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KISA OZET

CELTIKTE TUZ TOLERANS GEN EKSPRESYONLARININ INCELENMESI
Atilla Salman

Celtik, diinya iiretim siralamasinda, misirdan sonra gelen, tiiketim orami en
yiiksek bitkilerden biridir. Uretim siiresince maruz kaldigx cesitli biyotik ve
abiyotik stres faktorleri sonucunda normal gelisim sartlarindan uzaklasip,
veriminde diisiisler yasanabilmektedir.

Bitkiler biyotik ve abiyotik stres faktorlerine maruz kaldiklarinda, kendi
varhklarim1 idame ettirebilmek icin, molekiiler diizeyde hayatta kalma
mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Gen anlatiminda yapilan degisiklikler, bu
hayatta kalma yontemlerinden birisidir. Osmancik - 97 cesidi ile ¢calisilmis ve 60
mM, 90 mM, 120 mM NacCl ve kontrol olmak iizere bitkiler dort farkh kosulda
in vivo ortamda yetistirilmistir. Hasat edilen bitkilerden, ilgili gen bolgelerindeki
anlatim farkhhklarimin tespiti icin mRNA izolasyonu yapilmis ve c¢DNA
cevrilmistir. SYBR Green metodu ile Real-Time PCR analizi yapilmistir.

T.C. istanbul Kiiltiir Universitesi Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvar’’nda
gerceklestirilen bu tezde, iilkemizde yogun sekilde ekimi yapilan Osmancik - 97
celtik cesidi kullanilmistir. Bu tiire in vivo ortamda uygulanan cesitli tuz
miktarlariyla, ilgili gen bolgelerinde meydana gelen anlatim farkhhklarimin
gosterilmesi amaclanmstir.

Anahtar Kelimeler: Tuz Stresi, Abiyotik Stres, qRT-PCR, mRNA, Celtik,
OsTPS1, OsNHX1, OsHKT2;1, OsSOS1
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SALINITY TOLERANCE GENE EXPRESSION IN RICE
Atilla Salman

Rice is the second most produced but the first most consumed plant in the
world. Rice yield alters normal growth rates when it is subjected to various
biotic and abiotic stress factors during growth stages. Plants evolved numerous
molecular survival mechanisms against biotic and abiotic stress factors in order
to maintain their durability. Gene expression alterations is one of these
molecular mechanisms.

In this present study, Osmancik - 97 rice variety was subjected to four different
salinity conditions as 0, 60, 90 and 120 mM in in vivo conditions. mRNA of
harvested plants were translated to cDNA and gene salinity tolerance related
gene expression were evaluated through qRT-PCR method.

In this thesis study which was conducted in T.C. Istanbul Kiiltiir University
Plant Biotechnology Laboratories, we evaluated Osmancik - 97 rice variety. It
was aimed to determine expression profiles of salinity tolerance related genes.

Keywords: Salt Stress, Abiotic Stress, qRT-PCR, mRNA, Rice, OsTPSI,
OsNHX1, OsHKT2;1, OsSOS1
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1. GIRIS

Celtik bugdaygillerden, Oryzeae ailesinin Oryza cinsine ait olan bir bitkidir. Bu
cinsin, 2 tane kiltiirii yapilan, 20 tane de yabani ¢esidi vardir. Giiney Amerika,
Avustralya, Asya ve Afrika’dan yayilan yabani tiirlerin yanisira, kiiltiire alinmis
tirlerden Oryzae glaberrima Afrika’da smirh iken, Oryzae sativa ise diinyanin
yaklasik 112 iilkesinde yetistirilen en yaygin cesittir [1, 2]. Celtik (Oryza sativa L.),
kiiltiire alinmis en eski bitkilerden olup, ilk defa Cin ve Hindistan’da tarimi
yapilmaya baslanmistir [3]. Insanlar tarafindan yaklasik 5000 yildir tiiketilen celtik
bitkisi, diinyada {iretim ve ekimi pay1 acisindan misirdan sonra ikinci sirada yer alan,
monokotil bir bitkidir [2-5]. M.O. 3000’1l yillardan beri yetistirildigi bilinen celtik
bitkisiyle Avrupa, Ortagag doneminde tanigmistir. Sonrasinda Kuzey Afrika’ya,
ardindan da Ispanya ve Fransa’ya yayilan celtik, Hollandalilar ve Ingilizler
tarafindan Amerika’ya taginmistir [6]. Anadolu’nun ¢eltik ile tanismasi ise 500 yil
once, Misir topraklari {izerinden oldugu ve tariminin ilk defa Kastamonu’nun Tosya

ilgesinde gerceklestigi diisiiniilmektedir [4].

Celtik, su icinde, yiikselti olarak deniz seviyesi alt1, es yiikseklik ve 2500 m irtifaya
kadar olan ¢ok cesitli ve degisken cografi arazilerde yetisebilen, suda ¢oziinmiis
oksijeni kullanabilen tek tahil bitkisidir [3]. Sicaklik degisimlerine ve giin
uzunluguna karsi hassas olan ¢eltik bitkisi, tek yillik kiiltiir bitkisi olup, 45° Kuzey
ve 35° Giiney paralelleri arasinda yetistirilebilmektedir [7]. Celtik {iretiminde,
kilogram basina 3000-5000 kg su gerekmekte olup bu suyun %80’1 tatli sudan
olusmaktadir [8].

FAO (Food and Agriculture organization of the United Nations) 2018 verilerine
gore, celtik tiretiminin diinyaki yillik piyasa pay1 ortalama, 996.1 milyon ton olarak
belirlenmistir. Ilk sirada yer alan Cin’de 426.2, ikinci sirada yer alan Hindistan’da
172.6, iglincli sirada yer alan Endonezya’da ise 83 milyon ton {iretim
gerceklesmistir. Tiirkiye’de ise 2018 yili itibariyle, 940 bin ton iiretim gerceklesmis

ve bu deger tlilkemizi diinyada 38. siraya yerlestirmistir [9].



