH.); 7.10 {(1H, d, J=7.2Hz, CHarom); 7.12
(1H, d, J=7.7Hz, CHawom); 7.54 (1H, txd, J=7.7Hz, 1.7Hz, CHaom); 7.63 (2H, m, 2x
CHerom); 7.81 (1H, dxd, J=7.7Hz, 2.8Hz, CsHaom); 7.99 (1H, dxd, J=154Hz, 7.7Hz,
CoHarom); 8.32 (1H, dxt, J=7.2Hz, 2.8Hz, CHawom); 8.45 (1H, dxt, J=4.4Hz, 1.7Hz,
CHarom); 8.72-8.69 (1H, m, CHawom). ™C-NMR (75MHz, CDCl3): & 16.5 (CHs, d,
J=5.8Hz); 45.8 (NHCH2); 61.1 (OCH., d, J=5.8Hz); 121.6 (CHawom); 122.2 (CHarom);
127.5 (C4P, d, J=170.8Hz); 127.3 (CHarom, d, J=4.6Hz); 127.7 (CHarom); 128.0 (CHarom);
128.1 (CHawom); 128.9 (CsHaom, d, J=15.0Hz); 132.2 (C,C4P, d, J=12.7Hz); 133.4
(CoHarom, d, J=8.1Hz); 134.0 (C,CBr, d, J=12.7Hz); 136.5 (CHawom); 148.9 (Cr2Harom);
157.6 (CH.C,). ¥'P-NMR (121MHz, CDCL): & 22.08. MS (ESI): miz (%): 405/407
(M+H*, 100/100). IR {(cm™) vmax: 1159 (P-OEt); 1474; 1501; 1560; 1589; 3188 (NH).
MP: 87.6-88.4°C (Et;N). Kromatografi: EtOAC/Et;N 95/5 Rf=0.15. Verim: %62,

Etil N-(piridin-3-ilmetil)-P-(4-bromonaft-1-il)fosfonamidat ('"E3' olarak

isimlendirilir)
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0,5g fosfonik asit donistardlmistir, diklorometan/hekzanlardan ve ana sivinin kolon
kromatografisinden kristalize edildikten sonra %57 verimde kahverengimsi kristallerin
izolasyonuna neden olmustur. 'TH-NMR (300MHz, CDCL): & 1.32 (3H, t, J=7.2Hz,
CH3); 3.85 (1H, ~q, J=7.7Hz, NH); 4.00-4.09 (2H, m, NHCH:); 4.13 (2H, ~quin, OCH);
7.12 (1H, dxd, J=7.7Hz, 5.0Hz, CHaom); 7.53 (1H, d, J=7.7Hz, CHawm); 7.58-7.67 (2H,
m, 2X CHawom); 7.82 (1H, dxd, J=7.7Hz, 2.8Hz, CsHawm); 7.97 (1H, dxd, J=15.4Hz,
7.7Hz, CoHarom); 8.33 (1H, m, CHawom); 8.41 (2H, br. s, 2x CHarom); 8.67 {(1H, d, J=7.7Hz,
CHarom). C-NMR (75MHz, CDCL:): & 16.5 (CHs, d, J=6.9Hz); 42.4 (NHCH,); 61.4
(OCH, d, J=4.6Hz); 123.4 (CHarom); 125.6 (Cq); 126.9 (CHarom, d, J=4.6Hz); 127.9 (2x
CHarom); 128.3 {CHarom, d, J=6.9Hz); 129.0 (CsHarom, d, J=16.2Hz); 129.2 (C); 132.3
(Cq, d, J=12.7Hz); 133.8 (C2Harom, d, J=9.2 Hz); 133.9 (Cy); 135.1 (Cy, d, J=5.8Hz);
135.5 (CHarom); 148.6 (CHarom); 148.8 (CHarom). *'P-NMR (121MHz, CDCls): & 21.44.
MS (ESI): m/z (%): 405/407 (M+H*, 100/100). IR (ecm™) vmax: 1163 (P-OEt); 1478;
1500; 1560; 1579; 3187 (NH). MP: 105.6-106.4 °C {Et:N). Kromatografi: EtOAc/EtsN
95/5 Rf=0.11. Verim: %57.

Etil N-(piridin-4-ilmetil)-P-(4-bromonaft-1-il)fosfonamidat ('E7" olarak

isimlendirilir)
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0,54 fosfonik asit dénastardlmustdr, kolon kromatografisinden sonra %8 verimde beyaz
kristallerin izolasyonuna neden olmustur. "TH-NMR (300MHz, CDCl3): & 1.34 (3H, t,
J=6.9Hz, CHs); 3.80 (1H, ~q, J=8.3Hz, NH); 4.05-4.15 {(2H, m, NHCH); 4.16 (2H,
~quin, J=7.3Hz, OCH,); 7.14 (2H, d, J=5.5Hz, 2x CH aom); 7.60-7.69 (2H, m, 2x CH
arom); 7.83 (1H, dxd, J=7.7Hz, 3.3Hz, CiH aom); 7.98 (1H, dxd, J=154Hz, 7.7Hz, C;H
arom); 8.35 (1H, m, CH aom); 8.43 (2H, br. s, 2X CH arom); 8.68 (1H, d, J=6.9Hz, CHarom).
3C-NMR (75MHz, CDCls): & 16.5 (CH;, d, J=6.9Hz); 43.8 (NHCH,); 61.6 (OCHz, d,
J=5.8Hz); 122.2 (2x CHawom); 126.7 (C4P, d, J=169.6Hz); 126.9 (CHawom, d, J=4.6HZz);
127.9 (2x CHarom); 128.3 (CHarom, d, J=2.3Hz); 129.0 (CsHarom, d, J=15.0Hz); 129.3
(CqBr, d, J=3.5Hz); 132.3 (C,CqP, d, J=12.7Hz); 133.8 (CzHarom, d, J=9.2Hz); 133.9
(CqCqBr, d, J=12.7Hz); 148.7 (CH2Cq ); 149.8 (2x CHarom). *’P-NMR (121MHz, CDCl3):
5 21.84. MS (ESI): miz (%): 405/407 (M+H*, 100/100). IR (cm™") vmax: 1162 (P-OEt);
1463; 1501; 1561; 1600; 3161 (NH). MP: 131.8-132.5 °C (EtsN). Kromatografi:
EtOAcC/EtsN 95/5 Rf=0.10. Verim: %8.

