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OZET

BIiTKIiLERDE HALOTROPIZMiK YANITTA

NITRIK OKSIT (NO)’IN ROLUNUN BELIRLENMESI

ARAT KARAMAN, Biisra

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Rengin Ozgiir UZILDAY

Ocak 2024, 62 sayfa.

Bitkilerin topraktaki tuz konsantrasyonuna tepki olarak kok biiytime yonlerini
degistirme yetenegine halotropizma denir. Bu tez ¢aligmasinda nitrik oksit (NO)
etkisine bagli olarak bitki koklerinin halotropizmik yanitlariin arastirilmasi
amaglamaktadir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda, NO'nun bitki metabolizmasinda
tuzluluk da dahil olmak tizere ¢esitli abiyotik streslere kars1 ¢ok 6nemli diizenleyici
roller oldugu gosterilmistir. Ancak halotropizmik yanitlar {izerine NO'nun nasil bir
etkisi bulundugu ile ilgili bilgiler ¢cok kisitlidir. Tez ¢alismasinda, Arabidopsis
thaliana bitkileri farkli tuz konsantrasyonlarina maruz birakilarak halotropizmik
yanitlarini belirlenmistir. Ayrica, NO donér ve NO siipiiriicii uygulamasi yapilan
tim Dbitkilerinin k6k dokularinda NO miktar olgimleri gerceklestirilmistir. Bu
calisgmada Arabidopsis thaliana’nin halotropizmik o6zellikleri birbirinden farkli
Col-0, Wt-5 ve Uod-7 ekotipleri kullanilmustir.

Elde edilen sonuglarda, yiiksek tuz konsantrasyonlar1 altinda kok dokularinda
NO iiretiminin arttigi bulunmustur. NO dondr ve NO siipiiriiciisii kullanilan
deneylerde, NO iiretiminin inhibisyonu ile tuz kaynagina dogru kdk bilylimesinin
bozuldugu belirlenmistir. Sonug olarak, NO'nun halotropizmik bitki yanitinda
onemli bir rol oynadigi bulunmustur. Ayrica, tuz stresine karsi bitki toleransini

gelistirmek i¢in NO’nun potansiyel bir hedef olabilecegi belirlenmistir.



Anahtar kelimeler: Arabidopsis thaliana, halotropizma, nitrik oksit, tuz stresi



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE ROLE OF NITRIC OXIDE (NO) ON
PLANT RESPONSE TO HALOTROPISM

ARAT KARAMAN, Biisra

MSc in Biology
Supervisor: Associate Prof. Rengin Ozgiir UZILDAY

January 2024, 62 pages.

The capacity of plants to change root growth in response to salt stress is
called halotropism. In this thesis, it is seen that changes in halotropism can occur
due to the effect of nitric oxide (NO) treatments. Previous studies suggested that
NO has a crucial role in plant stress response, including salt stress. However, it is
not fully understood that the effect of NO during halotropism. The research
includes determining the halotropismic responses of the plant by exposure to NO
donor and NO scavenger chemicals. Col-0, Wt-5 and Uod-7 ecotypes with
different halotropism properties of this effective Arabidopsis thaliana were used
in the study. The results show that NO production leads to a significant increase
due to the exposure of root tissues to high NaCl concentrations. Treatements with
NO donors and NO scavengers showed that, NO signaling takes a role in
halotropismic response. It appears that NO plays an important role in the plant
response to halotropism, can be used as a potential target to induce plant tolerance
to salt stress.

Keywords: Arabidopsis thaliana, halotopism, nitric oxide signaling, salt stress
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ONSOZ

Tarim arazileri giiniimiiz kosullarinda topraktaki tuzluluktan dolay1 negatif
yonde etkilenmektedir.. Bu baglamda, bitkilerin tuz stresine karsi kendilerini
korumak amagli gelistirdikleri bir tropizmik hareket olan halotropizmanin, bitki
biiyiime gelisme iizerine morfolojik, biyokimyasal tepkilerin incelenmesi ve
ardinda yatan mekanizmalara dair bilgilerin tamami heniiz literatiirde mevcut
degildir. “Bitkilerde halotropizmik yanitta Nitrik Oksit (NO)’in roliiniin

belirlenmesi” baglikli tezimde literatiirdeki bu boslugu doldurmak amaglanmistir.
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1. GIRiS

Kiiresel iklim degisikligi ve ¢evresel dis etkilerden dolay bitkiler yasamlari
boyunca ¢esitli stres durumlariyla karsi karsiya kalirlar. Bitkilerin bu stres
durumlarina maruz kalmalar1 bitki Ortlistindeki degisimleri ve ¢evresel sorunlari
beraberinde getirebilir. Bitkilerin karsilagabilecekleri bu stres kosullari biyotik ve
abiyotik stresler olarak adlandirilmaktadir. Abiyotik stresler tuz stresi, agir metal
stresi, kuraklik ve sicaklik stresleri olarak siniflandirilabilirler (Zhu, 2016). Bitkiler
bulunduklart ¢evre kosullarina uyum saglamak igin ¢esitli stratejiler
gelistirmislerdir. Tuzluluk altinda koklerin tuzdan kaginacak sekilde tuzu

algilayabilmesini saglayan halotropizmik yanitta bunlardan bir tanesidir.

2. GENEL BIiLGILER

Bitkiler bulunduklari ortam kosullarinda yasamlarina devam edebilmek igin
cesitli hareketler yaparlar. Bu hareketler uyariciya dogru olabildigi gibi, kagcinma
tepkisi olarakta ortaya cikabilmektedir ve bu durum tropizma olarak adlandirilir.
Bitki siirgiinleri gilines 15181na dogru yonelerek biiyiirken, bitki kokleri yer ¢ekimi
etkisine bagli olarak, topraktaki besin ve suya dogru hareket etmektedir (Feng,
2016). Bitkilerin yiiksek tuz konsantrasyonlarindan kaginarak kok biiylimesi

gostermesine halotropizma adi verilmektedir (Galva-Ampudia et al., 2013).

Halofitler tuz stesi kosullarma uyum saglamis, yasamlarini yiiksek tuz
kosullarinda devam ettirebilen tuza toleransl bitkilerdir (Flowers ve Colmer 2015).
Tuz stresine toleranst olmayan glikofit bitkilerin kdoklerinin topragin tuz
konsantrasyonu yiiksek bolgelerinden kaginma hareketi gosterdigi buna karsin
halofit koklerinde bu kaginma hareketinin daha az oldugu bildirilmistir. Buna baglh
olarak, halofitik bitkilerin halotropizmik yanitlarinin glikofitik bitkilerinden farkl
oldugu onerilmistir (Galva-Ampudia et al., 2013). Glikofitik bitkiler arasindada
halotropizmik yanit1 farklilik gdsteren ekotipler bulunmaktadir (Deolu-Ajayi et al.,
2019).