Celtigin, iilkemizde artan niifusun beslenmesindeki pay:r yiiksek olmasina ragmen,
ekim alanlar tiim tahil ekim alanlarina kiyasla sadece % 0.80, diinyadaki karsilig1 ise
% 0.11°dir [10]. Tiirkiye’deki kisi basina diisen yillik piring tliketimi yillara gore
1964°de 3.2 kg, 1970’te 4.4 kg, 2010-2011°de 6.5 kg, 2013 yilinda ise 8.3 kg’a
yiikselmistir. Uretim acisindan bakildiginda ise, 1920°1i yillarda 100000 dekardan az
toprak alanindaki verim, 30000 - 40000 ton arasinda iken, 1934’te 72154, 1935’ te
100000 tonun iizerine ¢ikmistir. Ekim alanlarina kisitlama getiren Celtik Kanunun
1936 yilinda devreye girmesiyle birlikte, tiretim 40000-50000 tona diismiis, 1940 -
1942 donemi haricinde 60000 ton smirim1 asamamistir [3, 11]. Doksanli yillarda

tiretim 225 bin tonda iken, 2014 yilindaki tiretim 830 bin tona ulagmustir [12].

Tiirkiye, gerek iklim gerekse toprak yapist bakimindan celtik iiretimine oldukca
elveriglidir. Bolgesel olarak Dogu - Bati Marmara, Bati Karadeniz, Giineydogu
Anadolu bélgeleri, il bazinda ise Balikesir, Canakkale, Corum, Edirne ve Samsun
tiretim kapasitesi en yliksek yerlerdir [3]. Bolgesel celtik tiretim dagilimi ise
Marmara Bolgesi %70, Karadeniz Bolgesi %25, diger bolgeler ise %5’ lik paya
sahiptir [13].

Celtik, hasat edildikten sonra sagladigi bir¢cok yan iiriin agisindan da kullanima
sahiptir. Bunlar, hasat siirecinde celtik samani, hasat sonrasinda fabrikalarda islem
gordiikten sonra ise piring kepegi, kabugu, yagi, unu ve kirik taneler olarak
degerlendirilmektedir. Ortalama 100 kg ¢eltikten 90 - 110 kg saman [14], 50 - 60 kg
piring, 18 - 20 kg kabuk, 10 - 13 kg kepek, 10 - 12 kg kirik piring ve 3 - 5 kg un elde
edilmektedir [15].

Celtik, sahip oldugu A, E, B1 ve B2 vitaminleri, karbonhidrat, protein, kalsiyum,
fosfor, sodyum, magnezyum, ¢inko gibi zengin mineral igeriginden ve diisiik liretim
maaliyetlerinden dolay1 basta Asya olmak iizere diinyada bir¢ok kitada yiizyillardir

tarimi yapilmis temel besin kaynaklarinin baginda yer almistir [16].



FAO’nun 2015 yili verilerine goére, 1990°da diinya niifusu igerisinde yetersiz
beslenme oran1 % 18,61 iken (1,01 milyar insan), 2015’te % 10,9°a (794,6 milyon
insan) geriledigi tespit edilmistir. Bu arastirmanin yapildig1 siire boyunca, gelismis
ilkelerdeki beslenme aligkanliklar1 degismezken, esas degisimin gelismemis ve
gelismekte olan iilkelerde yasandigi, 1990 yilindan 2015 yilina kadar yetersiz
beslenme oraninin %23.3’den %12.9a geriledigi goriilmiistiir. Diinya karasal alanlar1
toplaminin (13.4 milyar hektar), %11’inde (1.5 milyar hektar) tarimsal faaliyetler
yapilabilmektedir. Bu faaliyet alanlari, tarim yapilabilecek verimli arazilerin sadece
%36’sina karsilik gelmektedir [17]. Diinya’da besin ihtiyacinin %80’1 tahil grubu
bitkilerinden karsilanmaktadir. Bu grupta yer alan ¢eltik, diinya niifusunun %50’sinin
temel besin kaynaklarindan olup, sicak iklim sartlarinda yetisen bir bitkidir. Kisi
basina diisen giinliik enerji ihtiyacinin dortte biri celtik ile karsilanmakta olup, diinya
niifusunun giliniimiizde hizla artmasi halinde, 2030 yilina kadar bu temel besin

maddesinin ekim yapilan alanlarinin %50 oraninda arttirilmas1 gerekecektir [8].

Diinyamizda her gegen giin artan niifus, iklimsel ve cevresel problemler, yogun
sanayi faaliyetleri, tarimdaki iiriin verimliligini dogrudan olumsuz yonde etkileyen
tuzluluk, don, kuraklik ve sicaklik artisi gibi abiyotik stres faktorlerinin bitkiler
tizerindeki olumsuz etkilerini arttirmakta ve yasamsal fonksiyonlarin1 bozmaktadir
[18, 19]. Bu nedenle tarimsal {iiretimin arttirilmasi, diinya niifusunun kaliteli
beslenebilmesi i¢in ¢ok dnemli bir faktordiir. Bu amaca yonelik uygulanabilecek ilk
yontem liretim alanlariin arttirilmasi, ikinci yontem ise birim alandan alinan verimin
arttirllmasidir. Kiiltiirti yapilan bitkinin genotipi ve ekolojik faktorler, birim alandan

alinan verimi etkileyen birincil faktorlerdir.