Etil N-(benzil)-P-(4-bromonaft-1-iljfosfonamidat ("E4" olarak isimlendirilir)

0,59 fosfonik asit donuastirdlmustur, diklorometan/hekzanlardan ve ana sivinin kolon
kromatografisinden kristalize edildikten sonra %50 verimde beyaz kristallerin
izolasyonuna neden olmustur. 'TH-NMR (300MHz, CDCL): & 1.34 (3H, t, J=6.9Hz,
CHs); 3.32 (1H, -q, J=7.7Hz, NH); 4.00-4.10 (2H, m, NHCH,); 4.17 (2H, quintet,
J=7.2Hz, OCH>); 7.17-7.25 (5H, m, 5% CHarom); 7.60-7.68 (2H, m, 2x CHarem); 7.82 (1H,
dxd, J=7.7Hz, 2.8Hz, CHawom); 7.99 (1H, dxd, J=14.9Hz, 7.7Hz, CsHarom); 8.34 (1H, m,
CHarom); 8.70-8.73 (1H, m, CHawom). C-NMR (75MHz, CDCl3): & 16.5 (CHs, d,
J=6.9Hz); 45.0 {NHCH.); 61.3 (OCH,, d, J=5.8Hz); 126.8 (C4P, d, J=128.1Hz); 127.1
(CHarom, d, J=4.6Hz); 127.4 (CHawom); 127.5 (2X CHarom); 127.8 {CHarom); 128.2 (CHarom,
d, J=4.6Hz); 128.6 (3x CHarom); 129.0 (CHarom, d, J=15.0Hz); 129.0 (C4Br, d, J=4.6Hz);
132.3 (CyCyP, d, J=12.7Hz); 133.8 (CHarom, d, J=8.1Hz); 134.0 {C,CBr, d, J=11.5Hz);
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139.4 (CH2Cq, d, J=6.9Hz). *'P-NMR (121MHz, CDCLy): & 21.37. MS (ESI): m/z (%):
404/406 (M+H*, 100/100). IR (cm™) vmax: 1159 (P-OEt); 1451; 1500; 1560; 3196
(NH). MP: 135.8-136.7 °C (Et:N). Kromatografi: EtOAc/hekzanlar 60/40 + %5 Et:N
Rf=0.21. Verim: %50.

Etil N-(piridin-2-ilmetil)-P-(naft-1-il)fosfonamidat {'"E9' olarak isimlendirilir)

0,5g fosfonik asit donlstliriimdistir, kolon kromatografisinden sonra %25 verimde
turuncu bir yadin izolasyonuna neden olmustur. '"H-NMR (300MHz, CDCl3): & 1.33 (3H,
t, J=7.2Hz, OCH,CHs); 4.17 (2H, gxd, J'=J?=7.2Hz, OCH.CHs); 4.27 (2H, ~dxd,
J'=8.8Hz, J?=6.1Hz, CH2NH); 4.39 (1H, br. s, NH); 7.07 (1H, dxd, J'=7.2Hz, J?=5.0Hz,
CiaHarom); 7.15 (1H, d, J=7.7Hz, CisHarom); 7.43-7.58 (4H, m, 4xCHarom); 7.84 (1H, d,
J=7.7Hz, CHawom); 7.96 (1H, d, J=7.7Hz, CHawm); 8.15 (1H, dxdxd, J'=15.7Hz,
J2=7.2Hz, J*=1.1Hz, CHawom); 8.42 {(1H, d, J=5.0Hz, Ci2Harom); 8.68 (1H, d, J=8.8Hz,
CHarom). *C-NMR (75MHz, CDCL;): & 16.5 (OCHCH3, d, J=6.9Hz); 45.8 (CH:NH); 61.0
(OCHCHs, d, J=5.8Hz); 121.7 (CisHarom); 122.2 (CizHarom); 124.6 (CHaom, d,
J=16.2Hz); 126.3 (CHarom); 126.7 {CHawom, d, J=4.6Hz); 127.1 (C4P, d, J=168.5Hz);
127.3 (CHarom); 128.8 (CHawom); 132.9 (Cq, d, J=10.4Hz); 133.1 {(CHarom, d, J=3.5Hz);
133.5 (CHarom, d, J=8.1Hz); 133.7 (Cq, d, J=11.5Hz); 136.6 {CHarom); 148.9 (CizHarom);
157.9 (C¢N, d, J=5.8Hz). *'P-NMR (121MHz, CDCl3): 3 22.95. MS (ESI): m/z (%): 327
(M+H*, 100). HRMS (ESI): hesaplanan CigH2N:0-P: 327,1257 (M+H"), bulunan:
327,1260 (M+H*). IR (ecm™') vmax: 1199 (P=0); 1435; 1591; 3192 (NH).
Kromatografi: EtOAc/hekzanlar90/10 Rf= 0.14. Verim: %25.

