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UYGULAMASININ MDSOS1 VE MDNHX1 GENLERININ iFADELERI
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Tuz stresi, Ozellikle kurak ve yari kurak bolgelerde bitkilerin gelisimini etkileyerek iiriin
verimliligini ve Kalitesini sinirlandiran 6nemli stres faktorlerinden biridir. Toprakta su potansiyelinin
azalmasi sonucunda tuz konsantrasyonunun artmasi bitki hiicrelerinin ozmotik potansiyelini
diisirmektedir. Cesitli kimyasal maddelerin uygulanmasiyla bitkilerin tuzu belli 6lgiide tolere edebilmesi
saglanabilmektedir. Stres kosullar1 altinda meyve agaglar1 {izerine etkileri heniiz bilinmeyen sodyum
nitropurissid (SNP) ve kalsiyum silikat (CaSiO3) kimyasallarinin aragtirilmasi 6nem arz etmektedir.

Calismamizda, MM 106 anacinda istatiksel olarak ¢ok onemli bir fark goriilmemesine ragmen
M9 anacinda 1 aylik siiregte 1 mM SNP ve 2 mM CaSiOs dozlarinda hem SOS1 hemde NHX1 genlerinin
ifadesi azalarak tuzsuz kontrole yaklagmistir. 4 aylik siire¢ sonunda M9 anacinda hem SOS1 geninin hem
de NHX1 geninin ifadesi 2 mM CaSiOs; dozu hari¢ tiim dozlardan artarak bitkinin tuza toleransini
artirmigtir. MM 106 anacinda ise SOS1 geninin ifadesinde bir degisiklik gézlenmezken NHX1 geninin
ifadesini sadece 4 mM’lik SNP dozu ve diger CaSiO3’in 3 dozunda azaltmistir. Hem M9 hem MM106
anaglarinda 1 ve 4 aylik stres uygulamasi ve tedavi sonucunda gen ifadeleri birbirine genelde paralellik
gostermesine ragmen, 4 aydan sonra CaSiOz’in en yiiksek dozunun (2 mM) her iki genin her iki
kontrolden de ifadesini olduk¢a diistirmiistiir. Bu da bu dozun bitki i¢in toksik etki yapmis olabilecegini
diistindlirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Tuz stresi, Elma Fidani, MdSOS1, MdNHX1, SNP, CaSiOs
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THE EFFECT OF SNP AND CaSiO3 APPLICATION ON THE EXPRESSION
OF MDSOS1 AND MDNHX1 GENES IN APPLE SEEDLINGS UNDER SALT
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Salt stress is one of the important stress factors limiting crop yield and quality, especially
affecting the growth of plants in arid and semi-arid regions. Increased salt concentration as a result of
reduced water potential in the soil lowers the osmotic potential of plant cells. By applying various
chemical substances, plants can be able to toss salt to a certain extent. It is important to investigate the
effects of SNP and CaSiOs on fruit trees under stress conditions.

In this study, although there was no statistically significant difference in MM106, there was a
decrease in the expression of both SOS1 and NHX1 genes at 1 mM SNP and 2 mM CaSiOs doses in the
M9 seedlings for 1 month. At the end of 4 months, the expression of both the SOS1 gene and the NHX1
gene in the M9 seedlings increased from all doses except 2 mM CaSiOs doses, increasing the salt
tolerance of the plant. In the MM106 seedlings, there was no change in the expression of the SOS1 gene,
the expression of the NHX1 gene was reduced only by of 4 doses mM SNP and 3 doses CaSiOs. Although
the gene expression in both M9 and MM 106 seedlings was generally parallel to 1 and 4 months of stress
and treatment results, the highest dose of CaSiO3; (2 mM) after 4 months significantly reduced expression
of both genes in both controls. This suggests that this dose may have been toxic to the plant.

Keywords: Salt stress, Apple Seedling, MdSOS1, MdNHX1, SNP, CaSiOs
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABA
AOT
APX
be
CaSiO3
CAT
CAX1
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GB
GR
GSH
GSSG
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HKT1
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LEA
mM
MDA
MDH
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NaCl
NHX
NO
02._
OH
POX
P5CS
P5CR
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SOD
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- absisik asit

. aktif oksijen tiirleri

- askorbat peroksidaz

: baz ¢ifti

- kalsiyum silikat

- katalaz

: vakiiolar katyon\proton degistirici
: elektron

: etidyum bromdir

- glisin betain

: glutatyon rediiktaz

: glutatyon

: okside glutatyon

- hidrojen peroksit

: yiiksek afiniteli K+ tastyicist

: 1s1 soku proteinleri

: ge¢ embriyogenez proteinleri

: mili molar

: malondialdehit

: malat dehidrojenaz

: mikrolitre

: sodyum klortir

: vakiiolar Na\H tasiyicisi

- nitrik oksit

: stiper oksit radikali

- hidroksil radikali

. peroksidaz

: Al-pirrolin karboksilat sentetaz
: Al-pirrolin karboksilat rediiktaz
: reaktif oksijen tiirleri

: gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
: sodyum nitropurissit

: sliperoksit dismutaz

: plazma membran1 Na\H antiporter tasiyicisi
: serin\treonin protein kinaz

: kalsiyum sensorii

: kok gelisiminde yavaslama

: anormal kok gelisimi

: transkripsiyon faktorleri



1. GIRIS

Canlilar dogalar1 geregi dis ortam ile stlirekli iliski halindedirler. Bitkiler ¢evre
sartlarinin elverissiz olmasi durumunda stres kosullarma maruz kalirlar ve stres
etmenlerinin olusturdugu zarar bitkinin ¢evreye genetik adaptasyon derecesine bagl
olarak degiklik gosterirler. Stres, bitkilerde 6nemli fizyolojik ve metabolik degisimlere
yol agarak bitkilerde biliyiime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, iiriin kalitesinin
ve miktarinin azalmasina, hatta bitkinin veya organlarinin 6liimiine yol agabilmektedir
(Kadioglu, 1999). Stres kavraminin; bitkilerin hayatta kalabilmesi, 6ziimleme, biyokiitle
birikimi, tirin verebilmesi ile iliskili olarak agiklanmasi gerekmektedir. Bitkilerde nadir
olarak tek baslarmma etki eden stres faktorleri etkilerini es zamanli olarak
gerceklestirmektedirler. Biyotik (patojen, diger organizmalarla rekabet vb.) ve abiyotik
(kuraklik, tuzluluk, radyasyon, kimyasal maddeler, yiiksek sicaklik veya don vb.)
stresler tiim bitkilerin normal fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol agmaktadir. Tiim
bu stresler bitkilerin biyosentetik kapasitelerinin azalmasina, normal fonksiyonlarinin
degismesine ve bitki oliimiine yol acabilecek zararlara neden olmaktadir (Lichtenthaler,
1996; Gong ve ark., 2005; Mahajan ve Tuteja, 2005). Stres kavramui, bitkilerin uygunsuz
ortam kosullar1 ile basa ¢ikma yetenegi yani stres toleranst kavrami ile yakindan
iligkilidir (Taiz ve ark., 2008).

Yeryiiziinde karalarm bulundugu 14 milyar hektarlik alanin % 10’luk kisminda
bitkisel tiretim yapilmaktadir. Diinyadaki toplam topraklarim % 7°si tuzluluktan
etkilenirken, Tirkiye’de 1.5 milyon ha alanda tuzluluk sorunu bas gostermektedir
(Sonmez, 2008). Tuzdan etkilenmis bu topraklarin % 60’1 tuzlu, % 19.6’s1 orta derecede
tuzlu, % 0.4’1 orta derecede alkali, % 12’si hafif tuzlu-alkali, % 8’i ise orta derecede
tuzlu-alkali olarak siniflandirilmaktadir (TEPE ve ark., 2008). Bilingsiz sulama ve
coraklik sebebiyle bu alanlar artmaya devam etmektedir. Artan tuzluluk sebebiyle
stirdiiriilebilir tarim yapilabilen topraklarin 25 il igerisinde % 30’unun, 21. yiizyilin
ortalarinda ise % 50’sinin tahribata ugrayabilecegi bildirilmektedir (Munns, 2002;
Bonilla ve ark., 2004; Ahmadi ve ark., 2009).

Tuzluluk; yikanarak yeralti suyuna karisan ¢dziinebilir tuzlarin, yiiksek taban
suyuyla birlikte kapilarite yoluyla toprak yiizeyine ¢ikmasi ve toprak ylizeyinde
birikmesidir. Tuz stresi; kurak ve yar1 kurak bdlgelerde bitkisel iiretimi sinirlandiran en
onemli abiyotik stres faktorlerinden biridir (Kusvuran, 2010; Nawaz ve ark., 2010;

BAYAT ve ark., 2014). Ekilebilir alanlarda abiyotik stres kaynakli kayiplar, artan talep



ile paralellik gostermekte ve iiriin kalitesi ile birim alandan elde edilen verimi énemli
Olgiide etkilemektedir (Golldack ve ark., 2011). Tuzluluk, bitkilerin biiylimesini,
gelismesini ve verimini sinirlayan en 6nemli stres faktoriidiir ve her yil giderek biiyiiyen
toprak tuzlulugu sonucunda olusan verim kayiplari, iilkemiz i¢in ciddi anlamda dikkate
alinmas1 ve tlizerinde calisilmasi gereken Oncelikli konulardan birisidir (Allakhverdiev
ve ark., 2000).

Bu tez calismasinda tuz stresine maruz birakilmis elma fidanlarinda (M9 ve
MM106 anag¢ fideleri kullanilmistir) daha 6nce meyve agaglarinda hi¢ denenmemis
sodyum nitropurussit (SNP) ve kalsiyum silikat (CaSiOs)’in 3’er dozlari ile muamele
edilerek tuz stresinde plazma membrani Na\H antiporter tasiyicisi (MdSOS1) ve

vakiiolar Na\H tastyicisi (MANHX1) genlerinin ifadelerinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Coziinebilir tuzlar, bitkinin biiyiime ve gelismesi i¢in gerekli olan miktarlardan
daha fazla oldugunda c¢esitli sorunlar ortaya ¢ikmaya baslar. Toprakta tuz konsatrasyonu
arttikga bitkinin su alimi zorlagsmaktadir. Kullanilabilir su potansiyelini azaltan tuzluluk
(0.5-1.0 bar) bitki hiicrelerinin ozmotik potansiyeli disiiriir, bitki hiicrelerinin
boliinmesi ya da uzamasi birden yavaslayarak bitki strese girer ve bu sartlar ortadan
kalkmayip devam etmesi halinde gelisim tamamen durabilir (Ashraf, 1994).

Bitkiler yiiksek tuz konsatrasyonuna gosterdikleri toleransa gore halofitler ve
glikofitler seklinde ikiye ayrilirlar. Halofitler tuzlu topraklarda dogal olarak yetisebilen
ve yasam dongiilerini bu ¢evrede tamamlayabilen bitkilerdir. Halofitlerin biiylik bir
cogunlugu, topraktaki tuz oranimin % 2-6 oldugu alanlarda gelismesini tamamlayabilir
ve hatta bazilart % 20 tuz oranina bile dayanabilirler (Strogonov, 1964). Glikofitler,
tuzsuz topraklarda basari ile gelisebilen ve tuzlu alanlarda yasamlarini siirdiiremeyen
bitkilerdir. Bu bitkiler topraktaki tuz oranmnin % 0.01 oranindan yiiksek oldugu
topraklarda, ya ¢ok smirli bir gelisim gosterirler ya da oliirler. Glikofit bitkiler,
biinyelerine tuz alimii smirlandirirlar ve prolin, glisinbetain, ¢oziiniir sekerler gibi
uyumlu ¢dziinenlerin senteziyle ozmotik basinglarini ayarlarlar (Greenway ve Munns,
1980).

Bitkiler, yasam sartlarina adapte olabilmek ve hayatta kalabilmek i¢in hiicresel
mekanizmalarin1 ¢evresel faktorlere gore degistirmisler ve savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Homeostasi, ozmotik homeostasi, iyon homeostasi (temel tuz stresi),
stres hasar kontrolii ve tamiri (detoksifikasyon) ve bilyiimenin kontrol altina alinmasi

olarak ti¢ grupta incelenmektedir (Kaur ve ark., 2016).

2.1.Fuji Elma Cesidi (Malus communis)

Ulkemizde gerceklestirilen tarim yetistiriciliginde bitkisel iiretimde en dnemli
pay meyvelere (% 70) aittir. Yaklasik olarak senelik 218,388 ton olan organik meyve ve
sebze iiretimi igerisinde, 52,670 tonluk iiretim miktar1 ile % 24.12°lik bir paya sahip
olan elma birinci sirada gelmektedir (Anonymous, 2006).

Elmalar, Rosales takiminin, Rosaceae familyasindan Malus cinsine aittir. Asya
kitasinin 6nemli bir kisminin, elmanin bazi tiirlerine gen merkezi olmasi ve buralarda

cesitli tiir, alt tiir ve formlarimin bulunmasi, elma yetistiricili§inin bu kitada



yayilmasinda etkili olmustur (Ozgagiran ve ark., 2004). Anadolu; bircok meyve tiiriiniin
anavatani ve meyveciligin besigi olmasi sebebiyle yetistiriciligi binlerce yildir yapilan
elmanm da dogal yayilim alanidir (Ozbek, 1978). Kuzey Anadolu, Karadenizin kiy1
bolgeleri ile I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu’daki yaylalarin gegit bdlgeleri ve son yillarda
giineyde Goller bolgesi elmanin onemli yetistiricilik alanlarini  olusturmaktadir
(Anonim, 2001).

Meyve vyetistiriciliginde anag, son derece dnemli olup bitkiyi topraga baglama
Ozelliginin yaninda tizerindeki bitkinin hastalik ve zararlilara kars1 dayanikliligini, su
stresi, besin elementi eksikligi, uygun olmayan toprak kosullarindan kaynaklanan stres
vb. gibi kosullara uyum ve dayanikliligina yon veren dnemli bitkisel bir parametredir
(Hartman, 1990; Barritt ve ark., 1995). Ulkemizde klon anaglari ile ilgili verim
denemelerinde bazi standart elma cesitlerinde en yiiksek verim M9 ve MM106
anaglarindan elde edilmis ve bu anaglar tilkemiz i¢in de Onerilmistir (Burak ve ark.,

1997; Pamir ve Oz, 1997).