Reaktif oksijen tiirleri (ROS), bitkilerde ikincil mesajc1 olarak is goren ve
doza bagh olarak 6zellikle bitkilerin stres kosullarina yanitlarinda sinyal goérevi
iistlenen molekiillerdir (Mittler 2017). ROS’larin yanisira, nitrik oksit (NO)
molekiiliide bitki biiytime gelisimi siirecinde ve ¢evresel streslere verilen yanitlarda
rol alan bir molekiildiir (Besson-Bard et al. 2008). NO birikiminin yiiksek
seviyelerde olmasi nitrosatif stres olarak adlandirilirken, disiik dozlarda NO
birikiminin bitkilerde NO sinyal metabolizmasini tetikledigi bilinmektedir (Neill et
al. 2003). NO, hem ROS metabolizmasiyla etkileserek hem de tek basina bitki
hiicrelerinde sinyal gorevi gormektedir (Corpas et al., 2011). Literatiirde, bitkilerin
tuz stresine karsi gosterdikleri toleransta NO’nun rolii oldugu bildirilmistir (Zhao
et al., 2007). Bunlara karsin, halotropizmik yanitin diizenlenmesi ile NO sinyal
mekanizmasi arasindaki iliski bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda model bitki A.
thaliana’nin Col-0, Wt-5 ve Uod-7 ekotipleri kullanilarak NO molekiiliiniin ve

sinyal mekanizmasinin halotropizmik yanita etkisi aragtirilmigtir.

2. 1. Tropizma

Tiim biiylime gelisme siire¢leri boyunca bitkilerin organ konumlar1 ve
biiytime yonleri tropizmik yonelimlerden etkilenmektedir (Muthert et al., 2020).
Uyarana bagli olarak tanimlanan tropizm gesitleri: gravitropizm, hidrotropizm,
halotropizm,  kemotropizm, fototropizm, tigmotropizm, termotropizm,
oksittropizm,  manyetotropizm, elektrotropizm ve fonotropizm  olarak
belirlenmistir. Yonelimin uyarana dogru oldugu hareket pozitif tropizm, uyarandan
uzaklasma seklinde oldugu yonelim negatif tropizm olarak adlandirilir (1zzo and
Aronne, 2021). Koklerde ise tropizm hareketi, uyaranin zit tarafinda gergeklesen
hiicre biiyiimesi yoluyla koklerdeki biikiilme ile gerceklesmektedir (Gilroy et al.,
2008).

Arabidopsis thaliana gibi model bitkiler iizerinde bugiine kadar yapilan
caligmalar sonucunda, kok uglarinin meristematik, farklilasma, gecis ve uzama
bolgeleri ile hiicresel aktiviteleri, spesifik hiicre tipleri ve tropik sinyallere verilen

yanitlar1 tamimlanmistir (Verbelen et al., 2006).



2.2. Halotropizma

Bitki koklerinin topraktaki NaCl konsantrasyonlarina yanit olarak hareket
gostermesine halotropizma denir (Galvan-Ampudia et al., 2013). Halotropizma,
yiiksek tuz konsantrasyonlarindan bitki kdklerinin biikiilmesi yolu ile kaginmalarini
saglamaktadir. Toprakta yliksek tuz konsantrasyonlari varliginda bitki kokleri,
biiylime gelisme siireclerinin aksamamasi ve en dnemlisi hiicre 6liimleri sonucunda
bitkinin 6lmesine kadar varabilecek durumlar1 6nlemek i¢in tuzdan kaginmaktadir.
Baz1 halofit bitki tiirlerinde ise optimal tuz konsantrasyonunu elde etmelerinin ve
tuza dogru pozitif yonelimin optimal biiyiimeleri i¢in gerekli oldugunu gosteren

bulgular vardir (Shelef et al., 2016).

Bitki koklerin biikiilerek belirli bir yone dogru biiyiimesi i¢in asimetrik
oksinin asimetrik dagilimi gerekmektedir. Bitkilerde oksin, AUX/LAX ailesi
tastyicilart aracilifiyla pasif ya da aktif olarak hiicre igine, PIN tasiyicilari
tarafindanda sadece aktif tasima yoluyla hiicre disina tasinmaktadir (Rutschow et
al., 2014). Kok biiyliimesi ve kok ucu mimarisinin korunmasinda PIN’lerin 6nemli
bir yeri bulunmaktadir ve birden fazla PIN proteininin (PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 ve
PIN7) uyumlu ¢aligsmasi ile sinyal yolaklariin aktiflestigi bildirilmistir. Bu siiregte
kok uclarindan oksinin siirgiinlere dogru tasinmasina aracilik eden PIN2 6nemli bir
rol oynamaktadir (Krecek et al., 2019). PIN2, kok gravitropizmini destekleyerek
oksini siirgline dogru tasima gorevide goriir (Chenet al., 1998; Blilou et al.,
1998 ; Rahman et al., 2010). Stres etkisi altinda PIN2’nin ekspresyonu
degismektedir. Tuz stresi altinda PIN2’nin protein diizeyinin ve transkriptinin

azaldig1 gosterilmistir. Bu durumun yanal kok olusumunu azalttigr bildirilmistir

(Sun et al., 2008; Li, 2009; Gao et al., 2013; Galvan et al., 2013).

Kok uzama bolgesinde (elongation zone), kok tropizmalari sirasinda biikiilme
olusmasi i¢in oksinin asimetrik artisinin gerceklestigi bilinmektedir ve bu artis
PIN2 aracili olarak gergeklesir (van den Berg ve ark. 2016). PIN2’nin tuzlulukla
karsilagan kok kisminda biriktigi gorilmistiir (Galvan-Ampudia et al., 2013). PIN2
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lokalizasyonundaki degisimlerin tuz stresine karsi gosterilen direnci arttirdigi ifade
edilmistir (Wang et al., 2009; Sun et al., 2011) Halotropizm sirasinda PIN2’nin
yaninda, AUX1'in lokalizasyonununda oksinin hiicrelere alinmasinda aktif olarak

oneme sahip oldugu bilinmektedir (Korver et al., 2020).

2.3.  Glikofit - Halofit

Bitkiler tuz stresine kars1i biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalari
aktiflestirerek yanit verirler (Parida et al., 2005). Gosterilen bu yanitlara gore ise
kabaca halofitler ve glikofitler olmak fizere ikiye ayrilirlar. Yiiksek tuz
konsantrasyonlar1 altinda yasamini slirdiiren bitkiler halofitlerdir. Glikofit bitkiler
ise tuza daha duyarli olmalar1 sebebiyle yiiksek tuz konsantrasyonlari biiyiime

gelisimleri agisindan zararhidir (Yang and Guo, 2018).

Halofitler tuzluluga kars1 glikofitik bitkilere gore biiyiime gelisime devam
edebilmek i¢in farkli stratejiler gelistirmistir. Glikofitlerin zarar gordigi tuz
konsantrasyonlarmda (Galva-Ampudia et al., 2013), halofitlerin normal
gelisimlerini stirdiirebilmeleri i¢in optimal tuz konsantrasyonuna yonelmeleri

gerekmektedir. (Shelef et al., 2016).