Etil N-(piridin-2-ilmetil)-P-(4-bromofenil)fosfonamidat ("E8" olarak isimlendirilir)
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0,3g fosfonik asit dénusgturdlmastir, kolon kromatografisinden sonra %16 verimde
turuncu bir yagin izolasyonuna neden olmustur. '"H-NMR (300MHz, CDCl3): 5 1.23 (3H,
t, J=7.2Hz, CHs); 4.01 (2H, quinxd, J=7.2Hz, 2.2Hz, OCH>); 4.11 (2H, dxd, J=9.4Hz,
6.4Hz, NHCH.); 4.33 (1H, dxt, J=9.9Hz, 6.4Hz, NH); 7.08 (1H, dxd, J=7.6Hz, 4.9Hz,
C11Harom); 7.13 (1H, d, J=7.6Hz, CoHarom); 7.46 (2H, dxd, J=8.3Hz, 3.3Hz, 2x CHCBr);
7.53 (1H, txd, J=7.6Hz, 1.7Hz, C12Hawom); 7.57 (2H, dxd, J=12.7Hz, 8.3Hz, 2x CHCP);
8.41 (1H, d, J=4.9Hz, CioHarom). *C-NMR (75MHz, CDCls): & 16.4 (CHs, d, J=6.9Hz);
45.7 (NHCH,); 60.9 (OCHa, d, J=5.8Hz); 121.6 (CHarom); 122.3 (CHawom); 126.8 (C4Br, d,
J=3.5Hz); 130.1 (C4P, d, J=175.4Hz); 131.7 (2x CHC,Br, d, J=15.0Hz); 133.1 (2x
CHCGP, d, J=11.5Hz); 136.7 (C12Harom); 149.0 (CioHarom); 157.7 {CH.C,, d, J=6.9HZz).
*IP.NMR (121MHz, CDCl;): & 22.35. MS (ESI): miz (%): 355/357 (M+H*, 100/100). IR
(em™) vmax: 1163 (P-OEt); 1475; 1579; 1592; 3204 (NH). Kromatografi: EtOAc/Et;N
95/5 Rf=0.16. Verim: %16

Etil N-(piridin-2-ilmetil)-P-(fenil)fosfonamidat ('D1' olarak isimlendirilir)

0,59 fosfonik asit donustirdimuistir, %78 verimde turuncu bir yagin izolasyonuna
neden olmustur. Herhangi bir saflastirma adimi gerekli oimamistir. "H-NMR (300MHz,
CDCls): & 1.33 (3H, t, J=7.2Hz, OCH.CHs); 3.97 (1H, ~br. s, NH); 4.12 (2H, gxd,
J'=J2=7 2Hz, OCH); 4.23 (2H, dxd, J'=8.5Hz, J?*=6.3Hz, CH:NH); 7.17 (1H, dxd, J'=
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7.5Hz, J?=5.0Hz, C1iHarom); 7.22 (1H, d, J=7.5Hz, CisHaom); 7.39-7.54 (3H, m,
3XCHoarom); 7.62 (1H, txd, J'=7.5Hz, J*=1.7Hz, C1Harom); 7.77-7.86 (2H, m, CzeHarom);
8.52 (1H, ~d, J=5.0Hz, C1oHarom). "*C-NMR (75MHz, CDCL): & 16.5 (CHs, d, J=6.9Hz);
45.8 (CH:NH); 60.8 {OCHz, d, J=5.8Hz); 121.6 (Ci3Harem); 122.3 {CiiHzom); 128.4
(2xCHarom, d, J=13.9Hz); 130.9 (C.P, d, J=173.0Hz); 131.5 (2xCHzrom, d, J=10.4Hz);
131.8 (CHarom, d, J=2.3Hz); 136.7 {Ciz2Harom); 149 (CroHarom); 157.9 (CgN, d, J=6.9Hz).
FIP-NMR (121MHz, CDCL): & 23.33. MS (ESI): m/z (%): 277 (M+H*, 100). HRMS
(ESI): hesaplanan C14H1sN202P: 277,1100 {(M+H*), bulunan: 277,1104 (M+H*). IR (cm’
') vmax: 1207 (P=0); 1437; 1591; 3200 (NH). Kromatografi: EtOAc Rf= 0.13. Verim:
%78.

Etil N-(piridin-3-il)-P-(fenil)fosfonamidat ('D3' olarak isimlendirilir)

0,5¢ fosfonik asit donustaralmastir, kolon kromatografisinden sonra %75 verimde sar
bir yagin izolasyonuna neden olmustur. '"H-NMR (300MHz, CDCls): & 1.39 (3H, t,
J=7.2Hz, CHs); 4.13-4.37 (2H, m, OCH>); 6.46 (1H, ~d, J=5.5Hz, NH); 7.08 (1H, dxd,
J'=8.3Hz, J%=4.5Hz, CiiHawom); 7.33-7.38 (1H, m, CizHawom); 7.41-7.48 (2H, m,
2xCHarom); 7.51-7.57 (1H, m, CHawom); 7.81-7.89 {(2H, m, CzgHarom); 8.15 {1H, dxd,
J'=4.5Hz, J?=1.4Hz, CioHaom); 8.30 (1H, d, J=2.8Hz, CsHaom). *C-NMR (75MHz,
CDCl3): & 16.3 (CHs, d, J=6.9Hz); 61.2 (OCH;, d, J=5.8Hz); 123.7 (C11Hawom); 124.4
(CizHarom, d, J=5.8Hz); 128.6 (2xCHawom, d, J=15.0Hz); 129.8 (C,P, d, J=176.5Hz);
131.3 (CzeHarom, d, J=10.4Hz); 132.4 (CHaom, d, J=2.3Hz); 137.9 (C/NH); 139.7
(CsHarom, d, J=8.1Hz); 142.1 (C1cHarom). *'P-NMR (121MHz, CDCl3): 5 17.62. MS (ESI):
mjz (%): 263 (M+H*, 100). HRMS (ESI): hesaplanan Ci3HsN202P: 263,0944 {M+H*),
bulunan: 263,0951 (M+H*). IR (cm™) vmax: 1212 (P=0); 1472; 1586; 3396 (NH).
Kromatografi: EtOAc/hekzanlar 90/10 Rf= 0.14. Verim: %75.

