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OZET
DOMATES BIiTKIiSINDE TUZ STRESI KOSULLARINDA TOTAL RNA
MIKTARININ BELIRLENMESI
PEKTEZ, Ali

Yiiksek Lisans Tezi, Toprak Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof.Dr. Bur¢in COKUYSAL
Aralik 2009, 48 sayfa

Stres  kosullarinda, bitkilerde molekiiler diizeyde gozlenen tepkilerin
belirlenmesinde RNA izolasyonu ilk ve Onemli asamalardan biridir. RNA
izolasyonunun yapilmasi ile Poly(A)'RNA, Northern Blot Hibridizasyonu, cDNA
analizleri ile stres kosullarinda iiretilen proteinlerin 6zelliklerinin belirlenmesi miimkiin
olmaktadir. Bu calismalar ile bitkinin stres kosullarina adaptasyon ve tolerans
mekanizmasi ile strese dayanikliligi saglayabilecek genler ortaya konabilir, yapisal
ozellikleri belirlenen stres proteinleri disaridan bitkilere uygulanarak stres kosullarina
uyumlarinin saglanmasi ile ilgili arastirmalara zemin olusturulabilir. Ancak tiim
calismalarin yapilabilmesi icin yiiksek saflikta ve konsantrasyonda total RNA’nin izole

edilmesi 6n kosuldur.

Bu arastirma, giiniimiizde giderek artan tuzluluk problemi altindaki alanlarda
yetistirilen iirlinlerden olan domates bitkisinin tuz stresi altinda total RNA miktarinda
meydana gelen de8isimin ve RNA izolasyon kitlerinin domates bitkisi 0rneklerinde
kullanim olanaklarinin belirlenmesi amaciyla yapilmigstir.

Deneme tam otomasyonlu topraksiz tarim teknigiyle iiretim yapan sera
kosullarinda gerceklestirilmistir. Iki farkli verime yatmis domates bitkisi sirasina
sirastyla 50 ve 100 mM NaCl cozeltisi, tuz stresi olusturmak icin 15 giin siire ile
uygulanmis, diger bir domates sirasi ise kontrol amacl kullanilmistir.

Arastirma sonucunda, denemeye alinan domates bitkilerinin u¢ yapraklarindan
bitki drnegi alinmis ve total RNA analizleri, RNA izolasyon kitleri ile izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisit Laboratuarlarinda yapilmistir. Elde edilen sonuglar, kontrol
grubuna gore 100 mM NaCl uygulanan 6rneklerde 6nemli bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Tuz stresi, total RNA miktari, domates
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ABSTRACT

TOMATO PLANTS OF THE SALT STRESS CONDITIONS TOTAL RNA
IN THE DETERMINATION OF QUANTITY

PEKTEZ, Ali

MSc in Soil Science
Supervisor: Prof. Dr. Burcin COKUYSAL
December 2009, 48 sayfa

Under stress conditions, RNA isolation is the first significant step as the
molecular response. By RNA isolation, Poly (A)"'RNA, Northern Blot Hybridization
cDNA analysis, stress protein properties would be determined. Moreover, adaptation to
stress conditions, the tolerance mechanisms, stress resistant genes, application of
proteins could be studied. Moreover, the prerequisite is to isolate a highly concentrated
and pure total RNA.

This research, today an increasing salinity problem in the area under the stress of
the products that are grown tomato plants under the stress of the salt in the amount of
total RNA, and the changes of the RNA isolation kit tomato plant samples to determine
possible use is made of.

Experiment with fully automated production soilless agricultural techniques in
the greenhouse conditions were conducted. 2 different plants during tomato yield was
down to 50 and 100 mm NacCl solution, respectively for a period of 15 days was applied
in order to control other tomatoes were used.

A result of research in the experiment received the tips of tomato plants from the
leaves of the plant samples were taken and total RNA analysis, RNA isolation kits were
made with the Izmir Institute of Technology laboratories. Obtained results, compared to

the control group were significant in samples applied to 100 mm NaCl.

Key words: Salt stress, the amount of total RNA, tomato
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1. GIRIS

Tuz ve su stresi diinya tariminda gittikgce daha biiyiikk bir problem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Tuz ve su stresinin bitkiler {lizerindeki etkilerini belirlemek
amactyla bugiine kadar tarla ve sera sartlarinda pek cok denemeler yapilmistir.
Bitkilerin tuzluluga tepkisini belirlemek amaciyla yapilan bu tip arastirmalarin
bircogunda NaCl baglica tuz kaynagi olarak kullanilmistir (Greenway and Munns, 1980;
Botella et al., 1994; Botella et al., 1997; Al Karaki, 2000).

Domates, Akdeniz iilkelerinin yari-kurak bolgelerinde yetistirilen 6nemli bir sera
ve tarla bitkisidir. Bu bolgelerde, toprak ve sulama suyundaki tuzluluk domates
tiretiminde gerek verimi gerekse kaliteyi énemli oranda etkilemektedir. Tuz stresine
toleransh tiirlerin gelistirilmesi icin bircok calisma yapilmaktadir. Bazi tiirlerin
genotipinde gercek toleransi saglayan genlerin bulunamamasi, bir karakterin bircok gen
tarafindan kontrol ediliyor olmasi ve cok sayida bitkide aym anda gen taramasinin
yapilmasindaki zorluklar gibi nedenler bu alanda yapilan ¢alismalardaki basar1 sansini
azaltmaktadir. Cevresel stres kosullar1 bitkilerin tiim fizyolojik ve biyokimyasal
unsurlarini etkiledigi i¢in, bugiine kadar yapilan calismalardan tarimsal iiriinlerin tuz
toleransinin gelistirilmesinde bir¢ok karakterin kombinasyonuna gereksinim duyuldugu

anlasilmaktadir (Sekmen vd., 2005).

Akdeniz gibi diinyanin yar kurak bolgelerinde sulama igin yeterli miktarda
kaliteli su bulmak sorun olmaktadir. Bu durum asir1 oranlarda ¢oziinebilir tuzlar igeren
ve cogunlukla klor bilesenli yer alti sularinin kullanimina yol agmaktadir (Fernandez-
Garcia et al., 2004). Tiirkiye’de Ege Bolgesinde yer alti sular1 %38.74 ve akarsular
%?29.34 oraninda kullanilirken, Akdeniz Bolgesinde yer alt1 sulart %26.63 ve akarsular
%37.97 oraninda kullanilmaktadir (Kendirli ve Cakmak, 2005). Ulkemizde iiretim
alanlarinin degisik miktarlarda olmakla birlikte tuzluluk ve alkalilik tehlikesi altinda

bulunmakla birlikte sorunlu alanlarin yaklasik %75°i tuzluluk tehlikesi altindadir

(Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1 Tiirkiye’de Tuzlu Topraklarin Dagilimi (S6nmez ve Kaplan, 2004)

Sorunun Niteligi Alan (ha) Sorunlu Alanlara Gore %
Hafif Tuzlu 614617 41.0

Tuzlu 505603 33.0

Alkali 8641 0.5

Hafif Tuzlu-Alkali 125863 8.0
Tuzlu-Alkali 264958 17.5

Toplam 1518722 100.0

Tuzluluk; ozellikle kurak ve yart kurak iklim bolgelerinde yikanarak yeralti
suyuna karisan ¢Oziinebilir tuzlarin yiiksek taban suyuyla birlikte kapillarite yoluyla
toprak yiizeyine ¢ikmasi ve buharlagsma sonucu suyun topraktan ayrilarak tuzun toprak
ylizeyinde ve yiizeye yakin boliimiinde birikmesi olayidir (Prakash and Prathapasenan,

1988).