2.2. Toprak Tuzlulugu

Toprak, yasamin temel besin kaynagi ve bitkisel lretimin vazgegilmez bir
pargasidir. Collerde bitkilerin, suyun ve dolayisiyla diger canli yasaminin smirl
kalmasi, o alanlarda toprak denilebilecek materyalin ¢ok yetersiz olmasindan
kaynaklanmaktadir. Toprak iceriginde; karbonat, siilfat, kloriir, nitrat ve borat gibi
bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi {izerine farkli derecelerde etkili olan tuz tipleri
bulunmaktadir. En yaygin rastlanilan1 sodyum kloriirdiir (NaCl) ve ¢oziiniirliigli fazla

oldugu igin toksik etkisi en fazla olan tuz tipidir (Somun, 2010).

Tuzluluk Derecesi Alan (hektar) Toplam (%)

Hafif Tuzlu 614617 41
Tuzlu 504603 33
Aldkali 2641 0.5
Hafif Tuzlu Alkali 125863 8.0
Tuzlu Alkali 264958 17.5
Toplam 1518722 100

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de bulunan topraklarin tuzluluk orani (Anonim, 2001)

Tuzlu topraklarda yetisebilecek bitki deseninin bilinmesi, ideal arazi kullanimi

ve tarimsal planlamalar igin gereklidir. Tiirkiye’de sulamaya uygun 12.5 milyon



hektarlik arazinin yaklasik olarak 1.5 milyon hektarinda tuzluluk ve alkalilik, 2.8
milyon hektarinda ise drenaj sorunu vardir. Bu rakamlar, iilkemizde halen sulanan ve
gelecekte sulu tarima agilacak arazilerin yaklasik 1/3’linde tuzluluk ve alkalilik
sorunlar1 oldugunu gostermektedir (Almaca ve ark., 1999).

Tuzlar; bitkilerin vejetasyon siiresince, evaporasyon ve transpirasyondan kalan
kalintilar olarak bitki blinyesinde birikebilmektedir. Tuzlar, yaprak ve diger kisimlarin
Oliip yere diismelerinden sonra yagislarla birlikte topraga tekrar geri donebilmektedir.
Tuzluluk, topraktan olusan evaporasyonun yil boyunca topraga siiziilen yagis
miktarindan daha fazla oldugu kurak bolgelerde biiylik oranda artis gostermektedir.
Coziinen tuzlar, bitkiler {izerinde beslenme ve metabolizmay1 bozarak toksik etki
yaparlar. Ayrica toprakta tuzlulugun artmasiyla birlikte, bitkinin su alimi1 zorlasmakta,
topragin yapisinin dejenere olmasiyla bitki gelisimi yavaslamakta, hatta durmaktadir
birim alandan elde edilen verim miktar1 da azalmaktadir. (Koskeroglu, 2006).

Bitkisel iiretimde stres; bitkinin yetistigi ortamda ¢esitli etkenlerin, biiylime ve
gelismeyi olumsuz yonde etkilemesiyle, sonugta verim diisiikliigli yasanan bir dizi
gerilemeye neden olmaktadir. Tuz birikimi, dogal bir siire¢ olarak ortaya ¢ikmasina
ragmen, yiiksek konsantrasyonlarda iiriin verimliligini ve biyogesitliligi ciddi sekilde

etkiler (Munns, 2005).

2.3.Tuzlulugun Bitkiler Uzerine Etkisi

Yiiksek miktarlardaki tuzluluk, diinyanin bircok bolgesinde bitkilerin dogal
ortamlarinda yayilmasini sinirlandirir  ve  siddetle artan tarimsal bir sorun
olugturmaktadir. Tuzun bitkilerin bilyiimesi tizerindeki zararlari etkileri genel olarak iki
sekildedir. Birincisi koklesme ortaminin osmotik potansiyelinin azaltilmas: ve ikinci
olarakta 6zel iyon toksititesidir (Zhou ve ark., 2007). Bitkilerde tuzun en basit etkisi,
topraktaki sudan bitkinin faydalanamamasmin yaninda bitkilerin besin aliminin
azalmasidir. Bitkilerin suyu yeteri kadar kullanamamasinin sebebi ozmotik potansiyelin
artmas1 ya da ortamda asir1 miktarlarda bulunan Na+ ve Cl-‘un neden oldugu toksik
etkiden dolayidir. Tuzlu ortamlarda yetistirilen bitkilerin iyon dengesinin bozulmasina
paralel olarak mineral madde miktarlarinda da Onemli sayilabilecek oranlarda
degisimler olmaktadir. Tuz stresinden etkilenmeyen ya da goreceli olarak daha az
etkilenen bitkilerin dokularinda Na+ ve Cl- iyonlar1 az, prolin miktar1 ise daha fazladir.

Ayrica toprakta tuz konsantrasyonunun artmasiyla, bitkinin topraktan su alimi



giiclesmekte, topragin yapisi bozularak bitki gelisimi yavaslamakta, hatta durmaktadir
(Kanber, 1992). Toprak igerisinde yeterli miktarda su bulunmasina ragmen bitki kokleri
yiiksek osmotik basing nedeniyle topraktaki mevcut suyu alamazlar ve bitkiler solmaya
baslar. Bu durum genellikle yiiksek toprak tuzlulugunun yarattig1 fizyolojik kuraklik
durumundan kaynaklanmaktadir (Ayyildiz, 1990).

Tuzlar bitki biiylimesine ti¢ sekilde etki ederler;

1. Fiziksel Etki; ozmotik basincin yiikselmesi sonucu bitkinin su ve besin alimi
yavaglar veya tamamiyla durur. Bitkinin su alimi zorlasir. Buna ozmotik
basincin etkisi de denmektedir.

2. Kimyasal Etki; bir kisim tuzlar, bitki besin maddelerinin alimini zorlastirip,
metabolizmay1 bozarak bitkinin biiyiimesine zarar verirler. Buna 6zel iyonlarin
toksisitesi de denir.

3. Dolayh Etkiler; tuzlulugun toprakta meydana getirdigi degisiklikler,
metabolik enerjinin su alimi i¢in kullanilmasi ve verimin azalmas: gibi bitki

gelisimine de etki eder.

Bu etkilerin hepsi, bitkilerin biiylime ve gelisiminde biyokimyasal (Levitt, 1980;
Munns, 2002), fizyolojik ve molekiiler seviyede (Mansour, 2000; Tester ve Davenport,
2003) negatif pleiotropik (tek bir genin birden fazla karakterden sorumlu olmasi)
etkilere neden olmaktadir. Kok rizosferinde tuz miktarinin artmasi ve kullanilabilir su
miktarinin azalmasi ile birlikte ilk olarak osmotik stres olusmaktadir (Tuteja, 2007).
Iyon stresi evresi osmotik stresin devaminda oraya ¢ikar, ortamda artan Na ve Cl
iyonlarinin K+, Ca+2 ve NO3 gibi onemli besin elementleri ile rekabet igerisine
girmesiyle bitkilerde, NO3  gibi besin elementlerinin alimi1 azalarak besin eksikligi
veya besin dengesizligi meydana gelir (Kirkby ve Knight, 1977; Gunes ve ark., 1994;
Inal ve ark., 1995; Hasegawa ve ark., 2000; Hu ve Schmidhalter, 2005). Na+’un
hiicreler arasinda birikmesi metabolizma igin toksik etki gosterir ve bu birikme
sayesinde duyarli bitkiler igin gelisme inhibisyonunda O6nemli rol oynamaktadir
(Mengel, 2001).

Tuz stresi, bodurlagsmaya ve bitki biiylimesinin engellenmesine yol agmaktadir.
Bu stresin artmasi ile yapraklar kii¢iilmekte, tomurcuklanma gecikmekte, siirgiin boyu

kisalmakta ve hiicrelerin Sliimii gergeklesmektedir. Ayrica yaprak kenarlarinda,



koklerde ve siirglinlerde nekrozlar olusur, yapraklar sararir ve siirgiin uglarinda
kurumalar olusmaktadir. Bitkilerde hormonal denge, toprak tuzluluk tarafindan
etkilenen 6nemli bir faktordiir. Diisiik seviyelerdeki sitokinin ve aratan miktarlardaki
absisik asit ile etilen, olgunlasmanin erken baslamasinda etkili olmaktadir. Tuz stresi,
bitkilerde 6liime sebebiyet vermekte, tuz konsantrasyonu ve bitkinin direncine gore
bliylimeyi engellemekte, yaprak yanikligi gibi nekrozlara, déllenme bozukluklarina,
klorozlara, meyvelerin kiigiik kalmasina, kalitenin diismesine ve {irlin kayiplarina neden
olabilmektedir (Ozcan, 2001).

Bitki tarafindan alinan fazla tuzun hiicre fonksiyonlarini etkileyerek, hiicre ve
organel zarlarinda meydana gelen bozulmalar nedeniyle fotosentez, solunum vb.

islevlerin sekteye ugramasi tuzun zararli etkisinin baska bir sonucudur (Leopold ve

Willing, 1984).

Tuz Stresi
v r h
Bitkilerde fizyolojik _ Hiicrelerde Na ve CI Na ve Cl iyonlarinin
kurakliga sebep olur iyonlarinin asin toksisitesi agirt alimi
& k 4 l

Hiicre organellerinin
Ozmotik potansiyeli azaltir ‘metabolizmalarinin bozulmasina
yvol agar

}

Bitki gelisimini etkiler

!

Bitki verimliligini azaltir

Besin dengesizligine
yol agar

Sekil 2.1. Tuz stresinin bitkiler tizerine etkileri (Evelin ve ark., 2009)

2.3.1.Tuz stresinin algilanmasi

Bitki hiicreleri hem tuz stresinin hiperozmolaritesini hem de iyona 06zgii
sinyalleri algilayabilirler. Iyon spesifik sinyalleri Na tagmiminin diizenlenmesinde

hiperozmolariteden daha muhtemel olsa da, ozmotik streste de rol oynar (Sekil 2.).
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Sekil 2.2.Tuz stresi altinda diisiik bir sitoplazmik Na konsantrasyonunu korumak i¢in iyon tastyicilarinin
ifadelerini ve aktivitelerini diizenleyen sinyal yollar1 gosterilmektedir

Osmotik stres, vakiioler Na/H tastyicisi (NHX1)'in transkripsiyonunu upregiile
edebilen absisik asit (ABA) sentezini aktive eder (Shi ve Zhu, 2002). Ozmotik stres
kismen gergin sekilde aktive olan kanallar ve iki komponentli histidin kinazlar (Urao ve
ark., 1999) ve duvarla iliskili kinazlar (Kohorn ve Kohorn, 2012) gibi transmembran
protein kinazlar tarafindan hissedilebilir. Hiicre i¢i Na, bir membran reseptorii
tarafindan algilanabilirken, intraseliiler Na, ya membran proteinleri ya da
sitoplazmadaki Na'a duyarli enzimlerin herhangi biri tarafindan algilanabilir. Plazma
membrani Na/H antiporter tasiyicilart (SOS1) olasi bir Na sensoridiir (Shi ve ark.,
2000). Na akisi i¢in gerekli Na/H esanjorii aktivitesine sahip olan SOS1 proteininin 10-
12 transmembran alani vardir ve sitoplazmada yer almasi beklenen uzun bir kuyruga
sahiptir (Shi ve ark., 2000; Qiu ve ark., 2002; Quintero ve ark., 2002). SOSl'in
olagandis1 uzun sitoplazmik kuyrugu, sadece Na’un taginmasi i¢in gerekli olmadigini,
ayn1 zamanda bu iyonu algilayabilecegini de diisiindiirmektedir. Ornegin, Escherichia
coli'deki seker permeaz BglF, b-glukozidleri algilama ve tasima yoniinden ikili bir role
sahiptir (Chen ve ark., 1997). Maya amonyum tastyict Mep2p, amonyak algilamada
islev goriir ve hiicrelere naklederek ipliksi biiyiimeyi diizenleyen besleyici sinyaller
baglatir (Marini ve ark., 1997; Lorenz ve Heitman, 1998). Dolayisiyla, SOS1'in hem bir

tasiyict hem de Na algilayict olabilecegi akla uygundur.

2.4. Bitkilerin Tuz Stresine Kars1 Gelistirdikleri Uyum Mekanizmalari



Bitkiler tuz stresine kars1 ¢esitli mekanizmalar ile tepki vermektedirler.

Na pompalar (disa verme)
Bitkiler yiiksek tuzlulukla karsi karsiya kaldiklarinda koklerde bulunan Na
pompalar1 ile tolere edilemeyen Na’u ortama geri vererek hiicre i¢i Na seviyesini

dengede tutmaya ¢alismaktadirlar (Schubert ve Lauchli, 1990).

Vakuollerde biriktirme
Iyon dengesini bozan stres kosullarinda, tuzun tolere edilemediginde, Na
iyonlar1 vakuollerde biriktirilerek bitkiye verecegi zarardan ve tuz toksisitesinden

korunmasi saglanmis olacaktir (Munns, 2002).

Hiicre zar gecirgenligi

Tuza duyarliig@i az olan bitkiler stresten ka¢inmak i¢in Na ve K iyonlarinin
gecislerinin engelleyerek tuzlari ya hi¢ iceriye almamakta yada enerji kullanarak
disariya pompalamaktadir.

Sitoplazma ve organellerde gesitli ¢oziinebilir madde birikimi ve bu maddelerin
enzim ve membran biitinligii lizerindeki pozitif etkisi, strese maruz kalan bitkilerde

ozmotik dengeyi saglamaktadir (Ashraf ve Foolad, 2007).

2.5. Stres Kosullarinda Bitkilerin Verdigi Cevaplar

Yiiksek tuz miktar, yiikksek ya da diisiik pH, hava kirliligi ve agir metaller gibi
faktorlerin seviyeleri olmasi gereken sinir degerlerden uzaklastikga abiyotik strese
neden olmaktadir. Bitkiler, tuzun etkilerinden ka¢inmasina ragmen gelistirdikleri
tolerans mekanizmalari ile tuzlu habitatlarda yetisebilirler (Culha ve Cakirlar, 2011).
Stresi tolere edebilme yetenegi diisiik Arabidopsis thaliana (model organizma) bitkisi
kullanilarak yapilan arastirmalardan (Boscaiu ve ark., 2008) elde edilen veriler
sonucunda bitkilerde stres kosullarina karsi olusan molekiiler cevap mekanizmalari;
iyon homeostasinin diizenlenmesi ve SOS sinyal iletim yolu, diizenleyici osmolitlerin
sentezi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve antioksidan sistemleri olmak {izere

lic grupta toplanmuigtir.
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2.5.1. Iyon homeostasinin diizenlenmesi ve SOS (Salt Overly Sensitive: Asir1 Tuz

Hassasiyeti) sinyal iletim yolu

Tuzlulugun bitkiler iizerindeki zararl etkileri hem ozmotik strese neden olan bir
su eksikligi hem de asir1 sodyum iyonlarimin kritik biyokimyasal siiregler iizerindeki
etkisinin bir sonucudur (Wyn Jones, 1981).