Etil (piridin-2-ilmetil) fenilfosfonat ('D2' olarak isimlendirilir}
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0,5g fosfonik asit donlsturlimadstdr, kolon kromatografisinden sonra %56 verimde
kahverengi bir yagin izolasyonuna neden olmustur. "H-NMR (300MHz, CDCl3): & 1.34
(3H, t, J=7.2Hz, CH3); 4.10-4.27 (2H, m, OCH>); 5.15 (1H, dxd, J'=13.2Hz, J?=7.7Hz,
OCH.H:Cq); 5.21 (1H, dxd, J'=13.2Hz, J?=7.7Hz, OCHH.C,); 7.21 (1H, -~dxd,
J'=7.2Hz, J?=4.8Hz, C11Harom); 7.44-7.50 (3H, m, 2XCHarom, C13Harom); 7.54-7.61 (1H, m,
CHoarom); 7.70 (1H, txd, J'=7.2Hz, J?=1.5Hz, C12Hawom); 7.82-7.90 (2H, m, Cz6Harom); 8.55
(1H, ~dxd, J'=4.8Hz, J’°=1.5Hz, CicHarom). *C-NMR (75MHz, CDCHL): & 16.2 (CHs, d,
J=6.9Hz); 62.4 (OCH,CHs, d, J=5.8Hz); 67.7 (OCH.C,, d, J=5.8Hz); 121.3 (C13Harom);
122.8 (C1iHawom); 127.6 (C4P, d, J=189.2Hz); 128.5 (2XxCHaom, d, J=15.0Hz); 131.7
(CosHarom, d, J=9.2Hz); 132.6 (CHarom, d, J=2.3Hz); 136.8 (C12Harom); 149.0 (CioHarom);
156.1 (CqN, d, J=8.1Hz). *'P-NMR (121MHz, CDCl3): 3 20.00. MS (ESI): m/z (%): 278
(M+H*, 100). HRMS (ESI): hesaplanan Ci4H7NO3;P: 278,0941 (M+H*), bulunan:
278,0946 (M+H*). IR (cm™) vmax: 1248 (P=0); 1438; 1592; 3453 (NH).
Kromatografi: EtOAc/hekzanlar 60/40 Rf= 0.23. Verim: %56.

Hidrojen N-(piridin-2-ilmetil)-P-(4-bromonaft-1-iljffosfonamidatin sentezi ('E10’

olarak isimlendirilir)

50 ml bir balonda 0.5 g Etil N-(piridin-2-ilmetil)-P-(4-bromonaft-1-ilffosfonamidat, 20 ml
bir 1/1 MeCH ve 1.5M akoéz LiOH Kkarisiminda ¢éztnmustlr. Karigim 45 dakika reflikse
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Isitilmistir ve oda sicakligina sodutulmustur. Klaroform (3x15ml) ile yikandiktan sonra
pH, konsantre edilmis HCI (12M) kullanilarak 1’e ayarlanmigtir. Klaroform kullanilarak
dzitleme, %42 verimde ve HPLC'ye gbre %70 saflikta zwitteriyonik E10 vermigtir.
Kristalizasyon veya iyon degdisimi kromatografisi ile safigin arttinima girisimi basarsiz

olmustur.

Bitki materyali

Arabidopsis thaliaha Columbia (Col0) fideleri, 1,5 g/L MS bazal tuzlan (Duchefa,
M0221.0050), 5,0 g/L D-sakaroz, 0,5 g/L MES (Duchefa, M1503.0100) ve 8,0 g/L agar
(MC29, Amersham) iceren, pH5,7, 50 mL bazal ortamda kare seklinde 12x12 cm petri
kaplan (Gosselin, BP124-04) icinde yetigtiriimigtir. Tohumlara, klorin gazinda (cam
fanus iginde 100 mL ticari agartici ve 3 mL hipoklorik asit) 4 saat boyunca ylzey
sterilizasyonu uygulanmistir, petri kaplarina yvayilmistir ve gimlenmeyi uyarmak (izere
5°C'de karanlikta 4 gliin boyunca akabinde 25°C'de isikkta (70 pmol/m?s) 8 saat
boyunca katmanlastinlmistir. Bundan sonra kaplar, 60 ila 100 mm uzunlugunda
hipokotiller ile etivolman ve skotomorfojenik blylumeyi indiklemek (zere 3 gun
boyunca aliminyum folyo ile kaplanir. Solmug fideler, blyime odasina (25°C, 70
umol/m?s, 16 saat 151k/8 saat karanlik) aktarilimistir ve 10 giin boyunca farkli iglemlere

tabi tutulmustur.

2. Bitki buyumesi reglilatorleri ve pirabaktin analoglan

Absisik asit ve pirabaktin, Sigma Aldrich (B190923.27 ve B3438) tarafindan satin
ahinmistir ve 10 mM bir stok hazirlamak UGzere DMSO icinde ¢ozinmustir.
Kendiliginden sentezlenen fosfonamid analoglan benzer bir gekilde DMSO i¢inde
gozunmustur. Cimlenme analizlerine yonelik fideler, bluyime regulatorlerini igeren
ortamda inkibe edilmigtir. Kk ve siirgln blylme analizlerine yénelik kicgik bitkiler, K1
ortaminda 6nceden yetistiriimistir ve blylime regllatdrlerini igeren ortama aktariimistir.
Gozenek agikhgl analizleri, gozlem altinda hilcrelere dodrudan biylime regulatorleri

eklenerek gergeklestirilmistir.

3. Kok fenotipik analizi
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Kék fenotipleri, bir binokliler mikroskop (Olympus, SZX9) kullanilarak
degerlendirilmigtir.

Genel fotograflar, bir Nikon D5000 kamerasi ile ¢ekilmigtir ve goérantuler, ImageJ®
yazilimi ile analiz edilmigtir. Primer kok uzunlugu, Segmented Line aract acilidiyla ayn
fidelere yonelik dlgllmistir, burada kakln tahmin edilen bir profili izlenir ve bu profilin

uzunlugu hesaplanir.