Bitkiler icin en Onemli abiyotik streslerden biri olan tuzluluk, hiicre i¢i iyon
dengesini bozar ve bitkinin optimum diizeyde su almasini engeller [20]. Ortaya ¢ikan
stres sonucu bitkilerde, enerji, karbonhidrat ve lipit metabolizmalarinda gerilemeler
ve bozulmalar, fotosentetik faaliyetlerde ve protein sentezi mekanizmalarinda

aksamalar ve yaprak yapisinda bozulmalar goriilebilir.



Bu durum bitkinin verim kaybetmesine yol acar. Stres miktar1 artar ve bitki tizerinde
etkisini uzun siire devam ettirir ise bitki kaybina sebep olur [21]. Yillik yagisin 300
mm’ nin altinda oldugu yerlerde, yiiksek sicakliktan kaynakli asir1 buharlagsmanin

oldugu veya kontrolsiiz sulama yapilan tarimsal arazilerde tuzluluk stresi
goriilebilmektedir. Yanhs drenaj uygulamalar;, K™ ve Na' gibi iyonlarin, bitkilerin

kok bolgesinde yogunlugunun artmasina sebep olur. Bu durum, verim diisiisiiyle

sonuglanabilmektedir [22].

Oniimiizdeki donemlerde, verimin arttirilmasinda giibre, pestisit ve herbisit
kullanimindan daha c¢ok, yetistirilecek {riinlerin genetik yapilarimin 1slah1 ve

kullanilan girdilerin bilingli yapilmas1 6nem kazanacaktir [23].



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Celtik (Oryza sativa L.)

Diinya’nin en temel besin iirlinleri arasinda yer alan celtik (Oryza sativa L.) Poaceae
ailesine ait olup misir, bugday ve arpa ile ayni ailenin tiyesidir. Yar1 kurak
topraklarda yetismeye uygun olan celtik, su altinda, iliman iklim kosullarinda
yetistirilmektedir. Ayni aileye mensup olan bitkilere oranla ¢eltik, ¢cevresel faktorlere
daha iyi adapte olabilen bir bitkidir [24]. 22 alt tiiri bulunan ¢eltik bitkisi, tek yillik,
kendi kendine déllenen, diploid halde 24 kromozomlu bir bitkidir [25]. Genom
bliytikligii 430 Mb olan geltik bitkisi, genomu ilk dizilenen bitkilerdendir. [26].

Petal igermeyen c¢eltik cigekleri (spikelet), alti stamen ve tek karpelden olusur.
Disarida ikiser adet asimetrik kavuz (palea - lemma) ve lodikiil bulunan bitkide
(Sekil 2.1), ¢eltik embriyosu (skutellum), endospermi barindiran tek bir kotiledona

sahiptir.

Cimlenme esnasinda embriyoya enerji saglayan bu doku, yapisinda karbonhidrat
icerir. Embriyo gelisi esnasinda, plumula koleoptil tarafindan, radikula koleoriza
tarafindan muhafaza edilmektedir (Sekil 2.2). Celtigin vejetatif olgunlagma stiresi

ortalama 180 giindiir [27].

Celtik, yiiksek karbonhidrat igerigi, vitamin D, tiamin, riboflavin, niasin
vitaminlerini, demir ve kalsiyum basta olmak iizere bir¢ok minerali ve lifleri
barindiran, i¢inde gluten, sodyum, yag ve kolesterol bulunmayan bir bitkidir.
Boylelikle besinsel agidan, hem tansiyon hastalari hem de glutene duyarhi kisiler
tarafindan tiiketilebilmektedir [28]. Diinya iiretiminde ilk siralar1 alan Asya
tilkelerinde temel besin kaynagi olan ¢eltigin ¢cogu bu iilkelerde tiiketilip, ihra¢ pay1
yaklagik % 6.8dir [17, 29].
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Sekil 2.1 Celtik cicegi yapisi [30]
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Sekil 2.2 Celtik tohum yapisi [27]




2.2 Celtik Yetistiriciliginde Iklim ve Toprak Ozellikleri
2.2.1 Iklimsel Ozellikler

Yetisme sartlar1 bakimindan yogun yagis ve yliksek sicaklik isteyen celtik, tropikal
ve subtropikal bolgelerin temel bitkilerindendir [31, 32]. 18° C - 35° C arasi
sicakliklar, ¢imlenme ve fide gelisimi icin optimum olup, maksimum fide

olgunlasmasi 25° C - 30° C arasinda ger¢eklesmektedir [33]. Tohum ¢imlenmesindeki

minimum sicaklik araligi 12° C - 15° C olup, 12° C’den diisiik sicakliklar, tohum
gelisimini durdurmaktadir [34, 35]. Ayrica cgeltik tarimi yapilan arazilerdeki su
sicakligi, hava sicakligi kadar onemli olup, diisiik su sicakhigi (<12°C) , bitkideki
metabolik faaliyetleri yavaslatip, bitkinin ¢imlenme siiresini uzatabilmektedir [33,

35]. Topragin sicakligi ise en az 13°C olmasi gerekmektedir [36].

Celtik bitkisinin gelisimini, diisiik sicakliklar, yiiksek sicakliklara oranla daha
olumsuz etkilemektedir. Salkim olusumu ve salkim ¢ikarma donemleri arasindaki
stireg, ¢eltigin sicaklik konusundaki en hassas oldugu donemlerdir. Eger bitki bu
donemde diisiik sicakliklara maruz kalirsa, tohum baglama miktar diiser. Celtik, su

icinde yetisen bir bitki oldugu i¢in hava sicakliklarinin yiiksek olmasi, asiri

yiikselmedigi taktirde bitkiye zarar vermez. Ancak, hava sicakligi, 35°C © nin lizerine

cikarsa, bitki bu durumdan zarar gormeye baslar ve bos tane olusumu

gbzlemlenebilir [37].