Bitkilerin, tuzlu ortamlarda yasamaya devam edebilmesi; diisitk K+/Na+ oranina
sahip ortamlarda sitozolik K+/Na+ oranim1 koruyarak, sitoplazmada bulunan Na+
iyonunun miktarini toksik diizeye ulagmasini engelleyerek ve turgor basincinin
devamlilig1 i¢in yeterli miktardaki su girisini korumasiyla saglanir (Reinhold ve Guy,
2002).

Ister glikofit ister halofit olsun bitkiler biiyiimede meydana gelen azalis1 veya
hiicre 6liimlerini engellemek amaciyla fazla miktardaki Na iyonunu vakuolde boliimlere
ayirirlar (Zhu, 2003; Parida ve Das, 2005). Vakuoldeki Na+/H+ antiporter araciligiyla
Na+’un vakuole taginim mekanizmasi ile bu iyonun sitoplazmada meydana getirecegi
zararlarin engellenmesi ve vakuolde Na+ birikimi ile osmotik dengenin korunarak
hiicreye su girmesi saglanmis olur (Apse ve ark., 1999).

NaCl sebebiyle meydana gelen tuzluluk, hiicrelerde Na+, Cl-, Ca+2 ve K+ gibi
iyonlarin sabit hallerinin bozulmasina neden olur. Hiicre zarinda yer alan gesitli
tastyicilar ile hiicre diginda artan Na+’larin hiicreye alinimi gergeklesir. Na+ ile K+’un
yarigap yakinligi, K+ tasiyicilarinin bu iyonlar arasinda ayrim yapmasini zorlastirarak,
Na+ ve K+’un rekabete girmesine neden olur (Aharon ve ark., 2003). K+’a kars1
yiiksek, Na+’a kars1 ise diisiik ilgi gosteren ige yoneltici K+ kanallar1 (KIRCs) (AKT]1
gibi), disa yoneltici K+ kanallar1 (KORCs) ve K+/H+ simport tasiyicilari, hiicre disinda
Na+ miktarimin fazla olmasiyla Na+’un hiicre zarindan sitoplazmaya gecisini saglarlar
(Rus ve ark., 2001; Culha ve Cakirlar, 2011). Na+/H+ antiportunun plazma zarinda
(SOS1) ve tonoplastta (NHX1) bu ¢ikisa aracilik ettigi fizyolojik ve biyokimyasal veriler
sonucunda belirlenmistir (Niu ve ark., 1995). Bu proteinin, hiicresel pH’y1 ve Na+
homeostasini saglanmada 6nemli bir rolii vardir (Shi ve Zhu, 2002).

Fazla NaCl’lin sitozolde Ca’un artisimi tetikler ve onemli fonksiyonlara sahip
olan Ca, tuz tolere eden sinyal iletim yollarin1 uyarmaktadir (Tuteja, 2007). Tuz varligi
ile artan sitozolik Ca miktari, SOS3 (kalsiyum sensoril) tarafindan algilanir ve SOS
yolagini baglatir. SOS3, kalsiyum varliginda bir serin/treonin protein kinaz olan SOS2
ile etkileserek SOS2’yi aktiflestirir (Halfter ve ark., 2000; Liu ve ark., 2000). SOS2-
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SOS3 protein kinaz kompleksinin, membran Na'/H" antiportu olan SOS1’i aktive

etmesiyle fazla Na™’u hiicre disina atilir (Shi ve ark., 2002). SOS2-SOS3 kompleksi,
yiiksek afiniteli K+ tasiyict (HKT1) geninin ifadesini azaltarak veya HKT1 proteinini

inaktif hale getirerek Na “un hiicreye girisini engeller (Zhu, 2002). SOS2 'nin, NHX1 ile

etkilesime girmesiyle, NHX1 aktif hale gelir ve asir Na un vakuolde birikimini

saglayarak iyon homeostasina ilave katki saglamis olur (Mahajan ve ark.; 2008). SOS2

2 .
ayni zamanda bir Ca H antiportu olan vakiiolar katyon/proton degistirici (CAX1) ile
de etkileserek CAX1’in aktivitesini diizenler ve Ca homeostasinin korunmasini saglar

(Pittman ve ark., 2004).
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Sekil 2.3.Tuzluluk stresi tolerans ile iliskili yollar ve SOS tarafindan iyon (6rn; Na+, K+ ve Ca+2)
homeostasinin diizenlenmesi (Tuteja, 2007)

Tuz stresi ile SOS1 transkriptlerinin ifadesi artarken, ABA ve soguk stresi SOS1

transkriptlerinin azalisina neden olmaktadir. Bitki organlari incelendiginde ise, SOS1
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mRNA’s1 kokte daha fazla bulunmustur. SOS1’in ifadesinin artmasina SOS2-SOS3
yolaginin aracilik ettigi SOS2 ve SOS3 genlerine ait mutasyon igeren bitki analizleriyle
kanitlanmigtir. SOS1’in, SOS3 mutant bitkilerinde kokte ve siirglinde tuzluluga cevap
olarak artmadigi, SOS2 mutant bitkilerinde ise kokte artarken siirgiinde artmadigi
bildirilmistir. Bu durumun SOS1’in regiilasyonunda en azindan bir bdliimiine SOS2-
SOS3 yolagmnin aracilik ettigini gostermektedir (Mahajan ve ark., 2008). SOS2-SOS3
arasindaki etkilesim ise, ayni yolakta 2 genin fonksiyonel oldugunu gosteren SOS2-
SOS3 ¢ift mutant analizleri ile desteklenmistir (Halfter ve ark., 2000). SOS4 (kok

gelisiminde yavaglama) ve SOS5 (anormal kok gelisimi) mutant bitkilerinin kdklerinde

yapilan analizlerle SOS4’{in tuz stresi kosullarinda Na ve K iyon homeostasinin
diizenlenmesi ve SOS5’in ise biiyiimenin diizenlenmesinde rolii oldugu bildirilmistir.
SOS yolag1 sadece Arabidopsis’te degil, diger yiiksek bitkilerde de yaygin olarak
bulunmaktadir (Mahajan ve ark., 2008).

2.5.2. Diizenleyici osmolitlerin biyosentezi

Yiiksek miktarda tuza maruz kalan bitkiler, ozmotik diizenlemelere aracilik eden
ve serbest radikallerin neden oldugu oksidatif zarar1 azaltan (Hare ve ark., 1998)
osmotik koruyucu bilesikler biriktirirler (Hussain ve ark., 2008). Osmolit olarak da
adlandirilan diisiik molekiil agirligina sahip bu bilesenler bitki hiicrelerini dehidrasyona
kars1 koruyan, hiicre metabolizmasini igin zararsiz olan ve molar konsantrasyonlarda
biriken notral maddelerdir (Djilianov ve ark., 2005). Ozmotik koruyucular esas olarak
polioller (Orthen ve ark., 1994; Bohnert ve ark., 1995), ¢cozilinebilir sekerler (Bohnert ve
Jensen, 1996; Kerepesi ve Galiba, 2000) ve bazi azotlu bilesiklerdir (Kerepesi ve
Galiba, 2000; Khatkar ve Kuhad, 2000; Singh ve ark., 2000; Wang ve Nii, 2000).
Amino asitler, amidler, imino asitler, proteinler, poliaminler ve kuaterner amonyum
bilesikleri tuz sartlarinda biriken azot igeren bilesiklerdir.Bu bilesikler, tuzlu ortamlarda
bliyliyebilen bitkilerde 6nemli gorevleri olmalarina ragmen, ozmotik diizenlemeye olan
katkilar1 tiirler, cesitler ve hatta bir bitkinin farkli organlari arasinda bile farklilik

gostermektedir (Ashraf, 1994) (Cizelge 2.2.).
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Cizelge 2.2. Tuz stresine karsilik biriktirilen bilesikler ve bu bilesiklerin toleranstaki muhtemel
fonksiyonlar: (Parida ve Das, 2005)

2.5.2.1.Karbohidratlar

(Coziinebilir sekerler tuz stresine maruz kalan glikofit bitkilerde diger organik
ozmotiklere gore toplam ozmotik potansiyelin yaklasik olarak yarisini olusturmaktadir
(Cram, 1973). Karbonhidratlardan sukroz ve glukoz osmotik diizenlemelerde gorev
alirken; fruktoz hem osmotik diizenlemelerde hem de osmotik korumada gorevlidir
(Parida ve Das, 2005). Trihalozlar bir disakarit sekerdir ve bitkilerde eser miktarda
sentezlenip biriktirilirler, gevresel stres sartlarinda osmotik koruyucu olarak biyolojik
yapilarin istikrarin1 saglar (Djilianov ve ark., 2005). Tuz stresinde ¢O6ziinebilir
karbonhidratlarin birikimi artmakta ve CO2 asimilasyon orani azalmaktadir (Murake6zy

ve ark., 2003).



14

2.5.2.2.Polioller

Tuzun tolere edilmesiyle iliskili olarak biriken polioller (polihidrik alkoller),
bitkilerde asiklik (lineer; 6rn., mannitol, gliserol, sorbitol) ve siklik (6rn., ononitol ve
pinitol) formlar1 bulunmaktadir (Sun ve ark., 1999). Asiklik formdaki polioller gliserol,
sorbitol, mannitol iken; siklik formda olanlar ononitol ve pinitol bitkilerde yaygin
olarak bulunurlar. Polioller, osmotik ayarlamalar ile osmotik basincin korumasinda
gorev alirlar ve inorganik iyonlarin neden oldugu ozmotik diizensizliklerin iistesinden
gelebilmek i¢in sitoplazmada birikmektedirler (Conde ve ark., 2007). Osmotik
ayarlamalar ile, suyun sitoplazmada tutulmasini kolaylastirir ve Na+’un vakuole veya
apoplasta gonderilmesine yardimci olurken (Bohnert ve ark., 1995) ; osmotik korumada
ise; zarlar, protein kompleksleri ve enzimlerle iliski kurarak bu hiicresel yapilart aktif

oksijen tiirlerine (AOT) kars1 korurlar (Djilianov ve ark., 2005).

2.5.2.3. Amino asitler ve amidler

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde amidlerin (glutamin ve asparajin) ve amino
asitlerin (serin, glisin, alanin, arjinin, bir imino asit olan prolin ve sitrulin ve non-
protein amino asitler ornitin) biriktigi goriilmektedir (Mansour, 2000). Bitkilerde
biriken en yaygin ozmolitlerden biri olan  prolindir, glutamat veya ornitinden
sentezlenmesine ragmen, yogun olarak glutamattan sentezlenir ve stres kosullarinda
bitkilerde en fazla liretilen aminoasitlerdendir (Y1ldiz ve ark., 2010).

Prolin stres kosullarinda altindaki biitiin bitki tiirlerinde birikir. Prolinin
sentezlenmesi igin Al —pirrolin karboksilat sentetaz (P5CS) geninin tiim dokularda

hizlica ifade olunmasi gerekir (Hong ve ark., 2000).

Ozmotik olarak olduk¢a aktif olan prolinin sentezlenebilmesi icin {i¢ enzimatik yol
vardir (Atienza ve ark., 2004; Ueda ve ark., 2004) (Sekil 2.4.):

1) P5CS’in A1 —y—glutamil kinaz aktivitesi,

i1) P5CS’n glutamik—y—semialdehit dehidrogenaz aktivitesi,
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iii) A1 —pirrolin karboksilat rediiktazin (PSCR) iki izogeni glutamati prolin

imino asidine dontistirmesidir.

L-Glutamat L-Ornitin

NADPH E\ o-ketoglutarat 'f_-

ATP > - Ornitin-okzo-asit
Suah ~ Cet: /" f  transaminaz

osfat f—" A 4
NADP® S\ L-glutamat <___g

ADP

L-glutamat

Y-semialdehit

Prolin 5-
karboksilat
H
NADP)H [

P5CR
o

NAD(P)" &_,./
L-Prolin

Sekil 2.4. Prolin biyosentez yolu. P5CS: Al —pirrolin karboksilat sentetaz, PSCR: A1 —pirrolin
karboksilat rediiktaz (Delauney ve ark., 1993)

Proteinojenik bir amino asit olan prolin; membran Kkararliligina katkida
bulunmakta ve NADP+ ihtiyacini iyilestirerek stres altindaki hiicrelerde olusan redoks
potansiyeli degisimlerini iyilestirici etki yapmasinin yaninda (Hare ve ark., 1998;
Mansour, 1998), radikal temizleyicisi, makromolekiil stabilize edici ve hiicre duvari
bileseni olarak da islev gormektedir (Matysik ve ark., 2002). Prolinin, proteinlerin
yapisini stabilize eden molekiiler saperonlar olarak islev gordiigii ve prolin birikiminin
sitosolik pH’1 ve hiicrenin redoks durumunu dengede tutabildigi diisiiniilmektedir.
Sonu¢ olarak, prolin birikimi stres cevabimi etkileyen stres sinyalinin bir pargasi

olabilmektedir (Maggio ve ark., 2002).
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2.5.2.4. Kuaterner amonyum bilesikleri

Glisin betain (GB) N atomlar1 ile metillenmis kuarterner amonyum
bilesiklerinden olan betainlerin en bilinenidir. GB, kolinin oksidasyonu ile kolin
monooksigenaz ve betain aldehit dehidrogeaz enzimleri aracilifiyla ve stres tolerans
diizeyi ile orantili bir sekilde sentezlenip birikir (Sakamoto ve Murata, 2002) (Sekil
2.5.). GB’ler kloroplast yapisinin ve tilakoid membranlarin korunmasinda énemli bir
role sahiptir (Yokoi ve ark., 2002). Enzimlerin ve kompleks proteinlerin kuaterner
yapilarini stabilize edip ve fizyolojik olmayan sicakliklarda ve tuz konsantrasyonlarinda
membran kararliliginin siirdiiriillmesi 6nemli gorevleri arasindadir (Papageorgiou ve
Murata, 1995). Dissal betain uygulamasi ile stres koruyucu proteinlerin sentezinin
artmasi (Khedr ve ark., 2003) ve lipit zarlarinin oksidasyonunun azalmasi (Demiral ve
Tiirkan, 2004) sonucu tuza toleransin gelistigi belirtilmistir. Sonug olarak, stres
sonucunda GB birikmekte ve tuzu tolere edebilen mekanizmalarinin stimulasyonuna
katkida bulunmaktadir (Demiral ve Tiirkan, 2006).