Tuzluluk, bitkinin morfoloji ve anatomisini de igine alan biitiin metabolizmasi
icin etkili bir faktordiir. Bitkilerde goriilen en 6nemli tuz zararn biiyiime ve gelismenin
engellenmesidir. Tuz stresi, toleransa bagli olarak biiylimeyi engellemekte, kloroz ve
nekrotik lekelerin olugsmasina yol acabilmekte, verim ve kaliteyi azaltarak ani 6liimlere
neden olabilmektedir. Tuzlu kosullar altinda azalan bitki biiyiimesini etkileyen en
onemli faktorler toprak ¢ozeltisindeki diisitk su potansiyelinin tesvik ettigi “fizyolojik
kuraklik™, bitkilerdeki diisiik su potansiyeli, diisiik nispi turgorite ve hiicrelerde iyon
konsantrasyonunun artmasi sonucunda bitkilerde meydana gelen ozmotik diizenlemedir.
Tuzlu kosullarda meydana gelen bu degisiklikler hormonal dengesizliklere, stoma
aciliminin ve CO, aliminin azalmasina, transpirasyon kaybina, kloroza ve biiylimenin
azalmasina neden olmaktadir. Tuz tolerans bakimindan bitkiler arasinda familya, cins
ve tiirler arasinda farkliliklar bulundugu gibi, aym tiire ait cesitler arasinda da tuza

tolerans yoniinden ayrimlarin bulundugu bilinmektedir (Turhan vd., 2005).

Yetistirilen  bitkinin ~ veriminde  goriilecek  azalmalar,  cozeltinin
konsantrasyonuna bagli oldugu kadar, bitkinin tuza dayanimi ile de ilgilidir. Tuza
dayanimi fazla olan bitkiler yiiksek tuzluluklarda bile verimde Onemli azalmalar
olusturmazken, tuza dayanimi fazla olmayan bitkiler diisiik tuzluluklarda bile 6nemli
azalmalar gosterebilir (Aubert et al., 1999). Bitkilerin tuza dayanimlari, iklim kosullari,
topragin nem durumu, tuz cesidi ve ortamdaki diger tuzlara gore oldukga farklilik

gostermektedir. Bitkilerin tuza olan toleranslarinin gostergesi kok bolgesindeki



eriyebilir tuzlarin belli seviyesi i¢in tahmin edilen verim azalmasidir. Bu verim tuzsuz

kosullar altinda elde edilen verimle kiyaslanir. Boylece oransal verimler elde edilir.

Tuzlu sartlarda ortamin osmotik basinci arttigindan su alimim engellemekte ve
buna bagh olarak da ¢cimlenmeyle ilgili metabolik olaylar baglatilamamaktadir (Edreva,
1998). Tuzun biiyiime ve gelisme iizerine olumsuz etkisi ¢cimlenme doneminde en
fazladir (Salisbury and Rose, 1992). Bircok arastiriciya gore tuzlu sartlarda biiyiitiilen
bitkilerde bir taraftan toplam yaprak alani azalirken (Levitt, 1972), bir taraftan da
stomalarin kapanmasiyla fotosentez hiz1 yavaslar (Polijakoff and Gale, 1975). Biitiin bu
etkiler bir araya gelince, bitki biiyiime ve gelismesi genel anlamda olumsuz etkilenir ve
bazi hallerde bitki hayat devresini tamamlamadan 6liir. Uzun yillar tuzun biiyiime ve
gelisme iizerindeki olumsuz etkisi fizyolojik kuraklik olarak ortaya c¢iktigi kabul
edilmistir (Levitt 1980). Fakat yapilan bazi ¢alismalar bitkilerin kiiltiir ortaminda artan
osmotik basinca bir miktar uyum gosterdigi ve boylece tuzun zararh etkisine kismen

kars1 koydugu anlasilmistir (Ali et al., 1999).

Cogunlukla hiicresel diizeyde oksidatif bir zararlanma olarak ortaya cikan tuz
stresi, kurak ve yar1 kurak bolgelerde verimi etkileyen 6nemli bir faktordiir (Gadallah,
1999; Ozdemir 1995). Tuza kars1 gosterilen tepki bakimindan bitki tiirleri ve cesitleri,
hatta organlar1 arasinda fizyolojik ve metabolik degisimler bakimindan Onemli
farkliliklar bulunmaktadir (Awank et al., 1993). Genotipe bagh olarak farkli siddetlerde
ortaya c¢ikan tuzdan etkilenme derecesi, tuz stresi altinda gelistirdigi metabolik
degisimlere baghidir. Bitkilerdeki bu degisik tepkiler incelenerek, tuzluluga karsi
tolerans gosteren bitkilerin se¢imleri i¢in bazi kriterler gelistirmek olasidir (Luna et al.,
1994; Perez-Alfocea et al., 1996). Cesitli inorganik iyonlarin ve osmoregiilator olarak
gorev yapan degisik organik maddelerin birikimi (Hamada et al., 1992; Cicek, 1999)
yapraklardaki fotosentetik aktivitelerin belirlenmesi (Sharma and Hall 1992, Babourina
vd. 2000) hiicre zan gecirgenliginde ortaya ¢ikan zararlanma (Ashraf 1994, Salama et
al., 1994) kuru madde stres indeksi (Ashraf et al., 1996), yaprak sayisi, iyon miktari,
potasyum segiciligi (Cuartero et al., 1992) strese toleransh bitkilerin se¢iminde
kullanilabilecek parametreler arasindadir. Domates tiirlerinde yapilmis calismalarda,
tiim bu fizyolojik ve biyokimyasal parametreler ve baska bazi1 6zellikler incelenerek,
tuza tolerans bakimindan genotip diizeyinde farkliliklar bulundugu belirlenmistir

(Tipirdamaz ve Ellialtioglu, 1994).



Bitkiler tuz stresinin iistesinden gelmek i¢in degisik molekiiler ve biyokimyasal
mekanizmalar gelistirmistir. Biyokimyasal yollar tuz stresinin gelistirdigi eklemeli ve
muhtemelen sinerjitik olarak etki eden iiriinlere ve proseslere etki yapar ( Iyengar and
Reddy,1996). Biyokimyasal stratejiler; kabul etmeme, kokler tarafindan iyon aliniminin
kontrolii ve yapraklara transportu, hiicresel ve tiim bitki diizeyinde iyonlarin belli
bolgelerde tutulmasi, uyumlu bilesiklerin sentezi, fotosentetik yolda degisme, membran
yapisinda degisme, antioksidan enzimlerin indiiklenmesi bitki hormonlarinin

indiiksiyonunu icerir (Parida ve Das, 2005).

Tuz tolerans mekanizmalar1 basit ya da karmagik olabilir. Basit mekanizmalar
biyokimyasal yollarin farklilasmasi seklinde olusur. Yiiksek komplekslik gosteren
mekanizmalar ise fotosentez ve respirasyonda (Botella et al., 1994); kromatin ve
kromozom yapisinda meydana gelen Onemli proseslerdeki  degisiklikleri kapsar

(Walbot and Cullis, 1985).