4. istatistiksel analiz

Hesaplanan ve dlgilen kdk verileri, dederleri ve istatistiksel hata cubuklarini gbsteren
grafikler ile temsil edilir. Ayrica farkh iglemler arasindaki énemi belilemek Uzere
istatistiksel analiz, S-Plus (version 8, TIBCO Software Inc.) icinde gergeklestirilir.
Verilerin normallidini ve degdiskenlerin dadilimini (homoskedastisite) kontrol etmek
Uzere sirasiyla bir Kolmogorov-Smirnov ve Modifiye Edilmis Levene testi uygulanmistir.
Normalligi ve homoskedastisiteyi uygulayan veri setlerinde Anova testlerine, islemleri
karsilagtirmak Uzere devam edilmisti. Bonferroni yontemi, c¢oklu ortalamalan
karsilagtirmak Ozere kullaniimigtir. Daha sik olarak parametrik olmayan bir Wilcoxon
Rank testi, ortalamalar ikiser ikiser karsilastirir. Ayni harf kodunu alan grafik gubuklar
onemli olmayan olgude farkhdir. Farkli harfler, islemler arasindaki onemli farkl

ortalamalan gésterir.

Sonucglar

Kok gelisimi Gzerinde fosfonamid pirabaktin analoglarinin agsadida bahsedilen etkisine
ek olarak analoglarin tohum ¢imlenmesi ve gdzenek kapanmasi gibi tipik ABA ile ilgili
biyolojik praseslerdeki etkisi aynca agiklanir.

Pirabaktin ve fosfonamid analoglarinin primer kék bilytimesi lizerindeki etkisi
Onceki deneyler, 10 uM pirabaktin ve ABA'nin primer kdk uzamasinda o6nemli
azalmalara neden oldugunu gdstermisti. Bu nedenle baslangig olarak bu

konsantrasyonda pirabaktin analoglarinin etkisi tarafimizca degerlendirilmistir.

Beklendigi gibi 10 pM ABA ve pirabaktin, primer kdk uzamasini sirasiyla 5- ve 2.5-kati

azaltmistir (Sekil 1). Pirabaktin analoglan E4 ve E7, primer kdk blylmesini inhibe
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etmistir ancak E1,E5, E9 ve E10, primer kék uzamasinin kigik inhibitdrieri olmustur.
Analog EB, pirabaktin ile karsilastinlabilir olarak kék buyimesini azaltan tek bilesik
olmustur. Diger pirabaktin analoglan E2, E3, D1, D2 ve D3, dnemli bir etki
géstermemistir. Onemli bir sekilde bilesik E8, primer kék uzamasinda kigik ancak

onemli bir artig gdstermistir (Sekil 1).

Yan kok geligiminde bulunan pirabaktin ve fosfonamid analoglan

Primer kokdn dallanmasi, kdk yapisinin énemli bir belirleyicisidir ve yan koklerin
basglamasi ve meydana gelmesi sirasinda dlzenleyici bir fonksiyona sahip olan ABA
sinyalleme ile kontrol edilir ve ¢evresel sinyalleri organdan kaynaklanan yanitlara
dénustiriir (De Smet et al, 2003; De Smet et al, 2006; Guo et al, 2009; Guo et al,
2012; Signora et al, 2001). Bu nedenle yan kok primordiumlarin (LRP) ve yan koklerin
(LR) hormaon tedavisi Uzerine sayisi tarafimizca analiz edilmisgtir. $ekil 2 A, 13 gunlik
primer kok (zerinde gorinen primordiumlarin ve meydana gelen koklerin, solmus
Arabidopsis thaliana fidelerinin toplam sayisini gdsterir. Pirabaktin yan kék baglamasini
sadece orta siddette etkilerken ABA, LR+LRP'nin sayisini 6nemli derecede azalmistir
(Sekil 2 B). Analoglar E1, E4, E6 ve E7, gugll inhibitdrlerdir ancak E2, E3, E5, E8, EQ,
E10 ve D1, yan kok olusumunun orta ile zayif inhibitorleridir. Analog (D2), énemli bir
etkiye sahip olmamistir ve D3, yan kdk induksiyonunu gelistirmistir (Sekil 2 A). Ayrica
yogdunluk degerleri gbz 6ninde bulunduruldugunda ABA-islemi, primer kokin her
cm’sine yonelik koklerin sayisini azaltmistir. Pirabaktin dider bir taraftan LR+LRP
yogunlugunu &nemli derecede arttirmistir (Sekil 2 B). Analoglar E1, E4 ve EG6 ile
tedavi, gicld bir yojunluk azalmasina (ABA'dan dahi fazla) neden olmustur. Analog
E7, primer kékin cm’si basina yaklagik 5 LR+LRP’lik normal yogunluk degerlerini
ortaya ¢ikaracak sekilde yan kdk sayilarimi ve primer kdk uzunlugunu etkilemisgtir. E2,
E3, E8, E9, E10 ve D1, ABA ile benzer bir sekilde LR+LRP sayilarini azaltmistir. Ancak
analog D2, LR sayilarimi dnemli derecede stkilememigstir, D3 islemi, LR yodunlugunu
arttirmistir (Sekil 2 B}).

ABA ve pirabaktinin yan kdk yogunlugu Uzerindeki karsi etkileri ayrica pirabaktin
analoglarinin degisken etkileri, inhibitér ve uyarici ABA sinyalleme dahil olmak zere
yan kok olusumunun regulasyonunun bir kompleks yolu takip ettigine dair hipoteze

yonelik destek verir.
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Fosfonamid analoglarinin daginik kdk organojenezi lizerindeki etkisi

Kdk sistemi ayni zamanda solmus Arabidopsis tohumlarinin hipokotili Gzerinde
goérdnen slrgun ile yayillan veya dadinik kéklerden (AR) olugabilir. AR’lerin suyun
durumundan etkilenmesi, AR olusumu sirasinda ABA’nin veya ilgili molekillerin olasi
bir roliini gésterir. ABA'nin ve ilgili bilesiklerin etkisini belirlemek Gzere iglem gérmuis
fidelerin Uzerinde AR olusumu tarafimizca degerlendirilmigtir. Fidelerin hipokotil
uzunlugunun analoglar tarafindan etkilenmemesi nedeniyle herhangi bir yogunluk

dizeltimi gerekli olmamistir.