Kalin Berain aldehit
) monooksigenaz Betai defidrogenaz o ]
j -~ wldeh it
2Fd_, 2Fd NAD(P) H"
NAD{(PH

Sekil 2.5. Glisinbetain biyosentez yolu. Fdind : Indirgenmis ferrodoksin, Fdoks: Okside ferrodoksin
(Weretilnyk ve ark., 1989)

2.5.2.5. Poliaminler

Poliaminler iki ya da daha fazla amino grubu igeren polivalent bilesiklerdir
(Mansour, 2000). Bitkilerde poliaminler ozmotik stres, mineral besin eksikligi, yiiksek
ve diistik sicaklik stresi ve tuz stresi gibi abiyotik streslerde savunma mekanizmalarina

sahiptir (Bouchereau ve ark., 1999; Kakkar ve ark., 2000; Sairam, 2004). Poliaminlerin
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icerigindeki degisimler tuz stresi kosullarinda hem prolin birikimini tesvik edebilmekte
hem de kontrol edebilmektedir (Larher ve ark., 1998). Artan prolin igerigi veya
poliamin biyosentezi tuz stresine karsi koruyucu bir mekanizma ve tuza toleransla

iliskili oldugu bildirilmistir (Kishor ve ark., 1995; Igbal ve Ashraf, 2005).

2.6. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Olusumu

Tuzluluk, bilhassa yiiksek 151k yogunlugunda veya diger stres faktorleri bir arada
bulundugunda vejetatif dokularda fotosentezi engellerken fotorespirasyonu artirir.
Hiicre dengesini bozan bu olay reaktif oskijen tiirlerinin (ROS) birikimine Sebep
olmaktadir ve bitkilerde kloroplastlardaki fotosentez reaksiyonlarinda, plastit ve
peroksizomlarda, mitokondrilerdeki krebs dongiisinde NADPH oksidaz, hiicre duvari
peroksidazlart ve amino oksidazlar gibi enzimlerin etkisiyle olusan en yogun serbest
radikallerdir (Sairam, 2004; Van Breusegem ve Dat, 2006). ROS birikimi ¢evresel
stresler sirasinda bitkiye zarar verebilecegi gibi onemli sinyal molekiilleri olarak da
gorev almaktadirlar. Kloroplastlarda ve mitokondride elektron tasinimi esnasinda
elektronlarin oksijen ile reaksiyonu sonucunda siiperoksit radikali (O2 ¢7) ve hidroksil
radikali (OHe ) olusurken, duragan oksijenin enerjisiyle etkinlesereck singlet oksijen
gibi bir bagka O tiirevini sentezlemektedir (Apel ve Hirt, 2004). Sentezlenen oksijen
tirevleri lipitler, proteinler ve niikleik asitler tizerine etki ederek oksidatif hasara neden
olmakta ve bunun sonucunda metabolizmada ciddi sorunlar olusmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1985; Davies, 1987).

2.6.1. Siiperoksit radikali (O2¢):

Neredeyse tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir elektron (e-)
alarak indirgenmesi O2¢~ radikali ile olusur. O2¢~ radikali direkt olarak zararl etkiye
sahip olmamakla birlikte, H2O> kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasi nedeniyle dolayli etkilere sahiptir ve lipid peroksidasyonuna,
membran hasarina, hiicresel toksisiteye ve DNA kiriklarma neden olabilmektedir. O’
nin iki e almasi veya O2¢™" in bir e” almasi sonucu olusan peroksitin iki proton (H+) ile
birlesmesiyle hidrojen peroksit olusur ve Haber-Weiss reaksiyonunda Oz¢” ile
reaksiyona girerek hidroksil radikali dretilir (Acar, 1999; Kusvuran, 2010). O,
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stiperoksit dismutazla (SOD) katalizlenen dismutasyon reaksiyonu yoluyla hidrojen

peroksite doniistiiriliir.

H.O2 + O™ —» OH + OH’ (2.1)
Haber-Weiss Reaksiyonu (Acar, 1999)

2.6.2. Hidrojen peroksit (H202):

Stiperoksitlerin  katalitik aktivitesi c¢ok yliksek bir enzim olan siiperoksit
dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenmesi ile hidrojen peroksit meydana gelmektedir.
H20., reaktif oksijen tiirleri icerisinde en duraganidir ve kuvvetli niikleofilik oksidanttir
fakat gercekte reaktif degildir. H2O2, S-H baglarinin oksidasyonu ile kelvin dongiisii
enzimleri ve diger enzimlerin indiiklenmesinde goérevli olmakla birlikte Fenton ile
Haber-Weiss reaksiyonlar1 yoluyla yikict hidroksil radikaline doniisiir ve
kloroplastlarda askorbat peroksidaz (APX), peroksizomlarda katalaz (CAT) ve ile
ortamdan temizlenir (Kaiser, 1979).

2.6.3. Hidroksil radikali (OHe):

Hidroksil radikali, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlart sonucu H2O2’ten
olugsmaktadir ve hiicrede bulunan en reaktif oksidanttir (Haber ve Weiss, 1934). OHe,
mutajenik potansiyeli ve yiiksek yikici etkisiyle DNA mutasyonuna, aminoasitleri
okside etmek suretiyle proteinlerin bozulmasina ve lipid peroksidasyonuna neden
olmaktadir (Vaidyanathan ve ark., 2003).

Fenton Reaksiyonu: Fe?* + H.O, = «OH + Fe** + OH~ (2.2)
Haber-Weiss reaksiyonu (1934): Oz~ + H202 = «OH + OH™ + O3 (2.3)

2.7. Antioksidan Sistemler

Bitkiler, stres kosullar1 altinda yasamlarin1 devam ettirebilmek ve stresle basa
cikabilmek i¢in ROS’un kontroliinii ve detoksifikasyonunu saglamak amaciyla

enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemlerine sahiptir.
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Sekil 2.6. ROS olusumu ve antioksidan savunma mekanizmalar1 (Gill ve Tuteja, 2010)

2.7.1. Enzimatik antioksidanlar

ROS diizenlenmesine dahil olan enzimler koruyucu enzimler olarak
adlandirilmaktadir. Bitki hiicresinde temel koruyucu enzimler siliperoksit dismiitaz,

peroksidaz, katalaz, askorbat peroksidaz ve glutasyon rediiktaz‘dir.

2.7.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Yiksek derecede reaktif olan siiperoksit anyon radikallerini (O2+7) katalizleyen
stiperoksit dismutaz enzimi, organizmalara O2’li ortamlarda hayatta kalma imkani
sunmaktadir. SOD’lar vasitasiyla O2’yi, H202’e ve O2’e¢ doniistiiren bu Kkatalitik
mekanizma metal iyonunun ardisik oksidasyon ve rediiksiyonuna dayanmakla birlikte
oksidatif strese kars1 ilk savunma olarak da adlandirilmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010).
Oksijen toksisitesine karsi koruyucu etkileri ve doku hiicrelerindeki 02" diizeylerinin
kontrol altinda tutulmasi gibi gorevlerinden dolayr SOD’lar biiyiik bir 6neme sahiptir
(Nordberg ve Arnér, 2001).

2.7.1.2. Peroksidaz (POX)
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Peroksidaz, SOD’un 02" radikallerini siipiirmesiyle ortaya ¢ikan H20O2’in
kloroplastlarda siipiiriilmesinde rol oynayan enzimlerden biridir ve H2O2’nin elektron

yakalayicisi olarak kullanilmasiyla substrati okside etmektedir. (Asada, 1999).

AH2 + H20>

(POX) —» AH + H20 (2.4)

POX, bir heme (Fe-porfirin) grubu igeren glikoproteindir ve heme kismindaki Fe

iyonu katalitik hareket i¢in yanit vericidir. Bu reaksiyon;

a) Hiicre duvarinda lignin ve siiberin biyosentezleriyle sonuglanan serbest fenollerin
oksidatif polimerizasyonunu saglar.
b) Hiicre duvari bilesenlerine, fenollerin oksidatif polimerizasyonla baglanmasini

saglar.

2.7.1.3. Askorbat peroksidaz (APX)

ROS’a karst gergeklestirilen savunmada onemli gorevlere sahip oldugu
diigiiniilen askorbat peroksidaz enzimi, askorbat-glutatyon dongiisiiniin ilk adiminda
askorbik asidi elektron vericisi olarak kullanarak H2O detoksifikasyonunda rol
oynamaktadir. tAPX, gmAPX, sAPX, cAPX gibi en az bes farkli izoformdan olusan
APX ailesinin, CAT ve POX’a kiyasla H20> ’ye kars1 daha yiiksek bir afiniteye sahip
olmast APX’u stres sartlarinda ROS’larin yikiminda en 6nemli enzim yapmaktadir (Gill

ve Tuteja, 2010).

2.7.1.4. Katalaz (CAT)

H20,, reaktif bir oksijen tiiriidiir ve hiicreler tarafindan yag asitlerinin
peroksizomlarda B—oksidasyonu, piirin katabolizmasi, fotorespirasyon gibi normal
aerobik reaksiyonlarda olusturulmaktadir. Farkli konsantrasyon seviyelerinde mitojenik
biiylimeden hiicre Oliimiine kadar bir ¢ok hiicresel cevap mekanizmasinda etkinlik

gosterir. Yiksek konsantrasyonlardaki H»O,, hiicrelere zarar verir ve hiicrelerde
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birikimi protein, lipit ve DNA gibi hiicresel hedeflerin oksidasyonuna yol agar. Bu
durum ise mutasyonlarin olusmasina ve/veya hiicre oliimiine yol agar. Bu sebeple
H>O2’nin hiicreden uzaklastirilmasi oksidatif hasardan korunmak ic¢in 6nemlidir ve bu
gorevde katalaz tarafindan yiiriitiliir. Katalaz, stres faktorlerine kars1 gelistirilen cevap
mekanizmalarindandir ve patojenlerin 6ldiiriilmesinde savunma sistemi hiicreleri
tarafindan tretilir.

Katalaz, H20,’in su ve oksijene pargalanmasini katalizleyen 6zel bir proteindir
ve hidroperoksidaz olarak da isimlendirilir. CAT aym zamanda, H2O2 seviyesinin
kontroliinii saglar ve hidrojen peroksitin bu sekilde uzaklastirilmasi sayesinde daha
reaktif olan hidroksil radikallerinin olusumu 6nlenmis olur. Bu reaktif oksijen tiirlerinin

uzaklastirilmasi aerobik ortamda yasamay1 kolaylastirir.

2.7.1.5. Glutasyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH)
rediiksiyonunu katalizleyen bir enzimdir ve hiicre igerisinde yogun olarak
kloroplastlarda, az miktarda da sitoplazma, mitokondri ve peroksizomlarda
bulunmaktadir. GR, serbest radikal ve organik peroksitlerle reaksiyona girer, amino asit
tasiniminda gorev alir. Indirgenmis hiicresel GSH’1n hiicrede yeterli seviyede kalmasini
saglayan 6nemli bir enzimdir ve antioksidan olarak da gorev yapmaktadir. (Edwards ve
ark., 1990; Creissen ve ark., 1994).

2.7.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan savunma antioksidan maddeler olarak bilinen glutatyon,
askorbat (vitamin C), tokoferol (vitamin E) ve flavonoidler, lignin, tanin gibi bilesikler
tarafindan yiirttiiliir.

Diistik molekiiler agirliga sahip, Sistein i¢eren bir tripeptit olan glutatyon (y-Glu-
Cys-Gly) bitkilerde oksidatif strese karsi rolii olan en énemli metabolitlerden biridir.
GSH en fazla kloroplastlarda bulunur, fakat 6nemli bir miktar sitozolde olmakla birlikte
neredeyse biitlin hiicre kisimlarinda bulunduklar1 gézlenmistir (Jiménez ve ark., 1998;

Rausch ve Wachter, 2005). GSH ikinci bir GSH molekiilii ile siilfidril grubundan
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baglanarak bir disiilfit bagi olusturarak okside glutatyon (GSSG) meydana gelir ve lipit
peroksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan agil peroksitleri uzaklastirarak membran yapisinin
kararliligmma katki saglamasi (Davies, 2000; Cicerali, 2004), ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, stresle iliskili genlerin ifadeleri hiicre farklilagsmasi, siilfat taginiminin
diizenlenmesi, patojen direnci, enzimatik diizenleme ve hiicre oliimii gibi bir¢ok
biiylime ve gelisme ile ilgili bir ¢ok fizyolojik olayda merkezi bir role sahiptir (Khan ve
Singh, 2008).

Askorbik asit bitki hiicrelerdeki en giiglii, en bol, en kapsamli c¢alisan
molekiildiir ve ROS’a bagli olarak olusan hasarin etkilerini en aza indirmede ve
onlemede rol oynamaktadir (Foyer ve ark., 1995). Bitkilerde normal fizyolojik kosullar
altinda 0Ozellikle fotosentetik hiicrelerde ve meristemlerde yiiksek, yaprak ve
kloroplastlarda diisiik miktarlarda bulunur ve stres kosullarina maruz kalan bitki
hiicrelerinde konsantrasyonu artar. O2- ve OH-in direkt temizlenmesinde rol
oynayarak, oksidatif stresin indirgenmesinin yaninda, ayrica bitki metabolizmasinin
diizenlenmesi ve farklilasma gibi farkli bir ¢ok fizyolojik siiregler iizerinde onemli
gorevleri vardir (Foyer ve Noctor, 2003).

Tokoferoller (vitamin E) biyolojik membranlarda &zellikle kloroplastlarin
tilakoid membranlarinda yogun olarak bulunur ve membran stabilizasyonu saglamada
kritik 6neme sahiptir. Bitkilerde bulunan dort izomeri arasinda (a-, -, y- ve 6-) yer alan
a tokoferoller en bilinenidir. ROS’larin siipiiriiclisii olarak goriilmektedir ve molekiiler
yapilarinda ii¢ metil grubu bulunmasi nedeniyle yiiksek antioksidatif aktiviteye sahiptir
(Kamal-Eldin ve Appelqvist, 1996; Gang ve ark., 2007).

Flavonoidler bitkilerde yaygin olarak bulunur ve genellikle glikozit olarak bitki
vakuoliinde birikirler. Yapilan ¢aligmalarda; bitki enfekte oldugunda, yaralandiginda,
diisiik sicaklik ve diisiik besin kosullar1 gibi olumsuz kosullar karsisinda
feniloproponoid metabolizmasinda ve fenolik bilesik miktarlarinda artis meydana
geldigi belirlenmistir (Temple ve ark., 2005; Quan ve ark., 2008). Flavonoidler, ROS
stiptiriiciisiidlir ve bu radikallerin zararlarmin ortadan kaldirilmasinda gorev alirlar

(Levdal ve ark., 2010).