Stres altindaki canlilarin genelinde oldugu gibi bitkilerde de stres karsisinda
serbest oksijen radikallerini zararsiz bilesiklere doniistiiren antioksidant miktarlar1 ve
antioksidant enzim aktiviteleri yiiksek oldugunda, o bitkiler oskidatif zararlanmaya kars1
daha dayanikli olmaktadirlar. Bitkideki kloroplastlar, toksik oksijen tiirevlerine karsi
antioksidatif savunma sistemlerine sahip olup, bu antioksidantlarin basinda vitamin E,
vitamin C, glutatyon ve karotenoidler (beta-karoten ve zeaxanthin) gelmektedir
(Karanlik, 2001). Siiperoksit dismiitaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
rediiktaz (GR), katalaz (CAT) gibi enzimler serbest oksijen radikallerinin yok
edilmesinde en etkin antioksidatif enzimler olarak bilinmektedirler (Cakmak ve

Marschner, 1992; Cakmak, 1994; Gossett et al., 1994).

Son yillarda bitki fizyologlar1 ve 1slahcilari, kiiltiir bitkileri cesitlerinin tuza
dayamiklilhik agisindan varyasyonlarina egilmis ve saptadiklart farkliliklardan
yararlanarak, tuza dayamkli ¢esitler ortaya koymuslardir (Maas and Hoffman 1977;
Edreva, 1998). Bitki fizyologlan ise bu dayanikliligin molekiiler temellerini aciklamaya
caligmakta (Salisbury and Ross, 1992) ve bitkilerin tuz, vb stres faktorlerine
dayamiklilikta iki yol izlediklerini, ilkinin "Kag¢inma" oldugunu agiklamaktadir. Bu
amagla bitkiler, yapilarinda morfolojik ve kimyasal degisiklikler
gerceklestirmektedirler. ikinci dayaniklilik mekanizmasi ise "Tolerans" dir, yani stres
faktoriiniin etkisini azaltma cabasidir ve bu amagla hiicre ve doku seviyesinde

degisiklikler gerceklestirilir. Ornegin, hiicre duvarlarinin giiclendirilmesi (membran



dayaniklilig1), sekonder metabolit {iiretimi ve prolin gibi stres proteinlerinin
sentezlenmesi bunlarin basinda gelmektedir. Bitkilerin, kdk bolgesindeki tuz (NaCl)
yogunlugu, Na''un yapraklarda birikerek klorofil molekiillerinin Mg™ ile yer
degistirmesini ve klorofillerin yapisin1 bozarak kloroz ile sonugladigi bilinmektedir
(Avcioglu ve Giirel, 2000). Benzer kosullarda ve yine asir1 Na* yogunlugunda, bir stres
proteini olan prolin'in hiicrelerde iiretimi ve birikimi artmaktadir (Soldatini and Gianni,
1985). Tuz stresine dayanikliligin 6nemli bir gostergesi olan "Zar Dayaniklihigi" da,
stres kosullarinda bitki dokularinda aciga cikan serbest iyon miktarin1 saptayarak
Olctilebilmekte, bu acidan doku ekstraksiyonlarinin elektriksel —gecirgenligini,
mmhos/cm cinsinden 6lgmek en saglikli gostergeyi olusturmaktadir (Polijakof—-Mayber

and Gale, 1975).

Bu aragtirma, iki ana amaca yonelik temel problemin ¢oziime ulasmak icin
tasarlanmistir. Arastirmanin birinci temel amaci, tuz stresi kosullarinda domates
bitkisinin vermis oldugu molekiiler diizeyde tepkilerden onemli bir tanesi olan total
RNA sentezinin ortaya konmasinda konvansiyonel analiz yontemlerinin (Cokuysal,
2000; Liu ve ark., 2005; Cokuysal ve ark., 2006) komplike olmasi, zaman almasi,
bitkilerin polisakkarit igeriklerine bagli olarak tiim bitkiler icin elverigli olmamasi
nedenleriyle daha pratik ve hassas sonuclar verebilecek bir analiz kiti yapilabilirliginin
ortaya konmasina yoneliktir. Ikinci olarak ise, tuz stresi etkisiyle ortaya ¢ikan ve stresin
molekiiler seviyede tepkisini ortaya koymada onemli bir gosterge olan total RNA

miktar belirlenmeye ¢aligilmigtir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Bu boliimde 6nceki ¢alismalar; tuzluluk, tuz stresi ve RNA sentezi olmak iizere

2 baslik altinda simiflandirilmastir.
2.1. Tuzlulukla flgili Calismalar

Tuzluluk bitki biiyiime ve gelisimini simirlayan en 6nemli cevresel etmenlerden
biridir. Yiiksek tuzlulugun bitkiler lizerindeki zararh etkileri bitkinin Sliimii ve/veya
tiretimin diismesi seklinde gozlenebilir. Bir¢ok bitki tiirii ya hiicrelerine tuzu almayarak
ya da tuzu hiicre icinde tolere edecek mekanizmalar gelistirmislerdir. Tuz stresi
etkisinde fotosentez, protein sentezi, enerji ve lipid metabolizmasi etkilenir. Tuz stresi
biyolojisi ve bitkilerin yiiksek tuza kars1 gosterdikleri tepkiler gegen yirmi yil boyunca
arastiricilar tarafindan tartistlmistir. Bu arastirmalarda tuz stresinin fizyolojik ve
biyokimyasal etkileri ile bitkilerin tuz stresine karsi gostermis olduklar1 tolerans

mekanizmalart detayli olarak arastirilmistir (Parida and Das, 2005).

Romero-Aranda et al., (2001) L. esculentum cesidiyle yaptiklar1 calismada, 2 ay
stire ile 35 ve 70 mM NaCl stresi uygulanan domates bitkilerinin stoma iletkenliginde
onemli bir azalma bulmuslardir. Benzer sekilde, Sekmen vd., (2005) 100 mM NaCl
stresi uygulanan domates fidelerinin stoma iletkenliginde ©Onemli bir azalma

goriildiigiinii bildirmislerdir.