Celtik, deniz seviyesinden 2500 m irtifaya kadar olan yiikseltilerde ve sicak
iklimlerde yetismekle birlikte, yillik yagis 2500 mm oraninda ise sulama yapilmasina
ihtiya¢ duyulmamaktadir. Tiirkiye’de, Edirne, ¢eltik tariminin en ¢ok yapildig: il
olup, yillik 580 mm, ardindan ikinci sirada Balikesir 544 mm, {g¢iincii olarak da
Samsun 692 mm yagis almaktadir [4, 35, 36]. Celtik yetistiriciliginde diger onemli

iki faktor ise nem ve riizgar etmenleridir.



Nispi nemin ¢ok yogun oldugu arazilerde celtik tarimi zorlagsmakta [34], mantar
kaynakli hastaliklarin bulagigin1 arttirabilmektedir. Riizgar etmeni ise, bitkiyi
yatirmakta ve hasat donemine gelmis olan tanelerini dokerek verim kaybina sebep

olmaktadir [4].

2.2.2 Toprak Ozellikleri

Celtik bitkisi, toprak bakimindan ¢ok segici bitkiler arasinda yer almaz. En verimli
gelisim, besin maddesi bakimindan yiiksek, killi, yumusak ve su gecirmeyen
topraklardan alinmaktadir. Fakat kumlu - tinli topraklardan, kil bakimindan yogun
topraklara kadar birgok yerde tarimi yapilabilmektedir. Topraktaki kire¢ - kum
miktart arttik¢a, verim diiser [37]. Bitkinin koklerinin gelismesi i¢in 4.5 - 7.5 pH ve
20 - 25 cm derinlik yeterli olacaktir [31]. Corak, kire¢ bakimindan zengin, tuzlu
topraklarda gelisimi azalan ¢eltik bitkisi, bu topraklarda orta verimde
yetisebilmektedir. Kontrolsiiz sulama yapilmis topraklarda, olmas1 gerekenden daha
fazla tuz birikimi s6z konusudur. Bu durumun giderilmesi i¢in, bu topraklar su
altinda birakilmakta ve bu uygulama ile tarima tekrar kazandirilma amaglanmaktadir.
Bu sebeple tuza direncgli geltik ¢esitleri bu tarz arazilerde tekrar yetisme imkani
bulabilmektedir [35]. Bu uygulama sonucunda, ¢eltik tavalar1 fosfor, azot, demir ve
magnezyum agisindan zenginlestirilirken, ayn1 zamanda topragin tuzlulugu azaltilmis

olmaktadir.
2.3 Tiirkiye Celtik Verileri

2019 - 2020 yillart arasinda, iklim ve su kosullarinin olumlu olmasi, bir 6nceki
déneme oranla %35’ lik iiretim artigina yol agmistir. 126000 hektar alanda ¢eltik ekimi
yapilmis ve verim, %1’ lik artis ile 791 kg’ a yiikselmistir. Canakkale verim
siralamasinda 844 kg/da ile ilk sirada, Edirne ise 842 kg/da ile ikinci sirada yer
almaktadir. Ayn1 doneme ait iiretim rakamlarinda ise, gegen seneye gore % 6,4’°likk
artis kaydedilip, 1 milyon ton celtik liretimi gerceklesmistir. Tiirkiye’de 2014’den
2019’a kadar piring verileri Tablo 2.1’de goriilmektedir [38].



Tablo 2.1 Tiirkiye Piring Verileri (bin ton)

Degisim
2014/15  2015/16  2016/17  2017/18  2018/19 !
0
Alan
(1000 ha) 111 116 116 110 120 9.1
Ve“(?;)(kg/ 749 794 793 821 782 4.8
Uretim 498 552 552 540 564 4.4
il 754 782 782 795 807 1,5
Kullanim
ithalat 293 199 244 327 387 18,3
Thracat 40 61 68 59 203 244.1
Stok 8 98 .59 8 65 912,5
Degisimi

Kaynak: Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisii (Erisim:24/01/2022) / Celtik verileri' / Son iki yilin degisimini

gostermektedir (Eyliil - Agustos donemi)

2.4 Abiyotik - Biyotik Stres Faktorleri

Bitkilerin verimini ve biyokiitlesini azaltan veya kisitlayan faktorlere gevresel stres
faktorleri denir [39]. Kokenlerine gore stres faktorleri iki ana grupta toplanir. Bunlar
biyotik ve abiyotik stres faktorleridir [40]. Biyotik stres faktorleri bakteri, bocek,
fungus, virlis, nematod ve allelopati gibi canli organizmalarin, bitkilerde meydana
getirdigi hasarlanmalar1 ifade etmektedir [41, 42]. Abiyotik stres faktorleri ise,
yiiksek veya diisiik sicaklik, tekli veya ¢oklu ¢evre kirleticileri, kuraklik, radyasyon
(UV-A - UV-B), 151k (diisiik - yiliksek 1s1k), besin elementi yetersizligi veya fazlaligi,
pestisit, tuzluluk, mekanik faktorler (rlizgar), hava kirliligi, su baskinlar1 ve agir
metaller sonucu olusmaktadir [43-46]. Bitkiler, bu faktérlerden birine veya birkagina
es zamanli maruz kalabilir. Bunlar arasinda etkisi en genis alana yayilan faktor
kiiresel 1sinma ile giderek artan ve kurakligin beraberinde getirdigi tuzluluktur [43,

44].