2.8. Tuz Stresi Siiresince Indiiklenen Sinyal Iletim Yollar

Bitkilerde abiyotik streslere karsi olusturulan cevaplarda birden fazla sinyal

iletim yolu islev goérmektedir ve ¢ok sayida bitki geninin ifadesini diizenledigi
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bildirilmektedir. Bu genleri diizenleyen sinyal yollarinin bir kisminin ABA tarafindan
kontrol edilmektedir. Diger kismi ise tuz stresi tarafindan indiiklenmektedir. Bu
sonuglar dogrultusunda; tuz stresi sonucunda indiiklenen gen ifadelerinin, genel olarak
ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz sinyal iletim yolu tarafindan etkilendigi bildirilmistir.
(Cheong ve Yun, 2007).

Stresin algilanmasi sinyal iletimini baslatir ve sonrasinda ikincil habercinin
olusumu (6rn., inositol fosfat) baslatilarak, hiicre i¢i Ca*? diizeyi ayarlanir ve protein
fosforilasyon asamalar1 baslatilmaktadir. Stres diizenleyici genlerin kontroliinde yer
alan transkripsiyon faktorleri ve hiicresel korumayi igeren proteinler fosforilasyon
asamalarinda hedef proteinleri olusturmaktadir (Xiong ve ark., 2002). Sinyal iletimi ile

stres kosullarina kars1 olusturulan cevaplarda yer alan genler iki tiptir:

1. Erken cevap genleri; ¢cok hizli (dakikalar i¢inde) ve gecici olarak indiiklenir.
Tiim sinyal bilesenleri 6nceden mevcut oldugu igin indiiklemede yeni protein

sentezine gereksinim duymazlar.

2. Geg cevap genleri; Strese cevapta yer alan genlerin biiyiik bir ¢ogunlugunu
olustururlar. Strese karsi daha yavas (saatler i¢inde) indiiklenir ve ifadeleri
cogunlukla devamlidir. Geg¢ cevap genlerinin erken cevap genleri tarafindan

aktive edilmesiyle transkripsiyon faktorleri kodlanmaktadir (Sairam, 2004).

2.9. Tuz Stresi ile indiiklenen Genlerin Fonksiyonu

Stres sartlarinda artan indiiklenmis genlerin ifadesi ve bu genlerin iriinleri olan
molekiiller gorevlerine gore; cevresel streslere karsi koruyucu olarak (efektdr) gorev
alan molekiiller ve stres cevaplarinda sinyal iletimi ile gen ifadelerini diizenleyici olarak
gorev alan (regiilator) molekiiller olmak iizere iki grupta toplamaktadir (Seki ve ark.,
2003; Wu ve ark., 2005).

2.9.1. Efektor molekiiller
Normal sartlar altinda birgok bitkinin tohumlarinda, ¢esitli stres kosullari altinda

vejetatif dokularda biriken ge¢ embriyogenez (LEA) proteinleri ilk olarak tohum

embriyolarinda tanimlanmistir ve stres savunmasinda koruyucu etkilere sahip oldugu
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bilinmektedir (Holmberg ve Biilow, 1998; Hundertmark ve Hincha, 2008). Stres
kosullarinda LEA genleri, hidrofilik LEA proteinlerini aktive eder. Hidrofilik LEA
proteinleri suyu baglama kapasiteleri sayesinde dehidrasyona karsi suyun tutulmasin
saglayarak su eksikligi etkilerini en aza indirmede ve hiicresel biitiinliigiin
korunmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar (Sairam, 2004; Wise ve Tunnacliffe, 2004).

Akuaporin olarak da adlandirilan su kanal proteinleri, canli biitin
organizmalarda bulunan igsel zar proteinleridir ve hiicresel diizeyde suyun ¢ift lipid
tabakasindan gegisini kolaylastirir, dokusal diizeyde ise hiicre i¢ine suyun iletiminde
gorevlidir (Maurel ve Chrispeels, 2001). Her ne kadar stresin gesidine gore farkli
akuaporinlerin verdikleri cevaplar farkli olabilse de genel olarak akuaporinler bitkilerde
hiicresel homeostaz1 ve su dengesini korumada rol almaktadir (Kaldenhoff ve ark.,
2008).

Is1 sok proteinleri (Hsp’ler) abiyotik streslere maruz kalinmasi durumunda
sentezi artan, molekiiler saperon gibi davranan yani proteinlerin katlanarak ii¢ boyutlu
hale gelmesi isleminde yer alan koruyucu protein grubunu olusturmaktadir (Gorovits ve
Czosnek, 2008). Protein katlanmasi ve uygun olmayan proteinlerin hiicrede birikiminin
engellenmesi gibi birgok konuda etkin rol oynamalarinin yani sira (Henle ve ark., 1998).
hasarlanmis ve yanlis katlanmis polipeptitleri baglama potansiyeline sahip olmalari
sayesinde polipeptitlerin yikimini 6nleyerek potansiyel olarak hiicreyi strese karsi

korumada rol oynarlar (Chiba ve ark., 2006).

2.9.2. Regiilator molekiiller

Protein kinazlar, regiilatér molekiillerin bir grubunu olustururlar. Sinyal iletim
yolunda ATP’yi fosfat vericisi olarak kullanarak protein fosforilasyonunda gorev alirlar.
Ca+2 bagl protein kinazlar (CPDK’lar) ve MAP kinazlar (Mitojen aktive edilen protein
kinazlar) sinyal yollarinda etkin rol oynayan protein kinazlardir. Okaryotik hiicrelerde
bulunan MAPK (mitogen activated protein kinase), (Bartels ve Sunkar, 2005),
hiperozmotik stres ile aktif hale gelir ve ozmolitlerin sentezini aktive ederek ozmolit
birikimine neden olabilir. Ozmolitlerin birikmesiyle LEA/dehidrin tip stres genleri
indiiklenerek tamir mekanizmasinin olusturulmasini saglarlar ve ozmotik dengenin
tekrar diizenlenebilmesi i¢in hiicreyi stres hasarindan korumakta gorev alirlar (Mahajan

ve Tuteja, 2005).
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Fosfatazlar; protein kinazlarin aktivitesi fosfatazlarin modiilasyonu ve
fosforegiilator mekanizmanin  doniisiimii  sonucunda gelisme  gostermektedir.
Fosfatazlar: substratlarina gore, fosfotirozinler (protein/tirozin fosfotazlar veya PPTase)
ve fosfoproteinler (serin/treonin) olmak tizere iki ana gruba ayirmak miimkiindiir
(Cohen, 1989). Mayalarda MAPK yolaginda tirozin spesifik fosfatazlar énemli rol
oynarlar (Shiozaki ve Russell, 1995).

Transkripsiyon faktorleri (TF), cesitli genlerin promotor bdlgesinde yer alan sis
elementlerle (ayn1 etkili elementler) baglanti kurarak bu genlerin ifadesini diizenleyen
onemli regiilator molekiillerdir. TF’yi kodlayan genler, stres kosullarinda strese ilk
cevap olarak ifade olunan genlerdir. (Agarwal ve ark., 2007). Cesitli stres kosullarinda
aktivitesi artan bu genler ve sentezlenen transkripsiyon faktorleri, stresi indiikleyen
genlerin ifade olmasini saglamaktadir (Hasegawa ve ark., 2000). Tuz ve kuraklik
stresine bagli olarak genlerin ifade olmasini saglayan sinyal yollar1 ABA bagimli ve
ABA bagimsiz oldugu i¢in bu yollarda yer alan TF’lerde, ABA bagimli ve ABA

bagimsiz transkripsiyon faktorleri olmak iizere ikiye ayrilirlar (Sekil 2.7.).

N

ABA ABA-bagimsiz
MYB/MYC Inaktif CBF4

@\‘ s.n:m @Mw semez{‘
== 2=

ABRE MYBR/ DRE/CRT DRE/CRT

Sekil 2.7. Kurak ve tuz stresi kosullarinda ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolaklarda gen ifadesinin
diizenlenmesi (Boudsocq ve Lauriere, 2005)

Stres hormonu olarak da adlandirilan ABA, bitkilerde abiyotik strese cevapta
icsel (endojen) mesajci olarak gorev yapar. ABA bagimli yolda bulunan transkripsiyon
faktorleri; MYB/MYC ve bZIP (basic leucine zipper), ABA bagimsiz yolda bulunan
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transkripsiyon faktorleri; DREB2’dir (Mahajan ve Tuteja, 2005). NAC transkripsiyon
faktorleri ise hem ABA bagimli hem de ABA bagimsiz yolda bulunarak bitki
gelisiminde, patojene karsi cevapta ve tuz toleransinda rol oynayan gesitli genlerin

aktivasyonunda gorev almaktadirlar (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismanin fidan dikimi, tuz ve kimyasal uygulamalar1 kismi, 2014 yilinda
Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Bolimii’ne ait arazide
gerceklestirilmistir. Molekiiler calismalar ise Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’ndeki Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuari’nda yiiriitiilmiistiir. Calismada

MM106 ve M9 elma klon anaglarina asili Fuji ¢gesidi (Malus communis) kullanilmustir.

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmada Kullanilacak Anag¢ ve Elma Cesitleri

M9 Anaci: Ingiltere’ de East Malling Enstitiisii’'nde elde edilmis tam bodur bir elma
klon anacidir. Diisiik sicakliklara ve agir biinyeli toprak sartlarina dayaniklidir.

MM106 Anaci: Yari bodur bir elma klon anaci olup standart ¢ogiir anaglarinin % 50°Si
kadar gelisme gostermektedir.

Fuji Cesidi: Ralls Jannet x Red Delicious melezi olup kuvvetli gelisen bir cesittir.

Kendine verimlidir. Meyveleri ge¢ donemde olgunlasir.

3.1.2. Kimyasal maddeler

RNA izolasyon kiti, cDNA izolasyon kiti ve Real-Time PZR kiti Vivantis
Technologies (Vivantis, Malezya), primerler Biomers (Almanya), STZ sigma Sigma-
Aldrich (Chemie Gmbh, 89552, Steinheim, Almanya) firmasindan elde edilmistir.

Metanol, etanol gibi kimyasal maddeler Merck (KgaA, 64271, Darmstadt,

Almanya) marka kullanilmistir.

3.2. Yontem

Uygulamalar tesadiif parselleri deneme desenine gore 2 tekerriirlii ve her tekerriirde
3 bitki olacak sekilde kurulmus olup toplamda 84 elma fidani kullanilmistir. Fidanlar,
torf, perlit ve toprak iceren 13 litrelik saksilara dikilmistir. Fidan siirgiinleri 10 cm
boyuna geldiginde (yaklasik 1 ay sonra) 35 mM NaCl’ li sulama suyu ile sulanmigtir (1

ay sadece tuz uygulanmistir). Fidanlarin bakim islemleri ve zirai miicadelesi genel
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yetistiricilik prensiplerine gore yapilmistir. Deneme boyunca ortam EC’si kontrol
edilerek 3.0 mS/cm sinirin1 gegmemesi saglanmistir. SNP ve CaSiOs kimyasallar1 iki
ayr1 donemde (1 aylik tuz stresinden sonra kimyasal uygulamalarina baslanip, 1 ay ve 4
ay sonraki yaprak ornekleri alinmistir) bitkilere topraktan verilerek uygulanmistir ve bu
donemlerde tuz stresi uygulanmasi devam etmistir. Deneme boyunca iki donemde
(kimyasallarin uygulanmaya baslamadan bir giin 6nce ve deneme sonunda) yaprak
ornekleri molekiiler analizler yapilmak iizere alinmistir. Buna goére deneme deseni
asagidaki gibi olmustur:
1. M9 Anaci (Tuzsuz kontrol grubu)
2. M9 Anaci (Tuzlu kontrol grubu)
3. M9 Anaci + SNP (1 mM)
4. M9 Anaci + SNP (2 mM)
5. M9 Anac1 + SNP (4 mM)
6. M9 Anaci + CaSiO3 (0.5 mM)
7. M9 Anaci + CaSiOz (1 mM)
8. M9 Anaci + CaSiO3 (2 mM)
9. MM106 Anaci (Tuzsuz kontrol grubu)
10. MM 106 Anaci (Tuzlu kontrol grubu)
11. MM106 Anaci + SNP (1 mM)
12. MM 106 Anaci + SNP (2 mM)
13. MM106 Anaci + SNP (4 mM)
14, MM106 Anact + CaSiOz (0.5 mM)
15. MM106 Anaci + CaSiOs (1 mM)
16. MM106 Anaci + CaSiO3 (2 mM)
Her iki donemde de uygulamalar sonucunda alinan yaprak ornekleri molekiiler

analizler i¢in -80°’de saklanmustir.
3.2.1. Yapraktan RNA izolasyonu

-80°C’de saklanan yaprak Orneklerinden SOS1 ve NHX1 genlerinin ifade
analizlerinin yapilmasi i¢in hazir ticari kit (GF-TR-100-Vivantis, Selangor Darul Ehsan,
Malaysia) kullanilarak total RNA izole edilmistir.

Yaprak oOrneklerinden 30 mg alinip havan igerisinde sivi azot ilavesi ile

dondurularak ezilmistir. Ezilen donmus 6rnegin erimesine izin verilmeden ependorf tiip
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igerisine aktarilarak tizerine 700 pl lizis buffer-TR (RNA izolasyon reaktifi) konulmus
ve mekanik parcalama gergeklestirilmistir. Bu islemin ardindan kitin kilavuzunda
belirtildigi gibi 15000 x g’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant homojenizasyon
kolonuna aktarilmistir. Homojenizasyon kolonuna aktarilan stipernatant 15000 x g’de 2
dakika santrifiij edilerek diger hiicre kalintilarindan uzaklastirilmistir. Sonrasinda
siipernatant miktar1 kadar % 70’lik etanol eklenerek hafif¢e vortekslenmistir. Bu sekilde
hazirlanan ve icerisinde RNA bulunan ¢ozelti, RNA baglama kolonuna aktarilmistir.
Santrifiij ile kolonlardan gegirilen lizatin toplama tiipiinde kalan kisimlar1 dokiilmiistiir.
Lizatin icerisinde bulunan ve kolondaki regineye baglanan RNA’y1 daha saf elde
edebilmek amaciyla kolon yikama soliisyonu ile 3 kez yikanmistir. Bu islemden sonra
kolondaki regineye 70 pl Dnaz parcalama karisimi ilave edilerek oda 1sisinda 15 dakika
bekletilmistir. Sonrasinda iizerine 500 pl inhibitér uzaklastirici tampon ilave edilerek
15000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan kolon yikama soliisyonu ile en az 3
kez yikanmistir. En son kolondan Rnaz icermeyen su gegirilerek RNA saf olarak elde
edilmistir.