Turhan ve Eris (2004) Camarosa cilek cesidi ile yaptiklar calismada, degisik
konsantrasyonlardaki (0, 500, 1000 ve 2000 mg/l NaCl) tuz uygulamalarinin bitkinin
iyonik ve morfolojik kompozisyonu iizerine etkilerini incelemislerdir. Arastirmada,
NaCl artisina bagh olarak bitkide ciddi zararlarin olustugu, yapraklarda Na, Cl, Ca
veMg artisina karsihik K ve P azaldigim saptamislardir. Tuz uygulamalarimin bitki
kokiinde Na ve Cl miktarin1 artirirken K ve Mg miktarin1 azalttigi, Ca ve P miktarina

etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

Tuza tolerans bakimindan bitkiler arasinda onemli farkliliklar bulunmaktadir.
Familya, cins ve tiirler arasinda farkliliklar bulundugu gibi, ayn tiire ait ¢esitler arasinda
da tuza tolerans bakimindan farkliliklarin bulundugu bilinmektedir. Cizelge 2.1°de baz1

kiiltiir bitkilerinin tuza kars1 gosterdikleri tolerans durumlar1 gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Baz kiiltiir bitkilerinin tuza tolerans durumlan (Knott, 1996; Maas and

Hoffman, 1977)

Tolerant Orta Derecede Tolerant Duyarh
EC 5-10 dSm™ EC 3-5dSm’ EC 1.5-3dSm™
TARLA BITKILERI

Arpa, Seker Pancari, Dart,
Pamuk, Bugday

Yer Fistigi, Misir, Celtik,
Seker Kamisi, Aycicegi,

Mercimek, Bezelye, Susam

Soya Fasulyesi
MEYVELER
Hurma Armut, Incir, Asma Elma, Turuncggiller
Nar, Guava Seftali, Ahududu
Cilek, Kayis1
SEBZELER

Ispanak, Kirmiz1 Pancar
Kabak, Kuskonmaz

Bas Salata, Kereviz,

Lahana, Patates, Domates
Karnabahar, Tatli Patates,

Kavun, Hiyar, Biber

Fasulye, Turp,
Havug, Sogan

Karpuz

Dogan vd., (2008) 22 yerli (Lycopersicum esculentum), 3 adet yabani
(Lycopersicum peruvianum, L. pennellii, L. hirsitum) olmak iizere toplam 25 cesit
domates tohumu ile yaptiklar1 ¢alismada, tohumlar1 0, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM tuz
(NaCl) stresi altinda 15 giin ¢imlenmeye birakilarak fizyolojik 6zellikler bakimindan bir
siniflandirmaya tabi tutmusglardir. Tohumlar tuz toleransina en duyarli olabilecekleri
cimlenme devresinde, ¢imlenme yiizdesini esas alarak incelemisler, tolerans siirlari
icersinde tuzlulugun ¢imlenme yiizdesine ne sekilde etki ettigi arastirarak elde edilen
sonuclar1 degerlendirmislerdir. Literatiirden tuza dayamikli oldugu bilinen yabani
genotiplere en ¢ok benzerlik gosteren yerli tiirler dayanikli, en ¢ok farklilik gosteren
tiirler ise hassas olarak belirlemis, domates cesitlerinde maksimum tuz konsantrasyonu
toleranshi geneotiplerde 125-150 mM NaCl ortaminda, hassas genotiplerde ise 50-75
mM NaCl ortamda tespit etmislerdir. Yine aym calismada domates genotiplerinde
cimlenmeyi kontrole gore % 60 azaltan konsantrasyon 100 mM ile 150 mM arasinda
degerler olarak belirlenmistir. Kullanilan domates genotipleri i¢in 150 mM NaCl’den

yiiksek dozlar ¢cimlenme i¢in toksik olarak belirlenmistir.




Akinc1t (2000) yaptigi bir arastirmada farkli patlican cesitlerinin ¢imlenme
donemindeki tuza tepkilerini incelemistir. Denenen farkli tuz uygulamalar1 icerisinden,
0 ve 50 mM NaClI dozlarinin ¢cimlenme orani ve siiresi; siirgiin ve kok boyu ile bitki yas
agirligi icin oransal bityiime hizi 6zelliklerine olumlu; artan tuz diizeylerinin de (100 ve

150 mM) olumsuz etkide bulundugunu saptamistir.

Yetistirme ortaminin tuz yoniinden sorunlu olmasi bircok olumsuz etkiyi de
beraberinde getirir. Bu olumsuz etkiler icinde, enzim aktivasyon bozuklugu, besin
dengesizligi, membran disfonksiyonu, genel metabolik siire¢te aksamalar, ozmotik
uyumsuzluk ve su aliminda dengesizlik, oksidatif stres ve genel gelisim yetersizligi
olarak siralanabilir (Orcutt and Nilsen, 1996). Misir bitkisi de tuzluluga duyarh bir bitki
olup, yetistirme ortaminin elektriksel gecirgenlik degeri 5.9 dS m’ degerinin iizerine
ciktiginda iiriindeki azalma yaklasik olarak %50’ye ulasabilmektedir (Orcutt and Nilsen,
1996). Tuzlu topraklarda yetistirilen bitkilerde, iiriindeki azalisa neden olarak topraktaki
artan ozmotik potansiyelden dolay:r bitkinin suyu yeterince kullanamamasi veya tuzlu
topraklarda asir1 miktarda bulunan sodyum (Na) ve klor (Cl) gibi iyonlarin neden
oldugu toksik etki ve iyon dengesindeki bozulmalar gosterilmektedir (Taban vd., 1999;
Ebrahimzadeh et al., 2000; Essa, 2002). Cicek ve Cakirlar (2002) calismalarinda tuz
stresine maruz birakilan misir bitkisinde, bitki boyu, nispi su igerigi ile toplam yas ve
kuru agirliklarda azalma saptarken, prolin, Na ve Na/K oranlarinda artma rapor
etmiglerdir. Yine Azevedo Neto et al., (2004) tarafindan nusir bitkisi kullanilarak
yapilan bir calismada, tuz stresi ile iligkili olarak yaprak ve koklerin Na igerigi arttik¢a
potasyum (K) iceriginin diistiigii, yaprak su potansiyeli ve transpirasyon yeteneginin

ozellikle tuza hassas cesitte bozuldugu bildirilmistir.

Saied et al (2005) Elsanta ve Korana cilek cesitleri ile yapmis olduklar
caligmada 0,3 dS m'l, 2,6 dS m!ve 5,1dS m™! elektrik iletkenligine sahip tuz cozeltileri
ile bitkileri sulamislar ve etkisini incelemislerdir. Arastirmada, tuz c¢ozeltisinin
uygulanmasinin Koronada %44’e ve Elsantada %90’a kadar bitki gelisimini azalttig
belirlenmistir. Ayrica, her iki ¢ilek ¢esidinde Na igeriginin tiim tuz seviyelerinde 3mg/g
kuru agirhigin altinda olmasindan dolay1 c¢ilek bitkisinin bir Na atict oldugu ileri
stiriilmiigtiir. Klor miktarinin Elsantada en fazla yaprak sapinda bulunmasina karsin,
Koronada cicek taclarinda ve koklerde tutuldugu da saptanmistir. Tuz stresinin

Koronada %27’ ye ve Elsantada %74 e kadar meyve verimini azalttig1 belirlenmistir.



2.2. Tuz stresi ve RNA Sentezi ilgili Cahsmalar

Hizla artan diinya niifusunun 2050 yillarinda 6 milyar daha fazla olacagi
beklenirken, bu niifusu besleyebilecek olan tarimsal iiretim alanlar1 da cesitli nedenlerle
azalirken mevcut iiretim alanlar1 biiyiik 6lciide tuz, soguk ve kuraklik stresi altinda
tarimsal iiretim potansiyelini olumsuz olarak etkilemektedir (Parida ve Das, 2005;
Majahan ve Tuteja, 2005). Tiim diinyada 230 milyon ha olan sulanabilir tarim
alanlarinin %?20’si tuzluluk problemi ile kars1 karsiya bulunurken, iilkemizde sulanabilir
tarim alanlarinin %40’1 orta ve yiiksek seviyede tuzluluk tehdidi altindadir (FAO,
2006).