Bitkiler, abiyotik stres kosullarina karsi, yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmek
icin adaptasyon ve tolerans mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Zorlu c¢evre
kosullarindan kendilerini korumak ig¢in gelistirdikleri yontemler, molekiiler ag
kaskadlariyla regiile edilirler. Bunun sonucunda, strese kars1 hiicre homeostazi tekrar
saglanarak, zararlanmis hiicre membranlar: ile proteinlerin onarimi gerceklesebilir.
Bitkilerdeki abiyotik strese karsi cevap, multigenik olup, karmasik mekanizmalara

sahip oldugu i¢in kontrolii olduk¢a zordur (Sekil 2.3) [47-51].

Ikincil
Stres

Ozmotik Stres
Oksidaditf Stres

Fosfolipit ayiric1 enzimler, Ozmosensdr

(AtHK1), fkincil Haberciler (Ca'?,PtdOH,ROS), MAP

kinazlar, Ca'?sensérleri, Ca'? (SOS3), bagmli protein
kinazlar (CPDK)

Transkripsiyon faktérleri (HSF, bZIP, MYC/MYB, CBF/
DREB)

Gen Aktivasyonu

v

Protein ve membranlarin fonksiyon ve yapilarinin korunmasi,
hiicresel homeostazin yeniden kurulmasi,

( Stres toleransi ve direnci '
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2.5 Tuzluluk Stresi

Bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz yonde etkileyen en onemli abiyotik stres
faktorlerinden biri tuzluluktur [52]. Diinyada, nemli tropik bolgelerden kutuplara
kadar cok cesitli iklim sartlaria sahip genis alanlarda, hatta Oliideniz gibi deniz
seviyesinin altindaki (-350 m) ve Tibet gibi 4.500 metre yiikseltideki bolgelerde bile
tuzluluk stresine rastlanabilmektedir [53]. Rusya, Meksika, Avustralya, Cin,
Hindistan, Irak, Misir, Suriye ve Pakistan gibi bir¢ok iilke ve Tiirkiye, tuz stresi
tehlikesi ile kars1 karsiyadir [54]. Birlesmis Milletler Cevre Programi, diinyadaki
tarim alanlariin %20’sinin ve ekim alanlarinin %50’ sinin tuzluluk stresine maruz
kaldigini rapor etmektedir [55]. FAO’nun 2005 yili verilerine gore diinyada 397
milyon hektar alan tuzluluktan, 434 milyon hektar alan sodiklikten olmak iizere
toplam 800 milyon hektarin iizerindeki toprak alani elverigsiz hale gelmistir. Bu

alanlar diinya karasal yiizol¢limiiniin %6’ sina karsilik gelmektedir [56].

TUIK’in 2004 verilerine gore, Tiirkiye’deki toplam 1.5 milyon hektar alan1 kapsayan
tuzlu topraklarin oransal dagilimi; 599 bin hektar hafif tuzlu, 508 bin hektar tuzlu, 15
bin hektar sodik, 127 bin hektar hafif tuzlu — sodik, 268 bin hektar tuzlu — sodik

toprak olarak belirlenmistir [56].

Giliniimiizde ve ilerleyen donemlerde, tarimsal alanlarda tuzluluk birikimi, {riin
verimi ve kalitesindeki azalmanin yanisira, ekonomik kayiplar1 ve achgi da
beraberinde getirecektir. Tuzluluk toleransi, bitkiden bitkiye oldugu gibi, aynu tiire ait

farkli genotiplerde de degiskenlik gosterebilmektedir.
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Bir bitkinin tuz stresine kars1 dayaniklilig1 belirlenirken, biiylime ve fotosentez hizi

[57-60], dokulardaki su oranmi [61], yapraklarda NaJr veya CI” birikiminin orani,

yapraklarda meydana gelen zararlanma derecesi, ¢imlenme yiizdesi [62, 63], yaprak
ylizey alani1 [64], ¢6ziinebilir sekerlerin konsantrasyonu [65], ¢6zlinebilir proteinlerin
birikimi [66], ozmoprotektan olarak fonksiyon gdren prolin ve glisin— betain birikimi
[67, 68], iyon [69], lipid [70] ve hormon miktarlar1 [71-77], poliaminlerin birikimi
[78] ile antioksidant enzim aktivitelerindeki [79] degisimler gibi bir¢ok faktdr,
belirleyici kriter olarak kullanilmaktadir [56, 60] (Sekil 2.4).

Ekstraseliilar Ve Hiicre Duvar1 Boslugu
+ Iyon Uzaklastirilmasi
+ Iyonun Disar1 Atilmasi

* Hiicre Duvar1 Modifikasyonlari

Sitozol ve Organel Boslugu

Ozmotik Ayarlama + Bitki Biiyiime Regiilatorii

+ Radikal Temizleyici Hassasiyetinin

« lIyon Segiciligi Degisimleri Ayarlanmast

* Proton Pompasinin * Ozmotik Koruma
Arttirilmast + Iyon Ayrmmi

Akuaporin Aktivite Kontrolii

Vakuolar Bogluk
* fyon (Na'- Ca” depolama
* fyon (K") disar1 atilmasi

* Ozmotik Ayarlama
* Proton Gradiyentinin Siirdiiriilmesi

Sekil 2.4 Tuz stresi ve bitki biyokimyasal aktiviteleri (J. Bohnert, 1996)
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Yogun tuz stresi altinda bitkilerin, govde yiiksekligi, kok uzunluklari, fotosentez,
c¢imlenme ve dollenme faaliyetleri onemli oranda azalir [80, 81]. Ayrica geng yaprak
kayiplarina sebep olarak verimde ciddi diisiislere yol acar [82]. Bitkilerin tuz stresine
uzun siire maruz kalmalari, meristematik dokulardaki hiicrelerin mitoz bdoliinme
hizin1 azaltmakta ve generatif - vejetatif gelisimi de olumsuz anlamda etkilemektedir
[83]. Iyon konsantrasyonun artmasi ve suyun azalmas ile zar gecirgenligi azalmakta,
protein sentezi yavaslamakta, enzim aktivitesi gerileyerek, tiim organeller dnemli
olgiide zarar gérmektedir. Iyonik dengenin bozulmasindan dolay1 bitki igin gerekli
mineraller ile tuzu olusturan iyonlar arasinda dengesizlik olusmaktadir. Sonug olarak
bitkiler, kendilerine gerekli mineralleri topraktan yeterli miktarda saglayamayarak,