Glikofitik bir bitki olan A.thalania’min 333 ekotipinin kullanildigi bir
caligmada, kok halotropizmasiyla iliskili ¢esitli genetik faktorler tantmlanmistir ve
oksin dagitiminda yer almayan ii¢ gen olan WRKY25, CHX13 ve DOBI’in
halotropizmada ifade edildigi bildirilmistir (Deolu Ajayi et al., 2019).

Ayni ¢alismada bu ekotipler arasinda kok biikiilmeleri agisindan siralanmigtir
ve A. thaliana Col-0 ekotipinde kok biikiilmesi +30 derece olarak bulunmustur. En
giiclii biikiilme ag1s1 ile Wt-5 ekotipinde +49 derece biikiilme olarak 6lgiiliirken ve
en zayif halotropizmik yanit -2 derece biikiilme ile Uod-7 ekotipinde gézlenmistir
(Deolu Ajayi et al., 2019).



2.4. Kok Mimarisi

Topraktaki tuzluluk ile ilk etkilesimde bulunan bitki kismi1 koklerdir ve kokler
sodyum varligini algilamaktadir. Bitki kokleri tuzluluk ile kars1 karsiya kaldiginda
bitki kok sistem mimarisi (RSA) yeniden olusturulabilir (Koevoets et al., 2016).
Tuz stresinin ana ve yan kok uzunluklar1 arasindaki farki arttirdigi, yan kok

yogunlugunda ise bir artis gostermedigi bildirilmistir (Julkowska et al., 2017).

NO sinyallemesi kok mimarisinin desenlenmesi ve farklilagmasini ve
diizenlemektedir. NO, Kok organogenezinde brassinosteroidler (BR'ler), oksinler,
sitokininler ve strigolaktonlar (SL'ler) gibi hormon sinyal yolaklar1 is gérmektedir
ve NO’ nun bu yolaklar1 diizenledigi bildirilmistir (Koevoets et al., 2016).

A. thaliana'da hiicre farklilasmasi ve proliferasyonu gesitli i¢sel ve dissal
sinyal yollari, ROS sinyal yolaklar1 ve Aux/CK'ler ile diizenlenir (Wany et al.,
2018). Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) arasinda bitki biiylime ve gelisimi i¢in en
onemli diizenleyicinin NO oldugu tespit edilmistir (Sanz et al., 2013). NO, kok
apikal meristeminde hiicre bdolinmesini azaltir ve farklilasmay1 destekler
(Fernandez-Marcos et al., 2011).

2.4.1. Adventif Kok Gelisimi

Adventif kokler, topraktan besinin alinmasi, bitkilerin ¢ogalmalar1 ve
karsilagilan streslere karsi verilen yanitlarda 6nemli roller oynamaktadir (Steffens

and Rasmussen, 2016).

NO, adventif koklerin gelisiminde yer almaktadir (Alvaro et al., 2023).
Bitkiye disarirdan NO donorleri (SNAP, SNP veya GSNO) uygulamalarinin

adventif koklerin sayisin1 ve uzunlugunu konsantrasyonlara bagli bir sekilde
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diizenledigi bilinmektedir (Alvaro S. ve ark. 2023). NO siipiiriiciisii (cPTIO)
varhiginda ise adventif koklerin azaldigi gorilmistir (Pagnussatet al.,
2002; Lanteri et al., 2008). Uygulamalar ile NO senteziyle ilgili enzimlerin (NOS

benzeri ve NR) aktiviteleri sonucu endojen NO iiretimi diizenlenir.

2.4.2. Yanal Kok Gelisimi

Topraktan su ve besin alimina katkida bulunmak i¢in kokler yan kokler
yardimiyla ylizey alanini arttirir (Dolan et al., 1993). Yan koklerin olusumu oksin
tarafindan kontrol edilmektedir (Casimiro et al., 2003) ve oksin aracili sinyal yollari
NO tarafindan diizenlenir. Disaridan oksin uygulamasinin yan kok olusumunu

destekledigi gosterilmistir (Reed et al., 1998; Casimiro et al., 2001)

Abiyotik streslere yanit olarak veya normal kosullar altinda, yan kok olusumu
ve biiylimesi tlizerinde NO'nun etkisi bilinmektedir ancak bu diizenlemenin
molekiiler mekanizmalari heniiz tam olarak bilinmemektedir. Tuz stresi altinda yan
kok olusumunu tesvik eden diger molekiillerinde NO ile iliskilendirildigi

gosterilmistir (Singh and Bhatla, 2018).

2.5. Tuz Stresi & Halotropizma

Tuz stresi, bitki biiylime ve gelisim siirecinde topraktaki tuz miktarinin
artistyla dogru orantili olarak olumsuz etkilere neden olmaktadir. Tuzluluk
sebebiyle su potansiyelindeki azalma, ozmotik potansiyelin diismesine neden olur
(Glenn et al., 1997). Tuz stresi, bitki biiyiime ve gelisimini, fotosentez, ¢imlenme

gibi pek ¢ok biyolojik olay1 etkilemektedir (Taiz and Zeiger, 2008).

Bitkilerde halotropizmik hareket ile biiyltime seklini hem monokot hem de
dikot bitki koklerinin yaptig1 birgok calisma ile gosterilmistir (Galvan-Ampudia et
al., 2013). Bu halotropizmik hareket ise tuz stresinin algilanmasi ile baslayan ve

membran lipitlerinin, kiiclik molekiillerin, iyonlarin, ikincil bilesiklerin ve
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fitohormonlarin taginmasi, fosforilasyon/sinyallesme basamaklarinin baslatilmasi
ile devam eder. Hizla gergeklesen bu ilerleyis ile bitkilerin kokler araciligiyla tuz
stresini algilamasindan sonra ikincil tepki sistemi ve sinyal yolaklar1 ile hizla iletilir
(Testerink et al., 2004; Munns and Tester 2008; Mcloughlin and Testerink 2013;
Maathuis, 2014). Tuz stresine dair sinyal iletiminde plazma zarida yer alir. Tuz
stresiyle karsilasma sonucunda membran potansiyelinde yasanan degisimler
disinda, lipid sinyal molekiillerinin ve fosfatidik asit (PA) tiretimi gézlenmektedir
(Torres and Dangl 2005; Mio, 2006; Miller et al., 2010; Peer et al., 2013). Mevcut
modellenmis halotropizmik hareket, tuz stresi etkisi ile olan PA iiretiminin tuz
indiiksiyonu ile baglayarak PIN2 oksin tasiyicisinin yeniden lokalizesine,
PIN1 ifadesindeki artisga, AUXI aktivitesinin azalmasina dolayisiyla oksin
baglantili biiyiime durumu iizerinde degisikliklere sebep olur (Galvan-Ampudia et
al., 2013; Julkowska and Testerink 2015; van den Berg, 2016).

