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TUZ STRESI UYGULANAN BETA VULGARIS VE BETA
MARITIMA BIiTKILERINDE KROMATIN YENIDEN
DUZENLENME MODELLERININ ARASTIRILMASI

YOLCU, Seher

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR
Temmuz 2015, 94 sayfa

Bitkilerde histon asetilasyonu ¢evresel streslere karsi gen ifadesinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Model bitkiler disindaki farkli bitki
tiirlerinde stres uygulamalarinin hedef genlerdeki histon modifikasyonu
seviyelerini ne sekilde etkiledigi hala bilinmemektedir. Tez ¢alismamizda O,
250 ve 500 mM NaCl uygulanan Beta vulgaris (seker pancari) ve tuza
toleransli akrabast Beta maritima (yabani pancar) bitkilerinde biiyiime
parametreleri, bagil su igerigi (RWC), yaprak ozmotik potansiyeli, fotosentez,
lipid peroksidasyonu, peroksidaz (POX) enzim aktivitesi, POX trankripsiyon
diizeyleri, POX geninde H3K9 ve H3K27 asetilasyon seviyeleri incelendi.

Calismamizda tuz uygulanan B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde
stiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX),
katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR) antioksidan enzimlerini kodlayan
genlerin diizenlenmesinin histon modifikasyonlar ile iliskisinin incelenmesi
hedeflendi. Tuz stresi kosullarinda POX enzimini kodlayan gende H3K9 ve
H3K27 asetilasyon seviyeleri ChIP (kromatin immiinopresipitasyon) ve
kantitatif real time-PCR yontemleri ile analiz edildi. H3K9 ve H3K27
asetilasyonlarmin POX gen ifadesi ile iliskili oldugu saptandi. Tuz
uygulamalarinin  B. maritima’da H3K9 ve B. vulgaris’de ise H3K27

asetilasyon diizeylerini arttirdig tespit edildi.

Anahtar sozciikler: Histon asetilasyonu, tuz stresi, seker pancari,
yabani pancar, peroksidaz






ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHROMATIN REMODELING IN BETA
VULGARIS AND BETA MARITIMA UNDER SALT STRESS
CONDITIONS

YOLCU, Seher

PhD in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR
July 2015, 94 pages

Histone acetylation have functions in responses of plants to
environmental stress. It is still unknown the levels of histone modifications on
target genes in different plant species other than model plants under various
environmental stress factors. In this work, we investigated the effects of 0, 250
and 500 mM NacCl concentrations on growth parameters, leaf osmotic potential,
chlorophyll fluorescence, relative water content (RWC), lipid peroxidation,
peroxidase (POX) enzyme activity, POX relative transcript abundance, H3K9
and H3K27 acetylation levels of POX gene in Beta vulgaris (sugar beet) and
salt tolerant Beta maritima (wild beet).

We aim to indicate the relationship between histone modifications and
expression of five genes that encode antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase (SOD), peroxidase (POX), ascorbate peroxidase (APX), catalase
(CAT) and glutathione reductase (GR) in NaCl treated two beet species, B.
vulgaris and B. maritima. In this study, we analyzed the levels of H3K9ac, and
H3K27ac on the beet POX gene under salinity by ChIP procedure combined
quantitative real-time PCR. H3K9 and H3K27 acetylations were found to be
correlated with expression of POX gene. We found that the levels of H3K9
acetylation in B. maritima and H3K27 acetylation in B. vulgaris were increased
after NaCl treatment.

Keywords: Histone acetylation, salt stress, sugar beet, wild beet,
peroxidase.
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SEKILLER DiZINI

Sekil Sayfa

1.1. Siiperoksit, hidrojen peroksit radikallerinin olusumu ve siipiiriilmesi
(Sairam and Tyagi’den 2004). APX: askorbat peroksidaz, DHA:
dehidroaskorbat, ASC: askorbat, DHAR: dehidroaskorbat rediiktaz,
MDHAR: monodehidro askorbat rediiktaz, Fd: Ferrodoksin, GR:
glutatyon rediiktaz, GSH: indirgenmis glutatyon, GSSG: okside
glutatyon, HO: hidroksil, NE: non enzymatic reaction (enzimatik
olmayan

oL V[0 1) USROS 10

1.2. A) Nukleozom partikiiliiniin yiiksek-¢oziintirliikli yapisi. DNA ¢ift sarmali
mavi, H3 histon dimeri kirmizi, H4 histonu yesil, H2A deniz mavisi ve

H2B ise mor renklerle gosterildi (Marmorstein’den

1.2. B) Kromatini meydana getiren nukleozom partikiilleri sari silindirler
halinde resmedildi. Siyah zincirler DNA’y1, kirmizi egri ¢izgiler amino

ucu histon kuyruklarimi (N-terminal tails) gosterir (Marmorstein’den

1.3. H3 ve H4 histon kuyruklarinda translasyon sonrasi modifikasyonlar.
Asetilasyon mor, metilasyon kirmizi, fosforilasyon yesil ve

ubikutinasyon turuncu renkler ile gosterilmistir (Zhang and Reinberg’den
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SEKILLER DiZINI (devam)

Sekil Sayfa

1.4. Pancar bitkisine 6zgii ChIP metodu asamalarinin 6zet gosterimi. Pancar
yapraklart steril su ile iki kere yikandiktan sonra kromatin, %1
formaldehit ¢ozeltisinde c¢apraz baglanir. Kromatin izolasyonu ve
sonikasyon asamalarindan sonra kromatin karigimina agaroz toplar ve
antikor eklenir. Immiin komplekslerin agaroz toplardan ayristirilmasi igin
yikama tamponlart kullanilir. Kromatin ¢apraz baglar1 bozularak DNA
izolasyonu islemi gergeklestirilir. Antioksidan genlere 6zgii primerlerle
gerceklestirilen real time-PCR islemi ile histon modifikasyonlarinin

SEVIYEST YOTUMIANIT...uviiiiiiiiie ittt ettt 36

2.1. A) 250 ve 500 mM NaCl stresinin 7., 14. ve 21. hasat giinlerine ait B.
vulgaris bitki fotoZraflart...........ccccveveieierierierecececee s 37

2.1. B) 250 ve 500 mM NaCl stresinin 7., 14. ve 21. hasat giinlerine ait
B.maritima bitki fotograflarti...........cccovvriiiiiiiiiiii e 38

2.2. %1,5 agaroz jelde sonikasyon etkinliginin belirlenmesi. Sonikasyon
isleminden Once ve sonra ayrilan kromatin Ornekleri agaroz jelde
yiriitiildiikten sonra goriintiilendi. 0,2 M NaCl eklenen seker pancari
kromatin Ornekleri bir gece 65 °C’de inkiibasyona birakildiktan sonra
agaroz jelde yiriitiildii. 1-4 numarali ornekler sonikasyondan once
ayrilan kromatin ornekleri; 6-9 numarali 6rnekler sonikasyondan sonra
ayrilan kromatin ornekleridir. 1: B. maritima kontrol, 2: B. maritima 500
mM NacCl, 3: B.vulgaris kontrol, 4: B.vulgaris 500 mM NacCl, 6: B.
maritima kontrol, 7: B. maritima 500 mM NacCl, 8: B.vulgaris kontrol, 9:
B.vulgaris 500 mM NaCl, 10: 100 b¢ DNA
JOTET ... 43
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Sayfa

3.1. B. vulgaris ve B. maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl tuz

3.2.

3.3.

konsantrasyonlarinin kok ve govde uzunluklarina etkisi. y-ekseninde kok,
govde uzunluklari (cm), X-ekseninde ise stres uygulama giinleri
gosterilmigtir.  Grafiklerin olusturulmasinda ortalama + SE (n=6)
degerleri kullanildi. Siitunlar iizerindeki ayni harfler istatistiksel

bakimdan farkli olmayan degerleri gosterir (P <

B. vulgaris ve B. maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl tuz
konsantrasyonlarinin RGR degerlerine etkisi. y-ekseninde RGR degerleri
(g g* giin?), x-ekseninde ise stres uygulama giinleri gosterilmistir.
Grafiklerin olusturulmasinda ortalama + SE (n=6) degerleri kullanildu.
Stitunlar iizerindeki * (p < 0,05) ve ** (p < 0,01) isaretleri istatistiksel
olarak anlamh farkliliklar

(e 1<) 0 1 PRSPPI 48

B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl
uygulamalarinin (0., 7., 14. ve 21. gin) RWC (bagil su igerigi)
degerlerine etkisi. y-ekseninde RWC (%) degerleri, X-ekseninde ise stres
uygulama giinleri gosterilmistir. Grafiklerin olusturulmasinda ortalama =+
SE (n=6) degerleri kullanildi. Siitunlar iizerindeki aynm1 harfler

istatistiksel ~ bakimdan  farkli  olmayan  degerleri  gosterir
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3.4. B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl

3.5.

3.6.

uygulamalarinin (0., 7., 14. ve 21. giin) ozmotik potansiyel degerlerine
(MPa) etkisi. Grafiklerin olusturulmasinda ortalama + SE (n=6) degerleri
kullanildi. y-ekseninde ozmotik potansiyel (MPa) degerleri, X-ekseninde
ise stres uygulama giinleri gosterilmistir. Siitunlar tizerindeki ayni harfler
istatistiksel =~ bakimdan  farkli  olmayan  degerleri  gosterir

IS0 L<) TS 50

B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl
uygulamalarmimn (0., 7., 14. ve 21. giin) MDA seviyelerine (nmol g YA™)
etkisi. y-ekseninde MDA (nmol g YA™) degerleri, x-ekseninde ise stres
uygulama giinleri gosterilmistir. Grafiklerin olusturulmasinda ortalama +
SE (n=6) degerleri kullanildi. Siitunlar {izerindeki * (p < 0,05) ve ** (p <
0,01) isaretleri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

FeLa T 1< 0 | TR UU R PRSP 52

B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl
uygulamalarinin (0., 7., 14. ve 21. giin) POX aktivitesine ({inite mg
protein™) etkisi. Grafiklerin olusturulmasinda ortalama + SE (n=6)
degerleri kullanildi. y-ekseninde POX (iinite mg protein™) aktivitesi, x-
ekseninde ise stres uygulama giinleri gosterilmistir. Stitunlar iizerindeki *
(p < 0,05 ve ** (p < 0,01) isaretleri istatistiksel olarak anlamli

farklliK1ars GOSTETIT. .. ....vviiii i 53
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3.7. B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde POX transkript seviyeleri (POX

relative transcript abundance) g-PCR yontemi ile o6lgiildii. Aym
uygulama giinlinde seker pancari ve yaban pancarinin 0, 250 ve 500 mM
NaCl uygulama gruplarin karsilastirilmasi i¢in ortalama + SE (n=4)
degerleri kullanildi. y-ekseninde POX transkript diizeyi, x-ekseninde ise
stres uygulama giinleri gosterilmistir. . Siitunlar iizerindeki * (p < 0,05)
ve ** (p < 0,01) isaretleri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
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3.8. POX geninde H3K9 asetilasyon seviyeleri. H3K9 asetilasyonu ChIP

3.9.

analizi ile tespit edildikten sonra input DNA’ya (%IP) gore normalize
edildi. 0, 250 ve 500 mM NaCl uygulanan B.vulgaris ve B.maritima
bitkilerinde POX geni H3K9ac seviyeleri g-PCR yontemi ile
karsilagtirildi. Ortalama £SE (n=4) degerleri kullanildi. y-ekseninde %IP
degerleri, x-ekseninde ise stres uygulama giinleri gosterilmistir. Siitunlar
tizerindeki * (p < 0,05) ve ** (p < 0,01) isaretleri istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar
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POX geninde H3K27 asetilasyon seviyeleri. H3K27 asetilasyonu ChIP
analizi ile tespit edildikten sonra input DNA’ya (%IP) gore normalize
edildi. 0, 250 ve 500 mM NaCl uygulanan B.vulgaris ve B.maritima
bitkilerinde POX geni H3K27ac seviyeleri g-PCR yontemi ile
karsilastirildi. Ortalama £SE (n=4) degerleri kullanildi. y-ekseninde %IP
degerleri, x-ekseninde ise stres uygulama giinleri gosterilmistir. Siitunlar
tizerindeki * (p < 0,05) ve ** (p < 0,01) isaretleri istatistiksel olarak

anlamli farkliliklart gOStErir.......ccoevueiiiiiiiiiiii 56
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1. GIRiS

Yiiksek sicaklik, kuraklik, tuz gibi abiyotik stresler ve patojenler gibi
biyotik stres faktorleri {irlin kaybina ve tarimsal {iretimin azalmasina neden olur.
Molekiiler genetik alanindaki son gelismeler bir canlinin fenotipinin
belirlenmesinde sadece DNA dizisindeki genetik bilginin yeterli olmadigini ortaya
koymaktadir. Epigenetik modifikasyonlar, bir genin DNA dizisi degismeden, hem
kisa siireli (mitotik) hem de uzun siireli (mayotik) aktif veya inaktif hale
gelebilmesini saglar (Saze, 2008). Tiim 6karyotlarda oldugu gibi bitkilerde de gen
ifadesinin secici olarak diizenlemesi stres kosullar1 altinda ve normal biiyiime ve
gelisme siireglerinde 6zel bir 6neme sahiptir. Bitki bilimi farkli stres tolerans
mekanizmalarin1 incelemenin yani sira bu mekanizmalarin tarim bitkilerine
aktarilabilmesi ile ilgili yaklagimlart ve eger genetik temeli varsa ortaya
cikartilmalarin1 hedefler (Mickelbart et al., 2015). Cevresel stres etmenlerine
maruz kalan bitkilerde fizyolojik degisikliklerin yani sira epigenetik degisimler de
meydana gelir. Gen ifadesinin diizenlenme mekanizmalar1 iginde yer alan
epigenetik siireglerin bu konudaki katkilar1 yeni yeni anlagilmaktadir. Onkoloji,
molekiiler biyoloji, genetik ve gelisim biyolojisi alanlarinda yapilan ¢ok sayida
calismada epigenetik diizenlenmenin O6nemi vurgulanmaktadir (Rodriguez-
Paredes and Esteller, 2011; Kim et al., 2008; Berger, 2007). Ozellikle bu
siireclerin ¢esitli canli gruplarinda benzer sekillerde gergeklestiginin anlagilmasi
yeni arastirma olanaklar1 saglar. Kromatin yeniden diizenlenmesi ile iliskili
faktorler ve kromatin modifikasyonunda gorev alan proteinler dnce memeliler,
maya ve Drosophila’da kesfedilmis daha sonra bitkilerde de homologlar
bulunmustur (Kim et al., 2008; Zhang et al., 2007; Berger, 2007; Perruc et al.,
2007). Arabidopsis, misir, geltik, domates gibi model bitkilerde abiyotik stresin
gen ifadesini tetikledigi ve kromatin modifikasyonlari/kromatin modelleme
komplekslerinin kromatin yapisini etkileyerek gen ifadesini diizenledigi tespit
edilmistir (Yuan et al., 2013; Luo et al., 2012; Kim et al., 2010; Kim et al., 2008).
Bitkiler diger organizmalarda goriilen epigenetik modifikasyonlara sahip
olduklarindan dolay1 epigenetik calismalar i¢in ideal model sistemlerdir (Saze,

2008). Literatiirde Beta wvulgaris hiicre hatlarinda DNA metilasyonu,



demetilasyonu ve histon asetilasyonu seviyelerinin hiicre farklilagmas: ve
morfogenez siireci tlizerindeki etkileri incelenmis olmasina (Causevic et al., 2006)
ragmen abiyotik strese yanitta kromatin modifikasyonlarmin gen ifadesi
iizerindeki etkileri konusunda herhangi bir ¢alisma yapilmamustir. Arastirma
grubumuz tarafindan Onceki yillarda yapilan ve sonuglari yaymnlanan bir
calismamizda Beta vulgaris ve Beta maritima bitkilerinin tuz stresine toleransinda
etkili olan antioksidan savunma sisteminin énemi ortaya konulmustur (Bor et al.,
2003). Ancak bu savunma sisteminin diizenlenmesinde hangi siireclerin rol
oynadigr hala bilinmemektedir. Calismamizda tuz stresi kosullar1 altinda
siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), peroksidaz (POX),
katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerini kodlayan genlerin
ifadesinin histon asetilasyon siiregleri tarafindan diizenlenip diizenlenmedigini

incelemeyi hedefledik.

1.1. Tuz Stresi

Diinyadaki toplam arazilerin %6’s1 ve sulanan arazilerin %20’si tuz
stresinden etkilenmistir (Unesco Water Portal, 2007). Tarim alanlarinin %50’den
fazlasinin ¢ok yakin bir gelecekte tuzlanma sorunuyla karsi karsiya kalacagi
ongoriilmektedir (Varshney et al., 2011). Uluslararas: Iklim Degisikligi Paneli'nin
(http://www.ipcc.ch) raporunda iklim degisikligi nedeniyle yakin bir gelecekte
abiyotik streslerin zararli etkilerinin daha da artacagi vurgulanmaktadir.
Sanayilesme ve arazi kullanimi gibi faktorler tarim alanlarinin daralmasina neden
olarak gida iiretimini tehdit etmektedir. Ote yandan 2050 yilinda 9 milyara
ulagmast beklenen diinya niifusu i¢in gida iiretimi yeterli degildir, kiiresel gida
tretiminin %70 oraninda arttirilmasi1 gerekmektedir (Varshney et al., 2011).
Diinya iizerinde su kaynaklarinin giderek azalmasi, toprak ve sudaki tuzlanmanin
artmasi bitkilerde biiylimeyi smirlayan en Onemli abiyotik stres faktorlerinin
baginda gelir (Vinocour and Altman, 2005). Tuzluluk bitkilerde biiyiime ve
gelismeyi etkileyen ve iiriin kaybina neden olan cevresel bir stres faktoriidiir.
Cevresel streslerden kaynaklanan iirlin kaybinin azaltilmasi artan gida talebinin
karsilanmasinda biiyiikk bir 6nem tasir (Shanker and Venkateswarlu, 2011).

Toprak tuzlulugunun tarihi tarimm kesfinden ¢ok daha eskiye dayanmasina



ragmen bu sorun sulama gibi insan kaynakli faktorler nedeniyle artis gostermistir
(Zhu, 2001). Diinyada tuzdan etkilenen tarim alanlarinin yiizdeleri ¢izelge 1.1°de
gosterilmistir (Ghassemi et al.’dan 1995).

Cizelge 1.1. Diinyanin tamaminda tuzdan etkilenen topraklarin orani (Ghassemi et al.’dan

1995)
Ekilen alanlar Sulanan alanlar Tuzdan etkilenen
sulanan alanlar
1474 Mha 227 Mha (%15) 45,4 Mha (%20)

Toprak veya su tuzlulugu kurak ve yari1 kurak bolgelerde goriilen ve
bitkilerin biiyiimesini ve iiremesini sinirlayan temel stres faktorlerinden biridir
(Allakhverdiev et al., 2000; Koca et al., 2007). Tuz stresi ile karsilasan bitkilerde
goriilen ilk tepki yaprak yiizeyinin genisleme hizinin azalmasidir. Tuz stresi
¢imlenme, biiyiime, fotosentez pigmentleri, fotosentez, su durumu, besin dengesi,
oksidatif stres ve verim gibi temel siiregleri etkiler. Tuz stresinin yarattig1 etkiler
su potansiyelini diistiriir, iyon toksisitesine (homeostaz bozulur) yol agar ve
degisen su durumu nedeniyle bitki biiytimesi yavaslar ve verim diiser (Parihar et
al., 2014). Tuz stresinin etkileri bitkide iki asamada gozlenmektedir (Munns 1993;
2005). Birinci asamada bitkinin biiyime ortaminda yer alan tuzlar topragin
ozmotik potansiyelini arttirarak bitkinin su almasimi engeller (ozmotik etki),
yaprak ve kok biiyiimesi yavaslar (Munns, 1993). Ikinci asama ise tuzun bitkide
yarattig1 toksik etkiyi kapsar. Bitki tarafindan alinan tuz yagh yapraklarda
yogunlasir, transpirasyonun yapildig1 yapraklara tasmir ve yiiksek miktarda Na®
ve CI" birikimi sonucunda yapraklar olir. Hasarin nedeni, vakuolde
biriktirilemeyecek kadar fazla tuz yiikiiniin mevcut olmasindan kaynaklanabilir.
Bunun sonucunda tuzlar sitoplazmada hizlica birikerek enzim aktivitesini baskilar
veya hiicre duvarinda birikerek dehidrasyona neden olur. Na* ve CI', bitkide
fizyolojik bozukluklara ve zararli etkilere yol agan temel iyonlardir. Na’,
potasyum iyonu almimini engelledigi ve stoma diizenlemesine zarar verdigi (bu
durum su kaybina neden olur) i¢in birincil iyon olarak kabul edilir. Sitosolde Na*
seviyeleri 1 mM‘dan daha diisiik olmalidir, Na* seviyesindeki yiikselme iyonun
hiicre digina atilmasina veya vakuolde depolanmasina neden olur (Binzel and

Ratajczak, 2001). Yiiksek Na" miktar1t K* ve Ca’?" alimmini azaltir ve stoma



iletkenligini disiirerek fotosentezi azaltir. Buna karsin CI stresi, stomalardan
bagimsiz bir sekilde klorofilin parcalanmasi nedeniyle bitkide fotosentez
kapasitesini diistiriir (Tavakkoli et al., 2011). Bitkilerde CI" turgor basincinin,
pH’nin ve sitosoldeki enzim aktivitelerinin diizenlenmesinde gerekli bir iyondur.
Dang et al.’a (2008) gore topraktaki CI° konsantrasyonu biiyiime ve verimin
inhibisyonu acisindan Na"’dan daha onemlidir. Biiyiime veya verimi %10
oraninda azaltan kritik Cl'konsantrasyonu 490 mg CI° kg’ toprak olarak
belirlenmistir. Ekmek, durum bugdaylar1 ve nohut bitkilerinin en geng
yapraklarinda CI” konsantrasyonu Na® konsantrasyonundan daha fazla gesitlilik
gosterir (Dang et al., 2006). Toprakta yiiksek diizeyde ¢oziinebilir tuzlar bitki igin
gerekli olan mineral nutrient alinimi1 ve metabolizmasi ile rekabet eder. Hiicre
icinde iyon tasiyicilart Na™“un hiicreye girisini engeller ve asir1 Na*‘un vakuolde
birikmesini saglar. Tuz kosullarinda Na* iyonu halofitlerde oldugu gibi hizli bir
sekilde vakuolde biriktirilemez. Sonunda tuzlarin mineral beslenme ile olan
etkilesimi besin degesizliklerine ve besin kithgma neden olur (Binzel and
Ratajczak, 2001). Tuz birikiminin artmasi Na*, CI" veya siilfat (SO,%) gibi
spesifik iyon toksisitelerini tetikleyerek esansiyel nutrientlerin (fosfor, potasyum,
azot, kalsiyum) alinimin1 azaltir (Zhu, 2001). Tuzlu topraklarda mikronutrientlerin
kullanimi; ¢oziiniirliikklerine, toprak ¢ozeltisinin pH’sina, redoks potansiyeline,
organik ve inorganik partikiil yiizeylerindeki baglanma bdlgelerine baglidir.
Bitkiler 6zellikle fide ve vejetatif biliylime asamalarinda tuz stresine duyarlidir.
Suaeda salsa tiriinde yapilan bir calismada bitki boyunun, dal sayisi ve
uzunlugunun ve siirgiin ¢apinin tuzluluktan etkilendigi bildirilmistir (Guan et al.,
2011). Greenway and Munns’a gére (1980), 200 mM NaCl uygulamasi seker
pancart gibi tuza toleransh tiirlerin kuru agirliklarinda %20 azalmaya, orta
derecede toleransh tiirlerde (pamuk) %60 azalmaya ve hassas tiirlerde (soya
fasulyesi) ise 6liime neden olmustur.