Elde edilen RNA’larin miktar1 ve safligini belirlemek i¢in nanodrop (ND-2000,
Thermo Scientific) kullanilmigtir (Sekil 3.1.). Bu asamada optik dansitelerinden
hareketle (OD260/280) OD260/280 oran1 1.9 ve ilizerinde olan RNA’lar ¢alismada
kullanilmak tizere -80°C’de saklanmustir (Cizelge 3.1.).
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Sekil 3.1. RNA safliginin belirlenmesi (A4 nolu drnege ait saflik grafigi)

# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc Unit AZB0 AZB0 260/280 260/230 Sample T#

Cizelge 3.1. Calisilan RNA’larin safligi ve miktari

GRL,{/'IDQLAR OD 260/280 MIKTAR(ng/ml) GI\RAL;/TR@R OD 260/280 MIiKTAR(ng/ml)
TUZLU KONTROL GRUBU
Al 2.14 118.7 11 2.06 62.4
A2 2.11 238.3 12 2.06 106.2
A3 2.13 223.9 13 2.09 144.0
A4 2.13 198.9 14 2.10 119.1
A5 2.09 327.8 15 2.06 220.8
A6 2.12 287.6 16 2.02 231.5
TUZSUZ KONTROL GRUBU
B1 2.13 192.1 J1 2.15 83.5
B2 2.07 79.6 J2 2.08 139.2
B3 2.13 452 J3 2.11 142.7
B4 2.08 340.2 Ja 2.08 300.1
B5 2.13 148.2 J5 2.11 227.8
B6 2.11 3144 J6 2.10 211.1
1mM SNP + TUZ iLAVE EDIiLEN GRUP
C1 2.12 171.5 K1 2.09 116.5
C2 2.10 180.1 K2 2.10 161.4
C3 2.12 87.3 K3 2.08 156.1
c4 2.10 270.7 K4 2.08 175.0
C5 2.11 203.3 K5 2.14 274.6
C6 2.14 124.1 K6 2.11 158.2
2 mM SNP + TUZ iLAVE EDIiLEN GRUP
D1 2.12 288.9 L1 2.11 72.8
D2 2.08 153.7 L2 2.10 244.6
D3 2.11 117.0 L3 2.07 160.8
D4 2.04 196.0 L4 2.09 3274
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D5 2.11 345.8 L5 2.09 301.5
D6 2.05 3318 L6 2.12 187.9
4 mM SNP + TUZ ILAVE EDILEN GRUP
E1l 2.12 290.1 M1 2.11 159.4
E2 2.10 215.7 M2 2.08 187.5
E3 2.10 150.9 M3 2.13 162.3
E4 2.13 174.7 M4 2.22 212.9
E5 2.11 285.5 M5 2.07 146.9
E6 2.08 351.3 M6 2.09 211.3
0,5 MM CaSiOs + TUZ ILAVE EDILEN GRUP
F1 2.11 338.8 N1 2.09 166.6
F2 2.10 145.0 N2 2.16 211.7
F3 2.11 130.5 N3 2.10 212.6
F4 2.13 285.8 N4 2.14 232.0
F5 2.10 383.7 N5 2.11 127.8
F6 2.14 242.4 N6 2.09 193.1
1 mM CaSiOs + TUZ ILAVE EDILEN GRUP
G1 2.10 150.1 o1 2.11 229.3
G2 2.09 163.6 02 2.10 234.6
G3 2.09 105.3 03 2.14 252.4
G4 2.09 268.0 04 2.15 181.2
G5 2.11 253.0 05 2.04 136.9
G6 2.07 122.4 06 2.04 315.0
2 mM CaSiOs + TUZ ILAVE EDILEN GRUP
H1 2.12 260.8 P1 2.12 157.3
H2 2.10 181.8 P2 2.08 200.6
H3 2.10 205.0 P3 2.11 114.6
H4 2.09 226.3 P4 2.09 235.4
H5 2.10 265.2 P5 2.08 139.0
H6 2.12 201.3 P6 2.05 375.3

3.2.2. mRNA oérneklerinden gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real
Time PCR = RT-PZR) yontemi ile cDNA sentezi

Elde edilen total RNA i¢indeki mRNA’y1 cDNA’ya ¢evirmek icin hazir ticari kit
(Vivantis-RTPL12, Selangor Darul Ehsan, Malaysia) kullanilmis ve her bir &rnekten
esit miktarda 10 pul RNA kullanilarak protokolde belirtilen basamaklar sirasi ile
uygulanmigtir.

Oncelikle Cizelge 3.2.°de belirtildigi gibi RNA-primer karigimi hazirlanarak
65°C’de 5 dakika siireyle inkiibe edilerek denatiire edilmistir.

Cizelge 3.2. mRNA’dan cDNA elde etmek i¢in uygulanan RNA-primer kariginu

Bilesim Miktar
Total RNA 10 pl
Primer, Oligod(T)1s 1 ul

10 mM dNTP mix 1l

Ardindan g¢izelge 3.3.’de belirtildigi gibi cDNA sentez karigimi hazirlanmis ve

her bir 6rnek i¢in 10 pl bu karisimdan alinip RNA-primer karigimi iizerine ilave
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edilmistir. Her bir tiip dikkatlice karigtirildiktan sonra Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific) cihazi ile revers transkripsiyon programi calistirilmistir. Bu program
oncelikle 65°C’de 5 dakika primer baglanmasi, 42°C’de 60 dakika cDNA sentezi,
85°C’de 5 dakika denatiirasyon ve +4°C’de bekleme basamagini igermistir. Elde edilen
c¢DNA’lar RT-PZR yapilana kadar -20°C’de saklanmustir.

Cizelge 3.3. mRNA’dan cDNA elde etmek i¢in uygulanan cDNA sentez karisimi

Bilesim Miktar

10x Buffer M-MulV 2 ul

M-MulV reverse transkriptaz 0.5 ul

RNAse igermeyen su 10ul’ye tamamlanir.

3.2.3. Elde edilen ¢cDNA’lar ile MDH, SOS1 ve NHX1 genlerinin PZR ile

optimizasyonu

Calismamizdaki genlerin optimizasyonu i¢in 10 pl’lik hazirlanan sentez karisimi
ile belirlenen 6rneklerin gradiyenti yapilmigtir. Her bir cDNA 6rneginden 1 pl alinmis
ve iizerine sirasiyla 1 pl 10xBuffer, 1 pl 25 mM MgClz, 0.2 pul 25 mM dNTP, 0.3 pl 10
pmol’luk ileri ve geri primerler [malat dehidrojenaz (MDH), plazma membrani1 Na\H
antiporter tastyicist (SOS1) ve vakiiolar Na\H tasiyicist (NHX1)], 0.2 ul taq polimeraz
ve lizerine total hacim 10 pl olacak sekilde dH2O koyulmustur. Gradient kosullart ilk
denatiirasyon; 95°C’de 5 dk, 40 dongii, denatiirasyon; 95°C’de 40 sn, baglanma; SOS1
geni igin 62°C’de 40 sn, NHX1 geni i¢in 59°C’de 40 sn; uzatma; 72°C’de 40 sn; son
uzanti 72°C’de 5 dk olacak sekilde Thermal Cycler PZR’da (Thermo Scientific)
programlanmistir. Elde edilen iirlinler % 2’lik agaroz jelde yliriitiilerek primer i¢in
uygun sicaklik belirlemesi yapilmistir (Sekil 3.2.) . Agaroz jel i¢in 0.6 gr agaroz tartilip,
30 mL TAE tamponu iginde ¢oziiliip kaynatilmigtir. Uzerine 30 ul EtBr eklenerek
hazirlanan jel elekroforez plateine ddkiilerek, kuyucuklarin olugsmasini saglayan tarak
takilip jelin donmasi1 beklenmistir. Jel donduktan sonra PZR iiriinleri kuyucuklara
yiiklenmis ve g¢ogaltilan bolgenin biiyiikliigiinti tespit etmek i¢in 100 bg¢’lik markar
(VIVANTIS NL1401) kullanilarak 110 voltta 20 dk yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi
sonrasinda UV 1sitk altinda PZR driinleri incelenerek jelin goriintiisi UV

Transilliiminator cihazi ile ¢ekilerek bilgisayar ortaminda kayda alinmistir.
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Sekil 3.2. Optimize edilmis MDH, SOS1 ve NHX1 genlerine ait PZR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii,
M:Marker, a) SOS1 geni, b) MDH geni, ¢) NHX1 geni

3.2.4. MDH, SOS1 ve NHX1 genlerinin RT-PZR ile ifadesi

SOS1 ve NHX1 genlere ait primer giftleri (Liu ve ark., 2012)’nin makalesinden
elde edilmistir. MDH genine (housekeeping gene) ait primer ¢ifti, NCBI Gen
Bankasi’ndaki Malus hupensis dizilerinden http://www.idtdna.com adresindeki online

primer dizayn programui ile tasarlanmistir (Cizelge 3.4.).


http://www.idtdna.com/
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Cizelge 3.4. MDH, SOS1 ve NHX1 gen bolgeleri i¢in kullanilan primerler ve {iriin biiytikliikleri

Gen Primer dizisi .. U..rﬁ'.l. - Fonksiyonu Referans
biiyiikliigii

MDH geni , )

ileri 5’- CGTGATTGGGTACTTGGAAC -3 113 bp Referans gen Bu tezde tasarlandi
MDg':r?e”' 5°- TGGCAAGTGACTGGGAATGA -3’ 113bp | Referansgen | Bu tezde tasarlands
Soﬁtrﬁ’e”' 5 - TCCGGTTAATCCATCACACACCGT-3" |  ~200 bp Hedefgen | Liuveark. (2012)
Sogiﬁe”' 5 - TTTGCTGCCCTGGAGGATTTGTTG-3" |  ~200 bp Hedefgen | Liuve ark. (2012)
NHﬁgr?e”' 5°-AAGCGACAGTCCTGGAACATCAGT-3’ | 157 bp Hedefgen | Liuve ark. (2012)
NHX1 geni s , .

geri 5’- TATTATCACTTGCTGCCGGAGCT -3 157 bp Hedef gen Liu ve ark. (2012)

RT-PZR reaksiyonlar1 i¢in hazir ticari kit Vivantis Maxima SYBR Green qPZR
Master Mix (2x), kullanilmistir. Reaksiyonlar toplamda 10 pl hacimde uygulanmuistir.
Reaksiyon igerigi; 5 pl SYBR Green karigimi (enzim, dNTP, Mg, tampon ve su), 1 pl
(100ng) cDNA, 0.2 pl ileri ve 0.2 pl geri primerler (10pmol/ul) ve 3.6 ul RNAse
icermeyen su seklinde hazirlanmistir.

RT-PZR sartlar1; ilk denatiirasyon, 95°C’de 10 dakika, denatiirasyon 95°C’de 20
saniye, MDH geni i¢in baglanma 52 °C’de 40 saniye, SOS1 geni i¢in baglanma 62°C’de
40 saniye, NHX1 geni i¢in baglanma 59°C’de 40 saniye ve polimerizasyon 72°C’de 10
saniye olarak gerceklestirilmistir. Dongii sayis1 40 olarak yapilmigtir. Tiim reaksiyonlar
ESCO spectrum 48 (Esco Technologies, Inc., USA) cihazinda gergeklestirilmistir.
(Sekil 3.3.)

S p = S e e = o S

—

POWER RUNNING ALARM FAULT

Sekil 3.3. RT-PZR cihazi
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3.2.5. istatiksel analiz

Gergek zamanli PZR sonuglari ile ortaya ¢ikan Ct degerlerine tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) uygulanmistir. Gruplar arasi farkin belirlenmesi i¢in Duncan
testinden faydalanilmistir. Istatistiksel analizler uygulanirken paket program (SPSS
2004) kullanilmistir.



4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

enzimi ile mRNA’larin cDNA’ya doniisiimii gerceklestirilmistir. Daha sonra elde edilen
cDNA’lar kullanilarak RT-PZR yo6ntemi ile MdSOS1 ve MdNHX1 genlerinin ifade
diizeyleri iki primer ¢ifti kullanilarak belirlenmistir. Caligilan 6rneklerin amplifikasyon
egrileri sekil 4.1°de gosterilmistir.Verilerin normalizasyonu i¢in referans gen olarak
MDH geni (housekeeping gene=referans gen=ifadesi degismeyen gen) kullanilmis ve
SOS1 ile NHX1 genlerinin ifade diizeyleri MDH genine oranlanarak belirlenmistir (sekil
4.2. ve sekil 4.3.). Ayrica elde edilen Ct degerleri ¢izelge 4.1° da verilmistir. RT-PZR

sonuglarina gore aciga ¢ikan Cr degerlerinin istatiksel analizleri Duncan testi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

100

Total RNA izolasyonunun ardindan oligo@mis primerler ve ters transkriptaz

| |

| -

Ll 1

10

Sekil 4.1. Calisilan 6rneklerin amplifikasyon egrisi
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Cizelge 4.1. Calisilan 6rneklerin RT-PZR sonuglarina gore Cr degerleri

ORTALAMA Ct ORTALAMA Ct
GRUPLAR DEGERLERI GRUPLAR DEGERLERI
M9 MDH [ SOS1 | NHX1 MM106 MDH | SOS1 | NHX1
TUZLU KONTROL GRUBU
Al 17.98 21.94 21.62 11 25.41 29.01 32.79
A2 18.85 23.54 22.48 12 25.4 27.36 29.63
A3 18.36 22.04 21.38 13 26.18 29.24 32
Al 18.8 23 22.77 14 26.23 29.27 30.95
A5 19 2391 25 15 26.47 27.97 31.72
Ab 28.72 29.84 31.29 16 26.58 28.47 31.34
TUZSUZ KONTROL GRUBU

B1 17.31 21.21 20.71 J1 25.43 28.76 32.59
B2 26.82 29.89 30.92 J2 24.49 27.79 30.2
B3 26.27 29.73 30.82 J3 24 27.01 29.22
B4 28.01 26.42 30.26 J4 26.86 28.23 314
B5 21.81 26.66 27.15 J5 26.78 28.14 30.78
B6 20 25.27 25.26 J6 25.11 28.13 31.38

1mM SNP + TUZ iLAVE EDiLEN GRUP
C1 17.57 21.62 21.38 K1 25.27 29.4 31.77
C2 17.81 22.56 22.16 K2 26.45 28.49 31.6
C3 23.94 29.48 31.16 K3 25.9 29.04 30.97
C4 18.69 23.3 23.1 K4 24.9 28.37 30.95
C5 18.4 2247 22 K5 25.1 28.61 31.25
C6 18.19 22.2 22.03 K6 26.12 28.18 31.05