Stres faktorlerine bitkilerin molekiiler diizeyde gosterdikleri tepkilerden en
onemlisi, hiicresel faaliyetlerini azaltma yada durdurma yaninda, normal kosullarda
gozlenmeyen ikincil bilesikler, polisakkaritler ve strese 6zel proteinlerin iiretimidir
(Edreva, 1998). Bitkilerde stres kosullarinda iiretilen 6zel proteinlerinin, Differential
Display (DD) analiz yontemleri ile belirlenmesinde RNA’dan cDNA’nin izole edilmesi
gereklidir ve bir¢ok fizyolojik durum karsisindaki gen anlattmi DD ile tespit
edilmektedir. Ultraviyole, yiiksek sicaklik, oksijen ve tuzluluk gibi ¢evresel faktorlerden
etkilenen stres cevabindan sorumlu genler DD ile izole ve karakterize edilebilmislerdir
(Yamazaki ve Saito, 2002). Ancak analizlerde kullanilacak olan ekstrakte edilmis
RNA’nin yiiksek saflikta, bozulmamis ve konsantrasyonun yeterli olmasi gerekmektedir

(Arda, 2007, Montagu, 1987).

Bitkiler, stres kosullarinda normal hiicresel faaliyetlerini minimize ederek,
karsilagilan strese tolerans ve dayaniklilik mekanizmalarimi devreye sokar. Bu amaca
yonelik olarak, strese 6zel proteinlerin iiretilebilmesi i¢in, hiicre ¢ekirdeginde bulunan
DNA zincirindeki bu proteini kodlayacak gene ait olan kisim agilir, RNA (hnRNA-
heteroniiklear RNA) bu kismun bir kopyasin1 alir ve cekirdek igerisinde islendikten
sonra poly(A)'RNA olusturularak ribozomlarda strese ©6zel proteinin olusumu
gercgeklestirilir. Uygun yontem ve saflikta izolasyonu yapilan total RNA’dan elde edilen
Poly (A)'RNA’dan Differential Display analiz teknigi ile cDNA (RNA’dan reverse
transcriptase enzimi yardimi ile DNA’nin kopyasinin sentezi) stres tarafindan tegvik
edilen hiicrelerde spesifik anlatim yapan genler izole edildikten sonra klonlanabilir.
Ayrica genlerin transkripsiyon diizeyinde iken analizlerini yapmada, doku ve
organlardaki mRNA belirleme gibi islemler icin kullanilan Northern Blot

Hibridizasyonu i¢in elde edilen total RNA’lar kullanilabilir. Ancak tiim bu islemlerin
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istenen bitkide yapilabilmesi i¢in yiiksek saflikta ve konsantrasyonda total RNA’nin

izole edilmesi on kosuldur (Cokuysal vd., 2006; Gehring et al., 2000).

Bitkilerde gerek total RNA’y1 ve gerekse digerlerini (viral RNA, mRNA) izole
etmede ve saflastirmada bir¢ok analiz yontemi gelistirilmis ve kullanilmistir. Hepsinde
de ortak ve onemli nokta RNA’larin DNA ile kontaminasyonunu 6nlemek, Riboniikleaz
enzim aktivitesi ile RNA’larin bozulmasimi engellemek ve orneklerin polisakkarit
iceriklerine bagli olarak uygun analiz yonteminin oturtulmasi yoniindedir (Chirgwin et

al., 1979; Cokuysal, 2000; Liu et al., 2005; Cokuysal vd., 2006).

Daohong et al. (2004), Yiiksek seviyede fenolik bilesikler ve karbonhidrat igeren
bitkilerde total RNA analiz yontemi iizerinde yaptiklar1 caligmada; RNase enzim
aktivitesinin inhibe edildigi kosullarda daha yiiksek saflikta RNA izolasyonu
yapilabilecegini bildirmisler ve bitkiye 6zel belirlenen analiz yonteminin gerekliligini

bildirmislerdir.

Tuz stresinin bitkilerde RNA miktarn1 ve molekiiler diizeyde tepkilerinin
arastirlldigi calismalar incelendiginde genellikle kisa siireli sera ve saks1 denemelerinin,
doku Kkiiltiirii ve hiicre siispansiyon kiiltiirii ¢alismalarinin yogunlukla kullanildig:
gozlenmistir (Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1998; Jacoby, 1999; Cokuysal, 2000; Zhu,
2002; Katerji at .al, 2003; Yamaguchi and Blumwald, 2005).

Kiefer et al. (2000) yaptiklar1 ¢caligmada belirlenen RNA’nin konsantrasyon ve
safligin1 260/280 absorbans (A) degerlerinin oOlciilebildigi bir UV spektrofotometre ile
belirlemislerdir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Farkli bitki doku ve yapraklarindan izole edilen total RNA’lara ait
absorbans degerleri ( Kiefer et al. 2000 )

Bitki Doku A 2601280
Arabidopsis thaliana Yaprak 2.0
Hordeum vulgare Yaprak 2.0
Lycopersicum esculentum Yaprak, Meyve 2.0
Solanum tuberosum Yaprak 2.0
Phaseolus tuberosum Kok 1.6
Nicotina tabaccum Yaprak 2.0
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Vanharler et al., (2002) NanoDrop ND1000 spektrofotometresi ile yaptiklar
calismada saf RNA orneklerine ait A260/280 absorbans okuma oraninin 2.1 oldugunu
bildirirlerken, 1.8-2.0 arasinda belirlenen degerlerinde saf RNA oOrnegi oldugunu, bu
degerlerden diisiik yada yiiksek olarak belirlenen oranlarin orneklerde protein, fenol

kalintis1 ve RNA’nin RNase enzimi nedeniyle bozulmus olabilecegini agiklamislardir.

Qiagen (2006) referans notlarinda Brandstadter et.al (1993)’e atfen normal
kosullar altinda yetistirilen domates bitkisi icin 100 mg taze yaprak Orneklerinde
belirlenen RNA miktarmi 65 ng pl”', misirda 25 ng ul’l, tiitlinde ise 60 ng ul'l
belirlenebilirken cesit oOzellikleri, bitkinin biiyiime durumu ve yetistirme ortam

kosullaria bagh olarak degisim gosterebilecegi bildirilmistir.

Cokuysal (2006) yapmis oldugu c¢alismada standart yontemle yapilan RNA
analiz yonteminde total RNA izolasyonunun 2 giin siirdiigiinii ve 30’dan fazla islem
basamagina sahip oldugunu, bu nedenle uzun zaman alan ve karmasik islem
basamaklarina sahip analiz yontemi yerine uygun analiz kitlerinin kullanilmasinin
analizlerde kolaylik saglayacagini bildirmistir. Benzer sekilde Keifer et al. (2000)
standart analiz yontemi veya analiz kitleri icinde bitkilerin farkliliklarina gore yada belli
modifikasyonlar yapilmasi gerektigini ya da uygun analiz kitlerinin kullanilmasi

gerektigini bildirmislerdir.

Azevedo et al., (2004) standart RNA analiz yonteminde yiiksek saflikta RNA
elde edebilmek icin RNase enziminin mutlak surette elimine edilmesi gerektigini
bildirmistir. Bu nedenle analizde kullamilacak ¢ozeltilerin DEPC  (diethyl
pyrocarbonate) uygulanmis su ile hazirlanmas1 ve otoklavlanmasi gerektigini, tiim cam
malzeme ve havanin 4 saat boyunca 180 °C ‘de tutulmasi gerektigini ve bu

malzemelerin hi¢ birine eldivensiz dokunulmamasi gerektigini bildirmislerdir.