gelisimsel gerilikler sergilemektedir. Bitki protoplazmasinda, ihtiyactan ¢ok daha

fazlas1 alinmis Na” ve CI” iyonlari, iyonlar arasi dengeyi bozup, K, Mgﬂ, Ca"

alimim engellemektedir. Buna ek olarak bitki hiicresinde, stiperoksit (O,’), hidrojen
peroksit (H,0,), singlet oksijen ('02) ve hidroksil (OH) gibi reaktif oksijen

tiirevlerinin olusumuna neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirevleri, niikleik asitlerin,
lipitlerin, proteinlerin yapisina zarar vererek hiicreyi Oliime gotiirebilmektedir

[84-89].
2.6 Topraktaki Tuzlulugun Cesitleri Ve Nedenleri

Toprak ¢ozeltisinin elektriksel iletkenlik degeri, topragin tuz konsantrasyonunu
belirlemektedir. Ekim alanlarinin elektriksel iletkenlik degeri en az 4 dS/m (yaklasik
40 mM) esik degerini asarsa tuzlu kabul edilmektedir [90]. Uzun siire boyunca
toprakta ve yeralt1 sularinda birikim gosteren tuzluluga primer tuzluluk adi verilir.
Primer tuzlulugun ilk sebebi, ana kaya materyallerinin aginmasi sonucu igeriginde
bulunan karbonat, kloriir ve siilfat bilesiklerinin topraga karigsmasidir. NaCl, bu
bilesikler icerisinde ¢Oziiniirliigii en yiiksek olandir. ikinci sebep, yagmur ve
rlizgarlar araciliiyla, deniz - okyanus sularinin igerisindeki tuzun, karaya ulasarak

topragin yapisina karigmasidir.
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Yagmur sulari, 6 - 50 ppm aras1 tuz igerebilmektedir. Ortalama 10 ppm tuz igeren

yagmur suyu, topraga yilda yaklasik 10 kg/ha tuz eklemektedir [60].

Yagis ile bitkilerin kullandig1 su miktar1 arasindaki dengenin, insanlar araciliyla
degismesi sonucu ortaya ¢ikan tuzlanmaya sekonder tuzlanma denir. Sulama suyu
igerisindeki tuzlar, yetersiz drenaj ve cok yillik bitkiler yerine tek yillik bitkilerin
ekimi, sekonder tuzlanmay1 olusturan en énemli etkenlerdir. Cok yillik bitkilerin kok
yapisi, topragin taban suyunun yiikselmesini engeller. Ekim alanlarma, ¢ok yillik
bitkiler yerine tek yillik bitkilerin ekimi, taban suyunun ¢ok yiikselmesi nedeniyle
topragin alt tabakalarindaki tuzlarin, hem kok wvasitasiyla bitkiye ulasarak tuz
stresinin olusmasina hem de bitkilerin bu suyu yasamsal faaliyetleri icin

kullandiklarinda, toprakta su kalmadigi icin tuzluluk seviyesinin artmasina sebep

olmaktadir [60]. Tuzlu topraklarda, CI', SO, 2, CO3'2 , NO;", HCO; anyonlariyla

birlikte Na, Mg+2, K've Ca™ katyonlar1 bulunmaktadir [91].

Cok yillik ve tek yillik bitkilerin topraktaki etkilerinin yanisira sulama suyunun
kalitesi, miktar1 ve zayif drenaj da, topraktaki tuzluluk miktarimi etkileyen 6nemli

faktorlerdendir. Sulama sular1 ortalama 200 - 500 ppm tuz igerir. Topragin 400 ppm

3

tuz iceren su ile bir yi1l boyunca sulandigi disiiniiliirse, 1000 m” su ile ekim

alanlarma yilda 0,4 ton tuz aktarilmaktadir. Hektar basma yillik 6000 - 10000 m’
suya ihtiya¢ duyan tarimsal bitkilerin sulanmasi ile hektar basina topraga yilda 2,4 -
4 ton tuz ilavesi olmaktadir. Bu durumda, bitkilerin kok bolgesinde devamli artan bir
tuzluluk durumu olusmaktadir. Tuzlulugun seyreltilmesi i¢in daha fazla sulamay1
gerektiren bu durum, drenajin kotii olmasi ve bitkilerin suya doymasi halinde, su

baskinlarina sebep olabilmektedir [60].
2.7 Tuz Stresinin Bitkiler Uzerinde Etkisi

Tuz stresi, bitkilerde iki fazli etkiye sahiptir. Ik faz ozmotik, ikinci faz ise iyonik
etkidir [60] (Sekil 2.5). Ozmotik faz, hiicrenin sahip oldugu su potansiyelinin, yogun

tuz ¢ozeltisinin etkisiyle dehidratasyona ugramasidir [81, 92].
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Bu faz, kok c¢evresinde, bitki i¢in gereken suyun, topraktaki tuzlanma sebebiyle
kullanilamamasi ve bunun sonucunda goévdenin gelismemesine veya
biliyliyememesine sebep olur. Bitkilerin bu duruma verdigi ilk cevap stomalarin
kapatilmasidir. Bu stres cevabi uzun siireli olmamakla birlikte fiksasyonunun
devamina ve yaprak hiicreleri ile atmosfer arasindaki su potansiyelinin bozulmasina

yol acar [93].