Tuz stresi ile kars1 karsiya kalan bitkilerde fotosentez hizinin diismesi su
potansiyelindeki azalmaya baglidir (Parihar et al., 2014). Yiiksek miktarda Na* ve
ClI" iyonlarinin kloroplastlarda birikmesi fotosentezi baskilayan bir diger faktordiir
(Zhang et al., 2005). Tuz stresi uygulamasi bitkide klorofil iceriginin azalmasina
neden olur. Literatiirde klorofil konsantrasyonu, hiicrenin metabolik durumunu

gosteren hassas bir belirleyici olarak kullanilir (Chutipaijit et al., 2011). 14 giin



boyunca 200 mM NaCl stresi verilen Oryza sativa bitkisinin yapraklarinda
klorofil a ve b igerikleri azalir (Amirjani et al., 2011). Mittal et al’a gore (2012)
Brassica juncea bikisinde tuz stresinin fotosentez (PSII) ve elektron tasinim
hizlarint ve D1 proteinini etkilemesi sonucunda biiylime azalir. Tuz stresi
kosullarinda  biiyiitillen bitkilerde fotosentez hizinin azalmasi, hiicre
membranlarinin dehidrasyonu, tuz toksisitesi, senesensin artmasi, sitoplazmik
yapmin degismesiyle birlikte enzim aktivitesinin degismesi gibi faktorlere de
baghidir (lyengar and Reddy, 1996).

Tuz stresi tohum ¢imlenmesi iizerinde de belirgin bir etkiye sahiptir. Tuz
stresi Posidonia, Oryza sativa, Triticum aestivum, Zea mays, Brassica spp. gibi
bitki tiirlerinde tohum ¢imlenmesini olumsuz etkilemektedir (Fernandez-
Torquemada and Sanchez-Lizaso 2013; Khodarahmpour et al., 2012; Ibrar et al.,
2003). Tuz stresi ¢imlenme ortaminda ozmotik potansiyeli diisiirerek tohumlarin
su almmmint kisitlar, niikleik asit metabolizmasinda yer alan enzimlerin
aktivitelerini degistirir, protein metabolizmasin1 ve hormon dengesini bozar,
tohum rezervlerinin kullanimimi engeller (Gomes-Filho et al., 2008; Dantas et al.,
2007; Khan and Rizvi 1994). Bordi (2010), 200 mM NacCl verilen Brassica napus
tohumlarinda ¢imlenme yiizdesinin %38 ve ¢imlenme hizinin %33 oranlarinda
azaldigin belirlemistir.

Su potansiyeli bitkilerin su durumunun belirlenmesinde ©nemli bir
fizyolojik parametredir (Parida and Das 2005). Romero-Aranda et al’a gore
(2001) kok ortaminda tuz miktarinin artmast yaprak su potansiyelinde azalmaya
neden olur. Yiiksek miktarda ¢oziinmiis tuz iyonlar: ihtiva eden suyun ozmotik
potansiyelinde meydana gelen azalma bitki hiicrelerinde ozmotik basincin
artmasina neden olur. Cok diisiik toprak su potansiyeli, bitkinin topraktan suyu
cekmesini ve turgorunu devam ettirmesini engeller. Ancak diisiik veya orta
diizeyde tuz konsantrasyonlarinda topragin su potansiyeli daha yiiksektir ve
bitkiler ozmotik ayarlama (¢6zgenlerin biriktirilmesi) yapar ve su girisi i¢in
potansiyel gradiyentini devam ettirir. Cucumis sativa’da yapilan bir arastirmada
tuz miktart arttik¢a su potansiyelinin dogrusal olarak azaldigi gosterilmistir (Khan
etal., 2013).

Bitkiler ozmotik dengeyi saglamak i¢in hiicre metabolizmasi ile uyumlu

quaterner amino asit tiirevleri, seker alkolleri, basit sekerler, siilfonyum bilesenleri



gibi ozmolit bilesikleri iiretir (Sairam and Tyagi, 2004). Ozmotik diizenlemeyi
saglayan bilesikler glisin betain ve prolin gibi azot igerikli bilesikler, sukroz ve
rafinoz gibi sekerler, mannitol ve sorbitol gibi polioller ve siklik polihidrik
alkollerdir (siklik polioller). Tuz stresi uygulanan bitkilerde prolin ve glisin betain
gibi ozmolitlerin metabolizmasinda degismeler saptanmistir. Tuz kosullarinda
Thellungiella bitkisinde prolin biyosentezinde yer alan enzimlerin seviyesinde
artis ve prolin hidrolizini katalizleyen enzim seviyesinde azalma tespit edilmistir
(Pang et al., 2010). Tuz stresi uygulanan Suaeda aegyptica bitkisinde glisin betain
biyosentezinde yer alan S-adenosil methionin sentetaz (SAMS), kolin
monooksijenaz ve betain aldehit dehidrogenaz enzim miktarlarinda artis
saptanmustir (Askari et al., 2006).

Bitkiler yasam dongiileri boyunca hiicresel diizeyde stresten kagimmaya
caligir. Bitkinin tuza tolerans gelistirebilmesi i¢in hasart ya Onlemesi ya da
azaltmas1 ve stres ortamina uygun homeostatik kosullar olusturmasi gereklidir.
Hiicrenin metabolik dengesini  bozan tuz stresinde atmosferik oksijenin
indirgenmis formlar1 olan reaktif oksijen tiirevleri (ROS) iiretilir. 2,7 milyar yil
once molekiiler oksijenin atmosferde ortaya cikisindan beri ROS’lar aerobik
yasamin istenmeyen bilesenleri olmustur (Halliwell and Gutteridge, 1989).
Fotosentetik elektron tasima zincirinin indirgenmesi sonucunda ROS olusumu
artar ve oksidatif stres tetiklenir. Yiiksek uyarilma enerjisi kloroplastlarda
ROS’larin olusmasina neden olur (Parida and Das, 2005). Tim aerobik
organizmalarin evrimi etkili ROS siiplirme mekanizmalar1 gelistirmelerine
baglidir. ROS’larin diizenlenmesi istenmeyen toksisitenin ve oksidatif hasarin
giderilmesinde hayati bir siirectir (Halliwell and Gutteridge, 1989). Yapisinda
eslesmemis elektronlart barindiran ROS’lar kararsizdir. Tekli oksijen (0,),
stiperoksit (O27), hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikali (HO") gibi ROS
cesitleri hiicre i¢in toksiktir ve hiicre bilesenlerini okside ederek oksidatif hasara
sebebiyet verir (Asada and Takahashi, 1987). Siiperoksit radikali kloroplast
(Elstner, 1991) ve mitokondride (Rich and Bonner, 1978) diizenli olarak
sentezlenir. Normal biiyiime kosullarinda hiicrede O, iiretimi 240 uM s ve H,0,
seviyesi ise 0,5 uM’dir (Mittler, 2002). Tuzluluk gibi bir abiyotik stres faktorii ile
karst karsiya kalan hiicrede homeostazin zarar gérmesi sonucunda Oy  seviyesi

720 uM s ve H,0; ise 15 uM diizeyine ¢ikar (Mittler, 2002). Kloroplastlarda 10



uM diizeyine ulasan H;0O, fotosentezin %50 oraninda azalmasina neden olur
(Kaiser, 1979). H,0, sistein (-SH) ve metionin (-SCH3) amino asitlerini ve
enzimlerin thiol gruplarini (Calvin doéngiisii enzimleri, Cu/Zn SOD, Fe-SOD vs.)
oksitler (Halliwell and Gutteridge, 1989). Siiperoksit ve hidrojen peroksidin
baslica zarar1 hidroksil radikallerinin ve lipid peroksitlerin iiretimiyle sonuglanan
ardisik reaksiyonlar1 baslatmasidir (Noctor and Foyer, 1998). Siiperoksit ve
hidrojen peroksit radikalleri, Fe*> ve Fe* varliginda Haber-Weiss reaksiyonu ile
olusturulan hidroksil radikali kadar toksik degildir (Fenton, 1899; Haber and
Weiss, 1934). Yapisinda eslesmemis tek bir elektronu barindiran hidroksil radikali
tim biyolojik molekiillerle etkilesime girerek lipid peroksidasyonu, protein ve
membran hasarina neden olur (Foyer et al.,, 1997). Membranlarda lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu, enzimlerin inhibisyonu, DNA ve RNA
hasar1 gibi oksidatif siiregler hiicre 6liimii ile sonuglanir (Mittler, 2002). Organik
molekiiliin yapisina katilan veya ondan hidrojen atomu koparan hidroksil radikali
bu reaksiyonlar yoluyla organik substratlari oksitler. Hiicre iginde ROS seviyesi
kontrol altinda tutulmadig: taktirde ROS’lar proteinlere, lipidlere, karbohidratlara
ve DNA’ya zarar verir (Mittler, 2002). Bitkilerde kloroplast, mitokondri ve
mikrobadiler gibi yiiksek okside edici metabolik aktiviteye ve yogun elektron akis
hizina sahip organeller ROS iiretiminin ana kaynaklaridir. Kloroplastlarda ROS
tiretiminin temel kaynagi Mehler reaksiyonu ve anten pigmentleridir (Asada and
Takahashi, 1987). Bitki kloroplastlarinda kuraklik, tuz, sicaklik stresleri ve farkli
streslerin yliksek 151k stresiyle birlikte etki etmesi gibi karbondioksit fiksasyonunu
smirlandiran  kosullar ROS fretimini arttirir. C3 bitkilerinde karbondioksit
kosullarinin sinirlandirilmasi fotorespirasyon yolunu da aktiflestirebilir (Foyer,
2002). Fotorespirasyon yolunda glikolat oksidaz aktivitesi ile peroksizomlarda
H20, olusturulur. Mikrobadilerde yag asidi oksidasyonunun yan {iriinii olarak
H,0; iiretilebilir. Mitokondrilerde elektron transport zincirinin asir1 indirgenmesi
O iiretiminin ana kaynagmni olusturur (Moller, 2001). Bitki hiicrelerinde diger
ROS kaynaklar1 sitoplazma ve endoplazmik retikulumda sitokromlar tarafindan
katalizlenen detoksifiye reaksiyonlarini da kapsar (Urban et al., 1997). Plazma
zart NADPH-baglh oksidazlarin (memelilerdeki kalsiyumca diizenlenen NOXS5
NADPH oksidazi ile benzerdir) ROS sinyallemesinde rol aldig1 diisiiniilmektedir.

NADPH-bagli oksidazlarin yapisinda oksijenin siiperokside indirgenmesini



saglayan bir elektron transport zinciri olusturan ¢ok alt birimli flavositokrom
bulunur. Memelilerde NADPH oksidazin kimyasal inhibitorii olan difenilen
iyodinyum, abiyotik veya biyotik stres uygulanan bitkilerde ROS iiretimini
engeller (Dat et al., 2003). NADPH oksidazlar disinda pH’ya bagimli hiicre duvari
peroksidazlari, germin benzeri oksalat oksidazlar ve amin oksidazlarin apoplastta
ROS olusturdugu diistintilmektedir (Bolwell and Wojtaszek, 1997; Hu et al.,
2003).

Tuzluluga yanit bitki tiiriine, stresin siiresine, siddetine, bitkinin gelisim
evresine, organ ve hiicre tipine ve organel ¢esidine bagli olarak farklilik gosterir
(Sairam and Tyagi, 2004). Bitkiler ROS’larin siipiiriilmesinde enzimatik ve
enzimatik olmayan mekanizmalara sahiptir. Bitkilerde siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT) enzimleri ROS’lar siipiiren
temel mekanizmadir (Asada and Takahashi, 1987; Willekens et al., 1997).
Enzimatik mekanizmalar O,~ ve H,0, miktarlarinin en aza indirilmesini saglar
(Sairam and Tyagi, 2004). SOD ve APX/CAT enzim aktiviteleri arasindaki denge
O," ve H,O; radikal seviyelerinin belirlenmesinde énemlidir (Bowler et al., 1991).
Bu denge ferritin veya metal baglayan proteinlerin metal iyonlarini depolamasiyla
birlikte HO™ radikalinin olusumunu engeller (Bowler et al., 1991; Asada and
Takahashi, 1987).

Hemen hemen tiim hiicre bolmelerinde bulunan ve bir metalloenzim olan
SOD, O,” ‘i Hy0, ve Oy’ye doniistiiriir (Ope- + Ope- + 2H*—0, + H,0,). SOD
enzimi ROS’lar tarafindan olusturulan hasara karst ilk savunma hattini
olusturmaktadir (Das and Roychoudhury, 2014). SOD enzimi bagladiklar1 metal
iyonu g¢esidine gore Mn-SOD (mitokondride yer alir), Fe-SOD (kloroplastta
bulunur) ve Cu/Zn-SOD (sitosol, peroksizom, kloroplast ve mitokondride
bulunur) olmak iizere ii¢ izoenzim altinda siiflandirilir (Mittler, 2002). U¢ SOD
izoenzimi ¢oklu gen aileleri tarafindan nukleusta kodlanir. A. thaliana genomunda
Cu/ZnSOD enzimini kodlayan CSD1, CSD2 ve CSD3 genleri; FeSOD’i
kodlayan FSD1, FSD2 ve FSD3; MnSOD’u kodlayan bir gen bulunur (Fink et al.,
2002). Abiyotik ve biyotik streslere karsi SOD gen ifadesinin artmasi bitkilerde
stres toleransi agisindan genel bir yanittir. SOD izoformlarini yiliksek diizeyde
ifade eden Arabidopsis, ¢eltik, patates, tiitiin vs. bitkilerde oksidatif strese tolerans
gozlenmistir (Van Camp et al., 1994).



Tetramerik hem igeren bir enzim olan ve peroksizomlarda sik rastlanan
katalaz iki molekiil H,O,‘i su ve oksijene donistirir (2H,0,=2H,0+0,).
Angiospermlerde CAT1, CAT2 ve CAT3 olmak iizere ti¢ adet CAT geni bulunur.
CAT1 polen ve tohumlarda, CAT2 fotosentetik dokular, kok ve tohumlar, CAT3
ise yapraklar ve vaskiiler dokularda ifade olur (Willekens, 1997).

Guaiacol ve pyragallol adli elektron vericileri oksitleyen guaiacol
peroksidaz (GPX) abiyotik ve biyotik streslere karsi savunmada rol alir. Bitki
dokularinda H,0O, azaltan guaiacol peroksidaz izoenzimleri vakuol, hiicre duvari
ve sitosolde bulunur (Asada, 1992). Bitkilerde H,O;’in siipiiriilmesi bitki
peroksidazlar1 (siif III) tarafindan gerceklestirilir (H,O, + R(OH),—2H,0 +

R(O),). Arabidopsis’de bu enzimleri kodlayan ¢ok sayida gen bulunmaktadir ve
bu enzimler sitosol, vakuol, apoplast ve hiicre duvarinda bulunur (Hiraga et al.,
2001). Oy°, H,0,, OH radikallerinin olusumu Ve siipiriilmesi sekil 1.1’de
gosterilmektedir (Sairam and Tyagi’den 2004).

Kloroplastta olusan H,0,, askorbat-glutatyon dongiisii vasitasiyla askorbat
peroksidaz (APX) enzimi tarafindan etkisiz hale getirilir (Halliwell and
Gutteridge, 1986). Hidrojen peroksidi suya indirgeyen APX, elektron vericisi
olarak askorbati kullanir ve beraberinde monodehidroaskorbatt da (MDHA)
olusturur. MDHA, dehidroaskorbat (DHA) ve askorbata doniisiir. DHA rediiktaz
glutatyonu elektron verici olarak kullanir ve askorbati olusturur. Kloroplast
stromalarinda gerceklesen askorbat-glutatyon dongiisii fotosentetik
organizmalarda toksik seviyelerde H,O, birikimini engeller (Noctor and Foyer,
1998). APX enzimi H,0; seviyelerinin diizenlenmesi, redoks metabolizmasinin
kontrolii ve strese yanit mekanizmalarinin aktiflestirilmesinde Onemli rollere
sahiptir (Dabrowska et al., 2007). A. thaliana genomunda APX gen ailesi sitosol
(APX1, APX2, APX6), kloroplast (APX3, APX4, APX6), mitokondri (APX®6,
APX7) ve peroksizomda (APX3, APX5) bulunan izoenzimleri kodlayan dokuz
genden meydana gelir. Ayrica tillakoide bagli APX kodlayan bir gen ile hem
kloroplast stromas: hem de mitokonriyi hedefleyen bir gen de bu gen ailesine
dahildir (Chew et al., 2003). Domates tAPX genini yiiksek diizeyde ifade eden
tiitlin bitkilerine yliksek ve diisiik sicaklik stresleri uygulandiginda foto oksidatif
hasar en aza iner (Sun et al., 2010). Sitosolik APX enzimini kodlayan gen,
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bitkinin kuraklik ve sicaklik streslerinin ikisine birden alismasini saglar
(Koussevitzky et al., 2008).

Indirgeyici olarak NAD(P)H’1 kullanan glutatyon rediiktaz (GR) enzimi,
GSSG’nin GSH’a indirgenmesini katalizleyen bir flavoprotein oksidorediiktazdir
(GSSG+NADPH=2GSH+NADP"). Indirgenmis glutatyon (GSH)
monodehidroaskorbat ve dehidroaskorbattan askorbatin yeniden sentezi icin
kullanilir. Askorbat-glutatyon dongiisiinde yer alan GR, glutatyon disiilfit baginin
olusumunu katalizleyerek GSH/GSSG oranini korur (Mittler et al., 2004).

kurakhile, tuz ve sicaklik Halliwell-Asada volag

g "“-n.\ - ) -
ISIK » [ Horoplast Y o  MDHA— = 1A
\ y "
\"‘\_‘,_ — NADPH | csH * ¥ NaDr
sl fpsiar
» \rx I Toman len
Oy Fd.ou LT A
. . o ¥ A 4.‘ i Ll SALPH
mitokondri ) e M0 EIHT __SOD 0 - MO,
Y (13 - -
" solunum . '“_ > A Hidroksil
~Weizs ) At
! \ﬁaksi}'m:u A Ialdlkah
y olusumu
sicakhk, tuz, =u Pl O ¥
. . LH -9 s Ol

Sekil 1.1. Siiperoksit, hidrojen peroksit radikallerinin olusumu ve siipiiriillmesi (Sairam and
Tyagi’den 2004). APX: askorbat peroksidaz, DHA: dehidroaskorbat, ASC: askorbat,
DHAR: dehidroaskorbat rediiktaz, MDHAR: monodehidro askorbat rediiktaz, Fd:
Ferrodoksin, GR: glutatyon rediiktaz, GSH: indirgenmis glutatyon, GSSG: okside
glutatyon, HO: hidroksil, NE: non enzymatic reaction (enzimatik olmayan reaksiyon).

Munns’a gore (2005) tuz stresine toleransi arttiran genler {li¢ temel
fonksiyonel gruba ayrilir: 1) Tuz alimimim ve tasginimini kontrol eden genler, 2)
Ozmotik veya koruyucu molekiiller ile ilgili genler, 3) Yiiksek tuz kosullarinda
biiyiime ve gelismeyi kontrol eden genler. ROS iiretiminin bir etkisi de gesitli
transkripsiyon faktorlerinin sentezlenmesi ve sinyal yolaklarinin tetiklenmesidir.
Bitkilerde strese cevap olarak ozmoprotektanlar, saperon molekiiller,
detoksifikasyon enzimleri, transkripsiyon faktorleri ve protein kinazlar sentezlenir
ve bu bilesenler sayesinde bitkiler strese karsi savunma olusturur.

Na"un hiicre disina atilmasindan ve vakuolde depolanmasindan sorumlu
olan mekanizmalardan biri SOS (salt-overly-sensitive) yolagidir. SOSI,
SOS2/S0S3 (SOS3: Ca®* sensorii, SOS2: serin-treonin protein kinaz) kinaz
kompleksleri tarafindan diizenlenen bir Na'/H" antiportiridir (Shi et al., 2000).
Tuz stresinin uyardigi Ca®* SOS3 tarafindan algilanir. SOS3/SOS2 kinaz
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kompleksi SOS1 antiportirin1 ve vakuolar NHX’i tetikler (Chinnusamy et al.,
2004). Bir serin treonin tipi protein kinazi kodlayan SOS2 geni SOS1°’i aktiflestirir
(Liu et al., 2000). SOS3 geni EF-hand tipi kalsiyum bagli proteini kodlar ve bu
proteinin hayvanlardaki noron kalsiyum sensorlerine ve mayadaki kalsinorin B alt
birimine benzedigi bilinmektedir (Mahajan et al., 2008). SOS2 fiziksel olarak
SOS3 ile etkilesime girmesinin yani sira SOS3 tarafindan da aktiflestirilir (Halfter
et al., 2000). Bu nedenle SOS2 ve SOS3, Na* ve K' homeostazinda ve tuza
toleransta diizenleyici bir yolak olarak tanimlanir. SOS1 aktivitesinin SOS2
disinda SOS4 tarafindan da diizenlenebilecegi distiniilmektedir. SOS4, bir
kofaktor olan pridoksal-5-fosfatin olusumunu katalizler. Pridoksal-5-fosfat SOS1
icin ligand olarak sunulan bir kofaktordiir (Shi and Zhu, 2002). SOSI1’in
pridoksal-5-fosfat kofaktoriinii baglayan bir diziye sahip oldugu tahmin
edilmektedir. SOS1, bitkinin tuza toleransinda en fazla rolii olan SOS lokusudur.
Plazma membraninda P-tipi H*-ATPazlar (pompa) proton motif gii¢ olusturarak
K" ve Na* gibi ¢dzgenlerin aktif taginimini saglar (Sze et al., 1999). Na"un biiyiik
cogunlugu hiicreye girdikten sonra Na'/H® antiportirlar vasitasiyla vakuole
depolanir (Apse et al., 1999). Yang et al. (2009) AtNHX1, SOS1, SOS3,
AtNHX1+S0S3, SOS2+S0OS3 ve SOS1+S0OS2+S0OS3 genlerini yiiksek diizeyde
ifade eden transgenik Arabidopsis bitkilerinde tuza toleransin arttigini buldular,
bu bitkilerde Na" birikiminin diismesi ve K" birikiminin artmas1 sonucunda tuz
stresine tolerans artar (Yang et al., 2009). Celtik bitkisinde tuza toleransin SOS1,
SOS2 ve SOS3 gen ifadesiyle dogru orantili oldugu ve bitkinin bu sayede Na™"u
siirgiinlerden atabildigi rapor edilmistir (Martinez-Atienza et al., 2007). Na*"un
hiicreden uzaklastirilmas1 ve yapraklarda K'/Na® oranmin korunmasinda HKT
gorevlidir. Bu proteinin Na® ve K* iyonlarmin hiicre igindeki seviyesini
diizenleyerek tuz toleransina aracilik ettigi diisiiniilmektedir (Munns and Tester,
2008). HKT genlerince kodlanan tasiyicilar Na™u ksilemden uzaklastirir ve
yapraklarda Na* seviyesinin diismesine yardime1 olur (Munns and Tester, 2008).
Arabidopsis’de AtHKT1;1 geni Na"u ksilemden uzaklastirarak kokten siirgiinlere
tasinmasini engeller. Strese yanit genlerinin ifadesi bitkiler i¢in yasamsal 6neme
sahiptir (‘Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006). Strese yanit genlerinin
promotorlarina baglanan transkripsiyon faktorleri abiyotik strese toleransin ana

belirleyicileridir (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Spesifik DNA
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dizilerine baglanan transkripsiyon faktorleri stresle aktiflesen genlerin ifadesinden
sorumludur. Yapisinda homolog DNA-baglanma domaini bulunan ¢ok sayida
transkripsiyon faktorii DNA-baglanma domainlerine gore MYB-benzeri, MADS
domain, homeobox ve bZip proteinleri olarak siniflandirilir (Parihar et al., 2014).
DREB1 (Dehydration-responsive element binding proteinl)/CBF (C-repeat
binding factor) ve DREB2, ABA’dan bagimsiz gen ifadesinde yer alir iken;
ABRE (ABA-responsive element) binding protein (AREB)/ ABF (ABRE binding
factor) ise ABA bagimli gen ifadesinde yer alir. DREB1/CBF, DREB2,
AREB/ABF ve NAC celtikte abiyotik strese yanitta dnemli genlerdir (Nakashima
et al., 2009). Ornegin ABA, soguk, tuz ve kuraklik stresleri ¢eltik bitkisinde
NACG6 geninin tetiklenmesine neden olur (Nakashima et al., 2009). Kuraklik, tuz
ve sogukla uyarilan RD29A/COR78/LTI78 genlerinin promotorunda ABRE ve
DRE/CRT olmak tizere iki temel cis-etkili eleman bulunur (Yamaguchi-Shinozaki
and Shinozaki, 2006). CBF/DREB1 genini yiiksek diizeyde ifade eden transgenik
bitkilerde kuraklik, tuz, donma streslerine karsi tolerans gelisir (Liu et al., 1998).
Bitkilerde tuzluluk, kuraklik ve soguk streslerinde Ca®* birikimi, ikincil sinyal
molekiilleri ve fosfoprotein kaskatlar1 tetiklenir ve bunun sonucunda
Arabidopsis’de DREB1, DREB2, AREB1 ve AREB2 genleri ve tiitiinde Tsil geni
uyarilir (Xiong et al., 2002). Bu genlerin {iriinleri olan transkripsiyon faktdrleri;
RD29B, RD29A ve ozmotin gibi genleri etkiler. OrbHLH2 geni (Basic helix-loop-
helix kodlar) transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar ve tuz stresi sinyalini
diizenler. Yiiksek diizeyde OrbHLH2 genini ifade eden Arabidopsis bitkilerinde
tuz ve ozmotik sreslere karsi toleransin arttig1 tespit edilmistir (Zhou et al., 2009).
Tuza duyarli (IR64) ve direngli (pokkali) celtik hatlarinin kullanildigr bir
calismada GST, LEA, V-ATPaz, OSAPl ¢inko parmak proteini ve HBI1B
transkripsiyon faktorii gibi tuza yanit genlerinin pokkali hattinda daha yiiksek
seviyelerde ifade oldugu belirlenmistir (Kumari et al., 2009). Arabidopsis’de
ZAT7 adli ¢inko-parmak proteini tuz toleransindan sorumlu genlerin ifadesini
tetikler (Ciftci-Yilmaz et al., 2007). Tuz stresine maruz birakilan geltik bitkisinin
koklerinde ONACO063 geni ifade olur (Yokotani et al., 2009). ONACO063 genini
ifade eden transgenik Arabidopsis bitkisinin tohumlar1 yiiksek tuz

konsantrasyonlarina ve ozmotik basinca direng gelistirmistir.
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1.2. Epigenetigin Tarihcesi