2 mM SNP + TUZ iLAVE EDIiLEN GRUP
D1 17.4 21.1 2157 L1 27 28.36 31.12
D2 18.37 23.31 23.79 L2 25.47 28.57 31.45
D3 19.66 23.38 23.61 L3 25.77 29.08 31.75
D4 17.56 24.45 25.52 L4 26.38 28.52 30.74
D5 18.56 23.3 23.27 L5 25.37 28.95 31.59
D6 18.27 2261 22.2 L6 2477 28.71 31.3

4 mM SNP + TUZ iLAVE EDIiLEN GRUP
El 17.5 21.32 21.32 M1 26.55 28.52 31.95
E2 18.12 22.48 21.72 M2 26.66 28.84 32.49
E3 15.53 22.49 21.34 M3 25.56 27 33.49
E4 18 23.43 22.38 M4 26.53 29 31.83
E5 18.6 21.77 22.98 M5 26.2 28.7 32.59
E6 18.77 23.78 23.75 M6 26.93 28.77 32.04

0,5 mM CaSiOs + TUZ ILAVE EDILEN GRUP
F1 17.19 21 21.54 N1 26.19 27.74 32.26
F2 18.28 23.1 22.62 N2 26.7 28.55 31.87
F3 18.58 22.8 23.03 N3 26.22 27.62 32.22
F4 19.35 23.92 23.13 N4 26.65 28.17 3221
F5 18.05 22.92 22.25 N5 26.83 27.81 31.28
F6 18 23.44 23.1 N6 26.12 27.75 33.07
1 mM CaSiOs + TUZ ILAVE EDILEN GRUP
G1 17.57 21.15 20.86 o1 26 28.22 33.6
G2 18.26 22.55 21.97 02 25.39 28.7 33.76
G3 18.05 23 22.04 03 26.35 28.52 32.64
G4 19 24.02 23.49 04 25.87 28.25 33.03
G5 18.62 24 22.58 05 25.29 28.32 32.19
G6 18.56 23.6 23.04 06 26.13 28.19 31.69
2 mM CaSiOs + TUZ ILAVE EDILEN GRUP

H1 15.56 21.42 21.2 P1 26.26 28 33.23
H2 25.93 29.79 32.04 P2 26.39 29.39 32.54
H3 25.54 28.72 30.47 P3 25.99 28.35 32.4
H4 26.06 28.82 30.57 P4 25.86 29.26 33.64
H5 25.98 28.35 32.67 P5 25.3 29.3 33.3
H6 25.86 29.81 30.69 P6 26.04 29.21 33.75
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1 aylik tuz stresi uygulamasinda M9 anacindan SOS1 geninin tuzlu kontrolde
ifadesi ile 2 mM SNP, 4 mM SNP, 0.5 mM CaSiOs ve 1 mM CaSiO3 dozlarinin
uygulamasi sonucu genin ifadesi degismemistir (p>0.05). Istatistik olarak gruplar
arasinda onemli bir fark gozlenmemesine ragmen 1 mM SNP uygulamasinda bu genin
ifadesi tuzsuz kontrole gore artarken tuzlu kontrole gore azalmistir. 2 mM CaSiO3
dozunda ise gen tuzsuz kontrolle ayni sekilde ifade olmustur.

Her ne kadar gruplar arasinda istatistiksel agidan bir fark gozlenmese de
(p>0.05) NHX1 geninin ifadesi tuzsuza gore tuzlu kontrolde artmistir. 1 mM SNP
dozunda genin tuzsuz kontrole gore ifadesi artarken tuzlu kontrole gore ifadesi
azalmistir. 2 mM CaSiOs dozu diger dozlara gore NHX1 geninin ifadesini azaltarak
tuzsuz kontrolle ayn1 olmustur.

M9 anacina bir aylik tuz stresi uygulamas: sonucunda 1 mM SNP dozunun
tuzsuz kontrole gore hem SOS1 geninin hemde NHX1 geninin stres karsisinda ifadesini
artirarak tuza tolerans saglamistir. Tuzlu kontrole gore genlerin ifadesinin azalmasi tuzu
bloke edebildigini ve bitkiyi stressiz ortamdaymis gibi hissettirebilecegini
diistindiirmiistiir. CaSiOs’un en yiiksek dozunun (2 mM) diger dozlara nazaran tuzu
bloke edebildigini gostermistir.

M9 anacinda 4 aylik tuz stresi sonucunda tuzlu kontrole gore SNP’nin her iig
dozunda ozellikle 1 (p<0.05) ve 4 mM’lik SNP dozlarmm SOS1 geninin ifadesini
artirdig1 gozlenmistir. 0.5 mM CaSiOs ve 1 mM CaSiOs ayni oranlarda SOS1 geninin
ifadesini artirirmigtir (p<0.05). Bu sonu¢ bize SNP’nin 1 ve 4 mM’lik dozlan ile
CaSiOz’un 0.5 ve 1 mM’lik dozlarinin bitkinin tuzu tolere edebilmesinde etkili
oldugunu gostermistir. Fakat en yiiksek doz olan 2 mM’lik CaSiOz’in SOS1 geninin
ifadesini olduk¢a diisiirmiis ve diger tiim gruplardan istatistiki olarak énemli diizeyde
farklidir (p<0.05). Genin tuzsuz kontrolden de daha asagi seviyede ifade olmasi
CaSiO3’in en yiiksek dozunun hiicre igin toksik etkisi olabilecegini diisindiirmiistiir.
Ayni sekilde NHX1 geninin ifadesinde SNP’nin her 3 dozundan 6zellikle 1 mM’lik
olant hem tuzlu hem tuzsuz kontrolden istatistik olarak onemli bir artis gézlenmistir
(p<0.05). CaSiOz’in 0.5 ve 1 mM’lik dozlarindan Gzellikle 0.5 mM’lik doz tuzsuz
kontrole gore istatistiki olarak 6nemli seviyede genin ifadesini artirmistir (p<0.05).
Fakat 2 mM’lik CaSiOs’da gen ifadesi tuzlu kontroliin yani sira tuzsuz kontroliin de
altina diigmils ve diger tiim gruplardan istatistiki olarak onemli diizeyde farklidir

(p<0.05) (Cizelge 4.2.). Bu da hiicreye toksik etki etmis olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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MM106 anacinda 1 aylik tuz stresi uygulamasinda hem SNP dozunda hem de
CaSiOs3 dozlarinda SOS1 geninin ifadesinde istatistiki olarak onemli bir fark
gbzlenmemistir (p>0.05). NHX1 geninin ifadesinde 4 mM SNP ve 1 ve 2 mM CaSiO3
dozlar1 tuzsuz kontrole gore genin ifadesi azalmis ve istatistik olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Bu dozlar ve 0.5 mM CaSiOz dozu istatistiki olarak her ne kadar
anlamli olmasa da (p>0.05) tuzlu kontrole gore genin ifadesini azaltmistir (Cizelge
4.3.). Bu dozlarin tuzu bloke edebilecegini yada hiicre i¢in toksik etki edebilecegini
diistindiirmiistiir.

MM106 anacinda 4 aylik uygulama siirecinde her ne kadar SNP ve CaSiO3z’un
en yiiksek dozlart tuzlu ve tuzsuz kontrole gore istatistiki olarak onemli bir fark
goriilmekle birlikte (p<0.05) biitiin gruplar arasinda ortalama Cr degerleri cizelge
4.3.’te goriildiigi gibi birbirine ¢ok yakindir. NHX1 geninin ifadesinde ise tuzlu, tuzsuz
ve SNP nin 1 mM lik ve 2 mM’lik dozlarinda hi¢ bir gen ifadesinde fark gézlenmezken
(p>0.05), 4 mM’lik SNP’nin ve CaSiO3z’in 0.5 ve 1 mM’lik dozlar1 kontrollere goére
genin ifadesini azaltmistir (p<0.05). Istatistiki olarak biitiin diger gruplardan &nemli
oranda farkli olan 2 mM‘lik en yiiksek CaSiO3z dozu NHX1 geninin ifadesini azaltmistir.
Bu anagta uzun donemli tuz stresinde 1 ve 2 mM’lik SNP dozlarinin bitkinin tuza

toleransinda hig etkisi olmadigini, 4 mM’lik SNP ve her li¢ CaSiO3 dozlarinin ise tuzu

bloke edebilecegi veya toksik etkisinin olabilecegi diistinlilmiistiir.

Cizelge 4.2. M9 anacina ait 6rneklerin Ct degerlerinin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi

M9 ANACI 1 AYLIK TUZ STRESi UYGULAMASI

Ort=SS* (MDH) Ort£SS* (SOS1) Ort=SS* (NHX1)
Tuzlu kontrol (n=3) 18.3967+0.43616® | 22.5067+0.89629° 21.8267+0.57839°
Tuzsuz kontrol (n=3) 23.4667+5.33892° |  26.9433+4.96586° 27.4833+5.86609%
1 mM SNP+tuz (n=3) 19.7733+3.61043% | 24.5533+4.29243¢ 24.9000+5.43533°
2 mM SNP+tuz (n=3) 18.4767+1.13377® | 22.5967+1.29662° 22.9900+1.23305°
4 mM SNP+tuz (n=3) 17.0500+1.352372 22.0967+067263° 21.4600v0.22539°
0.5 MM CaSiOs+tuz (n=3) | 18.0167+0.73146® | 22.3000+1.13578 22.3967+0.76970°
1mM CaSiOs+tuz (n=3) 17.9600+0.35369% |  22.2333+0.96480° 21.6233%0.66199°
2 mM CaSiOs+tuz (n=3) | 22.3433+5.87777® | 26.6433+4.55507 27.9033+5.85809°

M9 ANACI 4 AYLIK TUZ STRESI UYGULAMASI

Tuzlu kontrol (n=3)

22.1733+5.67046%

28.9933+0.74527¢

26.3533+4.41828"

Tuzsuz kontrol (n=3)

23.2733+4.20072"

23.8733+0.23692%¢

27.55674+2.52468°

1 mM SNP+tuz (n=3) 18.4267+0.25106% 23.4267+0.500132° 22.3767+0.62660%
2 mM SNP+tuz (n=3) 18.1300+0.51449° 22.9933+1.07379% 23.6633+1.69459%
4 mM SNP+tuz (n=3) 18.4567+0.40452% 23.453340.929533%° 23.0367v0.68676%
0.5 mM CaSiOs+tuz (n=3) | 18.4667+0.76540% 22.6567+0.573272 22.8267+0.49963%

1mM CaSiOs+tuz (n=3)

18.7267+0.23861%®

26.1167+0.74299°

23.0367+0.45501%¢

2 mM CaSiOs+tuz (n=3)

25.9667+0.10066°

25.5833+3.71436"

31.3100+1.17932¢




Ort: aritmetik ortalama, SS: standart sapma,*:3 verinin ortalamasi
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Cizelge 4.3. MM 106 anacina ait 6rneklerin Ct degerlerinin aritmetik ortalamasi ve standart sapmast

MM106 ANACI 1 AYLIK TUZ STRESI UYGULAMASI

Ort+SS* (MDH)

Ort=SS* (SOS1)

Ort£SS* (NHX1)

Tuzlu kontrol (n=3)

25.6633+044747°

28.5367+1.02549°

31.4733+1.64452%®

Tuzsuz kontrol (n=3)

24.6400+0.72670?

27.8533+0.87672%

30.6700+1.733462

1 mM SNP+tuz (n=3)

25.8733+0.59045°

28.9767+0.45829°

31.4467+0.42147%®

2 mM SNP+tuz (n=3)

26.0800+0.81074°

28.6700+0.370272

31.4400+0.31512%

4 mM SNP+tuz (n=3)

26.2567+0.60583°

28.1200+0.983062

32.6433+0.78137"

0.5 mM CaSiOs+tuz (n=3)

26.3700+0.28618"

27.9700+0.505872

32.1167+0.21455%¢

1mM CaSiOs+tuz (n=3)

25.9133+0.48583°

28.4800+0.242492

33.3333+0.60575°¢

2 mM CaSiOs+tuz (n=3)

26.2133+0.20404°

28.5800+0.722982

32.7233+0.44433%

MM106 ANACI 4 AYLIK TUZ STRESI UYGULAMASI

Tuzlu kontrol (n=3)

26.4267+0.17898%®

29.2567+0.04509¢

33.5633+0.234594

Tuzsuz kontrol (n=3)

26.2500+0.98808%

28.2533+0.06506°

32.3033+0.67715°¢

1 mM SNP+tuz (n=3)

25.3733+0.654322

27.9100+0.227162

32.1867+0.89523"

2 mM SNP+tuz (n=3)

25.5067+081365%

28.8233+0.15695%

32.1533+0.39247*

4 mM SNP+tuz (n=3)

26.5533+0.36556°

28.7267+0.21548%

31.2100+0.432092

0.5 mM CaSiOs+tuz (n=3)

26.5333+0.36910°

28.3867+021548%c

31.0833+0.15275¢%

1mM CaSiOs+tuz (n=3)

25.7633+0.43004%

28.1667+0.05508%

31.1867+0.35233¢

2 mM CaSiOs+tuz (n=3)

25.7333+0.38592%

28.5700+0.65574°

31.3367+0.38501%

Ort: aritmetik ortalama, SS: standart sapma,*:3 verinin ortalamasi

Kuraklik (su stresi) ve topraktaki yiiksek tuzluluk gibi cevresel stres, bitki
biliyiimesini ve verimliligini sinirlandiran baslica faktorlerdir (Epstein ve ark., 1980;
Yancey ve ark., 1982). Deneysel gozlemlere dayanarak, bitkilerin ozmotik streslere
adaptasyonunun veya toleransinin altinda yatan bir ¢ok mekanizma bulunmaktadir
(Greenway ve Munns, 1980). Son yillarda yapilan c¢alismalar, diisiik molekiil agirlikli
metabolitlerin biyosentezinden sorumlu genlerin genetik manipiilasyonunun, transgenik
tiitiin bitkilerinde kurakliga veya tuz stresi i¢in toleransi arttigint gostermistir (Kishor ve
ark., 1995; Chen ve ark., 1997). Bu ozmoprotektanlarin fazla sentezlenmesi, ekstra
enerji ve yapi bloklar1 gerektirir ve bu da bitki biiylimesini engeller. Dolayistyla,
transgenik bitkilerde bir transgenin ekspresyonunu tahrik etmek i¢in bir stres-
indiiklenebilir promotor kullanmak arzu edilmektedir. (Delauney ve ark., 1993).