Bertrand et al., (2008) 16 saat aydinlik ve 25°C, 8 saat karanlik ve 18°C
kosullarda yetistirdigi domates bitkisinin yapraklarinda karatinoidlerin birikimini
inceledikleri calismalarinda standart RNA analiz yontemini kullanarak total RNA

miktarini belirlemislerdir.

Portillo et al., (2006) domates bitkisinde 3 farkli homojenizasyon yontemi ve
guanidine isothiocyanate iceren 3 farkli ayracin kombinasyonunu deneyerek elde
edecekleri RNA’nin saflik ve miktarina etkilerini incelemislerdir. Farkl

homojenizasyon teknikleri ile farkli ticari ekstraksiyon ayracinin kombinasyonunun
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denendigi bir ¢alisma olmasi acisindan Onemli olan arastirmanin sonucunda RNA
miktar ve kalitesi iizerine istatistiki olarak onemli seviyede etkin oldugu sonucuna

varilmistir.

Sahu and Shaw (2009), dogal bir halofit olan Sueada maritima’ya 425 mM NaCl
uygulanan bitki yapraklarindan alinan orneklerde LiCl metodu ile yaptiklart total RNA
analizinde elde ettikleri RNA’nin saf ve mRNA elde edebilecek ve cDNA prepasyona

yetecek miktarda izolatlar verdigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma 2008 yili icerisinde, Izmir Dikili bolgesinde faaliyet gosteren
Akcelep Star Seracilik firmasina ait 30000 m’ biiyiikliigiinde serada gerceklestirilmistir.
Bu boliimde, arastirmada kullanilan materyal ile ¢alismada kullanilan yontemlere iliskin
bilgiler verilmistir. Aragtirmanin yapildig1 yere ait harita ve seralara ait goriintii Resim

3.1 ve 3.2’de verilmistir.

Resim 3.1. Deneme seralarinin yerine ait harita (Google Earth)

Gémeg

OAYVEHK‘“

Ayvalik

Eergama

B[Befga_;r1a"r

Dikili, Tarkiyer s

Resim 3.2. Denemenin yiiriitiildiigti sera (www.akcelep.com)



14

Kullanilan seralar, oluk alt1 5 metre, mahya yiiksekligi 7 metre Ol¢iilerinde,
Hanging Gutter sistemi ile kurulmustur. Jeotermal 1sitmal1, yiiksek 151k gecirilebilme ve
15181 homojen dagitabilme 6zellikleri olan uluslararasi standartlarda bir ortiiye sahip ve

Hoogeendorn tam otomasyon diizeni ile ¢alismaktadir.

3.1. Materyal

Aragtirmada bitkisel materyal olarak; denemenin gergeklestirildigi serada tiretim
sezonu boyunca yetistiriciligi yapilan Bandita F1 domates cesidine ait bitkiler

kullanilmustir.

Cesit olarak kullanilan Bandita F1 cesidi iilkemizde topraksiz tarim teknigiyle
iiretim yapilan seralarda yaygin olarak kullanilan orta erkenci, sirik domates ¢esididir.
Ege ve Akdeniz Bolgesi icin Onerilen, sofralik tiikketime uygun ve ihracatta aranan
niteliklere sahip olan bu cesit 14.07.2004 tarihinde Istanbul Tarim adina ticari olarak

tescil edilmistir (Seniz vd., 2006). Ceside ait goriintii Resim 3.1’de verilmistir.
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Resim 3.1.1. Deneme materyali olarak kullanilan Bandita F1

(www.istanbultarim.com)

Arastirmanin laboratuar calismalarinda kullanilan ve Qiagen firmasi tarafindan
tiretilen bitki RNA izolasyon kitleri ve set halindeki ¢ozeltiler Medsantek Laboratuar

Malzemeleri san. Tic. Ltd. Sti’nden tedarik edilmistir (Resim 3.1.2).

Resim 3.1.2. Analizde kullanilan bitki RNA kiti (www.qiagen.com)

Ll
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Arastirmanin laboratuar calismalar1 Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii laboratuarlarinda gerceklestirilmis ve

laboratuara ait goriintii Resim 3.1.3’te verilmistir.

Resim3.1.3. IYTE Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii laboratuari

3.2. Yontem

Deneme Resim 3.2.1°de verilen iki sira domates bitkisi {izerinde kurulmustur. Tuz
konsantrasyonu NaCl kullanilarak 50 ve 100 mM olacak sekilde hazirlanmistir. Stres 120
giinliik domates bitkilerinde 15 giin siire ile uygulanarak yaratilmistir (Resim 3.2.2). Diger

bir bitki siras1 ise kontrol grubu olarak se¢ilmistir.

Resim 3.2.1. Denemenin kuruldugu iki sira domates bitkisi
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Resim 3.2.2. Giibre tankina tuz ¢ozeltisinin uygulanmasi

15. giin sonunda ornekler, bitkilerin {iistteki ¢icek salkimlarinin karsisindaki ug
yapraklarindan, her tekrarlamadan olacak sekilde alinmis ve her tekrar laboratuarda 2

paralelli analiz edilmistir. (Kacar ve Katkat, 2007; 1brikgi ve ark., 2004).

Denemede yetistirime ortaminin homojen, 1s1, 151k, havalanma gibi diger cevresel
faktorlerin standart olmasi nedeniyle denemenin istatistiksel modeli tesadiif parselleri
deneme desenine uygun olarak planlanmistir (Little and Hills, 1978). Elde edilen sonuglarin

istatistiksel analizleri de Yurtsever (1984)’e gore hesaplanmustir.

Taze olarak alinan bitki orneklerinde total RNA belirleme islemi i¢in Qiagen
firmast tarafindan {iretilen Plant Mini Kit (Qiagen 2007) kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Bu protokole gore total RNA analizinin asamalar1 asagidaki islem basamaklar
takip edilerek tamamlanmig ve firma tarafindan Resim 3.3.3’te gosterilen sekilde

Ozetlenmistir.

100mg agirligindaki bitki 6rnegi hassas terazi yardimiyla tartilarak alinir. Alinan

bitki 6rnegi s1v1 azotla porselen havanda pargalanir.

o Tamamen parcalanip beyaz renk almis 6rnek hizli bir sekilde 2 ml’lik

mikrosantrifiij tiipiine aktarilir.

o Ornek iizerine 1 ml Lysis Buffer + 10 pl merkaptoetanol ilave edilir ,

karisim vorteks yardimiyla titretme islemine tabi tutularak karismasi saglanir.

° 3 dakika beklendikten sonra 1200 devir/dk olacak sekilde 5 dakika

santrifiij islemine tabi tutulur.
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. Santrifiij isleminden sonra tiipiin iist kisminda kalan 6rnek yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarilir. Ornek iizerine 500 ul etanol (%100-96) ilave edilir ve

vorteks yardimiyla karigmasi saglanir

. Ornek 1200 devir/dk olacak sekilde 15 saniye santrifiij edilir. Bu islem

tiipiin tist kisminda kalan 6rnek alinip 500 pl etanol ilavesiyle birkez daha tekrar edililir.