Epigenetik, tizerinde uzun yillardir calisilmasina ragmen biyologlar ve
epigenetik¢iler tarafindan tanimi net yapilamamis bir terimdir (Bird, 2007).
Epigenetik terimi ilk defa 1940’li yillarin ortalarinda Waddington tarafindan
onerildi. Bu terim Yunanca ‘epigenesis’ kelimesinden kokenlenir ve
farklilasmamis embriyonun gelisim asamalarini ifade eder (Jablonka and Lamb,
2002). Conrad Waddington tarafindan 1942 yilinda tiiretilen epigenetik sozcigii
‘genotip ve fenotip arasindaki ara faktdr’ anlamina gelmektedir (Waddington and
Kacser, 1957). Giiniimiizde epigenetik DNA dizisinde bir farklilasma olmadan
kalitilabilen degisiklikleri ifade eder ve bu degisiklikler bir kusaktan diger kusaga
aktarilabilir 6zelliktedir. Waddington epigenetik sozciigiinii ‘fenotipi olusturan
genler ve Triinleri arasindaki nedensel etkilesimlerin c¢alisilmasi® olarak
tanimlamistir (Jablonka and Lamb, 2002). Baska bir deyisle epigenetik, genetik
haricindeki (epi) siiregleri, gelisim esnasinda genler arasi etkilesimleri ifade eder.
1990’11 yillarin ortalarinda genler arasi etkilesimlerden ziyade gelisim siirecinde
gen ifadesini etkileyen kromozom modifikasyonlarini ifade eden epigenetik, daha
Ozgiin bir terim haline geldi. Boylece epigenetik, gen dizisini igeren DNA
molekiillerindeki degisimlerden bagimsiz mitotik ve mayotik olarak kalitilan
farklilasmalar olarak tanimlandi (Jablonka and Lamb, 2002; Waddington, 1968).
Kalitilabilen degisimler, histon varyantlar1 ve DNA metilasyonu gibi gelisim ve
stres slireglerinde gen ifadesini etkileyen modifikasyonlar1 kapsar (Law and
Jacobsen, 2010; Dowen et al, 2012). DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlarinin genom diizeyinde dagiliminin belirlenmesini saglayan
bisiilfiir sekanslama (Bilsulfide sequencing) ve ChIP-seq tekniklerinin
gelistirilmesi epigenetik teriminin anlamimi degistirdi. Teknolojik gelismeler
sayesinde epigenetik; canli tiirleri, dokulari ve hiicre tipleri arasindaki

varyasyonlari ¢alisan bir bilim dali haline gelmistir.

1.3. Histon Modifikasyonlar1 ve Kromatin Modelleme

Kromatin terimi paketlenmis DNA’y1 ifade etmek icin kullanilir (Bowler et
al., 2004). Kromatinin yapis1 her birinden ikiser kopya olmak ilizere H2A, H2B,
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H3, H4 temel histon proteinleri ve 146 bg (baz gifti) DNA sarmalindan olusur,
H3-H4 tetrameri ve iki adet H2A-H2B dimeri olarak organize olur (Luger et al.,
1997). Histon proteinleri ve DNA sarmalinin birlikte olusturdugu yap1
‘nukleozom’ olarak adlandirtlir ve kromatinin temel birimidir. Temel histon
proteinleri pozitif yiiklii bazik amino asitlerce zengindir ve negatif yiikli DNA-
fosfat gruplari ile birleserek nukleozomu meydana getirirler. Nukleozomun yapisi
sekil 1.2°de gosterilmektedir (Marmorstein’dan 2001). Gevsek bir yapiya sahip
olan kromatin mikroskopta 30 nm ¢apinda bir iplik olarak gdriinmesine ragmen
aslinda 10 nm ¢apa sahiptir (Bowler et al., 2004). Bu iplikte H1 histonu (linker)
40-70 b¢ uzunlugundaki DNA’ya baglanarak her nukleozomu birbirinden ayirir.
30 nm’lik iplikler her doniiste yaklasik alt1 adet nukleozom igeren sarmal yapilar
olarak goriilebilir, DNA yaklasik 40 kat yogunlasir (Goodrich and Tweedie,
2002). Kromatin yogunluguna ve transkripsiyon aktivitesine gore dkromatin ve
heterokromatin olmak tizere ikiye ayrilir. Transkripsiyonel olarak aktif olan 30
nm’lik iplikler Okromatini, nukleozomlarin iist iste paketlendigi yapilar ise
heterokromatini olusturur. Heterokromatin gen ifadesinin aktiflesmesi igin
gevseyerek Okromatine dontisebilir veya peri-sentromerik bolgelerde oldugu gibi
gecici olarak inaktif hale gelebilir (Bowler et al., 2004). Sikica paketlenmis
heterokromatin bolgesinde bulunan genler genellikle ifade olmaz. Buna karsilik
okromatin bolgesi trankripsiyon elemanlarimin girisine izin veren gevsek bir
yapiya sahiptir. Farkli kimyasal ve biyokimyasal 6zelliklere sahip olan her iki
kromatin formu gen ifadesinin siirdiiriilmesi veya baskilanmasi ile iliskili

epigenetik isaretler bulundururlar (Tarig and Paszkowski, 2004).
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Nukleozom partikiilii
A :
Histon DMNA
H3 histon kuyrugu
Histon proteinleri
B
Iplik iizerindeki toplar kromatini Paketlenmis nukleozomlar
meydana getirir Nukleozom partikiilii ’

VIV

Histon kuyruklari

Sekil 1.2. A) Nukleozom partikiiliiniin yiiksek-¢oziintirliikli yapisi. DNA ¢ift sarmali mavi, H3
histon dimeri kirmizi, H4 histonu yesil, H2A deniz mavisi ve H2B ise mor renklerle
gosterildi (Marmorstein’den 2001). B) Kromatini meydana getiren nukleozom partikiilleri
sar1 silindirler halinde resmedildi. Siyah zincirler DNA’y1, kirmiz1 egri ¢izgiler amino ucu
histon kuyruklarin1 (N-terminal tails) gosterir (Marmorstein’den 2001).

Okaryotik kromozomun temel birimi olan nukleozomun yapisini olusturan
histonlarin N-terminallerindeki lizin, arjinin, serin amino asitleri nukleozom
yapisinin disina dogru uzanir. Histon kuyruklari olarak bilinen bu yapilarda
modifikasyon gecirmis ¢ok sayida amino asit mevcuttur (Kouzarides, 2007).
Histon N-terminal amino asitleri metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon,

ubikutinasyon ve sumolasyon gibi modifikasyonlar gecirir (Yuan et al., 2013).

Histonlarin N-terminal kuyruklar1 nukleozomun paketlenmesini saglar.

Chinnusamy et al’a gore (2008), organizmalarin genomunda meydana gelen
DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik mekanizmalar
‘epigenomu’ meydana getirir. Epigenom karmasik mekanizmalardan olusur ve
organizma genomuna cesitlilik kazandirir. Birgok organizmada H3 ve H4
histonlarinin N-terminal kuyruklarindaki lizin (K) amino asitlerinin metilasyonu

ve asetilasyonu heterokromatin olusumunda biiyiik bir 6neme sahiptir (Richards
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and Elgin, 2002). Bitkiler ve memelilerde H3 histonunun 9. lizininin (H3K9)
metilasyonu ve DNA’nin yiiksek diizeyde metilllenmesi temel heterokromatine ait
bir ozellik olarak goriiliir. Buna karsilik H3K9 metilasyonu ve DNA metilasyon
seviyesinin azalmasi Okromatin yapisi ile iligkilendirilir (Richards and Elgin,

2002; Jenuwein and Allis, 2001). Kromatin yapisinda meydana gelen ve

enzimlerle kontrol edilen degisimler ‘kromatin modifikasyonlari’ olarak
adlandirilir.  Histon-DNA  etkilesimlerini  degistiren veya nukleozomlarin
konumunu diizenleyen ATP-bagimli veya ATP’den bagimsiz gerceklesen

stireglere ‘kromatin modelleme’ ad1 verilmektedir (Jerzmanowski, 2007).

Kromatin yapisindaki modifikasyonlar DNA transkripsiyonu, replikasyonu,
tamiri ve rekombinasyonu gibi 6nemli siireglerin dogru bir sekilde diizenlenmesi
icin gereklidir (Mathieu et al., 2007). Histon proteinlerinin N-terminal
kuyruklarindaki amino asitlerin translasyon-sonrast modifikasyonlar1 (metilasyon,
asetilasyon, ubikutinasyon, fosforilasyon, sumolasyon vs.), ATP-bagimli kromatin
modelleme kompleksleri ve DNA metilasyonu gen ifadesini diizenler (Yuan et al.,
2013). Histon proteinleri translasyon sonrasi modifikasyonlari sekil 1.3°de
gosterilmektedir (Zhang and Reinberg’den 2001). Histon modifikasyonlar
araciligiyla gerceklesen gen ifadesinin diizenlenmesine ait mekanizma mayadan
insana kadar ¢esitli organizmalarda korunmustur (Jenuwein and Allis, 2001,
Kouzarides, 2007). Kromatin modifikasyonlar1 ve kii¢iik RNA’larin olusumu, gen
ifadesinin transkripsiyonel ve transkripsiyon-sonrasi kontroliinde yer alir (Angers
et al., 2010). Translasyon sonrasi modifikasyonlar tarafindan degisiklige ugratilan
negatif yiiklii DNA ve histon N-terminal kuyruklar1 arasindaki etkilesim, gen
ifadesinin diizenlenmesini saglar (Rice and Allis, 2001). Histon modifikasyonlari

ve kromatin modelleme kompleksleri nukleozomu agarak transkripsiyonu baslatir.
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Sekil 1.3. H3 ve H4 histon kuyruklarinda translasyon sonrast modifikasyonlar. Asetilasyon mor,
metilasyon kirmizi, fosforilasyon yesil ve ubikutinasyon turuncu renkler ile gosterilmistir
(Zhang and Reinberg’den 2001).

Transkripsiyonun aktiflesmesi veya baskilanmasi modifikasyonun tipine ve

modifikasyon gegiren amino asit ¢esidine baghdir. Genellikle H3 histonunun 4.

lizininin (H3K4) ve H3 histonunun 36. lizininin (H3K36) metilasyonu gen

ifadesini aktiflestirir iken; H3 histon deasetilasyonu, H3K9 metilasyonu ve

H3K27 metilasyonu gen ifadesini susturur (Liu et al., 2010). Histon

modifikasyonlar1 genellikle birbirleriyle iliskilidir. Ornegin H3 histonunun 9.

lizininde meydana gelen deasetilasyon bir sonraki metilasyon isleminin

belirtecidir, heterokromatin protein 1 gibi baskilayici proteinlerin baglanmasini ve

heterokromatinin inaktif halde kalmasini saglar (Rice and Allis, 2001).

Modifikasyonun tamamlanmasi sonucunda epigenetik hafiza, kromatin yapisini ve

gen aktivitesini belirleyen histon kodu’ formunda depolanir (Jenuwein and Allis,

2001). Histon kodu hipotezine gore, farkli histon kuyruklarindaki translasyon

sonrast modifikasyonlar, farkli kromatin faktorlerinin (chromatin associated

factors) baglanmasi i¢in tanima dizileri olarak gorev alir (Fischle et al., 2003;

Jenuwein and Allis, 2001). Bu tir dinamik ve geri dondiriilebilen

modifikasyonlar, gen ifadesinin epigenetik kontrolii i¢in kalitilabilen

mekanizmalar saglar. Strese adaptasyonun soylar boyunca aktarilmast DNA
metilasyonu ve kromatin yapisindaki kalitilabilen degisikliklere aracilik eden

epigenetik faktorlere baglidir (Kwon et al., 2009).

Strese tolerans ve stresten kaginma mekanizmalar1 genellikle ilgili genlerin
transkripsiyon diizeylerindeki degisimlere ve epigenetik diizenlemelere baghdir
(Kim et al., 2008; Grativol et al., 2012). Bitkilerde, abiyotik streslerle uyarilan bir

cok genin baskilanmasi veya aktive edilmesi epigenetik degisimlere baglidir
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(Yuan et al., 2013). Cevresel stres etmeni ortadan kalktiktan sonra bazi epigenetik
modifikasyonlar temel seviyelerine donebilirken, bazilar1 sabit kalarak ‘stres
hafizasi’ olarak sonraki nesillere aktarilir (Chinnusamy and Zhu, 2009). Son
yillarda, bitkiler {lizerine yapilan c¢alismalar strese cevap siirecinde kromatin
modifikasyonlar1 ve kromatin  yeniden modellemenin gen ifadesinin
diizenlenmesinde biiylik 6nemi oldugunu gostermektedir (Kim et al., 2008; Van
Dijk et al., 2010; Zong et al.,, 2012). Bununla birlikte kromatinin yeniden
diizenlenmesi siireci ile ilgili mekanizmalar, hedef genler ve bu siirecte rol
oynayan proteinler (enzimler) heniiz tam anlamu ile bilinmemektedir (Luo et al.,
2012).

1.3.1. Histon asetilasyonu

Lizin amino asitlerinin asetilasyonu transkripsiyonun aktivasyonu ile
iliskilidir  (Kouzarides, 2007). Aktif transkripsiyon bolgelerinde histon
asetilasyonu tespit edilmistir. Transkripsiyonu kolaylastiran histon asetilasyonu
histon-DNA etkilesimini zayiflatir. Bu bolgelerde asetil gruplarindaki negatif
yiikler histonlarin pozitif yliklerini ndtralize eder ve transkripsiyon elemanlari

kromatine girer (Mizzen et al., 1998).

Histonlarin N-terminal kuyruklarindaki spesifik lizin kalintilarina asetil
gruplarinin eklenmesi histon asetiltransferaz, ¢ikartilmasi histon deasetilaz
enzimleri tarafindan gergeklestirilir (Strahl and Allis, 2000). Diger bir deyisle,
histon asetilaz ve deasetilazlar histon asetilasyonu siirecini diizenleyen iki enzim
grubudur (Kouzarides, 2007). Bir nukleozomda asetilasyona ugrayan yaklagik 26
farkli bolge oldugu bilinmektedir (Spencer and Davie, 1999). H3 histonunun 9.,
14., 18., 23. lizin amino asitleri, H4 histonunun 5., 8., 12., 16., 20. lizin amino
asitleri; H2A histonunun 5., 9. lizin amino asitleri ve H2B histonunun 5., 12., 15.,
20. lizin amino asitleri en sik asetillenen bolgelerdir (Kallin and Zhang, 2004).
Genellikle histon asetiltransferazlar genlerin promotor bdlgelerindeki histonlarin
asetilasyonunu gerceklestirir (Kuo et al., 2000) ve histon deasetilazlar ise
histonlardan asetil gruplarini hizli bir sekilde uzaklastiran enzimlerdir (Kim et al.,
2012; Katan-Khaykovich and Struhl, 2002). Histon asetiltransferazlar

transkripsiyon koaktivatorleri, histon deasetilazlar ise korepresorler olarak islev
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goriir (Kallin and Zhang, 2004). Heterokromatinin aksine 6kromatin bolgelerinde
asetillenmis histon orani1 daha fazladir (Tsuji et al., 2006). Arabidopsis’de histon
asetiltransferaz enzimleri GNAT (GCNb5-related N-terminal acetyltransferase),
MYST, CBP (CREB-binding protein) ve TAFII 250 (TATA binding protein-
associated factors) olmak tizere dort aileye ayrilir (Pandey et al., 2002). GCN5
(General Control Non derepressible5) proteini  histon asetiltransferaz
komplekslerinin katalitik alt birimidir, ADA2 (alteration/deficiency in activation
2) adaptor proteinleri ise GCNS5-igeren komplekslerin tamamlayici parcasidir. Son
caligmalar GCN5 ve ADA2 proteinlerinin bitki gelisiminde onemli role sahip
oldugunu ortaya c¢ikartmistir (Bertrand et al., 2003). GCN5/HAG1 ve ADA2b
mutasyonlar1 Arabidopsis’de ciicelik, kok gelisiminde anormallik, kisa petal ve
stamenler gibi gelisim kusurlarina neden olur (Bertrand et al.,, 2003).
Arabidopsis’de AtGCNS ve ADA?2 proteinleri sogukla tetiklenen gen ifadesinde
gorev alan CBF1 (C-repeat/DRE binding factor 1) transkripsiyon faktorii ile
etkilesime girer. Bitkilerde histon asetiltransferazlarin tuz, soguk ve patojen
streslerine yanitta rol aldig1 tespit edilmistir. Kuraklik stresi uygulanan geltik
bitkisinde OsHAC703, OsHAG703, OsHAF701 ve OsHAM701 histon
asetiltransferaz genleri uyarilmis ve H3K9, H3K18, H3K27, H4K5 asetilasyon
diizeyleri artmistir (Fang et al., 2014). Soguk stresi kosullarinda H3K9
asetilasyonunun artmast ve DNA metilasyonu ile H3K9 dimetilasyonunun
azalmas1 sonucunda sentromer ve telomerlerin yakininda bulunan tekrarli dizilerin
baskilandig1 belirlenmistir (Hu et al., 2012). Li et al., (2014) histon asetilasyonu
ve ZMHATB ve ZmGCN5 gen ifadesi arasindaki baglantinin ortaya g¢ikartilmasi
icin HATB ve GCNS5 transkript seviyelerini incelemistir. Tuz uygulamasindan 96
saat sonra misir bitkisinde HATB ve GCNS5 histon asetiltansferaz gen ifadelerinin
indiiklendigi gozlenmistir. ZMHATB gen ifadesi 96 saat sonra, ZmGCN5 gen
ifadesi ise 4 saat sonra en yiiksek seviyelerine ulagmistir (Li et al., 2014). GCN5
ve ADA2 genleri hasar gérmiis mutant Arabidopsis bitkilerinde sogukla uyarilan
genlerin MRNA seviyelerinin azaldigi ve buna bagl olarak soguk stresine

toleransin azaldigi kaydedilmistir (Vlachonasios et al., 2003).

Histon deasetilasyonu gen ifadesini susturur ve kromatini baskilar.

Okaryotlarda histon deasetilazlar RPD3/HDA1, SIR2 ve HD2 olmak iizere ii¢
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temel aileye ayrilir (Pandey et al., 2002). Memeli histonlari, yapisinda mSin3A ve
NuRD proteinlerini bulunduran kompleksler tarafindan deasetillenir (Knoepfler
and Eisenman, 1999). Deasetilaz kompleksleri, HMG (high mobility group
proteins) ve transkripsiyon faktorleri ile beraber aktivite gosterir. Arabidopsis’de
HDC1 (histone deacetylase complexl), HDA6, HDA19 ve AtSin3 (Swi-
Indipendent3) proteinleri bir histon deasetilaz kompleksini meydana getirir
(Perrella et al., 2013). Arabidopsis’de HDA19 ve HDA6 histon deasetilazlari
jasmonik asit ve patojenlere yanit, tohum ¢imlenmesi ve tuz stresi yanitlarinda yer
alir (Zhou et al., 2005). Arabidopsis’de HDA19 histon deasetilazi AtERF3,
AtERF4 ve AtERF7 transkripsiyon baskilayicilart ile birleserek abiyotik strese
yanit genlerinin ifadesini diizenler (Song et al., 2005). Arabidopsis, ¢eltik, arpa ve
domates bitkilerinde HD2A, HD2B, HD2C ve HD2D bitkilere 6zgii HD2-tip
histon deasetilazlardir (Pandey et al., 2002; Demetriou et al., 2009).
Arabidopsis’de HD2A, HD2B ve HD2C histon deasetilazlart gen ifadesini
baskilar. Bitkilere 6zgii histon deasetilazlar (HD2A, HD2B, HD2C) tohum
gelisimini diizenler. HD2A, HD2B ve HD2C histon deasetilazlar1 Arabidopsis’de
somatik embriyogenez siirecinde oviil, embriyo, siirgiin apikal meristemleri ve
primer yapraklarda ifade olur (Zhou et al., 2004). Celtikte histon deasetilaz
genlerinin bitki hormonlar1 ve abiyotik streslerden etkilendigi gosterilmistir.
Celtikte ABA uygulamasi HDT701, HDT702, SRT701 ve SRT702 genlerinin
ifadesini baskilar. Soguk, mannitol ve tuz stresleri de SRT701 ve SRT702
genlerinin ifadesini baskilamaktadir (Fu et al., 2007). Misir bitkisinde soguk
stresi uygulamasi, histon deasetilazlar1 kodlayan genlerin ifadesini uyarir, H3 ve
H4 histon deasetilasyonu gergeklesir (Hu et al., 2011). Arabidopsis’de ABA,
AtHD2C gen ifadesini baskilar. AtHD2C genini yiiksek diizeyde ifade eden
transgenik Arabidopsis Dbitkileri ABA’ya duyarsiz 6zellikte bir fenotip
gostermektedir. Bu bitki hatlar1 tuz ve kuraklik streslerine yaban tip bitkilerden
daha dayaniklidir. Transgenik bitkilerde LEA-benzeri ABA-yanit genlerinin
(RD29B ve RAB18) ifadesinin artmasi ve ABI2, alkol dehidrogenaz 1 (ADH1),
SKOR (K outward rectifier), KAT1 ve KAT2 (K inward rectifier) genlerinin
ifadesinin azalmasi tuz ve kuraklik streslerine toleransi arttirmigtir (Sridha and
Wu, 2006). Abiyotik stres ve ABA yanitlarinda histon asetilasyonunun rolii

hos15-1 (for high expression of osmotically responsive genes) mutantinin genetik
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analizi sonucu anlasilmistir (Zhu et al., 2008). HOS15, insanda bulunan TBL1
(transducin beta-like protein-1) WD-40 repeat proteinine benzer bir proteini
kodlar. Bu protein, histon deasetilasyonunda gorevli kromatin baskilayici bir
komplekstir. Arabidopsis’de HOS15 proteini histonlardan asetil gruplarini
uzaklastirarak soguk stresine toleransi saglayan genlerin ifadesini baskilar (Zhu et
al.,, 2008). Hosl5-1 mutantlart ABA ve NaCl streslerinin ¢imlenmeyi
engellemesine karst ¢ok hassastir. ABA, soguk ve tuz uygulamalar1 HOS15
ifadesini arttirmistir. Arabidopsis’de HOS15, H4 histonu ile etkilesime girer.
Soguk stresi uygulanan hosl5 mutant bitkilerde H4 asetilasyon diizeyleri ile
birlikte RD29A gen ifadesi de yaban-tip bitkilerden daha yiiksektir. Sonug olarak
ABA’nin HOSI1S5 ifadesini arttirarak ABA’ya ve abiyotik strese cevabi
diizenledigi diisiinilmektedir (Zhu et al., 2008). Soguk stresi uygulanan misir
bitkilerinde H3 ve H4 deasetilasyonu ve histon deasetilaz gen ifadesi artar (Hu et
al., 2011). Musir bitkisinde soguk stresi ile tetiklenen ZmDREB1 ve ZmCOR413
genleri histon deasetilaz inhibit6rii (Trichostatin A) tarafindan baskilanir. Histon
deasetilazlarin ABA-bagimli gen ifadesine etkisinin tespit edilmesi amaciyla
ABA, tuz ve kuraklik stresleri tarafindan tetiklenen ancak soguk stresinden
etkilenmeyen ZmDBF1 ve rabl7 genleri incelenmis ve analizler sonunda bu
genlerin TSA inhibitdriince baskilanmadigi ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar histon
deasetilazlarin soguk kosullarinda gen ifadesini ABA sinyal yolundan bagimsiz
bir sekilde diizenledigini gostermektedir (Hu et al., 2011). Misir histon deasetilaz
19 (hdal9) mutant fidelerinin hedef genlerinde H3K9ac seviyelerinin artmasi
aktif gen transkripsiyonunu arttirmaktadir (Zhou et al., 2010). A. thaliana athd1-
t1 mutant bitkilerinde AtHD1 (AtHDA19) geninin gelisim genleriyle iliskisi ve
histon asetilasyon seviyeleri ChIP, microarray ve immiinoblot denemeleriyle
analiz edildi (Tian et al., 2005). Homozigot athd1-t1 bitkileri yaban tip bitkilerle
geri ¢aprazlanarak heterozigot bitkiler elde edilmis ve bu bitkilerde histon
asetilasyonu diizeyleri karsilagtirmali olarak incelenmistir. Homozigot bitkilerde
H4-tetra (lizin), H4K12 ve H3K9 asetilasyon seviyeleri 1,5-4 kat daha yiiksek
bulunmustur, heterozigot bitkilerde asetilasyon seviyelerinin azalmasi histon
asetilasyon/deasetilasyon reaksiyonlarinin tersinir 6zellikte oldugunu kanitlar.
athdl-tl mutant yapraklarinda Cu-Zn siiperoksit dismutaz (CSD2) ve P
glikoprotein (PGP1) genlerinde H4K12 asetilasyonu diizeylerinin yaban tip
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bitkilerden daha yiiksek oldugu bulunmustur (Tian et al., 2005). H4-tetra (lizin) ve
H3K9 asetilasyonlar1 genlerin 500 bg’lik promotor bolgelerine 6zgiidiir ve AtHD1
geni tarafindan modifiye edilir. athdl-tl bitkilerin yapraklarinda No apical
meristem (NAM) ve glutatyon transferaz (GST) gen ifadeleri baskilanir (Tian et
al., 2005). HDT701 genini (bitkilere 6zgii histon deasetilaz1) yiiksek diizeyde
ifade eden ¢eltik bitkisinde giberellin biyosentez genlerinden GA30x1, GA30x2 ve
GA30x3’iin H4 asetilasyon seviyelerinin diistiigli saptanmistir. Mutant bitkilerin
tohumlart ABA, tuz ve PEG uygulamalarina karsi hassas olmasina karsin ¢eltik
fidelerinin tuz ve PEG streslerine kasi direngli oldugu saptanmistir (Zhao et al.,
2015).