Iyonik faz, bitkilerde transpirasyon gerceklestikten sonra Na' iyonlarmin yapraklara
tasiip, bu bolgede birikim gdstermesi ile olusur [83]. Yash yapraklar, hiicre 6z
suyundaki tuz konsantrasyonunu seyreltme yeteneklerini kaybettikleri i¢in toksik
etkiye maruz kalirlar. Bitkilerde, tuz stresinden dolayi, gen¢ yapraklarin olusumu,
yash yapraklarin 6liim oranindan daha asagida kalir ise, fotosentetik aktivite sonucu
olusan karbonhidratlar, gen¢ yapraklarin ihtiyacin1 karsilayamaz ve biiyiime durur
[94]. Ayrica bitkilerin, fotosentez isleminin gerceklestigi kisimlarinda Na®
birikiminin olmasi, keratenoid - klorofil sentezi ve karbon fiksasyonu
reaksiyonlarinda aksamaya yol agcmaktadir [95]. Fotosentetik aktivitenin aksamasi,

glikofit bitkilerde reaktif oksijen tiirevlerinin olusmasina ve hiicresel yapilarinda

bozulmaya sebep olmaktadir [96].

A

Faz 1 Faz 2

Biiyiime Hiz1

—>
Ozmotik Etki Iyonik Etki
------- Toleransh Bitki

A
s Duyarl Bitki

Zaman (Giin-Hafta)

Sekil 2.5 Tuz stresi altindaki bitkilerde iki fazli etki modeli (R. Munns, 1995)
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2.8 Tuz Stresinin Fotosentez Uzerine Etkisi

Bitkilerin biiyime ve gelismesi, fotosentez ile dogrudan baglantilidir. Tuzluluk stresi
biiyiimeyi olumsuz yonde etkiledigi gibi, fotosentetik faaliyetleri de ayni sekilde
etkilemektedir. Strese maruz kalmis bitkilerde gozlenen fotosentez aktiviteleri,

bitkinin genel fizyolojik durumu hakkinda bilgi vermektedir.

Tiim stres etmenleri, bitkilerde, fotosentetik pigmentlerin miktarindaki azalmaya
[97], tilakoid membranlarin yapisinda ve bu membranlarda goérevli birimlerin
organizasyonundaki farklilagmaya, CO, fiksasyon ve elektron tasinim
reaksiyonlarmin hizlarindaki degisimlere [98], protein konsantrasyonunda azalmaya

[99], iyon konsantrasyonlarinda degisimlere [100] ve hiicre i¢i CO, yogunlugunu

arttirarak stomalarin kapanmasina yol agmaktadir [99]. Bitkilerdeki fotosentez
yapabilme kapasitesi, hiicre i¢i su potansiyeli ile dogrudan baglantilidir [101].
Stromada bulunan fruktoz—1,6-bifosfat substratinin, diisiik su yogunlugu altinda
miktar1 artarken, fruktoz—1,6-bifosfataz iiriinii olan fruktoz -6- fosfat azalmaktadir.
Bunun sonucunda fotosentez aktivasyonunu, fruktoz—1,6—bifosfataz enzimi
sinirlamis olur [102]. Fotosentez faaliyetlerine etki eden bir diger etmen, iyonik
kompozisyon ve tuz yogunludur. Tuz yogunlugu arttik¢a, su potansiyeli azalarak
ozmotik strese sebep olacaktir. Bunun sonucunda, elektron tasinmasi

kisitlanmaktadir [103]. Yiiksek konsantrasyondaki tuz yogunlugu, sitosolde biriken

Na' iyonlarina sebep olur. Biriken Na iyonlari, solunum ve fotosentez aktiviteleri

sirasinda gerceklesen elektron taginmasini engeller [104].
2.9 Bitkilerde Tuz Toleransi

Tuz yogunlugunun yiiksek oldugu topraklarda bitkiler, gosterdikleri toleransa gore
iki ana grup altinda toplanir. ilk grup glikofitlerdir. Glikofit grubu, tuza direnci az
olan bitkilerin bulundugu grubu temsil etmektedir. Bitkilerin ¢ogu glikofit grubuna
dahil olup, topraktaki tuzun yogunlugu, esik degeri astiginda, biiylime ve
gelismelerinde durma gozlemlenmektedir. ikinci grubu olusturan halofitler, yiiksek

tuz yogunluklarinda yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmektedir [105].
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Tarim alanlarinin  tuzluluk miktari, topragin elektrik iletkenligi ozelligiyle
Olciilebilmektedir. Tuza hassas bitkiler, 1.5 - 3 dS/m (15 - 30 mM NaCl
konsantrasyon) elektrik iletkenligine sahip olan topraklarda hayatta kalabilirken,
tuza yiiksek derecede toleransli bitkiler, 5 - 10 dS/m (50 - 100 mM, NaCl
konsantrasyon) elektrik iletkenligine sahip olan topraklarda hayatta kalabilirler [88,
106-109] .

2.10 Tuz Stresine Cevap Olarak Biriken Bilesikler Ve Toleranstaki
Fonksiyonlar:

Osmoprotektan molekiiller, biyokimyasal reaksiyonlar1 aksatmayan, diisiik molekiil
agirliga sahip, reaksiyonlarda su ile yer degistiren ve vakuollerdeki iyonik dengeyi
saglayan bilesiklerdir. Bunlar c¢oziinebilir sekerler, polioller ve bazi azotlu

bilesiklerdir [93, 110-119].