Onceki calismalarda oksin aracili asimetrik biiyiime yoluyla halotropizmik
yanitin glikofitik bitkilerde olustugu gosterilmistir. Buna karsin sodyumun
algilanmas1 yoluyla halotropizmik hareketin tetiklenmesi ve devaminda aktiflesen

mekanizmalar hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Halotropizmik yanitin Na’ya 6zgiin oldugu glikofit bitkilerde yapilan bazi
calismalarda gosterilmistir (Szepes et al., 2020).

2.6. Nitrik Oksit - NO

Bitkilerin bliylime, gelisme ve stress kosullarina verdikleri yanitlarda
ROS’larin ¢esitli gorevleri bulunmaktadir (Mittler et al., 2011). Hire i¢i
kosnantrasyonlarina bagli olarak hasar olusturabildikleri gibi ayn1 zamanda diisiik
konsantrasyonlarda hiicre igi sinyal iletimini gergeklestirmektedirler (Mittler,
2017).

NO hem tek bagina hem de ROS’larla etkileserek sinyal gorevi gosterebildigi
gibi, yiiksek seviyelerde birikimi nitrosatif strese neden olmaktadir (Corpas et al.,
2011). NO’nun hastalik direncinde sinyal gorevi, ¢imlenmeyi uyarma, streslere

kars1 koruma gibi siireclerde yer aldigi bilinmektedir (Mur et al., 2013). Disaridan
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NO uygulamasinin bitkilerdeki tuz stresine karsi toleransi arttirdigi bildirilmistir

(Zhao et al., 2007).

NO kok tiiyii olusumunda (Lombardo and Lamattina, 2012) ve kok biiytimesi
sirasinda  Oksin aracili NADPH oksidaz aktivasyonunda gereklidir (Correa-
Aragunde et al., 2015).

Enzimatik olmayan & enzimatik mekanizmalar yoluyla nitritin NO'ya
indirgenmesi en bilinen NO iiretim yoludur. Nitrat rediiktaz (NR) ve nitrik oksit
sentaz (NOS) bu iiretimin iki ana enzimidir. Hem in vivo hem de in vitro olarak

dogrulanmis NO iiretme aktivitesi bulunan tek enzim NR’dir.

Bir sinyal molekiilii olarak gorev yapan NO'nun cGMP, Ca?* ve ROS’larla
iliskili sinyal yollariyla etkilesimi bulunmaktadir (Astier et al., 2010; Mur et al.,
2013). Gelisme ve savunma mekanizmalarinda bulunan fitohormonlarinda NO

sinyal yolaklari ile etkilesimi oldugunu gdsteren bulgular vardir (Freschi, 2013).

NO sinyalleme yolu spesifik enzimler yoluyla kontrol edilir ve NO’1i nitrata
cevirebilen, hiicre igindeki GSNO igerigini diizenleyen S- nitrozogliitatyon

rediiktaz (GSNOR) aktivitesine bagli oldugu bilinmektedir (Mur et al., 2013).

Bitki hiicrelerinde NO sentezi kimyasal 6zellikleri acisindan indirgeyici yol
ve oksidatif yol olarak iki ana yoldan gerceklestirilebilmektedir. Indirgeyici yol
nitritlerin NO'ya indirgenmesi ile, oksidatif yol ise aminlerin oksidasyonu ile

gerceklesmektedir.

2.7. NO ve Kok Sistemi

NO, bitki koklerinde oksin benzeri bir etki gostererek kok biiylimesini
arttirmaktadir (Gouvéa et al., 1997, Pagnussat et al., 2002 ). ). NO’nun gravitropik
biikiilmeye katilmasina dair yapilmis caligmalarda bulunmaktadir (Hu ve ark.
2005). Yer ¢ekimi uyarina tepki olarak, Pagnussat ve arkadaslari (2002) tarafindan
yapilmis calismaya benzer sekilde, birincil kokte asimetrik NO birikimi oldugu
gbzlenmistir (Hu et al., 2005).
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2.8. NO Donérii Ve NO Siipiiriiciileri

Literatiirde yaygin olarak kullanilan SNP (sodyum nitroprusside) bir NO
donérii ve cPTIO (2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-

oxide potassium salt) ise bir NO siipiiriiciisiidiir.

Tuz stresi etkisine karsi bitkilere disaridan NO donérii SNP’ nin
uygulamasini takiben, plazma zar1 H+-ATPaz ifadeleri artmis ve bu durum tuz
stresine karsi toleransi arttirmustir.  Bu bulgular bitkilerde NO’nun sinyal olarak
calistigimi gostermektedir. ¢cPTIO (NO siipiiriiciisii) uygulanmasi ile NO’nun
etkisinin tersine dondiigli ve NO'nun NR'nin yan iiriinii olmadan NOS benzeri
aktivite ile ftretildigi distinilmektedir (Zhao et al., 2004). Disaridan NO
uygulanmasinin proton pompast aktivitelerini ve tonoplastin Na+/H+ antiportunu
arttirarak tuz stresine karsi gosterilen toleransi sagladigi bildirilmistir (Zhang et al.,
2006).

Sonug olarak, ROS’larin yanisira, NO son yillarda bitki biliylime geligsmesi ve
cevresel streslere verilen yanitlarda yeni islevleri yogun olarak calisilan bir diger
molekiildiir. NO hem tek basina hem de ROS metabolizmasiyla etkileserek bitki
hiicrelerinde sinyal gorevi gormekte, yiiksek seviyede NO birikimi ise nitrosatif
stres olarak adlandirilmaktadir (Corpas ve ark. 2011). NO’nun kok tiyi
olusumunda rol oynadig1 (Lombardo ve Lamattina 2012), kok biiylimesinde 6ksin
aracilt NADPH oksidaz aktivasyonu i¢in gerekli oldugu (Correa-Aragunde ve ark.
2015) ve tuz stresi sirasinda kok ucu meristem boyutunun diizenlenmesine katki
sagladigi (Liu ve ark. 2015) bilinmektedir. Ancak, halotropizmik yanitin
diizenlenmesindeki olasi rollerine iligkin bilgi bulunmamaktadir. Literatiirdeki bu
boslugu doldurmak i¢in planladigimiz tez ¢alismasinda ilk olarak halotropizmik
yanit veren koklerde bir fliioresan NO boyasi olan 4-amino-5-methylamino-2',7'-
difluorofluorescein diacetate (DAF-FM DA) ve yine fliioresan bir peroksinitrit
(ONOO) boyast olan aminophenyl fluorescein (AMF) ile boyamalar yapilmistir.
Ayrica bitki koklerinde igsel NO miktar1 disaridan NO donorii sodium nitroprusside
(SNP) ile arttirllarak ve NO siipiriiciisi  2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (cPTIO) ile disiirilerek, NO’nun

halotropizmik yanitin diizenlenmesindeki rolii aragtirilmistir. S6z konusu boyama
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islemleri ve NO dondrii ve siipiiriiciisii uygulamalar1 ile A. thaliana’ nin
halotropizmik yaniti kuvvetli (Wt-5) ve zayif (Uod-7) ve referans olarak Col-0
ekotiplerinde NO metabolizmasinin halotropizmadaki roliiniin aydinlatilmasi

hedeflenmistir.
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3. MATERYAL METHOD
3.2. Bitkilerin Yetistirilmesi
3.2.1. Tohumlarin Temini

Yapilan tez ¢alismasinda model bitki Arabidopsis thaliana (Col-0, Wt-5,
Uod-7) tohumlart kullanilmistir.