Kromatin paketlenmesini gevseten H3 histon asetilasyonu ¢igeklenme ve
soguk stresine direng gibi siireglerde de gorev almaktadir (Zhu et al., 2008; Kumar
Dhar et al., 2014). Tiitiin ve Arabidopsis bitkilerinde kuraklik stresi; RD29B,
RD20, At2g20880 genlerinin kodlanan bolgelerinde H3K23 (H3 histonu 23. lizin)
ve H3K27 (H3 histonu 27. lizin) asetilasyon diizeylerinde artisa neden olmustur
(Kim et al., 2008). Tsuji et al. (2006), su altinda birakilan geltik bitkilerinde
H3K4me3 ve H3 asetilasyonunun alkol dehidrogenazl (ADH1) ve piruvat
dekarboksilazl (PDC1) genlerinin ifade diizeylerine olan etkilerini gésteren bir
caligma yapmustir. Buna gore, ADH1 ve PDC1 genlerinde H3 asetilasyon seviyesi
yilkselmeden oOnce H3K4me2 modifikasyonunun H3K4me3’e doniistiigi
belirlenmistir. Stres uygulamasindan 12 saat sonra H3 asetilasyon Seviyesinin
artt1g1 rapor edilmistir. ADH1 ve PDC1 genlerinde histon asetilasyonundan 6nce
transkript diizeylerinin yiikseldigi saptanmistir. Literatiirde histon asetilasyonu ve
metilasyonu siireclerinin birbirleri ile iligkili oldugunu gosteren cok cesitli
calismalar bulunmaktadir. Ornegin; ABA ve tuz stresi uygulamalari ABA ve
abiyotik strese yanit genlerinde (DREB2A, RD29A, RD29B) H3K9K14
asetilasyonu ve H3K4 trimetilasyonunu tesvik etmesine karsin H3K9
dimetilasyonunu azaltir (Chen et al., 2010). Arastirmacilar, Arabidopsis hda6
mutantlarima disaridan ABA ve tuz uyguladiklarinda H3K4me3 seviyelerinin
azaldiginm1 saptamiglardir. H3K4 trimetilasyon siirecinin isleyebilmesi i¢in HDA6
(histon deasetilaz) proteininin gerekli oldugu ongdriilmektedir (Chen et al., 2010).

Literatiirde c¢iceklenme ve vernalizasyon siire¢lerinde gen ifadesinin
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diizenlenmesinde H3K4me3 ve H3K9ac seviyelerinin birlikte gorev aldiklar
bilinmektedir (Sung and Amasino, 2005; Dennis and Peacock, 2007). Yiiksek tuz
konsantrasyonlar1 uygulanan Arabidopsis hdcl mutantlarinda ABALl, ABA3 ve
RAB18 genlerinin ifadesi uyarilir (Perrella et al., 2013). HDC1 genini yiiksek
diizeyde ifade eden bitkilerde ise tuz kosullari ABAl, RAB18 ve RD29A gen
ifadeleri baskilanmaktadir (Perrella et al., 2013). Soya fasulyesinde tuz stresi
uygulamast H3K4me3 ve H3K9ac seviyelerinin artmasina ve buna baglh olarak
AP2/EREB, bZzZIP, NAC ve MYB transkripsiyon faktorlerinin ifadesinin
indiiklenmesine neden olmustur (Song et al., 2012). Memelilerde nikel ve bakir
gibi agir metaller histon asetilasyonunu engelleyerek gen ifadesini
baskilamaktadir (Kang et al., 2004). Nikel, H4 histonunun N-terminal kuyrugunda
yer alan 18. histidine baglanarak histonun asetillenmesini engellemektedir
(Zoroddu et al., 2002). Memelilerde toksik diizeylerin altinda nikel uygulamasi
H4 histonu 12. lizinin, mayada ise H4 histonu 4. lizinin asetilasyon diizeylerini
diisiiriir (Broday et al., 2000). Memeli hiicrelerinde gen ifadesinin baskilanmasi
H4 histonu asetilasyonunun baskilanmasi ile birlikte DNA metilasyonunun

aktiflesmesi ile de baglantili olabilir (Broday et al., 2000).

Bitkilerde abiyotik stres kosullarinda DNA metiltransferaz ve histon
deasetilazlarin ne sekilde etkilesime girdikleri hala bilinmemektedir (Luo et al.,
2012). Literatiirde ozellikle kromatin yapisini etkileyen histon modifikasyonlari
ve DNA metilasyonu arasindaki etkilesimler, lizerinde arastirma yapilan bir
konudur. Bu etkilesimlerin kesfedilmesi bitkilerde abiyotik strese yanit

stireclerinin anlasilmasina 6nemli bir katki saglayacaktir.

1.3.2. Histon metilasyonu

Histonlarin lizin ve arjinin amino asitleri metillenmektedir. Histon
metilasyonu konusunda yapilan ilk ¢alismalarda H3 histonu 4., 9., 27. ve 36. lizin
ve H4 histonu 20. lizin amino asitlerinin metillendigi tespit edilmistir (Zhang and
Reinberg, 2001). H3 histonu lizin metilasyonu en ¢ok rastlanan modifikasyon
tipidir (Kumar-Dhar et al., 2014). Tim genom diizeyinde yapilan analizlerde
H3K4 metilasyonunun Arabidopsis genlerinin 2/3’sini kapsadigi saptanmistir

(Zhang et al., 2009). Celtik bitkisinde iki kromozom {iizerinde yapilan analizlerde,
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protein kodlayan genlerin %50’sinde H3K4 dimetil ve trimetil gruplarinin
bulundugu tespit edilmistir (Li et al., 2008). H3 histonunun lizin amino asitlerine
bir, iki veya li¢ metil grubunun eklenmesi gen ifadesinin baskilanmasina veya
aktivasyonuna neden olur (Kumar Dhar et al., 2014). H3K9 metilasyonu
heterokromatin i¢in ¢ok gerekli bir modifikasyon tipidir. Arabidopsis’in gesitli
lokuslarinda H3K9me’nin heterokromatine bagli gen ifadesinin baskilanmasi ile
iligkili oldugu diistiniilmektedir (Gendrel et al., 2002). Heterokromatini temsil
eden H3K9 metilasyonu diger modifikasyonlarla bir araya gelerek gen ifadesini
baskilar (Kumar Dhar et al., 2014; Gendrel et al., 2002; Johnson et al., 2002).
H3K9 dimetilasyonu heterokromatin, transpozon, pseudogenler ve tekrar
bolgelerinde bulunur (Bernatavichute et al., 2008). H3K9 dimetilasyonu
transpozonlarin ve perisentromerik heterokromatinde yogun olarak bulunan tekrar
dizilerinin susturulmasinda 6nemli bir rol oynar (Lippman et al., 2004; Zhang
2008). Bitkilerde H3K9 metilasyon seviyesinin yiikselmesi gen ifadesinin
baskilanmasimin siirdiiriilmesi igin yeterli degildir. Arabidopsis’de yapilan
sitolojik ¢alismalarda yogun heterokromatik bolgelerin sitozin metilasyonu ve
H3K9me agisindan zengin oldugu tespit edilmistir (Probst et al., 2003). Bu
epigenetik isaretler heterokromatinin yogunlasmasi igin gereklidir (Probst et al.,
2003). Mayada ve memelilerde heterokromatinin kilit bileseni olan
heterokromatin proteinl (HP1) proteini H3K9 metil isaretlerini tanir (Lachner et
al., 2001). 2001 yilinda Arabidopsis’de HP1 proteinine benzeyen LHP1 proteini
kesfedilmistir (Gaudin et al., 2001). Lhpl mutantlarinda ¢igeklenme zamaninin
degistigi ve CONSTANS, APETALAS3, PISTILLATA, AGAMOUS, SEPALLATA3
transkript seviyelerinin azalmasina bagli olarak fenotipte farkliliklar gozlendigi
bildirilmistir (Kotake et al., 2003).

Bitkilerde histon metilasyonu histon lizin metiltransferaz (HKMT) enzimleri
tarafindan gergeklestirilir. Histon lizin metiltransferazlarda SET domaini bulunur
(Pontvianne et al., 2010). Bitkilerde SET domaini bes sinifa ayrilir. 1. smif
HKMT’ler H3K27 metiltransferaz aktivitesine sahiptir ve Drosophila’da bulunan
E(Z) ile homologtur. Arabidopsis genomunda CURLY LEAF (CLF), MEDEA
(MEA) ve SWINGER (SWN) olmak {izere ii¢ adet E(Z)-benzeri protein kodlanir.
Arabidopsis’de CLF (I. stmif HKMT), SDGS (1I. sinif HKMT) ve ATXR7/SDG25
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(IIL. sinmif HKMT) ¢iceklenme zamaninin diizenlenmesinde gorev alir (Zhao et al.,
2005). ATXRS ve ATXR6 IV. simif HKMT’ler H3K27 monometiltransferaz
aktivitesi gosterir (Jacob et al., 2009). V. simf HKMT’ler SU(VAR)3-9 homolog
(SUVH) ve SU(VAR)3-9 related (SUVR) proteinleri olmak tizere iki gruba ayrilir.
In vitro aktivite analizlerinde SUVH1 ve SUVHA4-6 proteinlerinin H3K9
metiltransferaz aktivitesi gosterdigi rapor edildi (Jackson et al., 2002).
Arabidopsis’de trithorax-benzeri proteinl (ATX1) proteini H3K4’e ozgii bir
histon metiltransferazdir. Arabidopsis’de TRX homologlarinin H3 histonunun 4.
lizin amino asidini metilledigi gosterilmistir (Saleh et al., 2008). ATX1 proteini
kuraklik stresine yamitta gorevlidir. Dehidrasyon stresi uygulanan Arabidopsis
bitkilerinde H3K4 trimetilasyonunda meydana gelen azalma sonucu ATX1-
bagimli bir gen olan WRKY70’in ifadesi azalir. Atx1 mutant bitkileri dehidrasyon
stresine ¢ok duyarlidir (Ding et al., 2009).

Bitkilerde lizine 6zgii demetilaz 1 (KDMZ1/LSD1) ve Jumonji C (JmjC)
domain-igeren proteinler olmak tizere iki tip histon demetilaz bulunur (Liu et al.,
2010). H3 histonu 4. lizin amino asidinden monometil ve dimetil gruplarini
uzaklastiran LSD1 kesfedilmeden 6nce histon metilasyonunun geri doniigiimsiiz
bir siire¢ oldugu diistiniiliiyordu (Shi et al., 2005). KDM1/LSD1 ve JmjC domain
proteinleri oksidatif demetilasyon reaksiyonu ile histon metilasyonunu geri
dontigiime ugratir. Bu reaksiyon i¢cin KDMI1/LSDI1 proteinleri flavin, JmjC
domain proteinleri ise Fe(Il) ve a-ketoglutarat kofaktorlerini kullanir. Bitkilerde
LSDI1 homologlar1 kesfedilmistir. Arabidopsis genomunda Flowering Locus D
(FLD), LSD1-benzeri 1 (LDL1), LDL2 ve LDL3 olmak {izere dort tip
KDM1/LSD1 histon demetilaz bulunur (Liu et al., 2010). Bitkilerde histon
demetilazlarin gelisim siireglerinde yer aldiklari bilinmesine karsin bu proteinlerin
abiyotik strese yanit siirecini nasil etkiledigi konusu hala agiklik kazanmamigtir
(Luo et al., 2011). Arabidopsis’de FLD, FLC’yi baskilayarak bitkinin vejetatif
fazdan reprodiiktif faza gecmesini saglar (He et al., 2003).

Metl1-1 ve cmt3 (DNA metiltransferaz) mutant bitkilerde DNA (CG ve CNG)
metilasyon seviyesinin diismesi halinde H3K9 metilasyonu H3.3 varyanti ile yer

degistirir (Johnson et al.,, 2002). FLC geninin farkli bolgelerindeki histon
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modifikasyonlarint ChIP metodu ile analiz eden Bastow et al (2004),
vernalizasyon siirecine giren bitkilerde FLC geninin promotor ve ilk ekzonunda
H3K9 dimetilasyon seviyesinin arttigini rapor etmistir. Kim et al. (2012) kuraklik
stresi uygulandiktan sonra iyilesme periyoduna alinan Arabidopsis bitkilerinde
H3K4 trimetilasyon ve H3K9 asetilasyon seviyelerini incelemistir. Arastirmacilar
kuraklik stresi uygulanan Arabidopsis bitkisinde RD29A, RD20 ve AtGOLS2
genlerinin  kodlanan bdlgelerinde H3K4me3 seviyelerinin yiikseldigini  ve
rehidrasyon (iyilesme) kosullarina birakilan bitkilerde ise diistiiglinii tespit
etmistir (Kim et al., 2012). H3K4me3 modifikasyonunun iyilesme kosullarindan
sonra bile diisiik seviyelerde kalmasi bu modifikasyon ¢esidinin bir sonraki
cevresel uyarana yaniti kolaylastiran bir stres hafizasi olusturdugunu gostermistir
(Kim et al., 2012). H3 histonunda 4. lizinde trimetilasyonun goriildiigii genlerde
H3K4me2 modifikasyonunun da yogun olarak bulundugu tespit edilmistir
(Schubeler et al., 2004). H3K4me2 ve H3K4me3 genlerin 5° ve promotor
bolgelerinde, H3K4mel ise genlerin 3’ ucunda bulunur (Zhang et al., 2009).
Genlerin 5° bolgesindeki H3K4 trimetilasyonu transkripsiyonel aktiviteyi
saglamaktadir. Arabidopsis bitkisinde H3K4mel, H3K4me2 ve H3K4me3
modifikasyonlarinin genom c¢apinda dagilimini  gdsteren bir calisma
yayimlanmistir (Zhang et al., 2009). Buna gore, Arabidopsis genlerinin 2/3’{iniin
en az bir H3K4 metilasyon ¢esidi barindirdigi rapor edilmistir (Zhang et al.,
2009). Literatiirde maya, c¢eltik, Arabidopsis ve insanda gen ifadesinin yiiksek
oldugu durumlarda H3K4me3 seviyesinin de yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Pokholok et al., 2005; Zhang et al., 2009). Buna karsin Alvarez-Venegas and
Avramova (2005), Arabidopsis’de H3K4me3 modifikasyonunun her kosulda gen
ifadesini etkilemedigini gostermislerdir. H3K4mel, H3K4me2 ve H3K4me3
modifikasyonlarinin stresle iligkili genlerin yami sira, Arabidopsis’de su kitlig
kosullarinda ifadesi azalan genlerde de dagilim gosterdigi rapor edilmistir,
dehidrasyon stresi ile uyarilan genlerde H3K4 metilasyon diizeylerinin aktif
kromatin ile iligkili oldugu gosterilmistir (van Dijk et al., 2010). Su kitlig1 sonucu
ifadesi artan genlerde H3K4me3 seviyesi, ifadesi azalan genlerden
(downregulated genes) daha yiiksektir. ABA ve dehidrasyon stresi uygulanan
bitkilerde H3K4 trimetilasyonu, genlerin transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin 300
b¢ asagi bolgesinde yogunlasir (van Dijk et al., 2010). Arabidopsis’de kuraklik
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stresi  H3K4mel, H3K4me2 ve H3K4me3 seviyelerinin tim genomda
degismesine sebep olur (van Dijk et al. 2010). Kuraklik stresi uygulanan geltik
fidelerinde 4837 gende H3K4me3 modifikasyonu gosterilmistir (Zong et al.
2012). Arabidopsis bitkilerinde soguk stresi, COR15A ve GOLS3 genlerinde
(soguk stresine yanit genleri) H3K27me3 seviyelerini azaltmistir (Kwon et al.,
2009). Genlerin 5°, kod ve heterokromatin ile etkilesime giren bdlgelerinde
H3K27me3, H3K9me3 ve H3K9me2 modifikasyonlar1 yoluyla gen ifadesi
baskilanmaktadir (Bernatavichute et al., 2008). Arabidopsis’de binlerce genin 5’
bolgesinde yer alan H3K27me3, gen ifadesini susturan bir modifikasyondur
(Zhang et al., 2007). Yapisinda chromodomain bulunan polycomb (Pc) proteini
H3K27 metilasyonunu tanimlar. Bu siire¢ sayesinde gen ifadesinde meydana
gelen baskilanmanin devamlihg: saglanir (Czermin et al., 2002). Na* &n
uygulamasi yapilan bitkilerin kontrol grubuna gore kuraklik stresine karsi daha
toleransh olduklar tespit edilmistir (Sani et al., 2013). Orta diizeyde tuz stresine
alistirilan bitkilerin HKT1 geninde (K* tasiyicis1) H3K27me3 diizeylerinin
azaldigir ancak H3K4me2, H3K4me3 ve H3K9me2 seviyelerinin sabit kaldigi
belirlenmistir (Sani et al., 2013). H3K27 trimetilasyonun uzun siire devre dis1
kalmast sonucunda HKT1 mRNA seviyesi hizli bir sekilde yiikselir. ChIP-seq
teknigi ile genom diizeyinde yapilan arastirmada ¢ok sayida genin H3K27me3
diizeylerinde meydana gelen azalmanin somatik hafizanin olusturulmasinda

6nemli bir rol oynadig1 vurgulanmustir (Sani et al., 2013).

Memeli hiicrelerinde histon demetilasyonu ve deasetilasyonu arasinda bir
iletisim oldugu tespit edilmesine ragmen (Shi et al., 2005) bitki hiicrelerinde bu
iliskiye dair bir kanit elde edilememistir. Bitki hiicrelerinde abiyotik strese yanit

stirecinde histon demetilazlarin islevleri heniiz bilinmemektedir.

1.3.3. Histon fosforilasyonu

Histonlarin serin ve treonin amino asitleri fosforlanir (Kallin and Zhang,
2004). H3 histonunun N-terminalinde ser10, ser28, thr3 ve thrll; H4 histonunun
serl, H2A histonunun serl, H2AX histonu serl39 ve H2B histonunun serl4
amino asitleri fosforlanir (Kallin and Zhang, 2004). H3 histon fosforilasyonu

transkripsiyon, apoptoz, DNA tamiri, hiicre boliinmesi, hiicre dongiisiine bagl
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kromatin paketlenmesi ve ayrilmasi olaylarinda 6nemlidir (Prigent and Dimitrov,
2003). Hiicre dongiisiine bagimli olan histon fosforilasyonunun M fazinda en
yiiksek seviyeye ¢iktig1 bilinmektedir (Schroeder-Reiter et al., 2003; Kallin and
Zhang, 2004). Histon fosforilasyonunun temel islevinin kromozomlarin farkli
bolgelerini belirlemek veya etiketlemek oldugu disiiniilmektedir (Prigent and
Dimitrov, 2003). Immunogold scanning elektron mikroskobu ile goriintiilenen
mitoz asamalarinda H3-ser10 fosforilasyonu metafaz asamasinda perisentromerik
kromatinde biriktigi tespit edilmistir (Schroeder-Reiter et al., 2003). Mayoz I’de
kromozomlarin tamami fosforlanir, mayoz II asamasinda ise H3 fosforilasyonu
perisentromer bolgeleri ile sinirli kalmaktadir. Anafaz I safhasinda ayrilan
kromatidlerde H3 fosforilasyonu goriilmez. Bitkilerde metafaz I asamasinda
kardes kromatidlerin birbirine baglanmasi ve mitoz/metafaz II sathalarinda kardes
kromatid perisentromerleri i¢in H3 serin fosforilasyonu gereklidir (Gernand et al.,
2003). H3 histonundaki ser10’un sentromer aktivitesiyle iligkili oldugu tespit
edilmistir (Gao et al., 2011). H3 histonu ile karsilastirildiginda H2A histon
fosforilasyonu hakkinda daha az sey bilinmektedir. Bitkilerde profaz asamasinda
mitotik kromozomlarda H2A histon fosforilasyonu goriiliir. Mayada H2A-Ser129
fosforilasyonu DNA ¢ift-zincir kiriklarinin tamirinde gereklidir (van Attikum et
al., 2004). insanlarda H2AX histon varyantimn karboksil-ucu, fosforlanmig
H2AX-Ser139 (y-H2AX) ve maya H2A tiirevleri ile homologtur (Redon et al.,
2002). Yiiksek Okaryotlarda mayoz boliinme siirecinde y-H2AX’in DNA zincir
kiriklart ile birlestigi bilinmektedir (Che et al., 2011). Misir afdl mutantinin
metafaz 1 fazinda sinapsis goriilmez ve kardes kromatidler birlesemez
(Golubovskaya et al., 2006, Kaszas and Cande, 2000). Dong and Han (2012),
misir-H2A histonunun maya H2A histonu ile benzer bir motif tasidigini

belirlemistir.