. Santrifiij isleminden sonra yikama asamasina gegilir. Santrifiij tiipiiniin
ist kisminda kalan 6rnek pipet yardimiyla alinip yikama tiipiine (wash tube) aktarilir.
Ornek iizerine 700 pl Wash Buffer 1 ilave edilerek 1200 devir/dk olacak sekilde 15

saniye santrifiij islemine tabi tutulur.

. Santrifiij edilen 6rnegin yikama tiipiiniin iist kisminda kalan miktarn yeni
bir yikama tiipiine aktarilarak iizerine 500 pl Wash Buffer 2 eklenir. Ornek
1200devir/dk da 15 saniye santrifiij edilir. Bu islem bir kez daha tekrar edilir.

. Kurutma iglemi icin Ornegin tiipiin iist boliimiinde kalan kismi 1200

devir/dk da 1 dk santrifiij edilir.

. Kurutma isleminin ardindan 6rnek Recovery tiipiine aktarilip iizerine 60

pl destile su ilave edilerek 1200 devir/dk da 1 dk santrifiij edilir.



Resim 3.3.3.Kullanilan analiz kitine ait 6zet islem basamaklar1 (www.giagen.com)
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. Son asamada santrifiij edilen Ornegin iist kisminda kalan boliimii
uzaklastirthip alt kismi alinir. Elde edilen ¢ozeltideki RNA miktari, ¢ok az miktarda

ornek ile 6lgme yapabilen Nano Drop spektrofotometre ile belirlenir.

. Bunun disinda 6rneklerdeki total RNA miktarlar1 jel elekroforozi ile de
belirlenebilir. Bunun i¢in son agamada elde edilen 6rnege 18 ml Looding Die boyar
cozeltisi eklenerek ornekler jel elektroforezine yerlestirilir. Alet ¢alistirilarak 20 dakika
beklendikten sonra UV 1sinlar1 yardimiyla elde edilen goriintiiden skalaya bakarak total

RNA miktar belirlenir.

Elde edilen RNA’ya ait safligit Nano Drop ND1100 kullanilarak okunan optik
yogunluk (A260/280 absorbans) degerleri oranlanarak belirlenmis ve saflig1 gosterir
skala Resim 3.3.4’te verilmistir (Chomczynski et a.l, 1987; Cokuysal, 2000; Huc et al.,
2002).

Resim 3.3.4. RNA orneklerinin safligina ait absorbans degerleri skalasi

_ Solvent RNA
~ Tuz

x\ \. jl’Otein *

Protein

\ - \ __//_../‘—_—_l§\

0
520 240 260
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Laboratuar caligmalar1 sonucunda elde edilen total RNA miktarlan ¢izelge 4.1. de

goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Orneklere ait total RNA degerleri (100 mg taze yaprak ornekleri icin)
(Tablodaki tiim degerlerin birimi ng ul'l’dir. TK: Tekrar, A: A260/280 Absorbans orani)

50 mM NaCl Uygulanmis 100 mM NacCl
Kontrol grubu
Grup Uygulanmis Grup
TK
Paralel | Paralel Paralel | Paralel Paralel | Paralel
I 1I A I II A I II A

1 90,2 91,0 1.97 93,5 91,8 1.98 122,2 124,1 1.86

2 89,4 88,7 1.95 90,1 89,8 1.89 120,2 119,7 1.99

3 93,5 94,0 1.99 96,3 95,1 1.95 1254 128,6 2.01

4 85,4 86,0 2.01 91,2 91,6 1.99 123,7 123,9 1.98

5 88,1 89,2 1.94 93,0 92,5 2.00 126,4 125,3 1.96
ORT 89,32 89,78 1.97 92,82 92,16 1.96 123,58 | 124,32 | 1.96

Izole edilen RNA &rneklerinin safliginin belirlenmesinde kullanilan absorbans orani
(A260/280) orami arastiricilar tarafindan 2.0 olarak rapor edilmistir (Maniatis et al., 1982;
Sambrook et al., 1989; Boztok ve Cokuysal, 2006). Vanharle et al., (2002) ise saf RNA icin
NanoDrop spektrofotometresi icin A260/280 absorbans okuma oraninin 2.1 oldugunu
bildirirlerken, 1.8-2.0 arasinda belirlenen degerlerin elde edildigi RNA izolatlarinin saf

olarak kabul edilebilecegini bildirmislerdir.
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Gehrig et al., (2000) farkli bitki dokularinda yaptiklar total RNA analizlerinde
A260/280 oranlarim1 Crassulaceae familyasina ait bitkilerde 1.85-1.91, Clusiaceae
familyasina ait bitkilerde 1.60-1.95, Cactaceae familyasi i¢in 1.9 degerlerinin saf
RNA’y1 ifade ettigini bildirmislerdir. Keifer et al., (2000) ise domates yapraklarinda bu
degerin 2.0 oldugu durumlarda RNA’nin saf oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.1 incelendiginde, 6rneklere ait A260/280 oraninin 1.96 ve 1.97 olarak
belirlendigi izlenmektedir. Denemede kontrol dahil diger iki tuz uygulamasinda da ve
yukarida verilen literatiirlerle belirlenen sinirlar i¢inde absorbans oranlarinin elde
edilmis olmast kullanilan analiz kitinin istenen saflikta RNA elde etmek icin uygun

oldugu sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.1 incelendiginde, 100 mg taze yapraktaki total RNA miktari, kontrol
grubunda ortalama 89.55, 50 mM NaCl dozunda 92.49, 100 mM NaCl dozunda ise
123.96 ng ul'1 olarak belirlendigi izlenmektedir. Qiagen (2007) referans notlarinda
Brandstadter et.al (1993)’e atfen normal kosullar altinda yetistirilen domates bitkisi i¢in
100 mg taze yaprak orneklerinde belirlenen RNA miktarin1 65 ng ul’l civarinda
belirlenebilirken cesit Ozellikleri, bitkinin biiyiime durumu ve yetistirme ortam

kosullarina bagl olarak degisim gosterebilecegi bildirilmistir.

Sonuglarin geneli incelendiginde, kontrol grubundan baslaylp artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak belirlenen RNA miktarlarininda artma egiliminde oldugu
gozlenmektedir. Kontrol grubuna gére 50 mM NaCl uygulanmis bitkilerin total RNA
miktarinda onemli bir degisim olmazken 100 mM NaCl uygulanan grupta ortalama %
33 oraninda artis belirlenmistir. Bu degisimlerin istatistiksel agidan degerlendirmesine

ait sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Uygulanan farkli tuz seviyelerin Total RNA miktar iizerine

etkinligine ait varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Hesaplanan Tablo F Degeri
Kaynagi Derecesi Toplamu F Degeri %5 %1
Uygulamalar 2 3636.25 265.298%* 3.890 6.930

Hata 12 6.853




23

Varyans analiz tablosu incelendiginde; Kontrol, 50 mM NaCl ve 100 mM NaCl
uygulamalarinin domates bitkisinde total RNA miktar1 iizerine istatistiksel olarak %1
seviyede etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan bu analizle uygulamalarin incelenen RNA
parametresi lizerine etkinligi belirlenirken hangi uygulamanin en etkin oldugunu belirlemek

amaciyla LSD analizi de yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.