Daginik kdk ortajenezi, ABA tarafindan etkilenmemigtir ancak pirabaktin, bu kdklerin
olusumunu azaltmistir (Sekil 3). Degerlendiriien farkh analoglar, daginik kék
olusumunun uyariimasini ve inhibisyonunu iceren gesitli etkileri géstermistir. Ug analog,
E4, E6 ve E7, dagdinik kék olusumunun sirasiyla daha giglil veya pirabaktin ile benzer
bir azahmini vermistir. Bu ¢ molekll ayrnica bunlarin AR olugsumu Gzerindeki etkilerini
daha iyi aciklamak lizere daha genis bir konsantrasyon aralijinda test edilmistir. 10
MM'de eklenen daha zayif analoglar E8 ve EZ2, sirasiyla AR olusumu tzerinde herhangi
bir etkiye sahip olmamistir veya bunu uyarmistir ($ekil 3). Analog E4, bunun kullanilan
konsantrasyonda hucresel toksisiteyi gdsterdigini dneren bitki gelisimi (dzerinde gugla

bir inhibitor etkisine sahip olmustur.

Fosfonamid analoglarinin tohum ¢imlenmesi Gzerindeki etkisi

Arabidopsis thaliana tohum ¢imlenmesi analizi

Arabidopsis thaliana tohumlarinda ¢imlenme analizi, blyiime odasinda tabakalasmasi
(5°C’de 4 gun) ve sonraki blyumesi sirasinda hormon igeren ortam Uzerinde inkdbe
edilen olgun tohumlarda yer alir. Tohum c¢imlenmesi, blylime odasinda (25°C, 70
umol/m?s, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik) 10 gliinden sonra degerlendirilir. Cimlenme,
gimlenen tohumlarin sayisinin baslangigta plaka (izerine yayilan toplam tohuma oranini
temsil eden bir ylzde olarak degerlendiriimistir. ABA ve pirabaktin, farkl
konsantrasyonlarda gérintilenmistir. Her ikisi de tohum ¢imlenmesini inhibe etmistir ve
inhibisyon, asamali ve doza hagh olmustur. 50 pM'de ABA, pirabaktinden daha gucla
bir sekilde tohum ¢imlenmesini inhibe etmigtir. Bu, daha dnceden yayinlanan sonuglar

(Puli & Raghavendra, 2012) ile uyumludur. Ancak her ki molekile yanit, tohum
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¢imlenmesi sirasinda pirabaktinin ABA benzeri etkisini dogrulayan bir sekilde ¢ok
benzerdir ($ekil 4).

10 pM’de mevcut bulusun fosfonamid pirabaktin analoglarinin etkisi tarafimizca analiz
edilmigtir ve ABA ve pirabaktinin etkisiyle karsilastirlmistir. Fosfonamid pirabaktin
analoglari, sadece 1 bhilesigin, E5, tohumlarin ¢imlenmesinin yiizdesini énemli

derecede azaltmasi nedeniyle tohumlanmanin zayif inhibitorleri almustur (Sekil 5).

Fosfonamid analoglarininin fide geligsimi lizerindeki etkisi

Arabidopsis thaliana fidesi geligimi

Ayrica mevcut bulusun ABA, pirabaktin ve fosfonamid analoglarinin varhginda strgun
gelisimi de tarafimizca analiz edilmistir. ABA'nin varli§inda yeni yapraklarin ortaya
¢lkmasi ve bunlarin boyutu, kontrol, islem gormemis fideler ile karsilastinldiginda
azalmistir (Sekil 6 A, B). Diger bir taraftan pirabaktin, ABA kadar gicll bir sekilde
surgin  gelisimini  etkilememisttir ancak 10 pM  konsantrasyonda pirabaktin

uygulandiginda yaprak boyutu énemli derecede azalmistir (Sekil 6 C).

Farkl pirabaktin analoglarinin stirgiin biytimesi Gzerindeki etkisi ayrica kaydedilmistir.
Ozellikler bilesikler E4 ve E7, fidenin siirgiin gelisiminin gli¢ld bir inhibisyonuna neden
olmustur. E4 ile tedavi edilen fidelerde, klorofilde bir azalma 6nerecek sekilde yapraklar
sariya donmusgtir ve albinolar olugmustur. Ayrica geligimde genel bir azalma meydana
gelmistir. E6, pirabaktin ile karsilastirlabilir olarak yaprak boyutunun bir inhibisyonuna
neden olmustur. Bilesik E2, kontrol ile karsilastinldiginda yapraklann gelisimini
uyarmistir. Bilesikler E4 ve E8, tohumlanmay inhibe etmemistir ancak bunlar, yiuksek
dozlarda uygulandiginda yapraklann beyaza dénmesi ve ayrica gelisimin gecikmesi
nedeniyle Arabidopsis fidelerine yonelik fitotoksik olabilir. Diger bilesikler, fidelerin

surgln gelisimi Ozerinde herhangi bir etkiye sahip olmamistir {(Sekil 6 D).