Tuz stresi veya biiyiime faktorlerinin uygulanmasi histonlardaki farkli
serin/treonin bolgelerinin fosforlanmasina neden olur (Reitsema et al., 2005). H3
fosforilasyonunun bitki genlerinin transkripsiyon aktivasyonunu etkiledigi tahmin
edilmektedir (Li et al., 2001). Arabidopsis bitkilerinde soguk, tuz ve hormon
uygulamalar1 ATPK6/19 kinazlarin (Arabidopsis MSK homologu) aktivitesini
arttirmigtir (Mizoguchi et al., 1995). MSK kinazlar stres kosullart altinda histon
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fosforilasyon siirecinde yer alan enzimlerdir (Clayton et al., 2003). Tuz ve soguk
stres uygulamasi yapilan tiitiin BY-2 ve Arabidopsis T87 hiicre kiiltiirlerinde H3
ser-10 fosforilasyonu ardindan H3 fosfoasetilasyonu ve H4 asetilasyon
seviyelerinde artis meydana gelmistir (Sokol et al., 2007). Agir metal stresi de
fosforilasyon seviyelerinde degisimlere neden olur. Arsenit uygulamasina yanit
olarak H3 ser10 fosforilasyon seviyelerinde hizl bir artig rapor edilmistir (Moggs
and Orphanides, 2004).

1.3.4. Histon ubikutinasyonu

Ubikutin, 76 amino asitten meydana gelen evrimsel olarak korunan bir
proteindir. Ubikutin ve SUMO gibi proteinler hedef proteinlere kovalent baglanan
modifiye edici protein ailesini meydana getirirler (Feng and Shen, 2014).
Ubikutinasyon siireci proteoliz 6zelligi sayesinde kesfedilmistir, daha sonraki
yillarda proteolizden bagimsiz islevleri de oldugu belirlenmistir. Ubikutinasyon
gecirdigi kesfedilen ilk histon proteini dana timusunda bulunan H2A histonudur
(Goldknopf et al.,1975). H2A ve H2B histonlarinda geri doniisiimlii olarak
ubikutinasyon meydana gelir. Ubikutinasyon H2A histonunun 119.lizini, H2B
histonunun 120. lizininde gerceklesir. Yiiksek Okaryotlarda H2A histonlarinin
%10’ununda, H2B histonlarinin %2’sinde ubikutinasyon meydana gelir (Kallin
and Zhang, 2004). Ubikutinasyon hedef proteinin biyokimyasal, molekiiler veya
hiicre i¢i lokalizasyon akivitelerinde degisiklikler meydana getirebilir.
Ubikutinasyon islemi ubikutin C-ucundan substrat proteinin lizin amino asit
zincirine konjugasyonu yoluyla da ger¢eklesir (Hershko and Ciechanover, 1998).
Bu islem ubikutin-aktiflestirici E1 enzimi ile baslar, aktiflesen ubikutin E2
konjugasyon enziminin sistein amino asidi ile birlesir. Son asamada izopeptid E3
ligaz yardimiyla hedef proteinin lizin amino asidine aktarilir. H2B ubikutinasyonu
transkripsiyonel aktivasyonla iliskilendirilmistir. Karaczyn et al.’a goére (2006)
memeli hiicrelerinde nikel uygulamasit H2B ubikutinasyon diizeylerinde
degisimlere neden olmustur. Ke et al.’a gore (2006), ¢coziinebilir nikel bilesenleri
H2A ve H2B histon ubikutinasyon seviyelerini arttirmistir. H2Bubl
(Monoubiquitinated H2B) maya, insan ve bitkilerde tespit edilmistir (Weake and
Workman, 2008).
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Mayada H2B histon ubikutin modifikasyonlar1t H3K4 metilasyonu ve RNA
polimeraz II aktivasyonu ile birlikte gergeklesir (Xiao et al., 2005). Mayada Brel,
genetik olarak Elongator histon asetiltransferaz kompleksi ile etkilesim i¢indedir.
Brel ve Elongator komplekslerinin karsilikli etkilesimi transkripsiyonel uzamada
rol alir (Xiao et al., 2005). Insanlarda H2B histon ubikutinasyonu Facilitates
Kromatin Transkripsiyon (FACT) kompleksi ile birlikte islev gorir ve
transkripsiyonel uzamayi tetikler (Laribee et al., 2007). FACT kompleksi H2B
birimlerini uzaklastirarak nukleozomun kararliligini bozar. Arabidopsis’de FACT
kompleksi HUBI ile etkilesime girer (Lolas et al., 2010). H2B histon
monoubikutinasyon siireci hasar géren hubl ve hub2 mutant bitkilerde uzun ve
kisa giin kosullarinda erken ¢igeklenme baslar. H2Bubl c¢i¢eklenme zamanini
FLC gen ifadesini diizenleyerek kontrol eder. hubl, hub2, hubl hub2 ve ubcl
ubc2 gibi erken g¢igeklenen mutant bitkilerde FLC gen ifadesi ve FLC
kromatininde H2Bubl seviyesi azalmistir (Gu et al., 2009). FLC, MADS
AFFECTING FLOWERING 4 (MAF4) ve MAF5 gibi ¢igeklenme zamanini
kontrol eden genler erken gigeklenmeye neden olur (Gu et al., 2009).

Arabidopsis’de H2Bubl mutasyonu FLC ve sirkadiyen saat genlerinde
H3K4me3 ve H3K36me2 olusumuna zarar verir (Himanen et al., 2012). H2Bubl
seviyelerinin artmast da FLC kromatininde H3K36me3 olusumunu
engellemektedir (Schmitz et al., 2009). Buna karsin Arabidopsis’de H2Bubl
eksikligi H3K4me2/3 ve H3K36me2/3 seviyelerini neredeyse hi¢ etkilemez
(Dhawan et al., 2009). Hubl-1 mutant bitkilerde soguga aligma, ksantofil
metabolizmasi, mikrosporogenez, ¢icek ve embriyo sonrasi gelisimi, protein
katlanma, aromatik bilesen metabolizmasi, 6ksin ve jasmonik asit biyosentezi ve
karbohidrat tasinima ile igili siireclerde yer alan genlerin ifadesi azalmistir. HUB1
hedef genlerinin kodlanan bolgelerinde H2B histon ubikutinasyonu belirlenmistir.
H2B monoubikutinasyonu (K143) H3 metilasyonu ve H2B deubikutinasyonunu
diizenlemektedir. H2B deubikutinasyon reaksiyonu SUP32/UBP26 niikleer
ubikutin proteazi tarafindan gerceklestirilir. SUP32/UBP26 proteazi gen ifadesini
baskilamistir (Sridhar et al., 2007). ubp26/sup32 mutant bitkilerinde FLC gen
ifadesi azalmis, FLC kromatininde H2Bub1l seviyesi artmis ve erken ¢iceklenme

goriilmiistiir (Schmitz et al., 2009).
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1.3.5. ATP-bagimh kromatin modelleme kompleksleri

Okaryotlarda gen ifadesinin diizenlenmesinde ATP-bagimli kromatin
modelleme kompleksleri de 6nemli bir yer tutmaktadir (Jerzmanowski, 2007). Bu
kompleksler histon-DNA etkilesiminin kararliligini1 bozar, histon oktamerlerinin
yerini degistirir ve nukleozomun yapisina histon varyantlarini katarak kromatinin
yapisini diizenler (Clapier and Cairns, 2009). Bu kompleksler ATP hidrolizinden
gelen enerjiyi kullanir. Yiksek konsantrasyonlarda kromatin modelleme
kompleksi histon oktamerinin baska bir DNA’ya aktarilmasina neden olur. Orta
diizeyde kromatin modelleme kompleksi oktamerin bulundugu konumdan kayarak
birbirine yakin nukleozomlar arasinda bosluklar yaratmasina neden olur. Bu
bosluklardan transkripsiyon faktorleri, restriksiyon ezimleri vs. gegebilir (Clapier

and Cairns, 2009; Jerzmanowski, 2007).

ATP-bagimli kromatin modelleme kompleksleri SWI/SNF ATPazlar, ISWI
(imitation switch) ATPazlar, CHD (chromodomain and helicase-like domain)
ATPazlar olmak iizere ii¢ temel sinifa ayrilir. CHD proteinleri SNF2-benzeri
ATPaz ailesine aittir (Hall and Georgel, 2007). Bu proteinler kuraklik, tuz ve
sicaklik streslerine yanitta, c¢imlenme ve biliylime siireclerinde gorevlidir.
SWI/SNF komplekslerinden SNF2 ATPazi ilk defa mayada Peterson and
Herskowitz tarafindan 1992 yilinda kesfedilmistir. Arabidopsis genomunda
kirktan fazla SNF2-benzeri protein mevcut olmasina ragmen bunlardan sadece
pickle, ddm1, mom, splayed proteinlerinin fonksiyonu bilinmektedir. SWI/SNF
kompleksi ¢ok alt birimli DNA’ya baglanan bir ATPazdir ve kromatin yapisini
degistirerek gen ifadesinin diizenlenmesine katki saglamaktadir (Schwabish and
Struhl, 2007). AtCHR12 genini (SNF2/Brahma-tip kromatin-modelleme proteini)
yiiksek diizeyde ifade eden Arabidopsis mutant bitkilere kuraklik, sicaklik ve tuz
stresleri uygulandiginda primer tomurcuklarin biiyiimesi durur ve primer gévde
biiyiimesi azalir (Mlynarova et al., 2007). AtCHR12 proteini, stres kosullarinda

gecici olarak biiylimenin durmasina neden olmaktadir.

ATP-bagimli kromatin modelleyici kompleksler ABA-bagimli stres
cevaplari ile de ilgilidir. Arabidopsis’de ¢imlenme ve biiyiime siire¢lerinin ABA-

araciligryla baskilanmasi, SWI/SNF kompleksinin bir alt birimi olan SWI3B
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tarafindan pozitif olarak diizenlenir (Saez et al., 2008). SWI3B, ABA
sinyallemesinde negatif diizenleyici olarak rol alan HABL1 proteini ile etkilesime
girmektedir. swi3b mutantlarinda ABA-araciligiyla gergeklesen ¢imlenme ve
bliylime baskilanmasi olaylarina karsi daha az duyarhidir. Mutant bitkilerde
RAB18 ve RD29B gibi ABA yanit genlerinin ifadesinin azalmasi SWI3B ve ABA
sinyallemesi arasindaki pozitif iliskiyi gozler 6niine serer (Saez et al., 2008). ChIP
analizlerine gore RD29B ve RAB18 promotorlarinin yakininda bulunan HABI,
ABA tarafindan ortadan kaldirilir. ABA ve kuraklik stresi uygulanan Pisum
sativum bitkisinde PsSSNF5 gen ifadesi tetiklenmistir. PsSNF5, c¢imlenen
embriyolarda ve vejetatif dokularda bulunan kromatin modelleyici bir proteindir
(Rios et al., 2007).

UV-B stresi uygulanan musir bitkilerinin hedef genlerinde SWI2/SNF2
seviyesi artmustir (Casati et al., 2008). Jing et al. (2013), PKL/EPP1’in (CHD3
kromatin modelleme faktorii) 1s1k sinyalinde onemli bir baskilayict oldugunu
tespit etmistir. Bir E3 ubikutin ligaz olan COP1; HY5, HYH, LONG AFTER
FAR-RED LIGHT1 ve LONG HYPOCOTYL IN FAR RED1 gibi
fotomorfogenezin pozitif diizenleyicilerini hedefleyerek translasyon sonrasinda
pargalar (Lau and Deng, 2012). COP1 ve PKL/EPP1, HYS ile etkilesime girerek
fotomorfogenezi baskilar. ATP-bagimli kromatin modelleme kompleksi olan
PKL/EPP1, HYS hedef genlerin histon modifikasyonu Oriintiilerini degistirir. Jing
et al. (2013) tarafindan Onerilen modele gore, PKL/EPP1 H3K27me3
modifikasyonunu baskilayarak hedef genlerin ifadesinin ger¢eklesmesini saglar ve

bdylece karanlikta hipokotil uzamasi1 meydana gelir.

1.4. Seker Pancari (Beta vulgaris L.) ve Yabani Pancar (Beta
maritima L.) Hakkinda Bilgi

Beta vulgaris (seker pancari) Chenopodiaceae ailesine ait bir glikofittir
(Ghoulam et al., 2002). Caryophyllales ordosuna mensup olan bitkide 2n=18
kromozom bulunur ve 714-758 megabaz genom boyutuna sahiptir. Seker pancari
ve yabani pancar fakiiltatif cok yillik bitkilerdir, dogal kosullar altinda bir veya iki

yillik ¢iceklenme davranigi gosterirler. Seker pancari iki yillik yasam dongiisiiniin
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birinci yilinda vejetatif kalir ve fotosentez iiriinlerine kaynak olan yaprak rozeti
gelistirir. Asimilatlar sukroz olarak taginir (Elliott and Weston, 1993). Floemde
tasinan sukrozun biiyiilk bir kismi kazik kokte biriktirilir. Pancar Roma
doneminden beri yetistiriliyor olmasina ragmen seker pancari tarimi1 daha yakin
bir donemde baslamistir. 18. yiizyilin sonlarinda yem pancari ile pazi bitkileri
caprazlanarak seker pancari elde edilmistir. (Fischer, 1989). Son 200 yillik
donemde seker pancari 1slah ¢alismalarinda depo kokten elde edilen seker miktari
%8’den %18’e yiikselmistir. Seker pancari diinyanin yillik seker ihtiyacinin
%30’unu karsilar (Dohm et al., 2014). Tiirkiye seker pancari liretiminde diinyada

dordiincii Avrupa’da {igiincii sirada yer almaktadir.

B. vulgaris Avrupa, Asya ve Amerika’da yayilis gosteren, seker liretiminde
Oonemli bir yeri olan, biyoetanol kaynagi ve hayvan yemi olarak kullanilan énemli
bir tarim bitkisidir (Dunajska-Ordak and Tyburski, 2014; Bor et al., 2003). Kiiltiir
pancarinin yabani akrabasi olan Beta maritima L. kiyisal bdlgelere, tuzlu
batakliklara, Akdeniz’in terk edilmis tuzlu alanlarina ve Kuzey Avrupa’da ki tuzlu
bolgelere uyum saglamistir (Bor et al., 2003). Seker pancarinin kokeni
B.maritima’ya dayanir (Clarke et al., 1993). Seker pancari ile melezlenen deniz
pancar1 (B.maritima) biyotik ve abiyotik streslere direng amaciyla kullanilan
onemli bir kaynaktir (Biancardi, 2012). Calismamizda B. vulgaris ve tuza

toleransli akrabasi B. maritima kullanildi.

Baz1 arastirmacilara gore seker pancari ¢imlenme ve fide asamalarinda tuz
stresine duyarli bir bitkidir (Bor et al., 2003; Dunajska-Ordak and Tyburski, 2014;
Mostafavi, 2012). Seker pancari derin bir kok sistemine sahip olmasina ragmen su
kaybi yapraklarinin solmasina neden olur (Clarke et al., 1993). Seker pancari
varyetelerinin tuza tolerans kabiliyetleri birbirinden farklidir (Ghoulam et al.
2002; Bor et al., 2003). Seker pancari yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
yasayabildigi ve 500 mM’dan fazla NaCl diizeylerine dayanabildigi icin tuza
toleransh bir tiir olarak da kabul edilir (Wakeel et al., 2011). B. vulgaris
tonoplastlarinda Na'/H* exchange (NHX) aktivitesinin yiiksek olmasi bu bitkinin
tuza toleransh bir tiir oldugunu diisiindiirmektedir (Pantoja et al., 1990). Seker

pancarinda glisin betain ve prolin gibi ozmotik diizenleyici molekiiller yiiksek
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diizeylerde biriktirilir. Ayrica seker pancar1 Na’ ve CI iyonlarin1 da sitosol ve
vakuolde biriktirerek ozmotik potansiyelini korur (Pakniyat and Armion 2007;
Ghoulam et al., 2002). Glisin betain birikimi Chenopodiaceae familyasinin tipik
bir 6zelligidir. Seker pancari koklerinde stres sonrasinda glisin betain ve a-amino

bilesenleri yiliksek miktarda birikmektedir (Clarke et al., 1993).

Iklim degisikligi ve gevresel stres kosullar1 kuraklik, tuz, yiiksek sicaklik ve
sel gibi faktorlere uyum saglayabilen tarim bitkilerine olan ihtiyaci arttirmaktadir
(Mickelbart et al., 2015). Kuraklik stresine bagli yillik seker tiretim kayb1 141.000
ton (27,9 milyon dolar kayip) olarak belirlenmistir (Pidgeon and Jaggard, 1998).
Su kitlig1 nedeniyle Orta Avrupa’da seker pancarit verim kayiplari 1961-1995
yillar1 arasinda %15-30 oranlar1 arasindadir (Pidgeon et al., 2001).

Model bitkilerden elde edilen bilgiler abiyotik strese yanit ve tolerans
mekanizmalarin1 daha iyi anlamamiza olanak saglamasina ragmen bu siireclerin
model bitkiler haricindeki tarim bitkilerinde de calisilmast biiyiik 6nem
tagimaktadir (Hirayama and Shinozaki, 2010). Bununla birlikte kromatin
modifikasyonlar1 ve yeniden modelleme ¢alismalar1 da daha ¢ok Arabidopsis,
tiitiin, domates, geltik ve misir gibi model bitkiler tizerinde yapilmaktadir (Yuan et
al., 2013). Tarim bitkilerinin yabani akrabalart sert iklim kosullarina uyum
saglamalar1 nedeniyle arastirmalarda kullanilir (Sairam and Tyagi, 2004). Bugiine
kadar yapilan g¢alismalarda dogal popiilasyonlarin stres kosullarina uyumunun
genetik ve epigenetik varyasyonlar arasindaki etkilesime bagli oldugu saptandi
(Grativol et al., 2012). Seker pancari ekonomik dneme sahip bir bitki olmasina
karsin bu bitkinin abiyotik streslere karsi verdigi yanitlar ve tuz stresine karsi
gosterdigi toleransla iligkili mekanizmalar detayli olarak bilinmemektedir
(Dunajska-Ordak and Tyburski, 2014). Calismamizda 6nemli bir tarim bitkisi olan
seker pancarinda antioksidan enzimleri kodlayan genlerin histon asetilasyonuna
bagli diizenlenmesi incelendi. Seker pancari ve yabani pancarda abiyotik streslere
yanit slirecinin ve strese-tolerans mekanizmalarinin incelenmesi, tuz stresine
yanitta histon asetilasyonunun roliiniin anlasilmasi tarimsal iiretim ve verimin

arttirilmasi agisindan onemlidir.
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1.5. ChIP (Kromatin Immiinopresipitasyonu) Yéntemi

DNA-protein etkilesimlerinin incelenmesi i¢in gelistirilen yontemler DNA
replikasyonu, rekombinasyon, DNA tamiri ve transkripsiyon ¢aligmalarinda
merkezi bir oneme sahiptir (Saleh et al., 2008). Histon modifikasyonlar1 ve
epigenetik alaninda ¢alisan laboratuvarlarda en yaygin kullanilan yontem
kromatin immiinopresipitasyonudur (ChIP). Tarihte ChIP metodu ilk defa 1984 ve
1985 yillarinda Gilmour and Lis tarafindan Drosophila ve Escherichia coli
tirlerine uygulandi. Bitkilerde ChIP metodu ilk defa Arabidopsis thaliana’da
histon varyantlarinin nukleus i¢i dagiliminin haritalanmasinda kullanilmistir
(Ascenzi and Gantt, 1999). Bitkilerde yapilan ilk ChIP ¢alismalarinda Drosophila
ve maya organizmalari i¢in kullanilan ChIP yontemleri, yapilan modifikasyonlarla
model bitki Arabidopsis’e uygulanmistir. Sert hiicre duvarlari, yiiksek miktarda
seliiloz, lignin ve genis vakuoller gibi bitki hiicrelerini hayvan hiicrelerinden
ayiran anatomik farkliliklar bitki hiicrelerine uygulanan ChIP metoduna gesitli
siirlamalar getirir (Saleh et al., 2008). Bitki hiicrelerinde DNA-protein ¢apraz
baglanmasini saglayan ¢ozeltinin hiicre ig¢ine emilimini saglamak i¢in vakum
infiltrasyonu uygulanir (Ascenzi and Gantt, 1999). Olgun bitki hiicrelerinde genis
vakuollerin varlig1 bir gram dokudan az miktarda nukleus elde edilmesine neden
olur. Miintz’e gore (2007), vakuoller proteolitik aktivite kaynagi olmalari
nedeniyle izolasyon prosediirii dikkatli bir sekilde gerceklestirilmeli ve saglikli
taze yapraklar kullanilmalidir. Bu nedenle ¢alismamizda ChIP prosediirii igin her
hasat gilinlinde taze ve saglikli yapraklar kullanildi. Dondurulmus yaprak
orneklerinin formaldehidin iglev gormesini engelledigi tarafimizca tespit edildi.
Chua et al. (2001) plastosiyanin geninde (PetE) H3 ve H4 histon asetilasyon
durumunun belirlenmesinde bezelye bitkisine ChIP metodunu uyguladi.

ChIP, hedef DNA dizilerinde yer alan 6zel protein bolgelerinin bu
proteinlere 6zgii antikorlar ile belirlenmesine dayanan bir yontemdir (Haring et
al., 2007). 1k asamada yapraklara formaldehit ¢dzeltisi uygulanarak DNA-protein
yapisinin korunmasi saglanir. Ardindan sirasiyla kromatin izole edilir, DNA
parcalara ayrilir, kromatin protein kompleksi ve antikorlarla muamele edildikten

sonra DNA izolasyonu ve real time-PCR uygulamalar1 yapilir (Haring et al.,
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2007). ChIP yontemi asamalart sekil 1.4°de gosterilmektedir. ChIP gii¢lii bir
yontem olmasina ragmen kendisine 0zgii birtakim dezavantajlara da sahiptir
(Saleh et al., 2008). Ornegin her histon modifikasyonuna ve histon proteinine
Ozgli antikorlarin kullanilmasinin  gerekliligi, capraz baglanma asamasinda
epitopun kararsizligi veya antikorun baglanma diizeyinin diisiik olmasi yanlig
veya negatif sinyallerin goriilmesine neden olur (Saleh et al., 2008).
Calismamizda literatiirdeki Arabidopsis, misir, domates, c¢eltik gibi model
bitkilere 6zgiin ChIP yontemleri modifiye edilerek pancar bitkisine uygun ChIP
yontemi ilk defa ¢alisma grubumuz tarafindan gelistirilerek kullanilmistir (Haring

et al., 2007; Saleh et al., 2008; Bowler et al., 2004).
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Sekil 1.4. Pancar bitkisine 6zgii ChIP metodu asamalarinin 6zet gosterimi. Pancar yapraklar steril
su ile iki kere yikandiktan sonra kromatin, %1 formaldehit ¢dzeltisinde ¢apraz baglanir.
Kromatin izolasyonu ve sonikasyon asamalarindan sonra kromatin karigimina agaroz
toplar ve antikor eklenir. Immiin komplekslerin agaroz toplardan ayristirilmasi igin
yikama tamponlar1 kullanilir. Kromatin ¢apraz baglar1 bozularak DNA izolasyonu iglemi
gerceklestirilir. Antioksidan genlere 6zgii primerlerle gerceklestirilen real time-PCR
islemi ile histon modifikasyonlarinin seviyesi yorumlanir
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Bitki Yetistirme ve Tuz Stresinin Uygulanmasi

Projemizde bitkisel materyal olarak seker pancari enstitiistinden gonderilen
Beta vulgaris Felicita varyetesine ait tohumlar ve Ege Tarimsal Arastirma
Enstitiisi’nden temin edilen Beta maritima tohumlar1 kullanildi. Tohumlar
cimlendirildikten sonra perlite aktarildi ve tuz stresi uygulamasi bitkiler 40 gilinliik
olduktan sonra iki farkli konsantrasyonda gergeklestirildi (250 ve 500 mM NaCl).
Stres uygulamasi Oncesinde ve sonrasinda bitkiler 2 oraninda seyreltilmis
Hoagland ¢o6zeltisi (Hoagland and Arnon, 1950) ile giin asir1 sulandi. Tuz stresi
uygulamasi 250 ve 500 mM NaCl i¢eren Hoagland ¢ozeltisi ile bitkiler sulanarak
yapildi. Tuz stresi uygulamasinin 0., 7., 14., 21. giinlerinde bitki yapraklarindan
ornekleme yapildi. Omeklerde biiyiime parametreleri, ozmotik potansiyel, RWC,
Fv/Fm degerleri 6lgiildii ve ChIP analizi yapildi. Diger analizler i¢in sonradan
kullanilmak tizere yaprak ornekleri sivi azotta hizli bir sekilde dondurularak -80
°C’de saklandi. 250 ve 500 mM NaCl stresinin 7., 14. ve 21. hasat giinlerine ait
B.vulgaris ve B.maritima bitki fotograflar1 sirasiyla sekil 2.1 A ve B’de

gosterilmektedir.