3.2.2. Tohum Sterilizasyonu

Tohumlarin yiizey sterilizasyonunu gergeklestirmek i¢in steril kabin igerisinde
tohumlar %70 etanolde 1 dakika tutulduktan sonra distile su ile 5 kez yikanmustir.
Yikama sonrasinda 10 dakika %4 NaCl (sodyum hipoklorit) ¢dzeltisinde
tutulduktan sonra distile su ile 5 kez yikanarak sterilize edilmistir. Yiizey
sterilizasyonlar1 yapilmig tohumlar 7 giin boyunca 4°C*de bekletilmistir. Tohumlar
sonrasinda pH*1 5.7 olan %0,5 sakkaroz (w/v) ve %] agar igeren 1/2 MS
(Murashige ve Skoog) ortami igeren petrilerde ¢imlendirilmistir. 22 °C sicaklik, 150
umol m?s?t 151k siddeti ve %70 bagl nem altinda petrilerdeki tohumlarin
¢imlendirilmesi kontrollii biiyiime odasinda (16 saat 151k/8 saat karanlik), petriler

dik konumdayken gerceklestirilmistir. 5 giin boyunca dik konumda biiyiitiilmiistir.

3.3. Halotropizmik Yamitin Olciilmesi

5 giin boyunca dik konumda bilyiitiilmiis bitkiler SNP (10 uM), ¢cPTIiO (100
uM) ortamlarinda, tuz stresi olusturabilmek i¢in NaCl( 0 mM, 50 mM, 100 mM,
200 mM, 300 mM) uygulamasina maruz birakilmistir. SNP ve cPTIO uygulamalari

48 saat siiresince gergeklestirilmistir.

12x12 cm kare petriler sol alt koseden sag list kdseye ¢izgi ile isaretlenmistir.
Sonrasinda petriyi 2 es pargaya ayirmis olan bu ¢izgiye 0.5 cm uzaklikta 2 ¢izgi
daha ¢izilmistir. Hazirlanan kare petrilere uygulama gruplarma gére SNP ve cPTIO

iceren 1/2 MS ortam1 (%0.5 sukroz, %1 agar) dokiilmiistiir ve sonrasinda MS
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ortami sol alt koseden altta kalan ¢izgi referans alinarak 45°’lik ag1 ile kesilmis,
altta kalan MS kismui ¢ikarilmistir ve yerine uygulama gruplari i¢in planlanan

konsantrasyonlarda NaCl 2 MS ortami1 dokiilmiistiir.

Esit biiyiime gosteren bitkiler, kok ucu yeni dokiilen uygulama ortamina 0.5-
1 cm uzaklikta yerlestirilmistir. 22 °C sicaklik, 150 pmol ms™ 151k siddeti ve %70
bagil nem altinda kontrollii biiylime odasinda (16 saat 151k/8 saat karanlik) kok
kisimlarinin karanlikta kalacak sekilde petrileri kapatan ve 70°’lik agida yatik

konumda olmasini saglayacak sekilde hazirlanmis petri kutularinda tutulmustur.

Bitkilerin halotropizmik yanitinin 6lgiilebilmesi icin 24 saate bir 4 giin
boyunca kok uglarina isaretleme yapilmistir. Nicel hesaplamalarin yapilabilmesi
icin petriler tarayicida (300 dpi ¢oziiniirliikte) taranarak, elde edilen fotograflar ile
ImagelJ programi kullanilarak kok biiyiime hiz1 ve kok sapma agis1 belirlenmesi i¢in

veriler elde edilmistir.

3.4. Kok Biikiilme Acis1 Olciimleri

Imagel] program ile taranmis petri fotograflar1 kullanilarak, halotropizmik
yanitin  siddetini belirleyebilmek i¢in yer ¢ekimi yoOniinde uygulamalarin
baslatildigi ilk giin kok uclarina koyulan isaretten bir dikme inilmistir. Bu dikmeye
gore, uygulamalarin devam ettigi glinlerde kok uclarina koyulmaya devam edilmis

isaretler ile ilk isaret noktasinin olusturdugu dogrunun agist hesaplanmastir.

Bitki koklerinin yaptigir agilar belirlendikten sonra 180°°den ¢ikarilarak
bitkilerin halotropizmik agilar1 elde edilmistir. Elde edilen veriler ile sekil grafigi

olusturulmustur.

Imagel] programi ile taranmis petri fotograflar1 kullanilarak uygulamalarin

baslamasindan itibaren kok biiyiime hizlar1 hesaplanmistir.
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3.5. Koklerde ONOO- Varhginin Belirlenmesi

Halotropizmik yanit1 belirlenen bitkiler, Saito ve ark. (2006)’ya gore,
halotropizmaya bagh kok uglarindaki ONOO- bulunma miktarinin farkliliklarinin
belirlenmesi i¢in aminophenyl fluorescein (APF) ile boyama yapilmistir. Bitkiler
30 dakika boyunca 2.5 uM DAF-FM DA igeren 0.2 mM K-P (pH 7.4) tamponda
bekletildikten sonra, 2 kez K-P (pH 7.4) tamponuyla yikanmistir. Yikama islemi
sonrasinda boyanmis bitkiler ile hazirlanan preparatlarda fliioresans mikroskop
(Leica DM300) ile kok uglart gorlintiilenmistir (eksitasyon 490 nm, emisyon 515
nm). Gorlintiilemeler sonucunda elde edilen goriintiilerdeki fliioresan yogunluklari
ImageJ yazilimi ile hesaplanmis ve koklerdeki ONOO- varliginin dagilimi

belirlenmistir.

3.6. Koklerde NO Varhgimin Belirlenmesi

Halotropizmik yanit1 belirlenen bitkiler, Kolbert ve ark. 2012’ye gore
halotropizmaya bagli kok uglarindaki NO bulunma miktarinin farkliliklarinin
belirlenmesi i¢in koklerde DAF-FM DA (-amino-5-methylamino-2',7'-
difluorofluorescein diacetate) ile boyanmustir. Bitkiler 30 dakika boyunca 10 pM
DAF-FM DA igeren 10 mM Tris-HCI (pH 7.2) tamponda bekletilmis ve 2 defa
Tris-Hcl (pH 7.2) tamponuyla yikanmistir. Yikama islemi sonrasinda boyanmig
bitkiler ile hazirlanan preparatlarda fliioresans mikroskop (Leica DM300) ile kok
uclar1 goriintiilenmistir (eksitasyon 485 nm, emisyon 520 nm). Goriintiilemeler
sonucunda elde edilen goriintiilerdeki kok ucu fliioresan yogunluklari ImageJ

yazilimi ile hesaplanmis ve koklerdeki NO varliginin dagilimi belirlenmistir.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Denemeler iki biyolojik replika ve 3 teknik replika kullanilarak
sonuglandirilmistir (n = 2x3 = 6). Kullanilan grafiklerde ortalama sonuglar
kullanilmis, standart sapmalar1 hata ¢ubuklariyla géstermislerdir. Gruplar kontrol
grubuna gore ‘° student’ t-test’” kullanilarak karsilastirilmis, p<0,5 ise anlamsiz,

p<0,05 ise anlamli (*) seklinde belirtilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Halotropizmik Yamt Sirasinda Koklerdeki NO Miktari