Fosfonamid analoglannin gozenek kapanmasi iizerindeki etkisi

Yaprak dehidrasyon analizi
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ABA ile 6nceden tedavi, gbzenek kapanmasina neden olur ve bdylece yapraklar
kuraklik sirasinda stomatal gdzenekler araciigiyla suyun asirn buharlasmasindan
korur. ABA’'nin bu terleme Onleyici dzellidi, dunya ¢apinda yaklasik %50 verim kaybina
neden olacak sekilde kuraklik ve su kisitlamasinin drtin verimliligini sinirlandiran en
onemli faktorler olmasi nedeniyle dnemlidir (Jones & Corlett, 1992; Skirycz & Inze,
2010). Islem gérmemis vyapraklarda su potansiyeli, yapraklar kurakia maruz
kaldidinda hizh bir sekilde duser. Bu yapraklarin ABA ile dnceden islemden gegirilmesi,
gozenekleri kapatarak su eksikligini ve membran sizintisini onler (Clifford et al, 1998;
Islam et al, 2003). Su kaybi, yaprak agirhginin dlgtlmesiyle takip edilebilir. ABA ile
onceden islem géren numuneler, su buharlasmasinin azalmasi nedeniyle &nemli
derecede daha az agirhk kaybi gostermigtir. Nispi su icerigi, taze agirhida, sismis
agirhidga (=rehidrasyondan sonraki kdtle) ve kuru adirhga gdre belirlenebilir (Clifford et
al, 1998). Dehidrasyon analizi, bu prensibi takip edecek sekilde tasarlanmistir.
Nicotiana benthamiana yapraklan, 8 haftalk ex wivo bitkilerden uzaklagtinimigtir.
Koparilan yapraklar, 1 saat boyunca yaprak saplari suyun igine batirlarak siskin halde
saklanmistir. Odun dokusuna bu sekilde uygun besleme meydana gelmistir. Akabinde
yapraklar, solisyondan uzaklastinlmigtir ve yaprak saplarinin uglan silikon ile
kapatiimistir ve damar sistemi araciidiyla su kaybin énlemek Gzere parafilm ile
kaplanmustir. Tam olarak sisen yapraklar akabinde laminer akis kabininde bir hava
akisina tabi tutulmustur. Su kaybi, yas yaprak agiridinin perivodik dlgimd ile 6 saat

boyunca gérintilenmistir.

Bu analiz kullanilarak 10 ve 100 pM ile ABA 3dn iglemleri ile su kaybina kargi koruma
tarafimizca analiz edilmigtir. ABA tedavisi, bunun su kaybini azaltma kapasitesini
gosterecek sekilde 6nemli derecede daha az agirik kaybina neden olmustur (Tablo 1).
Pirabaktin analoglari ile 6n igleme, 10 pM konsantrasyonda olmusgtur ve bes ila on kati
yaprak, ilgili bilesikleri iceren akuatik sollsyonlarda inkibe edilmistir. Bunlarin ortalama
agirhk kaybi, Tablo 7°de temsil edilir. ABA ile benzer bir gekilde bilegikler E1, E9 ve
E10, terlemede bir azalmaya neden olmusgtur. Degerlendirilen diger bilesikler, kontrol

yapraklarindan énemli derecede farkli olmamistir (Tablo 7).

Tablo 1: ABA ile 6nceden tedavi edilen yapraklarin agirhk kaybi %’si. Verilen
degerler, 5-10 yapragin ortalamalarini gostermistir ve standart hata, farkh

islemler arasindaki énemi gosterir.
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islem Agirlik kaybi %'si (ortalama) Standart hata
Kontrol %29,51 2,28
10 yM ABA %18,54 3,94
100 pM ABA %16,99 1,87

Gozenek kapanmasi analizi

Pirabaktin analoglarinin ABA benzeri etkisine ybnelik dider destek, gbdzenek agiklig
Olgumleri  sonucunu  ¢ikarmistir.  Gozeneklerde ABA'nin  birikmesi, yaprak
gozeneklerinin kapanmasina neden olur. Bitkiler akabinde mevcut su kaynaklarini daha
etkili bir sekilde idare edebilir. Kuraklik yanitina ve ABA benzeri aktiviteye yonelik bir
Olciim olarak gbzenek kapanmasi, ttin (Nicotiana fabacum) ve Arabidopsis thaliana
uzerinde incelenmistir (Jones & Mansfiel.T, 1970; Roelfsema & Prins, 1995; Thomas,
1970). Bu analize ydnelik, bir kaplama kilifimin altinda mikroskop lami Gzerine
sabitlenen tiitin epidermal seritleri (yapraklanin abaksiyal kenarindan alinan)
kullanilmigtir. Epidermal seritler, bir tampon (10mM MES, 50mM KCI, 10 uM CaCl: ve
pH 6,5) ile temas ettirilmistir ve lamlar, gbzeneklerin ideal agilmasinin saglamak Gzere
2 saat boyunca 1sik altina koyulmustur. Gézenek acikhdi, otomatik tablo {Olympus,
CellM™-Software) ile bir mikroskop kullanilarak oélculmuogtir. Gozenekler, 1 saat
boyunca 5 dakikada bir sabitlenmis pozisyonlarda géruntilenmistir. Deneyin
baslangicinda epidermal seritler, perflizyon prosesini gérintilemek Gzere bilesikleri ve
bir damla bromo-fenol mavi igeren bir solisyon ile muamele edilmistir (sollsyon

degisimi, filtre kagid ile bir ugta sollisyonun absorbe edilmesiyle tetiklenmistir).

Bilesiklerin yoklugunda, 30 dakikaya kadar herhangi bir degisiklik olmadan 15 dakika
sonra gozenek acgikhdinda yaklasik %10'luk bir azalma goézlemlenmistir (Sekil 8). Bu

nedenle %10 gbzenek kapanmasinin énemli oldugunu dustnulmemistir.

ABA, 5 dakika igcinde %40'lik nispi bir acikliga ulagan gézenek a¢ikliginin azalmasinda
oldukga etkili olmustur (Sekil 9 B). Bezelyelerde (Puli & Raghavendra, 2012) olan ile
benzer bir sekilde pirabaktin, hizh bir sekilde ancak ABA'da ¢ok daha disik bir

derecede gbzenek kapanmasini indiklemistir (Sekil 9 B).
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Sonraki deneylerde mevcut bulusun pirabaktin analoglarinin etkisi degerlendirilmistir.
Aktif ve aktif olmayan bilesikler tarafimizca bulunmustur {Sekil 10). Bilesik E1,
g6zeneklerin kapanmasina neden olmamigtir ve igslem gérmemis gdzeneklerde %10°luk
bir icsel kapanma yer aldidinda a¢iimay indiklemistir (yukariya bakimz, $ekil 10 A).
Diger bir taraftan E2, baslangic acimasinin %50’'sine gdzenek kapanmasini
indiklemistir ancak gbézeneklerin kapanma hizi, ABA'ninkinden daha disiUktir: E2'ye
ybnelik bu sadece 30 dakika sonra elde edilirken 10uM ABA varliginda gézenekler, 10
dakika (kapanmanin %50'si) icinde kapanmistir (Sekil 10 B). Ayrica analog EB,
gbzenek kapanmasini gucli bir sekilde indiklemistir (Sekil 10 F). Diger bilesikler de
ayrica orta seviyede gézenek kapanmasina neden olmustur: E3, E4, E5, E8, E10 ve
D3 (Sekil 10 C, D, E ve H). E7, E9, D1 ve D2 aksine gdzenek agikhginin boyutunu
etkilememistir (Sekil 10 G).