7.giin kontrol ~ 7.giin 250 mM NaCl 7.giin 500 mM NaCl

14.giin kontrol 14.giin 250 mM NaCl 14.giin 500 mM NaCl

21.giin kontrol 21.giin 250 mM NaCl 21.glin 500 mM NaCl
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7.giin kontrol 7.giin 250 mM NaCl 7.giin 500 mM NaCl

21.giin kontrol 21.giin 250 mM NaCl 21.giin 500 mM NaCl

Sekil 2.1. A) 250 ve 500 mM NaCl stresinin 7., 14. ve 21. hasat giinlerine ait B. vulgaris bitki
fotograflari. B) 250 ve 500 mM NaCl stresinin 7., 14. ve 21. hasat giinlerine ait
B.maritima bitki fotograflar.

2.2. Kok, Govde Uzunluklari ve Bagil Biiyiime Hiz1 (RGR)

Deneme serilerinde 0., 7., 14. ve 21. giinlerde 0, 250 ve 500 mM tuz
uygulanan bitki gruplarinin kék ve govde uzunluklari ve yas agirliklar
belirlenerek kaydedildi (n=6). Tuz stresi uygulamasinin 0., 7., 14., 21. giinlerinde
kok, govde yas agirliklart tartildi. 80 °C’de 72 saat kurutulan kok ve govde
orneklerinin kuru agirliklar olgiildii. Bitkilerin bagil biiytime hizlar1 kok, govde
yas ve kuru agirliklar: kullanilarak Hunt et al.’un (2002) 6nerdigi programa gore

hesaplandi.
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2.3. Klorofil Fliioresans (F,/F,,) Ol¢iimleri

Klorofil fliioresans oOl¢limleri, tuz uygulamasinin 0., 7., 14. ve 21.
giinlerinde yapildi. Fliioresans Ol¢iimlerinden oOnce, yaprak iist yiizeyindeki 1
cm?lik alan 20 dk boyunca yaprak klipsleri kullanilarak karanliga alistirildi. Plant
Efficiency Analyser cihazi (Hansatech) kullanilarak maksimum fliioresans
uyarilmasi (Fm), Fo (basal non-variable chlorophyll fluorescence level), degisken

fliioresans (Fv) ve Fv/Fm oranlar1 (PSII fotokimyasal etkinligi) belirlendi (n=6).
2.4. Yaprak Ozmotik Potansiyeli

Tuz uygulamasinin 0., 7., 14., 21. giinlerinde kontrol ve tuz gruplarina ait
yapraklarin (n=6) ozmotik potansiyeli Vapro Vapor pressure Osmometer 5520
cihaz1 ile 6lgiildii. Ozmotik potansiyel degerleri mmol kg” biriminden MPa
birimine ¢evrildi (Santa-Cruz et al., 2002).

2.5. Bagil Su Icerigi (RWC)

Yapraklardaki bagil su miktarini belirlemek i¢in tuz uygulamasinin 0., 7.,
14., 21. giinlerinde bitkilerin 6nce yaprak yas agirliklar1 (YA) tespit edildi (n=6).
Daha sonra bu yapraklar turgorlu hale gelebilmeleri i¢in 5 saat siire ile oda
sicakliginda deiyonize suda bekletildiler. Yapraklarin fazla suyu alindiktan sonra
turgorlu agirliklar1 (TA) 6l¢iildii. Bu islemin ardindan, yapraklar 72 saat boyunca
80 °C’lik etiivde kurutulduktan sonra kuru agirliklart (KA) belirlendi. RWC
degerleri RWC% = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100 formiiliine gore hesaplandi (Smart
and Bingham, 1974).

2.6. Lipid Peroksidasyonu

Lipid perokidasyonunun son {iriinii olan malondialdehit (MDA) miktart
Madhava Rao and Stresty (2000)’e gore olciildi. TBARS (TBA reactive
substances) thiobarbiturik asit reaksiyonu sonucu olusan lipid peroksidasyonu
driiniidir. 0,5 g yaprak o6rnegi %0,1 trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize

edildi. Homojenat 5 dk 10.000xg’de santrifiij edildikten sonra iizerine
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siipernatantin 4 katt hacminde %20 TCA ve %0,5 thiobarbiturik asit (TBA)
karisimi eklendi. Karisim 95 °C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra 10.000xg’de 15
dk santrifiij edildi. TBARS konsantrasyonu (nmol g YA ™) 532 nm’de lgiilen
absorbans degerinden 600 nm’deki absorbans degeri cikartilarak hesaplandi.

MDA miktarinin hesaplanmasinda 155 mMtem™ ekstinksiyon katsayisi
kullanildi.

2.7. Enzim Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

0, 250 ve 500 mM NaCl uygulamasmin 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde hasat
edilen B. vulgaris ve B. maritima yapraklar1 sivi azotla dondurularak POX ve total
protein analizlerine kadar -20 °C’de muhafaza edildi. 1 gram yaprak Ornegi
iceriginde 1 mM EDTA.Na; ve % 2 (w/v) PVPP bulunan 3 ml 50 mM sodyum
fosfat tamponunda (pH 7,8) homojenize edildi. Homojenatlar 13,000 xg’de 40 dk
(4 °C) santrifiij edildikten sonra siipernatantlar yeni ependorf tiiplerine aktarildi.

Stipernatantlar total protein ve POX enzim aktivitesi tayinleri i¢in kullanildi.
2.8. Total Protein Tayini

Orneklerdeki total protein miktar1 Bradford'a (1976) gore BSA (bovin serum
albumin) standartlar1 kullanilarak belirlendi. 1 ml.'lik polistren kiivetlere 50 pl
ornek ve Bradford ajan1 (Coomassie Brilliant Blue protein boyasi) eklendi. Oda
sicakliginda 10 dk. bekletilen 6rneklerden 595 nm.'de absorbans alindi. BSA
standartlari ile olusturulan kalibrasyon egrisinden faydalanilarak ¢6ziinebilen total
protein miktart mg yas agirlik olarak belirlendi. Tiim spektrofotometrik olgtimler

Shimadzu UV-1600 cihaz ile yapildi (Shimadzu, Japan).
2.9. Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesi

Peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde Herzog and Fahimi’nin
(1973) yontemi kullanildi. Bu ydnteme gore, oksitlenerek kahverengi-kirmizi
renge doniisen DAB substratinin (3,3’-diaminobenzidine-tetra hydrochloride
dihydrate) olusum hizi 465 nm dalga boyunda 3 ml polistren kiivetlerde

spektrofotometrik olarak belirlenir. 0,1% (w/v) jelatin i¢inde ¢ozdiiriilen DAB
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¢ozeltisi 0,15 M Na fosfat-sitrat tamponu (pH 4,4) ile karistirilir. Reaksiyon
karisimina DAB ¢o6zeltisi, %0,6 H,O, ve ornek pipetlendi. POX aktivitesi 465
nm'de spektrofotometrik olarak 3 dk. iginde absorbansta gozlenen artis ile
belirlendi. Bir birim POX aktivitesi, dakikada pmol mL*? H,0;’nin parcalanmast

seklinde tanimlandi.
2.10. ChIP Analizi

Kromatin izolasyonu i¢in Bowler et al. (2004) ve Haring et al. (2007)
tarafindan gelistirilen yontemler modifiye edilerek kullanildi. Bowler’in
yonteminde yer alan kromatinin formaldehit ile ¢apraz-baglanmasi, kromatin
izolasyonu, sonikasyon, immiinopresipitasyon ve real time-PCR asamalar1 6n
denemelerle pancar bitkisine gore gelistirildi. ChlIP metodu ve real time PCR
analizleri bes giinde tamamlandi. Tuz uygulamasinin 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde
hasat edilen taze yaprak orneklerinden 3 g tartilarak iizerine %1 formaldehit
¢ozeltisinden 37 ml (1% formaldehyde, 0.4 M Sucrose, 10 mM Tris—HCI, pH 8.0,
10 mM Sodium butyrate, 5 mM B-ME) eklendi. Karisim vakum altinda 17 dk
tutulduktan sonra ¢apraz baglanma isleminin durdurulmasi ic¢in 0,125 M glisin
ilave edilerek 6 dk daha vakum uygulandi. Bu islem sonrasinda 6rnekler énce 40
ml soguk steril su ile yikanip sonra sivi azotta masere edilerek toz haline getirildi.
Elde edilen toz 0.4 M Sucrose, 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM sodium butyrate,
10 mM MgCl;, 5 mM B-ME ve 0.1 mM PMSF igeren 45 ml ekstraksiyon tamponu
1 ile karistirtlip vorteks ile diisiik hizda ¢zdiiriildii. Iki katl tiilbent bezinden yeni
falkon tiibiine siiziilen karisim 20 dk +4 °C’de karistiricida inkiibasyona birakildi.
Daha sonra karigim 20 dk 4000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edildi. Ust faz
uzaklastirilarak ¢okelti 0.25 M Sucrose, 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM sodium
butyrate, 10 mM MgCl,, 1% Triton X-100 ve 0.1 mM PMSF igeren 1,5 ml
ekstraksiyon tamponu 2’de ¢oziildiikten sonra 2 ml ependorf tiiplerine aktarildi.
13.000 rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edilen karisimdan iist faz uzaklastirildi.
Cokelti 450 ul ekstraksiyon tamponu 2 ile ¢oziildii. 2 ml ependorfa ekstraksiyon
tamponu 3’den (1.7 M Sucrose, 10 mM Tris—HCI, pH 8.0, 10 mM sodium
butyrate, 0.15% Triton X-100, 2 mM MgCl,, 0.1 mM PMSF) 0,45 ml ilave

edildikten sonra ¢ozdirdiigiimiiz karisim ektraksiyon tamponu 3 iizerine
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pipetlendi. Karigim 1 saat siire ile 13.000 rpm, +4 °C’de santrifiij edildi. Son
santrifiij asamasindan sonra iist faz atilarak kromatin igeren ¢okelti 50 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS karisimi igeren 450 pl lizis tamponu ile
¢oziildii. Bu asamadan sonra izole edilen kromatin karisimlari sonikatér yardimi
ile 200-1000 b¢ uzunlugundaki DNA fragmanlarina pargalandi. Sonikasyon
isleminden once 10 pL kromatin daha sonra agaroz jelde yiiriitiilmek tizere -80
°C’ye depolandi. Sonikasyon agsamasi i¢in Bandelin Sonopuls sonikator
cihazindan yararlanildi. On denemelerle belirlenen sonikasyon kosullari: 15
saniye, %10 power, 11 tekrar. Her sonikasyon dongiisiinden sonra kromatin
karisimi buzda 30 sn bekletildi. Sonikasyondan sonra 13.000 rpm’de +4 °C’de 10
dk santrifiij yapilan kromatin karisiminin siipernatantt yeni tiiplere aktarildi.
Sonikasyon isleminden sonra agaroz jelde yiiriitiilmek tizere 10 uL kromatin -80
°C’de depolandi. %1,5 agaroz jelin herbir bosluguna 50-100 ng Ornek
pipetlendikten sonra 100 V akimda, 50 dk yiritiliip jel fotografi ¢ekildi.
Sonikasyon isleminden gegirilen orneklere ait bantlarin 200-1000 baz ¢ifti

uzunlugunda oldugu gozlendi. Ornek agaroz jel goriintiisii sekil 2.2°de verilmistir.

Kromatin 6rnegi ChIP seyreltme tamponu (%1,1 Triton X-100, 1,2 mM
EDTA, 16,7 mM Tris-HCI, pH=8, 167 mM NaCl) ile 1:10 oraninda
seyreltildikten sonra immiinopresipitasyon islemine baglandi. 50 puL Protein A
Agarose beads/salmon sperm DNA (Millipore, 16-157) 1 ml ChIP seyreltme
tamponu ile ii¢ defa yikandi. Agaroz toplarin {izerine 1,5 ml seyreltilmis kromatin
ornegi eklendikten sonra 1 sa +4 °C’de karistiricida inkiibasyona birakildi. Agaroz
toplarin ¢oktiiriilmesi igin kromatin karigimi 3.000 rpm’de +4 °C’de 3 dk santrifiij
edildi. Ust faz yeni tiiplere aktarildiktan sonra 60 pL’si ‘INPUT’ kontrol olarak
kullanilmak iizere -20 °C’de saklandi. Immiinopresipitasyon asamasi igin gerekli
antikor miktarlar1 6n denemelerle belirlendi. Caligmada ChIP denemelerine 6zgii
primer antikorlar kullanildi: anti-histone H3 (acetyl K9) (abcam, ab4441), anti-
histone H3 (acetyl K27) (abcam, ab4729). Birinci ependorf tiipiindeki 600 pL
kromatin Ornegine 2,5 pg primer antikor (immiinopresipite 6rnek) ve ikinci
ependorf tiipiine ise sadece 600 pL kromatin 6rnegi (MOCK) ilave edildikten
sonra bu iki tip bir gece +4 °C’de karistiricida inkiibasyona birakildi. Ertesi giin

ChIP seyreltme tamponu ile yikanan protein A Agarose beads/salmon sperm DNA
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‘ya bir gece inkiibasyona birakilan kromatin+antikor karigimi pipetlendi ve 1 sa
+4 °C’de inkiibe edildi. Ayni islemler MOCK tiipii i¢in de uygulandi. Santrifiijden
sonra siipernatant1 uzaklastirilan agaroz toplar sirasiyla Low Salt, High Salt, LiCl
ve TE tamponlart (pH= 8) ile yikandi. Agaroz toplar {izerine Elution tamponu
eklendikten sonra 65 °C’de 15 dk inkiibasyona birakildi. Siipernatant yeni bir tiipe
aktarildiktan sonra aym islem tekrarlanarak silipernatantlar tek bir tlip icinde
birlestirildi. Ardindan, kromatin yapisindaki ¢apraz baglanmanin geri doniistimi
icin (reverse crosslinks) ChIP 6rnegi, MOCK ve INPUT tiiplerine 0,2 M NaCl
eklendikten sonra 65 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
orneklere 10 pl 0.5 M EDTA, 20 pl 1 M Tris-HCI (pH 6.5) ve 1ul 20 mg/ml
proteinaz K eklenerek 45 °C’de 3 saat inkiibe edildi. En son asamada
fenol/kloroform (1:1 v/v) ektraksiyonu ve etanol presipitasyonu metodlart ile
DNA izolasyonu gergeklestirildi (Sambrook and Russell, 2006). DNA o6rnekleri

real time-PCR analizlerinde kullanilmak tizere -20 °C’de depolandi.

123 4567 8 910
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Sekil 2.2. %1,5 agaroz jelde sonikasyon etkinliginin belirlenmesi. Sonikasyon igleminden 6nce ve
sonra ayrilan kromatin ornekleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi. 0,2 M
NacCl eklenen seker pancar1 kromatin drnekleri bir gece 65 °C’de inkiibasyona birakildiktan
sonra agaroz jelde yiiriitiildi. 1-4 numarali 6rnekler sonikasyondan 6nce ayrilan kromatin
ornekleri; 6-9 numarali 6rnekler sonikasyondan sonra ayrilan kromatin érnekleridir. 1: B.
maritima kontrol, 2: B. maritima 500 mM NaCl, 3: B.vulgaris kontrol, 4: B.vulgaris 500 m
M NacCl, 6: B. maritima kontrol, 7: B. maritima 500 mM NacCl, 8: B.vulgaris kontrol, 9:
B.vulgaris 500 mM NaCl, 10: 100 b¢ DNA ladder.
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2.11. Kantitatif PCR Analizleri

Kantitatif PCR (q-PCR) analizleri Applied Biosystems (ABI) StepOne real
time-PCR cihazinda SYBR Green mastermix (Power SYBR® Green PCR Master
Mix for Applied Biosystems, Life Technologies) kullanilarak gergeklestirildi. Q-
PCR analizleri i¢in kontrol ve tuz (250 ve 500 mM NaCl) gruplarindan genomik
DNA, input, mock ve immiinopresipite érnekler kullanildi. POX ve ACT genlerine
ozgt primerler Invitrogen-Oligo Perfect Designer programu ile dizayn edildi. PCR
kosullar1 ve DNA seyreltme miktar1 6n denemelerle belirlendi. PCR karigimi
hazirlanmadan 6nce INPUT, MOCK ve immiinopresipite 6rnekler 1:10 oraninda
seyreltildi. 20 uL PCR karisiminda 10 uLL SYBR Green mastermix, 1’er pL
forward ve reverse primer (10 uM), 3 uL nuclease free H,O ve 5 ul hedef DNA
bulunmaktadir. Transkript seviyelerinin belirlenmesinde B.vulgaris actin (ACT1)
geni (GenBank accession no: DQ866829) endojen kontrol olarak kullanildi.
B.vulgaris actin dizisinin amplifikasyonunda ChIP 6rnekleri (H3K9ac ve
H3K27ac antikorlariyla immiinopresipitasyon isleminden gegirilen Ornekler)
kullanilmadi. PCR kosullart: 95 °C’de 10 dk denatiirasyon, 95 °C’de 15 sn (x40),
60 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 1 dk uzama. Floresan sinyal 60°C’de belirlendi.
Amplifikasyon reaksiyonlarinin 6zgiinliigiiniin ve primer dimerlerinin tespit
edilmesi amaciyla melt-curve analizi kullanildi (60 °C’den 95 °C’ye 0.3 °C’lik
sicaklik artiglar1). Real time-PCR analizlerinden elde edilen veriler % input
normalizasyon metoduna gore normalize edildi (Haring et al., 2007). Real time-
PCR analizinde kullanilmak iizere tasarlanan primerler ¢izelge 2.1°de

gosterilmistir.

Input ve immiinopresipite 6rneklerdeki % input degerlerinin hesaplanmasi
icin Ct (cycle threshold) ve ACt degerleri kullanildi (Lin et al., 2012). ACt ve %IP
hesaplamalari Lin et al. (2012) metoduna gore yapildi:

ACt [normalize ChlIP] = Ct (ChIP)- [Ct (Input) -Log2 (Input seyreltme faktorii)].

|npUt % = 100/2 ACt [normalize ChiP]
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Hedef DNA boélgesindeki histon modifikasyonlarinin yogunlugunu gésteren %

input degeri immiinopresipite ve input 6rnekleri arasindaki farki verir.

2.12. istatistiksel Analizler

Her deneme en az ii¢ defa tekrar edildi. Elde edilen veriler ANOVA ile
analiz edildi. Biitiin sekillerdeki ve ¢izelgelerdeki degerler ortalamalar + SE (n=6)
seklinde gosterilmektedir. Siitunlar {izerindeki ayni harfler istatistiksel bakimdan
farkli olmayan degerleri gosterir (P < 0,05). Siitunlar iizerindeki * (p < 0,05) ve **

(p <0,01) isaretleri istatistiksel olarak anlamli farkliliklart gosterir.

Cizelge 2.1. Real time PCR analizinde kullanilmak iizere tasarlanan POX ve ACT genlerine 6zgii
reverse ve forward primerler.

Hedef geag)%cessmn Forward (F) ve reverse (R) Diziler Uriin (bg)
_ Forward: GATTTGGCACCACACCTTCT 120
Actin (DQ866829.1) Reverse: CAGGCACATTGAAGGTCTCA

Forward: CAATAGGGCAAGCCAGATGT 131
Reverse: CAGCGGGGTAAGATTGTTGT

Peroxidase (AJ276131.1)




46

3. SONUCLAR

3.1. Kok, Govde Uzunluklar: ve Bagil Biiyiime Hiz1 (RGR) Degerleri

B.vulgaris ve B.maritima bitki tiirlerinde kok/gévde uzunluklart ve RGR
degerlerinin tuza bagl degisimleri sekil 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir. ki farkli tuz
uygulamasi yapilan bitki gruplarinda RGR degerleri, kontrol grubu degerleri ile
karsilastirilarak Hunt et al.’un (2002) programi ile hesaplandi.

Her iki bitki tiriinde tuz stresi uygulamasi sonucunda kok ve govde
uzunluklar1 geriledi ve RGR degerleri ise belirgin bicimde azaldi. Kok
uzunluklarinda en fazla azalma B. vulgaris’de %28 ve B. maritima’da %27
oranlari ile sirasiyla 7.glin ve 14.glin 500 mM NaCl uygulanan bitki gruplarinda
gozlendi. 500 mM NaCl uygulamasinin 14. ve 21. giinlerinde kok uzunluklar1 B.
vulgaris tiirinde %21 ve %18; B. maritima tiiriinde ise %27 ve %20 oranlarinda
azaldi. B. maritima tiirlinde 7. giinde 250 ve 500 mM tuz uygulamasi govde
uzunlugunu sirasiyla %34 ve %32 oranlarinda inhibe etti. 500 mM NaCl
uygulanan B. vulgaris bitkilerinde 14. giinde gévde uzunlugu %17 ve 21. giinde
ise %19 oraninda azaldi. Bununla birlikte, B. maritima 14. giin 500 mM NaCl

uygulanan grupta govde uzunlugu %29 ve 21. giinde %19 gerileme gosterdi.

Her iki tiiriin RGR degerlerinin de tuz uygulamasiyla birlikte azaldig: tespit
edildi. 7, 14 ve 21. giinlerde RGR degerleri B. vulgaris’de B. maritima’ya oranla
daha fazla azalmigtir (bkz. sekil 3.2). RGR degerlerinin en fazla 500 mM tuz
uygulanmasindan  etkilendigi  goriilmektedir. Ornegin 500 mM  NaCl
uygulamasindan 14 giin sonra B. vulgaris’de RGR degeri %66 ve B. maritima’da
ise %31 oraninda geriledi. 14. giinde tuz stresi B. vulgaris bitkilerinde biiyiimeyi
belirgin bir bi¢imde baskilamasina ragmen B. maritima bitkilerinin tuz stresinden
daha az etkilendigi goriilmektedir. Denememizde B. vulgaris bitki grubunda tuz
stresinin uygulama siiresi artttkca RGR diizeylerinin azaldig1 saptandi. 250 mM
tuz uygulamasindan 7, 14 ve 21 giin sonra B. vulgaris’de RGR degerleri %29,
%49 ve %44 azalirken, B. maritima’da %24, %19 ve %8 oranlarinda azalmistir.
250 ve 500 mM NaCl uygulanan yabani pancar bitkilerinde 21. giinde RGR

degerlerinin tuz stresinden %10’dan daha az oranlarda etkilendigi goriilmektedir.
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Sekil 3.1. B. vulgaris ve B. maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl tuz
konsantrasyonlarimin  kdk ve goévde uzunluklarina etkisi. y-ekseninde kok, govde
uzunluklart (cm), X-ekseninde ise stres uygulama giinleri gosterilmistir. Grafiklerin
olusturulmasinda ortalama + SE (n=6) degerleri kullanildi. Siitunlar iizerindeki ayni
harfler istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gosterir (P < 0,05).
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Sekil 3.2. B. vulgaris ve B. maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl tuz
konsantrasyonlarmm RGR degerlerine etkisi. y-ekseninde RGR degerleri (g g™ giin™), x-
ekseninde ise stres uygulama giinleri gosterilmistir. Grafiklerin olusturulmasinda ortalama
+ SE (n=6) degerleri kullanild1. Stitunlar tizerindeki * (p < 0,05) ve ** (p < 0,01) isaretleri
istatistiksel olarak anlaml farkliliklar1 gosterir.