Col-0 ekotipinde 50 mM NaCl ve 200 mM NaCl uygulamalari ile NO miktar1
azalmistir. Wt-5 ekotipinde 50 mM NaCl ile NO miktart %54, 100mM NacCl ile
%159, 200 mM NaCl ile %36 ve 300 mM NaCl ile %61 artmistir. Uod-7 ekotipinde
50 mM NaCl NO miktar1 %50, 100 mM NacCl ile %59, 200 mM NacCl ile %36, 300
mM NaCl ile %61 artmustir. (Sekil 5.1.1., Sekil 5.1.2.).

35,000

30,000

25,000
20,000
15,000
10,000

5,000

0

DAF-FM DA fluoresan yogunlugu(alan)

C3| Col Col Col Col WtC Wt Wt Wt Wt Uaj Uod Uod Uod Uod
50 100 200 300 50 100 200 300 50 100 200 300

Sekil 5.1.1. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7 bitkilerinde halotropizmik yanit sirasinda (DAF-
FM DA) ile koklerde NO miktari. Siitun iistiindeki ‘*’ isareti istatistiki agidan anlamli (
p<0,05) oldugunu gostermektedir.

50mM 100mM 200mM 300mM
NacCl NaCl NacCl NacCl

U
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Sekil 5.1.2. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) bitkilerinde halotropizmik yanit sirasinda (DAF-

FM DA) ile kdklerde NO boyanmasi.

Kontrol
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5.2. Halotropizmik Yamt Sirasinda Koklerde ONOO- Miktari

Col-0 ekotipinde ONOO- miktar1 100 mM NaCl ile %28 azalirken, 200 mM
NacCl ile %59, 300 mM NacCl ile %75 artmistir. Wt-5 ekotipinde ONOO- miktari
50 mM NaCl ile %25 artmistir ve 200 mM NaCl ve 300 mM NaCl ile azalma
belirlenmistir. Uod-7 ekotipinde 50 mM NaCl ONOO- miktarin1 %56 azaltirken,
100 mM, 200 ve 300 NaCl uygulamalar sirasiyla %12, %29 ve %17 arttirmistir.
(Sekil 5.2.1., 5.2.2).
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Sekil 5.2.1. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) bitkilerinde halotropizmik yanit sirasinda (APF)
ile koklerde ONOO- miktari. Siitun iistiindeki “*’ isareti istatistiki agidan anlaml1 (
p<0,05) oldugunu gostermektedir.

50mM 100mM 200mM 300mM
Nacl Nacl NacCl Nacl

Kontrol
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Wt-5

Uod-7

Sekil 5.2.2. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) bitkilerinde halotropizmik yanit sirasinda (APF)
ile koklerde ONOO- boyanmasi.
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5.3. Halotropizmik Yamitta SNP (NO donérii) ¢ niin Kok

Uzamasina Etkileri

Col-0 ekotipinde tuz stresi altinda SNP uygulamalarinin kdk uzamasi tizerine
anlamli bir etkisi belirlenmemistir. Wt-5 ekotipinde SNP uygulamasi altinda kok
uzamast 50 mM NaCl ile %27, 100 mM NaCl ile %16, 200 mM NaCl ile %16 ve
300 mM NaCl ile %27 artis olarak dl¢iilmiistiir. Uod-7 ekotipinde SNP uygulamast
ile beraber verilen 50 mM NaCl kok uzamasinda %17, 100 mM NaCl %11, 200
mM NaCl ile %10 artiglara neden olmustur. (Sekil 5.3.1.).
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Sekil 5.3.1. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) halotropizmik yanitlarindaki SNP (NO donorii) ¢
niin kok uzamasina etkileri. Siitun istiindeki *’ isareti istatistiki agidan anlamli (
p<0,05) oldugunu gostermektedir.

NO donérii olan SNP uygulamasi halotropizmik yamt: etkilemistir. Ornegin
Col-0 ekotipi 50 mM tuz uygulamasinda halotropizma siddetlenirken, 6zellikle Wt-
5 ekotipinde halotropizma SNP uygulamasi ile bazi bitkilerde kaybolmustur ve
bitkiler tuza yonelim gostermemistir. Ancak kok biiyltime boylarindan da goriilecegi
gibi SNP uygulamasi ya da SNP+NaCl uygulamalari koék biiylime hizini

yavaglatmistir.
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SNP + 50 mM NaCl SNP + 100 mM NaCl  SNP + 200 mM NaCl  SNP + 300 mM NaCl

" A
Al

SNP +50 mM NaCl ~ SNP + 100 mM NaCl ~ SNP + 200 mM NaCl SNP + 300 mM NaCl

R

Sekil 5.3.2. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) halotropizmik yanitlarindaki SNP (No donorii)
niin etkileri.

Col-0 ekotipi ile yapilan SNP uygulamasinin bitkinin halotropizmik yaniti tizerinde
etkisi oldugu gozlenmistir. Uygulamalar igerisindeki en diisiik tuz konsantrasyonu
uygulamasi olan SNP+50 mM NaCl ise tiim uygulama gruplari igerinde en siddetli
halotropizmik yaniti géstermistir. SNP etkisinin azaldig1 ve tuza yonelim gosteren
uygulama gruplar1 olduguda goriilmustiir. Wt-5 ekotipinin SNP uygulanmis bitki
kok yoneliminin, tuz ve SNP uygulanmis bitkilerde SNP’nin etkisinin azaldig1
goriilmiistiir ve bu durum en belirgin olarak SNP+50 mM NaCl uygulamasinda
goriilmektedir. Tuz uygulamasi yapilmis bitkilerin genelinde SNP etkisinin
azalmasi ile tuza yonelimin devam ettigi goriilmiistir. Uod-7 ekotipinde SNP
etkisinin azaldig1 ve tuza yonelim gdsteren SNP,SNP+50 mM NaCl gruplar1 oldugu
goriilmiistiir. Kok yoneliminin SNP ve SNP+50mM NaCl uygulanmis Uod-7
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ekotipine kiyasla, tuz konsantrasyonuna bagli olarak halotropizmik bir tepki
verdigide goriilmektedir. (Sekil 5.3.2.)
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Sekil 5.3.3. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) halotropizmik yanitlarindaki SNP (No donorii) *
niin kok boy uzunluguna etkileri. Stitun iistiindeki **” isareti istatistiki agidan anlamli (
p<0,05) oldugunu gdstermektedir.