Bu caligmada Malus communis fidanlarinda tuza duyarlilifi veya toleransini
belirlemek i¢in molekiiler fizyolojik proseslerin anlagilmasina katki saglamak
amaclanmistir. SNP ve CaSiOs kimyasallari, biiylime ve iiretkenlik agisindan zararh

onemli bir abiyotik faktér olan tuz kaynakli stresin hafifletilmesinde molekiiler

seviyelerde meydana gelen degisiklikleri test etmek i¢in uygulanmistir.
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Na+ ve K+ gibi iyon homeostazi tuz asir1 hassas (SOS) yolla diizenlenir. Yiiksek
Na+ stresi, SOS3-SOS2 protein kinaz kompleksini aktive eden bir kalsiyum sinyalini
baslatir. Bu daha sonra SOS1'in Na+/ H+ degisim aktivitesini uyarir ve transkripsiyonel
ve posttranskripsiyonel olarak bazi genlerin ekspresyonunu diizenler. SOS3-SOS2
ayrica, vakuoler H+-ATPazlar ve pirofosfatazlar, vakuoler Na+/H + esanjorii ve plazma
membrant K+ ve Na+ tasiyicilari da dahil olmak {izere tuz stresi altinda iyon
homeostazi ile iliskili diger tasiyicilarin aktivitelerini uyarabilir veya bastirabilir (Zhu,
2002).

Sitosolde yiiksek bir K+/Na+ oraninin muhafaza edildigi stratejiler oncelikli
olarak vakuollerde Na+ ekstriizyonu ve/veya Na+'nin hiicre i¢i boliimlenmesini igerir
(Blumwald, 2000). SOS sinyal iletim yolu, tuzluluk toleransi agisindan agikga
onemlidir. Kok hiicrelere giren Na+'larin biiyiik bir ¢ogunlugu, SOS2 ve SOS3'iin
SOS1'in ekspresyonunu diizenleyen plazma membran1 Na+/H+ antiportteri ile yoluyla
pompalanir. Koklerde kalmig Na+ daha sonra vakuollerde tutulabilir veya siirgiinlere
tagmabilir. Vakuollerdeki boliimlemeler, Arabidopsis'teki NHX ailesine ait olanlar gibi
tonoplast Na+/H+ antiportterleri ile saglanir (Pardo ve ark., 2006). MdNHX1’in M.26
elma anaglarinin asir1 ekspresyonunun tuzluluk toleransini tuzluluk stresinde arttirdig
daha 6nce dogrulanmistir (Li ve ark., 2013). Bu ¢alismada da onceki ile uyumlu olarak
1 ve 4 mM’lik SNP ve 0.5 ve ImM’lik CaSiOs dozlart hem SOS1 hemde NHX1 geninin
ifadesini artirarak M9 anacinin tuz toleransini artirmistir. Bir baska calismada M.
prunifolia bitkisindeki MdNHX1 transkriptinin diisiik miktar1 fazla Na+’un vakuole
hareket edemedigi seklinde agiklanirken tam tersi olarak M. hupensis’de MdNHX1’in
transkriptinin fazla olmas1 Na+’un transportuna yardim ettigini ve daha iyi bir hiicresel
ortami stirdiirmesine yardimci olabilecegi gosterilmistir (Wu ve ark., 2004). Liu ve ark.,
(2012)’nin yaptig1 benzer ¢alismada bu tez ¢alismasinin aksine MdNHX1 ve MdSOS1
genlerinin tuz stresinin uygulandigi birinci ve altinci giinlerde M. prunifolia’den daha
¢ok M. hupensis’de yiiksek transkipt seviyelerine sahip oldugunu, 12. ve 15. ilerleyen
glinlerde ise ifadelerinin azaldigini rapor etmislerdir. Bitkilerin ¢oklu abiyotik strese
maruz kalma durumlarinda, SNP gibi kimyasal ajanlarin toleransi artirdig1 goriilmiistiir
(Savvides ve ark., 2016). SNP’in domates bitkisine piskiirtiilerek uygulamasi
sonucunda dondérii oldugu NO’un (nitrit Oksit) reaktif oksijen igerigini azaltarak ve bazi
antioksidant aktivitelerini artirarak domates bitkilerinde tuz stresi ile miicadele eden

antioksidan sinyali gorevi gordiigii gosterilmis ve SNP’nin meyve dokularindaki Na+
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birikimini azaltarak plazma membran biitiinliigiinii lipooksijenatif siireclere kars
koruyabilecegi savunulmustur (Ali ve Ismail, 2014).

Silikatin tuz stresi sartlar1 altinda bakla bitkisinin beslenmesi ve biiylimesine
katki sagladigi rapor edilmistir (West, 1982). Topraga eklenen kalsiyum silikatin,
yiksek tuzluluktan etkilenen parametreleri iyilestirdigini, sodyum ve kloriiri
disiirdiigiinii ve tuz stresindeki boriilce ve fasulye siirglinlerinde ve koklerinde az
miktarda kalsiyum ve potasyum konsantrasyonunu artirdigi gosterilmistir (Amador,
2007). Bu tez calismasimnin sonuglari ile uyumlu olarak baska bir ¢alismada, bitki
biliyiimesi ve beslenme davranig1 iizerindeki etkileri géz Oniine alinarak domates
tizerinde tuzlulugun zararli etkilerini azaltmanin alternatif bir yolu olarak kalsiyum
silikat uygulamas1 Onerilmistir (Wasti ve ark., 2017). Benzer sekilde bir¢ok ¢alisma,
CaSiOa'tin bitki igin bir ¢ok abiyotik strese dayaniklilik sagladigini bildirmistir (Taylor,
1990; Lopez-Carrion ve ark., 2008).

Arabidopsis thaliana ile yapilan ¢alismada, tuz toleransi igin gerekli SOS1
geninin plazma zarinda Na+/H+ antiporter kodladigi goriilmiis ve transgenik A.
taliana'da SOS1'in asir1 ifadesinin tuz toleransini arttirdigi bildirilmistir. Transgenik
bitkilerde artan tuz toleransi, tuz stresi altinda azalan Na+ birikimi ile korelasyon
gostermistir. Bu, bir Na+ atik tasiyicinin ektopik olarak bitkilerde eksprese edildigi ilk
caligmadir. Sonuglar, bitkilerde Na+ birikimini siirlandirarak tuz toleransini artirmak
i¢in yeni bir strateji olusturmaktadir (Shi ve ark., 2002).

Kalsiyum silikatin ve tuzlulugun tek basina uygulanmasinin domates bitki
bliylime ve beslenme davranisi ve fotosentetik pigmentler iizerindeki etkisi arastirilan
calismada sodyum kloriir (NaCl) uygulamasi bitki gelisimi ve biiyiime parametrelerinde
belirgin azalmaya neden olmustur. Tuz stresinde ayrica sodyum (Na*) birikimi ve
potasyum (K*) konsantrasyonunda bir azalma meydana gelmistir. Si, NaCl stresli
bitkilerin biiylime potansiyelinde iyilestirici etkilere sebep olmustur (Wasti ve ark.,
2017).

Aragtiricilar, Malus hupehensis Rehd bitkisinde dopaminin tuza asir1 duyarl
patojenleri tuzluluk derecesinde kontrol edip etmedigini arastirdiklarinda; MdHKT1,
MdNHX1 ve MdSOS1 genlerinin koklerde ve yapraklarda biiyiikk Olglide upregiile
edildigini, bunun muhtemelen iyon homeostazinin muhafaza edilmesine ve dolayisiyla
eksojen dopaminin daha Once tuza maruz birakilan bitkilerde tuzluluk direncinin

gelistirilmesine katki sagladigini agiklamiglardir (Li ve ark., 2015).
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Arpa cesitlerinin tuzluluga toleransini ve tuzlu kosullar altinda arpa bitkilerinin
spesifik anatomik Ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilan c¢alismada, bitkiler
hidrofobik kosullar altinda kontrol, 50 mM NaCl ve 100 mM NaCl olmak {izere li¢
farkl1 varyeteyle yetistirilmistir. Arpaciklarin tuzluluga toleransli ve hassas ¢esitleri
saptanmistir. Tuzlulugun bitkilerin biiylime ve biyokiitle birikimini azalttigini, st ve alt
epidermisin kalinligin1 azalttigini, yapraklarin vaskiiler demetlerinin ¢apin1 ve koklerin
merkez silindirinin ¢apii azalttigini ve bazilarinda exodermis/endodermis koklerinin
oranini arttirdigini géstermistir (Atabayeva ve ark., 2013).

Tuz stresi oksidatif hasarim1 giderme potansiyelini arastirmak ig¢in, tuz stres
altindaki arpa tizerindeki nitrik oksidin koruyucu rolii aragtirilmistir. Arpa yapraklarinda
tuz stresinde iyon sizintisi, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu artmistir. Arpa
yapraklarinin ayni anda 50 pM sodyum nitroprussid ile islenmesi, azalan iyon
sizintisiyla ve tuzlu stresin hasarini1 hafifletir; arilik yapraklarinda malondialdehit
(MDA), karbonil ve hidrojen peroksit icerigi nitrik oksid vericisinin varligi, siiperoksit
dismutazlar (SOD), askorbat peroksidazlar (APX) ve katalazlarin (CAT) aktivitelerini
artirmistir. Bu  arada, sodyum nitroprussid ilavesi, protein seviyesinde ferritin
birikimini artirmig; nitrik oksitin dogrudan ferritin  birikimini  diizenledigini
gostermistir. Bu sonuglar nitrik oksidin, tuz stresinden kaynaklanan asir1 reaktif oksijen
tiirlerini sondiirmek ve ferritin birikiminin ¢ogaltilmasini tetikleyerek ¢ok sayida demirli
iyonu selatlamak icin antioksidan enzimlerin etkinliklerini arttirarak, tuz stresi
hasarindan fidanlar1 etkili bir sekilde koruyabilecegini diisiindirmektedir (Li ve ark.,
2008).

Bitkilere stres faktorlerine tolerans saglamasi amaciyla son zamanlarda
kullanimi 6nem kazanmus kalsiyum silikat (Ca(SiO3)3) ve SNP (sodyum nitroprussit)
kimyasallar1 bitkileri kuraklik, diisiik sicaklik, tuz stresi gibi bir¢ok cevresel etmenlere
kars1 dayaniklilik sagladigi bildirilmistir. Kalsiyam silikat Ca2SiO4 bilesenidir,
kalsiyum ortosilikat olarak da adlandirilmakla beraber kalsiyum oksit ve silika
bilesenlerinden olusan bir grupta bulunmaktadir (Taylor, 1990). Kalsiyum
metabolizmada diizenleyici rolilyle bilinmektedir (Cramer ve ark., 1986). Sunulan
hipotezlere gore yliksek kalsiyum seviyesi hiicre membranlarini tuzlulugun olumsuz
etkilerinden koruyucu niteliktedir (Busch, 1995). Diger bir yandan ise silikatin biyotik
ve abiyotik streslerine karsi bitkilerde savunma mekanizmasi olusturarak bitki
biiyiimesinde biiyiik olumlu etkileri bulundugu bildirilmistir (Marschner, 1995; Epstein,
1999; Murillo-Amador ve ark., 2007). Tuz stresi (NaCl) kosullar1 altinda yapilan bir
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calismada silikatin iki bakla ¢esidi {lizerinde biiyiimeye katki sagladigi, bitki
beslenmesinde olumlu sonuglar verdigi belirtilmistir (West, 1982). Tuz stresi varliginda
bitkilerin nitrik oksite (NO) tepkisi arastirilan bir ¢alismada, ¢aligilan bitkiler 100 mM
NaCl ve SNP (NO dondrii) farkli konsantrasyonlarda maruz birakilmislardir. Bitkiler
disiik miktarlarda SNP uygulamasina maruz birakildiktan sonra uyarilan NaCl
miktarinda azalma gozlemlenmistir. NO’nun tuz stresini azaltict yonde etki gosterdigini

ileri siiriilmiistiir (Lopez-Carrion ve ark., 2008).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Kisa donem tuz stresi uygulamasinda M9 ve MM106 anaglarinda, hem SOS1
hemde NHX1 genlerinde en fazla etki gostererek tuza tolerans saglayan dozlarin 1 mM
SNP ve 2 mM CaSiOs oldugu goriilmiistiir.

Uzun donem tuz uygulamasinda ise; MM 106 anacinda gruplar aras1 6nemli fark
goriilmezken, M9 anacinda SOS1 geninde SNP’nin 1 ve 4 mM dozlari, NHX1 geninde
SNP’nin 1 mM dozu ve CaSiO3z’in 0.5 mM dozunda genin ifadesi 6nemli derecede
artarak tuzu tolere edebildikleri belirlenmistir.

Elma tiirtine ait yerel genotiplerin materyal olarak kullanildigi, digsal SNP ve
CaSiOs uygulamalarinin tuz stresine tolerans tiizerindeki etkilerinin arastirildigi bu
calismada; tuz stresinin yol actigi zararli etkilerin azaltilmasinda olumlu etki

yapabilecek fizyolojik temelli bir yardime1 uygulama olarak degerlendirilebilir.

5.2. Oneriler

Elma yetistiriciliginde verim ve kalite agisindan énemli olan pek ¢ok pomolojik
ve kimyasal icerikler kantitatif kaliim karakterinde olmalarindan dolayr degisebilen
ekolojik sartlardan oldukca etkilenebilmektedir. Diinyada son yillardaki iklim
degisikliklerinin sonucu olarak ortaya ¢ikan yanlis sulama tekniklerinden kaynaklanan
tuzluluk, toprakta Na+ ve Cl- gibi iyonlarin birikimiyle bitki gelisimini olumsuz yonde
etkileyen tuz stresinin olusumuna sebebiyet veren ciddi tehditler i¢ermektedir.
Gilinlimiizde, stres kosullarinda tarimsal Oneme sahip bitki tiirlerinin {retimini
kolaylastiracak ekonomik olarak etkin teknolojik ara¢ ve yontemler bulunmamaktadir.
Streslere (biyotik ve abiyotik) maruz kalinmaya devam edilmesi halinde tarim
driinlerinin verimliliklerinin azalarak artan insan niifusunun besin ihtiyaglarinin
karsilanamamas1 sorunu ortaya ¢ikacaktir ki bu da bitkilerin diger stres faktorleri ile
birlikte tuzluluga dayaniklilik diizeylerinin belirlenmesi ve besin degerleri yiiksek
toleransli bitkilerin gelistirilmesinin gerekliligini meydana getirir. Kiltiir bitkisi
yetistirilemeyecek kadar yiiksek tuz bulunan alanlarda, stresinin bitkiler {izerine etkisi
ile bitkilerin tuza tolerans mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in hem osmotik hem de iyon

stresinin tim bitki, doku ve hiicresel diizeydeki etkilerinin morfolojik, fizyolojik,
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biyokimyasal ve molekiiller mekanizmalar diizeyinde incelenmesi, diizenleyici
noktalarin anlasilmasi bitki 1slah1 calismalarin daha etkili sonuglara ulasilmasinda

onemli olacaktir.
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