3.2. Bagil Su I¢erigi (RWC) Sonuclar

B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde tuz stresi uygulamasi sonucunda 0.,
7., 14. ve 21. giinlerde RWC’de meydana gelen degisimler sekil 3.3’de
gosterilmistir. B. vulgaris ve B. maritima bitkilerinin kontrol ve tuz gruplarinin
RWC degerlerinde anlamli farkliliklar tespit edildi. Tuz uygulamasinin ilk
haftasindan itibaren azalmaya baslayan RWC degerlerinin tiim deneme siiresi
boyunca kontrol grubuna oranla azaldig1 gozlendi. Buna gore B.vulgaris tiiriiniin
7. glin 250 mM NaCl uygulanan grubunda RWC degerinin kontrol grubuna oranla
%10; 500 mM NaCl grubunda ise %13 azaldig1 saptandi. Buna kargin B.maritima
tiriiniin 7.giin 250 mM tuz grubunda kontrol grubuna oranla %7; 500 mM tuz
grubunda ise %9 azalma belirlendi. B. vulgaris ve B. maritima bitkilerinde 250
mM NaCl uygulamasmin 14. giininde RWC degerinin kontrol grubuna gore
sirastyla %7 ve %8; 500 mM NaCl grubunda ise %13 ve %11 azaldigi gozlendi.
En disik RWC degeri, B. vulgaris bitkisinin 21. giin 500 mM NaCl grubunda
%66 olarak belirlendi. RWC degerlerinde en belirgin azalmanin 500 mM tuz
uygulamasindan 21 giin sonra B. vulgaris tiirinde %20 ve B. maritima tiirlinde ise

%14 oranlarinda oldugu saptandi. Tiim sonuclar birlikte degerlendirildiginde



49

ozellikle stres uygulamasinin 21. giiniinde RWC degerlerinin B.vulgaris tiiriinde

B.maritima’ya gore daha belirgin bir diistis gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 3.3. B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl uygulamalarinm (0., 7.,
14. ve 21. giin) RWC degerlerine etkisi. y-ekseninde RWC (%) degerleri, x-ekseninde ise
stres uygulama giinleri gosterilmistir. Grafiklerin olusturulmasinda ortalama = SE (n=6)
degerleri kullanildi. Siitunlar {izerindeki ayn1 harfler istatistiksel bakimdan farkli olmayan
degerleri gosterir (P < 0,05).

3.3. Ozmotik Potansiyel Sonuglar:

B.vulgaris ve B.maritima bitki tiirlerinin tuz stresi uygulamasimin 0., 7.,
14. ve 21. giinlerinde ozmotik potansiyel degerlerinde meydana gelen degisimler
sekil 3.4’de gosterilmistir. B.vulgaris ve B.maritima tiirlerine ait ozmotik
potansiyel diizeylerinin tuz stresi uygulamasindan sonra azaldigi belirlendi. B.
vulgaris Dbitkilerinde 250 mM NaCl uygulamasinin 7. giinde, ozmotik
potansiyelde siddetli bir diisiis meydana getirdigi saptandi. 7. giinde 250 ve 500
mM tuz uygulanan B. maritima bitkilerinde ozmotik potansiyel %66 ve %86
oranlarinda ve B. vulgaris’de ise %83 oraninda ve %149 dismistiir. 14. giin 250
ve 500 mM tuz gruplarinda B. vulgaris’de sirasiyla %109 ve %175 oraninda
azalmalar goriiliirken; B. maritima bitkilerinde sirasiyla %73 ve %77 oranlarinda
azalmalar goriilmistiir. Tuz stresinin ozmotik potansiyel {lizerindeki en belirgin
etkisi 21. giin 500 mM NaCl bitki gruplarinda tespit edildi. Tuz uygulamasinin 21.
giiniinde, ozmotik potansiyelin B.vulgaris’de -3,25+0,0041 ve B.maritima’da -

2,9240,0132 degerlerine kadar geriledigi goriildi. B.vulgaris ve B.maritima
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bitkilerinde ozmotik potansiyel degerlerindeki en etkili azalmanin 500 mM tuz
uygulanan  gruplarda meydana geldigi bulunmustur. 1ki bitki tiirii
karsilastirildiginda tuz stresinin B. vulgaris bitkisinin ozmotik potansiyel

degerlerini B. maritima’ya oranla daha ¢ok etkiledigi saptanmustir.
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Sekil 3.4. B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl uygulamalarinmn (0., 7.,
14. ve 21. giin) ozmotik potansiyel degerlerine (MPa) etkisi. Grafiklerin olusturulmasinda
ortalama + SE (n=6) degerleri kullanildi. y-ekseninde ozmotik potansiyel (MPa) degerleri,
x-ekseninde ise stres uygulama giinleri gosterilmistir. Siitunlar {izerindeki ayni harfler
istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri gosterir (P < 0,05).

3.4. Klorofil Fliioresans (F\/Fy;) Sonugclar:

B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde tuz stresi uygulamasinin 0., 7., 14. ve
21. giinlerinde Fy/Fy degerlerinde meydana gelen degisimler cizelge 3.1°de
gosterilmistir. B. vulgaris ve B. maritima bitkilerinde F\/Fy degerleri bakimindan
anlamli bir farklilhik goriilmemesi bu bitkilerin tuz stresine uyum sagladiginin
gostergesidir. Ancak, B. vulgaris’de tuz stresi uygulamasindan 7, 14 ve 21 giin
sonra Fy/Fy degerlerinde az miktarda bir degisim meydana geldi. 21. giinde B.
vulgaris’de 250 ve 500 mM NaCl uygulamasi sonucunda Fv/Fm degerleri kontrol
grubuna gore %2,4 oraninda diistii. Seker pancari bitkilerinde 500 mM tuz
uygulamasinin 7., 14. ve 21. gilinlerinde klorofil fliioresans1 sirasiyla %1,17,
%2,35 ve %24 oranlarinda azaldi. B. maritima’da 7. ginde 500 mM NaCl
uygulamasinin Fv/Fm degerini %0,11 oraninda azalttigi gozlendi. B. maritima
bitkilerinin 14. ve 21. giin 500 mM NaCl gruplarinda ise Fv/Fm degerleri sirasiyla
0,848+0,008 ve 0,859+0,003 olarak belirlendi.
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Cizelge 3.1. B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl uygulamalarinin (0.,
7., 14. ve 21. giin) Fv/Fm degerlerine etkisi. Cizelgenin olusturulmasinda ortalama + SE
(n=6) degerleri kullanildi. Ortalama degerler iizerindeki ayni harfler istatistiksel
bakimdan farkli olmayan degerleri gosterir (P < 0,05). (0K: 0.giin kontrol, 7K: 7.giin
kontrol, 7-250: 7.giin 250 mM NaCl, 7-500: 7.giin 500 mM NaCl, 14K: 14.giin kontrol,
14-250: 14.giin 250 mM NaCl, 14-500: 14.giin 500 mM NaCl, 21K: 21.giin kontrol, 21-
250: 21.giin 250 mM NaCl, 21-500: 21.giin 500 mM NacCl)

Stres . ..

B.vulgaris B.maritima
uygulama

Fv/iFm Fv/iFm

giinleri
0K 0.835°+£0.01 0,850%:0,008
7K 0.851°+0.09 0,854%£0,005
7-250 0.833%+0.02 0,860%+0,001
7-500 0.848™+0.01 | 0,853%:0,007
14K 0.843"+0.01 | 0,842%+0,01
14-250 0.847%+0.01 | 0,843%+0,01
14-500 0.835°+0,01 0,848%+0,008
21K 0.831°+0,01 0,858%+0,004
21-250 0.816%0,02 0,857%+0,005
21-500 0.813%0,01 0,859%+0,003

3.5. Lipid Peroksidasyonu

B.vulgaris ve B.maritima yapraklarindaki lipid peroksidasyonu MDA
miktarlar1 6lgiilerek degerlendirildi. Tuz stresinin MDA diizeyine etkisi sekil
3.5’de gosterilmistir. Uygulama siiresi boyunca MDA igeriklerinin tuz stresinden
etkilendigi belirlendi. Ozellikle 500 mM NaCl stresinin seker pancarinda MDA
birikimini siddetli bir bigimde arttirdigi ve yabani pancarda ise bu artisin daha
diisiik diizeylerde seyrettigi goriildii. 7. giin 500 mM NaCl uygulamast MDA
seviyesini B. vulgaris’de kontrol grubuna gore %168 ve B. maritima’da ise %24
oranlarinda arttirdi. 250 ve 500 mM NaCl uygulamasinin 14. giiniinde B. vulgaris
tirtinde MDA diizeyleri sirasiyla %98 ve %186 oraninda; B. maritima’da ise %56
ve %59 oranlarinda artis gosterdi. B. vulgaris 21. giin 250 ve 500 mM NacCl
gruplarinda MDA seviyeleri kontrol gruplari ile karsilastirildiginda sirastyla %145
ve %200 oraninda artti. Buna karsin B. maritima bitkilerinin 21. giin 500 mM
NaCl gruplarina ait MDA diizeylerinde %36 oraninda bir artis meydana geldi.
Tiim sonuglar degerlendirildiginde B. vulgaris MDA degerlerindeki artis oraninin

B. maritima MDA degerlerinden daha yiiksek oldugu goze ¢arpmaktadir.
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Sekil 3.5. B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl uygulamalarinin (0., 7.,
14. ve 21. giin) MDA seviyelerine (nmol g YA™) etkisi. y-ekseninde MDA (nmol g YA™)
degerleri, x-ekseninde ise stres uygulama giinleri gosterilmistir.  Grafiklerin
olusturulmasinda ortalama + SE (n=6) degerleri kullanildi. Siitunlar {izerindeki * (p <
0,05) ve ** (p <0,01) isaretleri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gosterir.

3.6. Peroksidaz Enzim Aktivitesi

Tez projemizde B.vulgaris ve B.maritima kontrol ve tuz gruplarinda (250
ve 500 mM NaCl) POX enziminin strese yanit ve tolerans siireglerine katkisinin
anlasilmas1 amaciyla POX enzim aktivitesi Ol¢iildii. B.vulgaris ve B.maritima
bitki tiirlerinde tuz stresi uygulamasinin 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde POX enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisimler sekil 3.5’de gosterilmistir. Seker pancari
ve yabani pancarda temel ve indilklenmis POX aktivitelerinin yiiksek oldugu
tespit edilmesine karsin B.maritima nin daha yiliksek degerlere sahip oldugu
goriildi. B. vulgaris bitkilerinin 7. giin 250 ve 500 mM NaCl uygulanan
gruplarmda POX enzim aktivitelerinin sirasiyla %98 ve %51 oraninda arttigi
saptandi. Buna karsin B. maritima tiiriiniin 7. giin 250 mM NaCl grubunda kontrol
grubuna oranla %47; 500 mM NaCl grubunda ise %179 artis belirlendi.
B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde en yiiksek POX aktivitesi 500 mM NaCl
uygulamasindan 14 giin sonra tespit edildi (4.10 ve 5.58 iinite mg protein™).
B.maritima bitkisinde 250 mM tuz uygulamasi, POX aktivitesini arttirmasina
ragmen 500 mM NaCl uygulamasi, POX enzim aktivitesini daha belirgin diizeyde
arttirdi. Bu durum B.vulgaris igin gegerli degildir, sadece 14. giinde 500 mM
NaCl’nin POX aktivitesi artig oranlarin1 250 mM tuza kiyasla daha c¢ok etkiledigi
belirlendi. Buna gore 14. giin 500 mM NaCl uygulamast POX enzim aktivitesini
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B. wulgaris’de %54; B. maritima’da ise %400 oranlarinda arttirdi. Stres
uygulamasindan 21 giin sonra B. vulgaris yapraklarinda POX aktivitesinin kontrol
grubuna yakin degerlerde seyrettigi goriiliirken yabani pancarin 250 ve 500 mM
tuz gruplarinin her ikisinde de POX aktivitelerinin dikkate deger bir sekilde
yiikseldigi saptandi. 250 mM NaCl uygulamasindan 21 giin sonra B. vulgaris’de
POX enzim aktivitesi sadece %9 ve B. maritima’da ise %41 oraninda yiikseldi.
500 mM NaCl uygulamasinin 21. giiniinde B. maritima bitkilerinde POX enzim

aktivitesi degerinin %108 oraninda arttig1 saptandi.

B.vulgaris B.maritima o Control
k250 mM NaCl

8 B 500 mM NaCl

k%

POX aktivitesi (iinite mg protein)

DO D7 D14 D21 DO D7 D14 D21

Sekil 3.6. B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl uygulamalarinin (0., 7.,
14. ve 21. giin) POX enzim aktivitesine (iinitt mg protein™) etkisi. Grafiklerin
olusturulmasinda ortalama + SE (n=6) degerleri kullanildi. y-ekseninde POX (iinite mg
protein™) aktivitesi, x-ckseninde ise stres uygulama giinleri gosterilmistir. Siitunlar
iizerindeki * (p < 0,05) ve ** (p < 0,01) isaretleri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gosterir.

3.7. Peroksidaz Gen ifadesi

Kontrol ve tuz gruplarinda peroksidaz geninin ifadesi g-PCR analizleri ile
belirlendi. 0, 250 ve 500 mM NaCl uygulamalarinin 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde
POX gen ifadesi degisimleri sekil 3.7’°de gosterildi. Her iki tuz uygulamasinin da
B. vulgaris ve B. maritima bitkilerinde transkripsiyonu uyardig: ve uygulamalar
arasinda belirgin farkliliklar oldugu tespit edildi. 250 ve 500 mM NacCl
uygulamalarinin 7. giiniinde seker pancarinda POX transkripsiyonu sirasiyla 3 kat
ve 15 kat artt1. B. maritima 7. giin 250 ve 500 mM NaCl gruplarinda ise 6 kat ve
10 kat yiikselmeler saptandi. 250 mM NaCl uygulamasindan 14 ve 21 giin sonra
B. maritima’da POX transkripsiyonu 8 kat ve 3 kat yiikselirken; B. vulgaris’de ise
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250 mM NaCl uygulamasinin sadece 21. giiniinde 1,8 katlik bir artis tespit edildi.
Bununla birlikte, B. vulgaris 14. ve 21. giin 500 mM NaCl uygulanan gruplarda
POX transkripsiyonu 15 kat ve 27 kat artarken; B. maritima’da ise 11 kat ve 14
kat artti. Seker pancar1 ve yabani pancar bitkilerinde POX transkripsiyonunda en

belirgin yiikselmeler 21. giin 500 mM NaCl uygulama gruplarinda belirlendi.
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Sekil 3.7. B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde POX transkript seviyeleri (POX relative transcript
abundance) g-PCR yo6ntemi ile 6l¢iildi. Ayni uygulama giiniinde seker pancari ve yabani pancarin
0, 250 ve 500 mM NaCl uygulama gruplarinin karsilastirilmasi igin ortalama + SE (n=4) degerleri
kullanildi. y-ekseninde POX transkript diizeyi, x-ekseninde ise stres uygulama giinleri
gosterilmigtir. Siitunlar {izerindeki * (p < 0,05) ve ** (p < 0,01) isaretleri istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar1 gosterir.

3.8. Peroksidaz Geninde H3K9 ve H3K27 Asetilasyon Seviyeleri

POX geninin diizenlenmesinde kromatinin yeniden diizenlenmesinin
roliinii incelemek amaciyla B.vulgaris ve B.maritima kontrol ve tuz gruplarinda
H3K9 ve H3K27 asetilasyon seviyeleri ChIP yontemi ile tespit edildi (sekil 3.8 ve
sekil 3.9). B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde H3K9 ve H3K27 asetilasyonunun
POX transkript seviyesi iligkili oldugu bulundu. H3K9 asetilasyonunun POX gen
aktivasyonu tizerinde daha etkili oldugu gozlendi. H3K27 asetilasyonu POX
geninin ifadesinde etkili bir histon modifikasyonu olmasina karsin O6zellikle
B.maritima’da H3K27ac seviyelerinin diisiik oldugu saptandi. B.maritima tuz
gruplarinda H3K9 asetilasyon diizeylerinin belirgin bi¢cimde yiikseldigi ve
ozellikle 500 mM NaCl stresi uygulanan bitki gruplarinda bu artisin daha da fazla
oldugu goriilmektedir (Bkz. sekil 3.8). B.vulgaris bitkilerinde H3K9ac



55

seviyelerinin tuz stresi uygulanan gruplardan (250 ve 500 mM NacCl) ziyade
kontrol gruplarinda daha yiiksek oldugu belirlendi. En yiiksek H3K9 asetilasyon
seviyesi 21 giin boyunca 500 mM NaCl uygulanan B.maritima bitkilerinde %0,8
ve B.vulgaris 14. giin kontrol gruplarinda ise %0,5 olarak tespit edilmistir. B.
vulgaris ve B. maritima bitkileri arasinda H3K27 asetilasyon diizeyleri
bakimindan oOnemli farkliliklar saptanmistir. Seker pancarinda en yiiksek
H3K27ac seviyesi 14. ve 21. giin 500 mM NaCl gruplarinda rapor edildi (%0,15
ve 0,18) (Bkz. sekil 3.9). Yabani pancarin kontrol ve tuz gruplarinda H3K27
asetilasyon seviyeleri agisindan belirgin farkliliklar yoktur. B.maritima %input
degerlerinin B.vulgaris’e oranla ¢ok daha diisiik oldugu goriilmektedir (en yiiksek
%IP degeri %0,009).

B.vulgaris B.maritima
OMock
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Sekil 3.8. POX geninde H3K9 asetilasyon seviyeleri. H3K9 asetilasyonu ChIP analizi ile tespit
edildikten sonra input DNA’ya (%IP) gore normalize edildi. 0, 250 ve 500 mM NaCl
uygulanan B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde POX geni H3K9ac seviyeleri g-PCR
yontemi ile karsilastirildi. Ortalama +SE (n=4) degerleri kullanildi. y-ekseninde %IP
degerleri, x-ekseninde ise stres uygulama giinleri gdsterilmistir. Stitunlar iizerindeki * (p <
0,05) ve ** (p < 0,01) isaretleri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gosterir.
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Sekil 3.9. POX geninde H3K27 asetilasyon seviyeleri. H3K27 asetilasyonu ChIP analizi ile tespit
edildikten sonra input DNA’ya (%IP) gore normalize edildi. 0, 250 ve 500 mM NaCl
uygulanan B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde POX geni H3K27ac seviyeleri g-PCR
yontemi ile karsilastirildi. Ortalama +SE (n=4) degerleri kullanildi. y-ekseninde %IP
degerleri, x-ekseninde ise stres uygulama giinleri gdsterilmistir. Siitunlar iizerindeki * (p <
0,05) ve ** (p < 0,01) isaretleri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gosterir.
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4. TARTISMA

Tez galismamizda 0, 250 ve 500 mM NaCl uygulanan seker pancari (B.
vulgaris) ve yabani pancar (B. maritima) bitkilerinde biiyiime parametreleri (kok,
govde uzunlugu, RGR), bagil su igerigi, ozmotik potansiyel, fotosentez, lipid
peroksidasyonu, POX enzim aktivitesi, POX transkripsiyon diizeyleri ve POX
genindeki H3K9 ve H3K27 asetilasyon diizeyleri incelendi.

NaCl stresi bitki organlarinda, koklerde ve siirgiinlerde biiyiimeyi yavaslatir
(Li et al., 2014; Katsuhara and Kawasaki, 1996). Calismamizda B. vulgaris ve B.
maritima bitki tiirlerinde 0, 250 ve 500 mM NaCl konsantrasyonlarinin kok,
stirgiin uzunluklarin1 ve RGR degerlerini azalttig: tespit edildi. Kuraklik stresinin
siirglinlerde biiylimeyi kok biliylimesinden daha ¢ok etkiledigi ve kok/siirgiin kuru
agirlik oraninda artisa neden oldugu Dbilinmektedir (Marschner, 1995).
Calismamizda B.vulgaris ve B.maritima’da tuz stresi kok ve govde biiyiimesini
azalttig1 igin RGR degerlerinde belirgin bir degisim gozledik. Ozellikle B.vulgaris
bitkilerinin biiyiime degerleri B.maritima bitkilerine gore tuz stresinden daha fazla
etkilendi. Cesitli seker pancari varyetelerinde tuz stresinin etkilerinin incelendigi
yayinlarda NaCl stresinin biiylime parametrelerini baskiladigi ortaya cikmistir
(Ghoulam et al., 2002; Bor et al., 2003). Ghoulam et al’a (2002) gore bes seker
pancar1 varyetesinde tuz uygulamasinin yaprak alani, yas ve kuru agirliklar
azalttig1 ve tuz miktarlar1 yiikseldikg¢e biliyiime degerlerinin daha da fazla diistiigi
gorilmiistiir. TOP adli seker pancar1 varyetesinde 200 mM NaCl uygulamasinin
yas agirliklart daha belirgin diizeylerde azalttig: tespit edilmistir. Ayni ¢alismada
200 mM NaCl uygulamasindan sonra kuru agirligin kontrol grubundan %48 ve
%40 oranlarinda daha diisiik oldugu agiga ¢ikartilmistir (Ghoulam et al., 2002).
125 mM NaCl uygulamasi yapilan B. vulgaris bitkilerinin gévde ve kok yas
agirliklarimin - kontrol gruplarina gore %36 ve %35 daha diisik oldugu
belirlenmistir (Wakeel et al., 2011). Oryza sativa Pokkali (tuza direngli) ve IR-28
(tuza duyarl1) varyelerinde yapilan tuz denemelerinde tuza duyarh bitkilerde kok
uzunluklarmin azaldigi ve tuza direngli bitkilerde ise degisiklik olmadigi
saptanmistir (Demiral and Tiirkan, 2005). Demiral and Tiirkan’a (2005) gore, IR-

28 varyetesinde kok biiylimesinin tuza bagli azalmasi koklerde H,O, seviyesinin



58

artmastyla ilintilidir. Misir bitkisinde NaCl stres uygulamasinin 7. giintinde kok ve
stirgiin biiyiimesi azalmistir (Li et al., 2014). 200 mM NaCl stresi verilen Zea
mays bitkilerinde 96 saat sonra kok uzunlugundaki azalma orani kontrol grubuna
gore %27 ve %26 daha disiiktiir. Soguk, yiiksek sicaklik, tuz ve agir metal
streslerinin musir fidelerinde kok uzunlugu, yas ve kuru agirliklari sirasiyla %30-
45, %43-68 ve %45-78 oranlarinda disiirdiigli anlagilmistir (Zhao et al., 2014b).
Tuz stresi bitki bliylimesini yavaslatmasina ragmen tuza toleranshi bitkilerin

yiiksek tuz oranlarinda bile yasayabildigi bilinmektedir (Munns and Tester, 2008).

Yapraklarin su durumunun belirlenmesinde ozmotik potansiyel ve RWC
degerleri kullanildi. Toprak tuzluluguna maruz kalan bitkilerin topraktan su
alinimimni  azaltma yoluna giderek biiyiimeyi baskiladiklart bilinmektedir
(Greenway and Munns, 1980). Calismamizda yaprak su durumunun tuz stresinden
etkilendigi goriilmektedir. Seker pancari ve yabani pancar bitkilerinde RWC ve
ozmotik potansiyel degerlerinde azalmalar meydana geldigi ve bitki tiirleri
arasinda azalma oranlar1 bakimindan farkliliklar oldugu goriildi. 200 mM NaCl
stresine maruz birakilan TOP adli seker pancar1 varyetesinde RWC degeri
%80’den %58 e gerilemistir (Ghoulam et al., 2002). Tuz stresi uyguladigimiz B.
vulgaris ve B. maritima bitkilerinde Ozellikle stresin 21. giiniinde ozmotik
potansiyel degerlerinde belirgin bir artis gozlendi. Katerji et al.’a (1997) gore
yiiksek tuz konsantrasyonlarina maruz birakilan seker pancari turgor potansiyeli
kaybimmi o6nlemek igin ozmotik potansiyeli 0,4 MPa’a distiriir. Turgor kaybi
RWC’nin diismesine ve su kullaniminda azalmaya neden olur (Katerji et al.,
1997; Ghoulam et al., 2002). Clarke et al’a gore (1993) stomalarin kapanmasi
yaprak su potansiyelinde azalmaya neden olur ve bdylece seker pancarinda su

alimimi, biiyiime ve fotosentezin devamlilig1 saglanir.