SNP uygulamalar1 sonucunda kontrol gruplart SNP+300 NaCl disindaki tiim
uygulama gruplarinda kok boy uzunlugu bakimindan anlamli degisim
belirlenmistir. Col-0 , Wt-5 ve Uod-7 ekotiplerinde SNP uygulamalarina kiyasla
artan tuz konsantrasyonuyla birlikte koklerde boy uzamasmin azaldigi

goriilmektedir. r. (Sekil 5.3.3.)

5.4. SNP Uygulamasimin Tuz Stresi Altinda Halotropizmik

Etkileri

SNP, SNP+ 50 mM NaCl, SNP + 100 mM NaCl, SNP + 200 mM NacCl vs
SNP + 300 mM NaCl igeren 2 MS ortaminda biiytitiilen A. thaliana genotipleri
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(Wt-5 (Wt), Col-0 (C),Uod-7(U)bitkilerinin fotograflari asagida sunulmustur (Sekil
54.).

24 saat N 24 saat
SNP/50NaCl SNP/100NacCl

UUUU-WWWW-CCCC UUUU-WWWW-CCCC

48 saat 48 saat
SNP/50NaCl 4 SNP/100Nacl

UUUU-WWWW-CCCC UUUU-WWWW-CCCC
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24 saat 24 saat
SNP/200NacCl SNP/300NaCl

UUUU-WWWW-CCCC UUUU-WWWW-CCCC

48 saat
SNP/200NacCl

UUUU-WWWW-CCCC UUUU-WWWW-CCCC

Sekil 5.4. SNP, SNP+ 50 mM NaCl, SNP + 100 mM NaCl, SNP + 200 mM NaCl vs SNP + 300
mM NaCl i¢eren 2 MS ortaminda biiyiitiilen A. thaliana genotipleri (Wt-5 (Wt), Col-0
(C),Uod-7(U), bitkilerinin genel goriniimii.

5.5.  NO Siipiiriiciisii cPTIO‘nun Halotropizmik Yanita

Etkileri

NO siipiiriiciisii cPTIO eklenmis ortamlarda Col-0’da tuz uygulamalari ile

kok uzamasi azalmistir. Bu azalislar 50 mM NaCl ile %15, 100 mM NaCl ile %17,



22

200 mM NaCl ile %27 ve 300 mM NaCl ile %32 olarak belirlenmistir. Wt-5
ekotipinde cPTIO eklenmis ortamlarda kok uzamasi 50 mM NaCl ile %20 artmustir.
Diger uygulamalar istatistiki olarak anlamli degisikliklere yol agmamistir. Uod-7
ekotipinde cPTIO eklenmis ortamlarda 100 mM NaCl ile kdk uzamasi %13, 200
mM NaCl ile %33 ve 300 mM NaCl ile %29 oranlarinda azalmistir. (Sekil 5.5.).
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Sekil 5.5. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) halotropizmik yanitlarindaki cPTIO (NO
stipliriiciisii) ‘ niin kok uzamasina etkileri. Stitun lstiindeki “*’ igareti istatistiki agidan
anlamli ( p<0,05) oldugunu gostermektedir.

5.6. Halotropizmik Yamtta cPTIO (NO siipiiriiciisii) ¢ niin

Etkileri

Col-0 ekotipi kullanilan cPTIO uygulamalarina bakildiginda en siddetli
halotropizmik yanitin cPTIO+300 mM NaCl uygulamasinda oldugu goriilmektedir.
Col-0 ekotipinin halotopizmik yanit veren bitki koklerinden sayica az olsada tuza
yonelim gosteren bitki kokleri oldugu goriilmistiir. CPTIO uygulamasi ¢aligmada
kullanilan ekotiplerden Wt-5’in halotropizmik yanitini olumsuz etkilemistir ve bu
ekotipte baz1 bitkiler tuzlu ortama dogru yonelmistir. Bitki sayis1 bakimindan tim
uygulama gruplariyla kiyaslandiginda Uod-7 ekotipinin cPTIO uygulamalari
sonucunda en siddetli halotropizmik yanit1 veren bitki oldugu goriilmistiir. Uod-7
ekotipi gruplari igerisinde en siddetli yanit1 veren uygulama grubunun cPTIO+300

mM NaCl oldugu tespit edilmistir. (Sekil 5.6.1.)
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cPTiO cPTIO + 50 mM NaCl  cPTIiO + 100 mM NaCl cPTiO + 200 mM NaCl  cPTiO + 300 mM NaCl

0 mM NaCl 50 mM Nacl 100 mM NaCl 200 mM Nacl 300 mM Nacl

R

Sekil 5.6.1. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) halotropizmik yanitlarindaki cPTIO (NO
stipiiriiciisit) ‘niin etkileri.
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Sekil 5.6.2. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) halotropizmik yanitlarindaki cPTIO (No
stipiiriiciisti) ¢ niin kok boy uzunluguna etkileri. Siitun Gstiindeki “*’ isareti istatistiki
acidan anlamli ( p<0,05) oldugunu gostermektedir.

Col-0 ekotipinin cPTIO, 50 mM NaCl, 100 mM NaCl ve 300 mM NaCl
uygulamalari arasinda anlamli degisim belirlenmis, diger uygulamalar istatistiki
olarak anlamli bir degisime yol agmamustir. Col-0 ekotipi bitkilerinde cPTIO
uygulama grubunun en yiiksek kok uzamasi yaptigi ve cPTI0O+300 mM
uygulamasinin 3 kat1 uzama gosterdigi goriilmiistiir. Wt-5 ve Uod-7 ekotiplerinin
cPTIO ve cPTIO+50 mM NaCl gruplarinda anlamli degisim goézlenmistir. cPTIO
uygulanmig gruplarin ¢cPTIO+50 mM NacCl kiyasla Wt-5 i¢in %5, Uod-7 i¢in %2
daha fazla kok uzunluguna sahip oldugu goriilmektedir. (Sekil 5.6.2.)

A. thaliana ekotiplerinin halotropizmik yanitlarindaki c¢PTIO (NO
siiptiriiclisii) “ niin etkilerini gosteren deneme fotograflar1 asagida

sunulmustur (Sekil 5.6.3.).



24 saat
cPTIO/50NaCl

UUUU-WWWW-CCCC

48 saat
cPTIO/50NaCl
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24 saat
cPTIO/100NaCl

UUUU-WWWW-CCCC

48 saat
cPTIO/100Nac!