4.3. Yapilan farkli uygulamalar ait LSD testi sonuglar

Uygulamalar Ortalama Belirlenen Grup
Kontrol 89.550 B

50 mM NaCl 92.490 B

100 mM NaCl 123.950 A

LSD ¢01=5.057

LSD testi sonuglart incelendiginde, 100 mM NaCl uygulamas: ile yaratilan tuz
stresinde belirlenen total RNA degeri en yiiksek uygulama olarak belirlenmis ve ilk farkli
grup olan A ile adlandirilmistir. Kontrol ve 50 mM NaCl uygulamalarinin istatistiksel
acidan total RNA iizerinde birbirlerinde farkli bir etki yapmadigi, bu nedenle her iki

uygulama aym grupta yer alarak ikinci farkli grubu olusturan B ile adlandirilmstir.

Bulgularimiz1 destekler nitelikte, Portillo et al. (2006) normal kosullarda yetistirilen
domates bitkisinde farkli homojenizasyon yontemi ve ayraclar kullanarak yaptiklari total
RNA analizlerinde 100 mg taze yapraktaki total RNA miktarlarim 60-95 ng pl'l arasinda

belirlemislerdir.

Tez calismasinda, Kontrol érnekleri ve 50 mM NaCl dozunda belirlenen total RNA
miktarinin literatiirde belirtilen smurlar icinde oldugu gozlenirken 100 mM NaCl dozunda

ise normalden daha fazla total RNA miktar saptanmistir.

Kim et al. (2008) Arabidopsis bitkisinde 100 mM NaCl dozu ile yaratilan stres
kosullarinda RNA miktaria artis saptamislar ve bu artiglarin tuz stresine dayaniklilikta

etkili olan proteinlerin iiretimine bagli olarak gozlendigi sonucuna varmislardir.

Low and Rausch (1996), havug bitkisinde uygulanan 100 mM NaCl dozu ile

yaratilan strese bagli olarak total RNA ve ¢oziinebilir protein miktarinin arttigini
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bildirmislerdir. Benzer sekilde, Kawasaki et al. (2001) pirin¢ koklerinde tuz stresinde
belirlenen RNA miktarindaki artisin tuza dayanim saglayan proteinlerin iiretimine bagl

oldugunu bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tuz stresi kosullarinda domates bitkisinde total RNA miktarin1 belirlemek
amaciyla yapilan bu ¢calismada elde edilen bulgular onceki ¢alismalar 15181nda asagidaki

sekilde degerlendirilmistir.

Stres kosullarinda, bitkilerde molekiiler diizeyde gozlenen tepkilerin
belirlenmesinde RNA izolasyonu ilk ve O©nemli asamalardan biridir. RNA
izolasyonunun yapilmasi ile Poly(A)'RNA, Northern Blot Hibridizasyonu, ¢cDNA
analizleri ile stres kosullarinda iiretilen proteinlerin 6zelliklerinin belirlenmesi miimkiin
olmaktadir. Bu c¢aligmalar ile, bitkinin stres kosullarina adaptasyonu, tolerans
mekanizmas1 ve strese dayanmikliligi saglayabilecek genler ortaya konabilir, yapisal
ozellikleri belirlenen stres proteinleri disaridan bitkilere uygulanarak stres kosullarina
uyumlarinin saglanmasi ile ilgili arastirmalara zemin olusturulabilir. Ancak tiim
calismalarin yapilabilmesi icin yiiksek saflikta ve konsantrasyonda total RNA’nin izole

edilmesi 6n kosuldur.

Uzun ve karmasik islem basamaklari ile RNase kontaminasyonuna ¢ok acik olan
konvansiyonel analiz yontemleri yaninda RNA analiz kitleri ile calismak daha kisa
zamanda daha pratik sonuglar vermektedir. Ancak bu kitlerin hassasiyeti ve elde
edilecek sonuglarin basaris1 bitki dokularinin  polifenol, ikincil metabolitler,
polisakkaritler gibi bilesik iceriklerine bagli olarak degismektedir. Calismada, total
RNA miktarim1 belirlemede pratik ve kolay ¢alisma imkani sunan bir RNA izolasyon

kitinin domates bitkisi 6rneklerinde uygulanma imkan arastirilmistir.

Yapilan laboratuar calismalari sonucundan domates bitkisi Orneklerinde
kullanilan RNA izolasyon kiti ile yiiksek verim ve saflikta total RNA’nin
belirlenebilecedi ortaya konmustur. Ilerleyen calismalarda; bu analizlerle elde edilen
verim ve saflikta RNA oOrnekleri kullanmilarak, Poly(A)+RNA, Northern Blot
Hibridizasyonu, cDNA analizleri ile stres kosullarinda iiretilen proteinlerin

ozelliklerinin belirlenmesi miimkiin goriinmektedir.

Bilindigi iizere tarim topraklarinda tuzlulagma sorunu bilingsizce yapilan sulama
ile giderek artmaktadir. Tuzluluk sorunu kiiresel 1sinma ile meydana gelen kuraklikla

birlikte kiiltiir bitkilerinde Onemli diizeyde verim kaybina neden olmaktadir. Bu
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caligmada ayrica, tuz stresinin bitkilerde meydana getirdigi degisimler molekiiler

diizeyde saptanmaya calisilmistir.

Arastirma sonucunda elde edilen sonuglardan da anlasilacag: iizere denemeye
alinan domates bitkileri uygulanan NaCl ¢ozeltisinin olusturdugu tuz stresinin etkisiyle;
kontrol grubuna gére 100 mM NaCl uygulanan bitkilerde total RNA miktar1 dnemli
diizeyde artig gostermistir. Bu artisin; yapilan 6nceki calismalara uygun olarak tuz stresi
kosullarinda, dayanmikliligi ve toleransi saglayabilecek mekanizmalarin calismasi ve
strese 0zel olarak iiretilen proteinlerin sentezlenebilmesi nedeniyle gdzlendigi sonucuna

varilmistir.

flerleyen yillarda tuz stresinin kiiltiir bitkileri iizerine olan etkilerinin ¢ok daha
iyi anlasilabilmesi, bitkilerin stres faktorlerine karst olusturduklart  tepki
mekanizmalarinin tam anlamiyla ¢oziimlenebilmesi ve stres etmenlerine dayanikli
kiiltiir bitkisi ¢esitlerinin gelistirilmesi ¢ercevesinde ¢oziim yollarinin bulunabilmesi
amaciyla molekiiler diizeyde yapilacak ¢aligmalara gereksinim vardir. Ayrica tuz stresi
kosullarinda iiretilen proteinlerin yap1 ve islevlerinin de belirlenebilmesi ile bitkilerin
strese  tolerans mekanizmalarmin  gelistirilmesinde disaridan  uygulanabilecek

preparatlarin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Hizla artan diinya niifusunun gida ihtiyacim karsilayabilmek adina; tarimda
verimliligi bityiik olciide kisitlayan ve giin gegtikce ilerleyen tuzluluk probleminin hizli,
pratik ve ekonomik yollardan ¢6ziim yollariin iiretilmesi Tiirkiye ve diinya tarimi icin

biiyiik bir gelisme olacaktir.
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