ABA ve ABA-agonistlerinin aksine bilesik E1, bu molekilliin gbézeneklerde tipik ABA
sinyalleme prosesini indUklemedigini Oneren bir sekilde godzenek agiimasini
indUklemistir. Bunun rapor edilen diger ABA agonistleri ile gdzlenmemesi nedeniyle bu
etki etkileyicidir. E1'in etki modunun, diger pirabaktin analoglarininkinden farkh oldugu
ve bunun ABA algisini etkisiz hale getirerek ABA sinyallemesini etkileyebilecedi veya
PYR/PYL reseptorleri ile alternatif bir etkilesim ile karsi asagd) yonld bir regilasyon
olusturabilecedi tarafimizca dnerilir. Genel olarak pirabaktin analoglar, bunlann olasi
bir sekilde ABA agonistleri olarak hareket ettigini dogrulayan bir sekilde ABA benzeri
yanitlar verir. Sonuglar ayrica gbzenek agikhginin, su buharlagmasini geligtirmek veya
bunun azaltmak {izere sentetik molekillere maruz kalmasi araciliiyla reguile
edilebilecegini gdsterir. Bu nedenle bu molekuller, gézenek reglilasyonunda yer alan
sinyalleme komplekslerini ve yollarim belidlemek Gzere molekuler ¢alismalarda oldukca
faydalidir. Ayrica bilesiklerin belirli bir dzgullik seviyesi géstermesi nedeniyle bunlar,

tarimsal uygulamalarin gelistiriimesinde yardimcidir.

Mevcut bulugun pirabaktin analoglarnnin tarimsal uygulamasi

Uygun olmayan kosullar altinda bunlarin performansini muhafaza etmek tzere sesil
organizmalar olarak bitkiler, koruyucu vyollar Gzerinde baglamak (zere endojen
sinyallere baghdir (Raghavendra et al, 2010). Bu yollarin manipulasyonu bu nedenle

bitki Uretimi sadlamak lzere hir stratejidir ve ABA, kullanmak tzere hedef molekdldir.
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ABA’'nin topikal olarak plskirtilmesi, gézeneklerin kapanmasina ve kuraklik stresine
karsi korumaya neden olur ancak bu ayrica primer kék buyldmesini ve yaprak gelisimini

etkiler. Mevcut bulugun pirabaktin analoglari, bu sinirlar ¢dzer.

Table 2: Farkl pirabaktin analoglarinin biyolojik yanitlarinin yorumu. Molekiillerin
tamami, 10 pM konsantrasyonda uygulanir ve kontrol iglem gérmemis tohumlar,
fideler veya epidermal geritler ile kargilastinlir. Ayni veriler yukarida temsil edilir.
0 = kontrol ile onemli derecede farkh degil, +++ = ¢ok giiglii etki (tohumlara,
koklere ve siirginlere yonelik inhibisyon veya godzenek kapanmasinin
indiiksiyonu), ++ = giiglii etki, + = orta derecede etki ve - = karsi etki (6rnegin

tohumlarin, kdklerin ve siirglinlerin stimulanlari veya gozeneklerin agilmasi).

Analog Tohum ¢imlenmesi PR LR AR Sirgin  Gdzenekler
ABA +++ +++ +++ 0 +++ +++
Pirabaktin ++ ++ ++ T+ 4 "
E1 0 + ++ - 0 -
E2 0 0 + - - +++
E3 0 0 + - 0 ++
E4 + +++  +++ HH+ ++
ES +++ + + 0 0 +
E6 0 ++ o+ 4 +++
EY 0 +++  HH+ 4+ 0
E8 0 0 +- 0 0 ++
ES 0 0 + - 0 0
E10 0 + + - 0 +
D1 + 0 +- 0 0 +
D2 0 0 0 0 0 C

D3 0 0 0 0 0 C
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Nemli bir yaz sonu iklimlerinde tohumlarin hasat dncesi filizlienmesi, 6nemli kayiplara
neden olur (Gubler et al, 2005). Bu soruna yénelik dayaniksiz olan mahsuller Uzerinde
tohum c¢imlenmesinin bir inhibitorid olarak ABA’min puskudrtilmesi, filizlenmesi
sorunlarini ¢dzebilir. Ancak ABA ayrica bitkiler {zerinde dider etkileri de indikler.
Bunun istenmemesi nedeniyle daha spesifik moleklllerin uygulanmasi, ikinci soruna
yonelik bir ¢oziimdiir. Taranan analoglar arasinda bir molekiil E5 spesifik olarak tohum
gimlenmesini inhibe eder ancak gorintilenen dider biyolojik yanitlar Gzerinde sinirli bir
etkiye sahiptir (Tablo 2). Dider bir ilging analog ise, gdzeneklerin kapanmasini
etkileyen ve sdrgtn gelisimi ve daginik kok olusumu tzerinde pozitif etkilere sahip olan
E2'dir. Ayni zamanda EB8, kdk gelisimini etkilemeksizin bitkilerin kuraklia toleransini
gelistirmek Uzere mahsuller Ozerine puskurtilmek Gzere uygun bir bilegiktir. ABAnin
aksine bu, kdk buylmesinin daha derin su kaynaklarina erigimi sadlayacak sekilde
muhafaza edilecek olmasi nedeniyle uzun stres kosullarinda bir bitkinin gelisimine
yonelik olumludur. Bu nedenle bu hilesiklerin tarimda saha uygulamalarina yénelik yeni

imkanlar sunmasi sonucu gikarilir.
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