UUUU-WWWW-CCCC




24 saat
cPTIO/200NaCl

UUUU-WWWW-CCCC

48 saat
cPTIiO/200Nacl

UUUU-WWWW-CCCC
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24 saat
cPTIiO/300Nacl

UUUU-WWWW-CCCC

48 saat
cPTIiO/300Nacl

UUUU-WWWW-CCCC

Sekil 5.6.3. A. thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) halotropizmik yanitlarindaki ¢cPTIO (NO

stipliriiciisii) ‘ niin etkileri.
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6. TARTISMA

Yiiksek tuzluluk, yagis, sulama ve buharlagsmaya bagl olarak farkli toprak
katmanlarinda esit olmayan bir sekilde dagilan 6nemli bir abiyotik strestir. Bitkiler,
cevresel faktorleri algilamak ve degisken ortamlarda hayatta kalmak i¢in gerekli
olan olumsuz kosullardan korunmalari i¢in kompleks sinyal sistemleri gelistirmistir
(Lamers et al.,, 2020). Bu c¢alismada, nitrik oksit metabolizmasinin kok
halotropizmini nasil etkiledigini ve kok kivrilmasindaki rollerinin mekanizmalari

aydmlatilmistir.

Halotropik kok biikiilmesi, oksin biyosentezi ve yeniden dagitimini
gerektiren kok gravitropizmini kontrol etmektedir. Daha once gerceklestirilen
caligmalarda aux1 ve pin2 de dahil olmak iizere gravitropizmde kusurlu mutantlarin
gelismis halotropik kok biikiilmesi sergiledigi gozlenmistir. Gravitropizmin
halotropik kok biikiilmesini antagonize ettigini gosterilmistir. PIN2 gravitropizme
birincil katkida bulunurken, ¢coklu PIN'ler koklerde oksin tasinmasini diizenler. ve
Halotropizm sirasinda bu PIN proteinlerinin potansiyel islevleri yiiksektir. Oksin
tasiyicist PIN2, cevresel uyaranlara yanit olarak hizli bie sekilde fosforilize edilir
(Yuanetal., 2020), ancak SnRK2'lerin PIN proteinlerini uyarmak igin fosforile edip
etmedigi heniiz bilinmemektedir. Kok biikiilmeden 6nce gravitropizm igin oksin
dagiliminin tersi olan, kdkiin diisiik tuz konsantrasyonuna bakan tarafinda 2-6 saat
boyunca artan oksin seviyelerinin gozlendigi bildirilmistir (Galvan-Ampudia et al.,
2013). Arabidopsis'deki mutant analizine dayanarak erken asamada halotropizm
i¢in oksin yeniden dagitimi gerekli gériinmediginden yukarida bahsedilen asimetrik
oksin dagiliminin halotropik kok biikiilmesini kolaylastirmak i¢in gravitropizme
kars1 yonelim gosterip gostermedigi heniiz bilinmemektedir. Sag taraftaki hiicre
uzamasinin biikiilme bdlgesinde sinirl oldugu goriilmektedir ve bu da anizotropik
hiicre geniglemesindeki degisimin nasil geri kazanildigina dair baska bir soruyu
giindeme getirmektedir. Bu durumun, SP2L'min fosforilasyonuyla veya kok
gravitropizminin yeniden kurulmasiyla iliskili olabilir. ABA veya tuz stresinin
neden oldugu SnRK?2 aktivasyonu 0,5-1 saatte zirve yapar ve 1,5-2 saatte azalir
(Komatsu et al., 2013). PIN2'nin endositozu, halo uyarimindan 6 saat sonra

meydana gelir (Galvan-Ampudia et al., 2013), bu da asimetrik oksin dagilimini bir
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miktar azaltabilir (Retzer et al., 2019). Bu nedenle, halotropik kok biikiilmesi

sirasinda tropizmlerin antagonistik diizenlemelerini incelemek gerekmektedir.

Bitkilerin topraktaki tuz konsantrasyonuna tepki olarak kok biiyiime yonlerini
degistirme yetenegine halotropizma denir. Calismamiz halotropizma {iizerinde
nitrik oksit (NO) etkisinin arastirilmas1 amaclamaktadir. Onceki calismalar,
tuzluluk da dahil olmak iizere ¢esitli abiyotik streslere karsi bitki tepkilerinde
NO'nun ¢ok 6nemli bir rol oynadigini bildirmistir. Bununla birlikte, halotropizmada
NO'nun rolii tam olarak anlasilamamustir. Arastirma, farkli tuz konsantrasyonlarina
maruz birakilan, NO dondr ve NO siipiiriicii uygulamasi yapilan tiim gruplarin
fliiloresan boyamasi ile Arabidopsis thaliana ekotiplerininkok dokularinda NO
tiretiminin dl¢limlerini igermektedir. Yapilan ¢aligmada Arabidopsis thaliana’nin
halotropizmik o6zellikleri birbirinden farkli Col-0, Wt-5 ve Uod-7 ekotipleri

kullanilmaktadir.

45°’1ik ag1 ile dokiilen ortamlarda halotropizmik yanitlar1 belirlenen A.
thaliana (Wt-5, Col-0 ve Uod-7) bitkileri kullanilarak boyama prosediirleri
gerceklestirilmektedir. SNP (No donorii) ve cPTIO (NO siipiiriiciisii) A. thaliana
ekotipleri Wt-5, Col-0 ve Uod-7‘ nin halotropizmik yanitlarindaki degisimler
arastirilmistir. SNP uygulamasi 10 uM , cPTIO uygulamasi ise 100 uM olacak
sekilde gergeklestirilmistir.

Kok dokularinda yiiksek tuz konsantrasyonlarina maruz kalmanin, NO
iiretiminde 6nemli bir artisa yol agtig1 belirlenmistir. NO dondr ve NO siipiiriiciisii
kullanilan deneylerde, NO iiretiminin inhibisyonu tuz kaynagina dogru kok
biliyiimesinin bozulmasina yol agtig1 ve yapilan floresan boyamalar sonucunda, tuz
konsantrasyonlarinin artigina bagli olarak NO {iretiminin arttig1 goriilmektedir.
Yapilan ¢alisma sonucunda NO'nun halotropizme bitki tepkisinde dnemli bir rol
oynadigini, tuz stresine kars1 bitki toleransini gelistirmek i¢in potansiyel bir hedef
olarak kullanilabilecegini ve NO ile tuz stresi iliskisine dair altta yatan
mekanizmalari tam olarak aydinlatmak i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag oldugunu

gostermektedir.
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7. SONUCLAR

Bitkiler, kok yapilarinin esnekligi yoluyla toprak stresine uyum saglar.
Topraktaki bitki koklerinin dagilimi, su, yercekimi ve 1s1k gibi birgok cevresel
faktorden etkilenir. Bu faktorler arasinda kok yapisinin ayarlanmasi oncelikle su ve
yercekiminden etkilenir. Yer c¢ekimine tepki olarak biiylime (gravitropizm), su
(hidrotropizm) ve 151k (fototropizm) gibi bitkilerde gézlenen tropizmler detayli bir
sekilde calisilmasina ragmen tuza kars1 yonelim (halotropizm) {izerine literatiirde
yapilan c¢aligmalar kisithdir. Nitrik oksit biiylime diizenleyicisi olarak ve sinyal
molekiilii olarak taninan bir molekiildir. Bu tez calismasinda literatiirde ilk defa
olarak nitrik oksitin tuz stresi altindaki bitkilerde kok kivrilmasini nasil etkiledigi

ve halotropizmdeki rolii aydinlatilmigtir.
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