Tuz stresi stomalarin kapanmasiyla birlikte yapraklardaki karbon dioksit
miktarmin azalmasina ve fotosentezin olumsuz etkilenmesine neden olur (Li et al.,
2014; Ben Taarit et al., 2009). Tuz stresi disinda bocekler, patojenler, soguk ve
kuraklik stresleri de klorofilin pargalanmasina neden olur (Hendry et al., 1987).
Projemizde B.vulgaris ve B.maritima fotosentez etkinlikleri arasinda belirgin bir

farklilik goriilmedi. NaCl uygulamasi nedeniyle klorofil igeriginde azalma ve
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oksidatif stres olusumu fotosentezi olumsuz etkiler. Buna ragmen Fv/Fm
degerlerinde meydana gelen kiiciik degisimler Beta genotiplerinin diger bitkilere
oranla tuz stresi altinda daha iyi bir performansa sahip oldugunu gosterir (Zhang
et al., 2005). Tez ¢alismamizda B. maritima bitkisinin kontrol ve tuz gruplariin
tamaminda Fv/Fm degerlerinde belirgin bir farklilik gézlenmedi. Bu durum B.
maritima’nin yiiksek tuz stresi kosullarinda bile PSII’yi (klorofil fliioresans) B.
vulgaris tiiriinden daha iyi koruyabildigini géstermektedir. B. maritima’nin aksine
tuz stresi uygulanan B. vulgaris bitkilerinin Fv/Fm degerlerinde 6zellikle stresin
21. gliniinde belirgin bir azalma goriilmiistiir. Pigment seviyelerinin azalmasiyla
birlikte klorofil fliioresans yogunlugu da %16 oraninda kaybolur. Fotosistem II
(PSII), fotosentez sisteminin hassas bir elemanidir (Allakhverdiev et al., 2000).
Tuz kosullar1 PSII etkinliginde, elektron tasima zincirinde (ETC) ve CO,

asimilasyon hizinda belirgin azalmalara neden olur (Piotr and Grazyna, 2005).

Lipid peroksidasyonunda gozlenen degisiklikler oksidatif hasarin
gostergesidir (Borsani et al., 2001). MDA, fosfolipidlerde doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucunda meydana gelen son iriinlerden biridir
(Halliwell and Gutteridge, 1989). ROS’lar fosfolipid molekiillerinin iki karbon
atomu arasindaki doymamis (¢ift) baglara ve gliserol ve yag asidi arasindaki ester
bagma saldirir. O~ ve "OH radikalleri ¢oklu doymamig yag asitlerinin metilen
gruplariyla reaksiyona girerek dienler, lipid peroksi radikaller ve hidroperoksitleri
meydana getirir (Smirnoff, 1995). Calismamizda B.maritima bitkilerinde diger
fizyolojik paremetrelerle birlikte lipid peroksidasyonu seviyelerinin daha diisiik
olmasi bu bitkilerin yiiksek tuz miktarlarina karsi daha direngli olduklarini
gosterir. B.vulgaris’de lipid peroksidasyonu artis oranlarinin daha yiiksek olmasi
bu bitkilerde membran hasarinin meydana geldigini ve tuz stresine toleransin
diistiigiinii gostermektedir. Calismamiza benzer sekilde, Bor et al. ‘un (2003)
calismasinda da MDA seviyeleri tuz stresi kosullarinda B. vulgaris’de B.
maritima’dan daha yiiksek diizeyde belirlenmistir. Bor et al’a (2003) gore, kiltiir
ve yabani pancar tiirlerinin her ikisinde de 500 mM NaCl uygulamasinin 6zellikle
12. gliniinde lipid peroksidasyonu seviyeleri belirgin bi¢cimde yiikselmistir. Tuz
stresi kosullarinda B. maritima’da MDA igerigi %40 ve B. vulgaris’de ise
%42 dir (Bor et al., 2003). Tuz stresi kosullarinda SOD, POX, APX, CAT ve GR
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enzim aktivitelerinin artmasi yabani pancarda membran biitiinliiginin
korunmasinda oksidatif hasarin azaltilmasi ag¢isindan 6nemlidir (Bor et al., 2003).
Uzun siireli tuz uygulamasi (60 giin) bugday fidelerinde H,O, ve lipid
peroksidasyonunda artiga neden olur, tuza hassas olan kiiltivarda bu oran daha da
artar (Sairam et al., 2002). IR-28 c¢eltik varyetesinde (tuza duyarli) tuz stresi
arttikca lipid peroksidasyonu seviyesinin de asama asama arttig1 kaydedilmesine
karsin tuza direngli pokkali varyetesinin koklerinde tuzun siddeti arttirilsa bile
lipid peroksidasyonunda degisiklik belirlenmemistir (Demiral and Tiirkan, 2005).
Tuza toleransh pokkali kiiltivarinin koklerinde lipid peroksidasyou seviyesinin IR-
28’den daha diisiik olmasi tuza duyarl bitkilerin oksidatif hasara karsi daha iyi bir
korumaya sahip oldugunu gosterir (Demiral and Tirkan, 2005). Lycopersicon
esculentum ve tuza toleransli yabani akrabasi Lycopersicon pennellii domates
bitkilerinde yapilan bir ¢aligmada, 100 mM tuzlu ortamda yetistirilen tuza duyarl
bitkilerde lipid peroksidasyon seviyesinin toleransli bitkilerden daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (Shalata and Tal, 1998). Tuza toleransli domates bitkilerinde
tuzla birlikte uyarilan SOD ve APX aktivitelerinin kismen de olsa etkili bir

antioksidan koruma sagladigi soylenebilir (Shalata and Tal, 1998).

Bitki hiicrelerinde SOD, POX ve CAT antioksidan enzimleri hiicreleri
oksidatif hasardan koruyan bir savunma ekibi gibi ¢alisir (Mittler, 2002). POX
kloroplastlarda H,O;’yi siipiiren enzimlerden biridir (Asada and Takahashi, 1987).
POX, savunma enzimi olmasinin yanisira lignifikasyon, siiberizasyon, hiicre
duvari proteinlerinin ¢apraz baglanmasi, senesens ve Oksin katabolizmasi gibi
stireglere de katki saglar (Hiraga et al., 2001). Bitki peroksidazlar1 A.thaliana,
celtik ve tiitiinde tanimlanan ¢ok sayida izoenzimi ve varyantlar ile birlikte bir
siiper aile olarak gruplandirilir (Hiraga et al., 2001). Bu ¢alismada ve 2003 yilinda
calisma grubumuz tarafindan yayimlanan makalede B.vulgaris ve B.maritima
bitkilerinde total POX aktivitelerinin yiikselmesi diger POX enzimlerinin
katkisiyla iliskili olabilir. Tez projemizde seker pancari ve yabani pancarda temel
ve indiiklenmis POX aktivitelerinde artis gozlendi. Ancak, en yiliksek POX
aktivitesi 500 mM NaCl uygulanan yabani pancar bitkilerinde tespit edildi. Bu
sonuglar c¢alisma grubumuz tarafindan 2003 yilinda yayimlanan makalenin

bulgulan ile paralellik gostermektedir. Bor et al (2003), 150 ve 500 mM NacCl
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stresleri uygulanan B. maritima ve B. vulgaris bitkilerinde POX aktivitesinin
belirgin bir sekilde arttigin1 tespit etmistir. B. maritima POX aktivitesi
degerlerinin B. vulgaris POX degerlerinden daha yiiksek olmasi tuza toleransh
pancar tlirliniin ROS’lar1 daha etkin bir sekilde siipiirebildigini ve POX gen
ifadesinin daha yiiksek oldugunu gosterir (Bor et al., 2003). Tuza toleransh
bitkilerde antioksidan sistemin katkisi bitki tiirline gore degismektedir (Shalata
and Tal, 1998). Limonium sinense halofit tiiriinde 500 mM NaCl uygulamasindan
4 giin sonra CAT aktivitesi en yiiksek seviyesine, POX ve SOD aktiviteleri ise
2.ve 3. ginde maksimum seviyelerine ulagmistir (Zhang et al., 2014).
Calismamizda seker pancar1 ve yabani pancar bitkilerinde POX enzim aktivitesi
500 mM tuz stresinden 14 giin sonra maksimum seviyesine ulasti. Tez projemizde
B. vulgaris 21. giin 500 mM tuz grubu bitkilerinde POX aktivitesi degerlerinin
kontrol grubuna yakin oldugu goriilmektedir. IR-28 celtik varyetesinde (tuza
duyarli) tuz stresi arttikca POX enzim aktivitesinin arttig1 kaydedilmesine karsin
tuza direngli pokkali varyetesinin koklerinde tuzun siddeti arttirildiginda POX
enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmistir (Demiral and Tiirkan 2005). Lin and Kao
(2001), NaCl miktar arttik¢a azalan kok biiylimesinin hiicre duvart peroksidaz
aktivitesinin artisina bagli oldugunu gostermistir. Tuza toleranshi ve duyarli
domates bitkisinde yapilan ¢aligmalarda da POX aktivitesinin arttig1 gosterilmistir
(Shalata and Tal, 1998). Baska bir ¢alismada UV-B radyasyonuna maruz birakilan
tic haftalik seker pancari bitkilerinde peroksidaz enzim aktivitesinin yiikseldigi
rapor edilmistir (Panagopoulus et al., 1990). 150 mM NaCl stresi uygulanan ¢eltik
bitkilerinde (Oryza sativa L. cv. Dongjin) guaiacole 6zgii peroksidaz aktivitesinin
belirgin bigimde yiikseldigi tespit edilmistir (Lee et al.,, 2001). Tuz stresi
uygulanan Carthamus tinctorius (aspir) ve Helianthus annuus bitkilerinde POX
enzim aktivitesi sirastyla %81,48 ve %76,58 oranlarinda yiikselmistir (Jabeen and
Ahmad, 2013). Mittal and Dubey (1991), tuza tolerans bakimindan farklilik
gosteren iki celtik kiiltivarinda peroksidaz enzimi ve tuza tolerans arasinda negatif

bir iligki oldugunu tespit ettiler.

Tez galismamizda 250 mM NacCl stresinin B. maritima POX gen ifadesini B.
vulgaris’den daha fazla etkiledigi tespit edildi. Farkli bitki tiirlerinde antioksidan

savunma mekanizmalar1 Korunur ve tuz stresine yanit olarak antioksidan genlerin
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ifadesi artar (Menezes-Benavente et al., 2004). Menezes-Benavente et al., (2004),
tuz stresi uygulanan ¢eltik bitkilerinde antioksidan enzimleri kodlayan genlerin
transkript seviyelerini inceledi. Tuz uygulanan 11 giinlik fidelerde SodCcl,
SodCc2, CatB, APx ve GR gen ifadesinde artig goriilmiistiir. Dunajska-Ordak,
Tyburski et al (2014), B. vulgaris yaprak orneklerinden peroksizom askorbat
peroksidazi (BVvpAPX) izole etmislerdir. B. vulgaris Huzar ve Janosik varyeleri ile
B. vulgaris ssp. maritima tiiriinde tuz uygulamasindan 32 giin sonra APX gen
ifadesinin belirgin diizeyde artis gosterdigi ancak diisiik NaCl miktarlarinin 18
giin sonra gen ifadesinde degisiklige neden olmadig1 belirlenmistir. U¢ pancar
genotipinde 300 mM NaCl uygulamasindan sonra BvpAPX ifade diizeyleri
belirgin sekilde artmustir. Tuz uygulanan B.vulgaris ssp.maritima bitkilerinde
APX enzim aktivitesinin gen ifadesinden daha 6nce tetiklendigi anlagilmistir Poa
pratensis bitkisinin kurakliga toleransli (midnight) ve hassas (brilliant)
kiiltivarlarinda yapilan bir ¢aligmada kuraklik uygulanan ve iyilesme periyoduna
alinan bitkilerde CAT, POX, FeSOD, MnSOD, GR ve DHAR gen ifadelerinde
degisiklik goriilmemistir (Xu et al., 2011). 6 giinliik iyilesme periyodundan sonra
midnight kiiltivarmin CAT, POX ve APX aktivitelerinin brilliant kiiltivarindan
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Buna gore P.pratensis bitkisinde CAT, POX ve
APX enzimleri kuraklik sonrasi iyilesme siirecinde daha etkin rol almaktadir (Xu

etal., 2011).

Bitkiler kuraklik, tuz, yiiksek sicaklik ve soguk gibi olumsuz c¢evre
kosullarina yanit i¢in molekiiler mekanizmalar evrimlestirmistir (Bor et al., 2003;
Kumar Dhar et al., 2014). Bitkilerde stresin uygulama siiresine bagli olarak
meydana gelen kisa ve uzun siireli yanit mekanizmalari mevcuttur. Strese uzun
sireli yanit mekanizmasinda savunma ile iligkili genlerin transkript seviyeleri
artar veya baskilanir (Kumar Dhar et al.,, 2014). Mutasyon ve genetik
rekombinasyon siirecleri bitki hiicrelerinde strese direncin gelismesini saglayan
yeni allelerin olugsmasimna zemin hazirlamasina ragmen yeni alleler olusmadan
once bitkilerin ¢evresel stres faktorleriyle karsilagsmalart muhtemeldir (Peng and
Zhang, 2009). Bu tiir kosullarda bitkide stresle iligkili genlerin epigenetik

diizenlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir.
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En bilinen histon modifikasyonlarindan biri olan histon asetilasyonu
kromatini gevseterek gen ifadesini diizenler (Pandey et al., 2002; Kim et al.,
2010). Tersinir 6zellikte olan histon asetilasyonu ve deasetilasyonu reaksiyonlar1
bitkilerin ¢evresel streslere yanit siireglerinde rol alir (Zhao et al., 2014b). Tuz
stresine maruz birakilan bitkilerde gen ifadesi histonlarin N-kuyruklarindaki
amino asitlerin modifikasyonu araciligiyla diizenlenir (Chen et al., 2010; Sokol et
al., 2007). Calismamizda, tuz stresi kosullarinda POX geninin transkripsiyonunun
histon asetilasyonuna bagli degisimlerini ChIP ve qPCR yontemlerini kullanarak
belirledik. GenBank/NCBI veritabaninda B.vulgaris genomuna ait sadece bir POX
dizisi mevcuttur. Seker pancar1 ve yabani pancarda POX gen aktivasyonunun
diizenlenmesinde H3 asetilasyonu ortak bir modifikasyon olmasmna ragmen
asetilasyon seviyeleri ve hedefleri birbirinden farklidir. Yabani pancarda en
yiiksek asetilasyon seviyesinin H3 histonunun 9. lizininde (H3K9); seker
pancarinda ise H3 histonunun 27. lizininde (H3K27) oldugu tespit edildi. 500 mM
NaCl uygulanan B. maritima bitkilerinde H3K9ac; B. vulgaris’de ise H3K27ac
seviyelerinin POX transkripsiyon diizeyleri ile iliskili oldugu goriilmektedir. Buna
karsin, B. vulgaris’de H3K9 asetilasyon diizeylerinin kontrol gruplarinda tuz
gruplarina gore daha yiiksek olmasi histon asetilasyonunun tersinir 6zelligi ile
iliskili olabilir (Magraner-Pardo et al., 2014; Tian et al., 2005). Calismamizda tuz
stresinin seker pancari ve yabani pancar bitkilerinde POX enzimini kodlayan
genin transkripsiyon seviyelerini ve H3 asetilasyon diizeylerini farkli sekillerde
aktive ettigini  belirledik. B.vulgaris ve B.maritima bitkilerinde H3
asetilasyonunun tuz stresi kosullarinda gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir
rolii oldugunu belirledik. Bununla birlikte savunma ile ilgili genlerin aktivasyonu
veya baskilanmasi siireclerinde bagka diizenleyici mekanizmalarin da gorev aldigi
bilinmektedir. Bu yanitin stres hafizasi ile iliskisinin agiga ¢ikartilmasi igin yeni
caligmalarin yapilmas: gereklidir. Kromatin modifikasyonlar1 ve kiigilk RNA’lar
bitki tiirii, doku, organel ve yasa bagli olarak gen ifadesinin diizenlenmesinde
gorev alir (Sahu et al., 2013; Angers et al. 2010). Bir veya birden fazla histon
modifikasyonu diger proteinlerle etkilesime giren bir sinyal kompleksi islevi
goriir ve bdylece kromatin yapisim1 diizenler (Berger, 2007). Literatiirde histon
modifikasyonlarinin abiyotik stres kosullarinda gen ifadesini degistiren onemli

diizenleyiciler olduklarini1 gésteren pek ¢ok calisma mevcuttur (Yuan et al., 2013).
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Misir ve Arabidopsis genomlarinda H3K9 asetilasyonu genis kapsamli bir
dagilima sahiptir (Zhou et al., 2010). H3K9 ve H3K27 asetilasyon gesitlerinin her
ikisi de aktif genlerle iliskilidir (Lauria and Rossi, 2011; Zhou et al., 2010). Zhao
et al (2014a) mannitol uygulamasi (ozmotik stres) yaptiklart misir bitkilerinin
koklerinde ZmDREB2A hedef geninde H3K9 ve H4K5 asetilasyon seviyelerinde
artis meydana geldigini saptamiglardir. Ayni ¢alisma ekibi ekzojen ABA
uygulamasinin  ZMDREB2A geninin promotor bdlgesinde H3K9 ve H4KS5
asetilasyon diizeylerini azalttigini ve bdylece transkripsiyonunun baskilandigin
tespit ettiler. S. cerevisiae tiiriinde yapilan genom diizeyinde ChIP analizlerinde
genlerin 5’-uglarinda ve promotor bolgelerinde H3K9, H3K14 ve H4KS
asetilasyon seviyelerinin azaldigi belirlenmistir (Magraner-Pardo et al. 2014).
Mayada 400 mM NaCl stres uygulamasindan sonra ifadesi azalan 400 gen ve
ifadesi artan 248 gende H3K9, H3K14 ve H4K8 asetilasyon seviyeleri belirlendi.
Ifadesi azalan genlerde H3K9, H3K 14 ve H4KS8 asetilasyon seviyelerinin azaldig
rapor edilmistir. Aktif genlerin transkripsiyon baslangic bolgelerinde histon
asetilasyon seviyesinin artmasina ragmen inaktif genlerde deasetilasyon seviyesi
asetilasyondan daha yiiksektir. Genlerin transkripsiyon baslangi¢ bolgelerinde yer
alan H3K9, H3K14 ve H4K8 bdlgelerinin hizli bir sekilde deasetillenmesi
sonucunda gen ifadesi susturulur (Magraner-Pardo et al. 2014). Tuz stresine
verilen yanitlarin kromatin modifikasyonlari ile iligkisinin arastirildigi baska bir
calismada ise, musir bitkisi kontrol gruplarinda hiicre duvar ile iligkili ZMEXPB2
ve ZmXET1 genlerinin kodlanan ve promotor bolgelerinde H3K9 ve H4KS5
asetilasyon diizeylerinde degisiklik meydana gelmedigi gosterilmistir. Buna
karsin, 200 mM NacCl stresi uygulanan misir bitkisi grubunda H3K9 ve H4KS5
asetilasyon seviyelerinde %40-60 oranlarinda bir artts meydana geldigi
belirlenmistir (Li et al., 2014). Kim et al.’a (2010) gore, kuraklik stresi uygulanan
Arabidopsis bitkilerinde RD20 ve RD29B genlerinde H3 asetilasyon seviyeleri
ylikselmesine karsin RD29A geninde ayni durum tespit edilememistir. Misir
bitkisinde tuz, sicaklik, soguk ve agir metal streslerinden sonra total histon
asetilasyonu artar ve Ozellikle sicaklik stresi uygulanan bitkilerde kontrol
gruplarina oranla daha yiiksektir (Zhao et al., 2014a). Titiin ve Arabidopsis
bitkilerinde tuz ve soguk stresleri H3 histonu 10. serin fosforilasyonu ve H4

asetilasyon seviyelerinin artmasina neden olur (Sokol et al., 2007). Kim et al’a
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gore (2012), kuraklik stresi uygulanan Arabidopsis bitkilerinde kuraklik
stresinden sonra RD29A, RD20 ve AtGOLS2 genlerinin 5’-bolgesinde H3K9
asetilasyon diizeyi artar ancak bitki stresi atlattiktan (rehidrasyon) sonra
asetilasyon biiyiik 6l¢iide azalir. Kim et al.‘un (2012) ¢alismasi transkripsiyonun
cevresel streslere karst duyarliligina vurgu yapmaktadir. Kontrol kosullarinda
transkripsiyon diizeyleri yiikselen ribozomal protein (RP) genlerinin ifadesi
ozmotik stres uygulamasindan sonra azalmistir (Romero-Santacreu et al., 2009).
Ribozomal protein genlerinin ifadesinin artmast H3Kl14ac ve H3K9ac
diizeylerinin artmasi ile baglantilidir. UV-B stresi uygulanan confite ve B73
(inbred line) adli UV-B direngli misir hatlarinda flavonoid biyosentez genlerinde
H3 ve H4 asetilasyon seviyeleri artmistir (Casati et al., 2008). UV-B stresine
hassas misir hatlarinda ise H3 ve H4 asetilasyon diizeylerinde herhangi bir

degisiklik saptanamamistir.

Iklim degisikligi, yiiksek sicaklik ve degisen yagis miktarinm, iiriin
gelistirmeyi gida iiretiminden bile daha 6nemli hale getirecegi diisiiniilmektedir.
Bu nedenle tuzdan etkilenen alanlarin tarim iriini {iretiminde etkili bir sekilde
kullanilmasi i¢in tuza direngli bitkilerin gelistirilmesi biiyiik 6nem tasir (Turan et
al., 2012). Tuzdan etkilenen tarlalarda tuza toleransh bitki tiirlerinin gelistirilmesi
cagimizin en Onemli aragtirma konularindan biridir (Turan et al., 2012). Cesitli
stres kosullarinda farkli bitki tiirlerine ait genlerde histon modifikasyonu
seviyeleri hala bilinmemektedir (Yuan et al., 2013). Epigenetik modifikasyonlarin
soylar arasi stres hafizasina katkis1 hala net bir sekilde agiklanamamistir. Bu
modifikasyonlarin kalitilabilir olmas1 durumunda abiyotik stres kosullariyla karsi
karsiya kalan bitkilerde uyumsal bir avantaj sagladiklar1 anlagilabilir (Kim et al.,
2010). Bitkilerde cevresel streslere yanitta yer alan epigenetik mekanizmalarin
bilinmesi, hem bitkilerin strese cevap yolaklarinin anlagilmasinda hem de strese
direngli transgenik bitkilerin gelistirilmesinde énemlidir (Luo et al., 2012; Yuan et
al., 2013). Gelecekte hiicreye ve bitki tiiriine 6zgii epigenetik isaretler ve genom
diizeyinde ¢aligmalar sayesinde strese toleransl bitkilerin gelistirilmesinde 6nemli
adimlar atilacaktir (Lauria and Rossi, 2011). Arabidopsis haricindeki bitki
tiirlerinde abiyotik stres sinyallemesi ve tolerans mekanizmalarinin anlagilmasi

onemlidir (Hirayama and Shinozaki, 2010). Bitkilerde epigenetik diizenlemelerin
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aydinlatilmasi igin farkli tiirlerde yapilan galismalarin 6nemi biiyiiktiir (Lister et
al., 2009).

Onemli ekonomik bir bitki olmasma ragmen B. vulgaris’de tuz stresi ve
kuraklik tizerine yapilan g¢alismalar ¢ok sinirhidir (Clarke et al., 1993; Dunajska-
Ordak and Tyburski, 2014). Ozellikle tolerans mekanizmalar1 ve stres yanitlari
kapsaminda ilgili genlerin diizenlenmesi ve diizenlenme mekanizmalari
bilinmemektedir. Abiyotik stres yanitlarinin 6nemli bir bileseni olan antioksidan
enzimleri kodlayan genlerin diizenlenmesi stres toleransi ac¢isindan 6nemlidir. Tez
projemiz kapsaminda tuz stresi yanitlarinda B. vulgaris ve B. maritima pancar
bitkilerinde POX enzimini kodlayan genin asetilasyon diizeyleri ve asetilasyonun
genin ifadesindeki rolii ilk kez incelendi. Ayrica arastirmamizda Arabidopsis,
domates, misir bitkilerine uygulanan yontemlerden yararlanilarak pancar bitkisine
0zgli ChIP metodu gelistirildi. Bununla birlikte ¢alismamiz, kromatin yeniden
diizenlenmesinde model bitkiler disinda bir bitkinin kullanildig: ilk ¢aligmadir. Bu
agidan gelecek yillarda B. vulgaris’de epigenetik siiregleri inceleyecek
aragtirmacilar  i¢in  ¢alismamizin  6nemli  bir referans olusturdugunu
diistinmekteyiz. Calismamizin genetik miihendisligi yoluyla abiyotik streslere
direngli tarim triinleri tiretmek i¢in gerekli temel bilgilerin saglanmasina katki
saglayacagina inanmaktayiz. Seker pancarinda cevresel uyaranlarin tetikledigi
sorunlarla miicadele edebilmek ve strese direngli bitkiler yetistirmek icin bu
bitkinin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda daha fazla bilgi edinmeliyiz (Shaw et

al., 2002).
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