Azotlu bilesikler proteinler, amino asitler, kuaterner amonyum bilesikleri, amidler,
poliaminler ve imino asitler sayilabilir. Tuz stresi altinda, bitki savunma
mekanizmasinda gorev alan bu bilesiklerin, serbest radikallerin temizlenmesine,
osmotik regiilasyona, hiicresel pH’in diizenlenmesine, makromolekiillerin
korunmasina, azotun depolanmasina, ve hiicrelerin detoksifikasyonuna olan etkileri,
bitkinin tiiriine, ¢esidine, tuza olan dayanikliligina ve aym bitki tizerindeki farkl

organlara gore degisim gosterir (Tablo 2.2) [74, 120].
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Tablo 2.2 Bitkilerde tuz toleransinda rol alan bilesikler ve gorevleri (A. Parida, 2004)

Grup

Spesifik Bilesikler

Fonksiyonu

Proteinler

Sekerler

Amino asitler

Kuaterner aminler

Poliaminler

Polioller

Pigmentler

Iyonlar

Ozmotin
Stiperoksit Dismutaz
Katalaz

Glukoz, Fruktoz, Sukroz
Fruktanlar, Trehaloz

Prolin

Glisinbetain

Spermin, Spermidin

Mannitol

Pinitol

Karotenoidler, Antosiyaninler

Sodyum, Klor

Patojenez Iligkili Proteinler
Ozmoprotektan
Radikal detoksifikasyonu

Ozmotik Diizenleme,
Ozmoprotektan, Karbon
Kaynagi

Ozmotik Dizenleme
Ozmoprotektan

Ozmoprotektan
Tilakoid Ve Plazma Membran
Biitlinliigliniin Korunmasi

Iyon Dengesi, Kromatinin

Korunmasi

Karbon Kaynagi, Ozmotik
Diizenleme

Ozmoprotektan, Ozmotik
Dizenleme, FSII’nin
Fotokimyasal Etkinligi, Radikal
Temizleyici

Fotoinhibisyona Kars1 Koruma

Ozmotik Diizenleme
Potasyum Cikis1

2.11 Osmolitler

Molekiiler agirhig1 diisiik, yiiksek konsantrasyonlarda olsa bile toksik olmayan,
bitkilerde osmotik diizenlemede, membran, enzim ve protein stabilizasyonunun
korunmasinda, saperon olarak ve reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda rol
alan bilesiklerdir. Bitki hiicrelerini dehidrasyon zararlanmasindan koruduklari icin

ozmoprotektan olarak da isimlendirilirler.
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Ozmoprotektanlar, hiicre i¢i osmotik potansiyelin azaltilmasi ile su aliminin geri
kazanilmasini gerceklestirirler. Bunun sonucunda bitkiler, koklerinden daha fazla su
cekerek, gerceklesen su acigini giderirler ve yogun stres anminda, fizyolojik
faaliyetlerini daha verimli sekilde gerceklestirirler. Osmolitler iice ayrilir. Sekerler ve
seker alkolleri (mannitol), amino asitler (prolin) ve kuarterner aminlerdir

(poliaminler, glisin betain) [47-49, 121-126]
2.12 Iyon Tasmmasi

Bitkiler, yogun tuz stresi altindayken, osmotik ve iyonik dengeyi saglamak i¢in iyon

tagtyicilarin1  kullanirlar. Hiicre i¢i iyonik dengenin saglanmasinda, Na'/H'

antiporterlarinin rolii ¢ok dnemlidir. Na' ve H' iyonlariin degisimini katalize edip,
hiicre i¢i turgorun, pH ve sodyum miktarmin diizenlenmesinde gorev alirlar.
Arabidopsis bitkisinin, yogun tuz stresi altindayken, 4#NHX1 geninin ekpresyonunu
arttirarak, Na'/H' antiporterlar1 sayesinde, biiyiime ve gelismesini devam ettirdigi
tespit edilmistir. Yine aymi gene sahip, tuz stresine maruz birakilmis transgenik
domateslerde, AtNHXI geninin anlatimi artmig ve bitkinin meyvelerindeki ve
ciceklerindeki gelisim stressiz ortam kosullar ile esdeger devam etmistir [47, 49,
127]. Bitkiler, hiicre i¢i iyon dengesinin saglanmasi i¢in hiicre membranindaki proton
pompalarini kullanirlar. Bu elektrokimyasal gradientin saglanmasi i¢in ili¢ proton
pompasi kullanilir. Bunlar, pirofosfat pompasi1 (H-PPaz), vakuolar tipi H-ATPaz
pompast (V-ATPaz) ve plazma membran1 pompasidir (PM H-ATPaz). Vakuolar tip
H-ATPaz pompasi ve pirofosfat pompasi, membran i¢i bilesenleri ve vakuolar liimeni
asidiklestirirken, plazma membrani pompasi, +1 yiiklii hidrojen atomlarini hiicreden

gecirerek, protonlarin hareketini aktive eder [47, 124, 127, 128].

2.13 Celtikte Tuz Stresi ile Baglantili Genler
2.13.1 OsTPS1

Bircok bitki tiirlinde bulunan trehaloz, indirgenmeyen bir disakkarittir. Trehaloz,
hidrofilik bir ¢dziinen olup, tuzluluk, kuraklik ve yliksek sicaklik gibi abiyotik

streslerden hiicresel proteinleri ve zarlar1 koruyan enerji tastyicisidir [129, 130].
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Bitkilerde strese karsi dayaniklilig1 arttirmak icin trehaloz metabolizmasi, dnemli bir
etkiye sahiptir [131]. Trehaloz iiretimi, bitkilerde genel olarak Trehaloz-6-fosfat
sentaz (TPS) / Trehaloz-6-fosfat fosfataz (TPP) olmak {izere iki enzimsel reaksiyon
sonucu sentezlenir. Ilk asamada TPS, UDP-glukoz (UDPG) ve glukoz 6-fosfat
(Glc6P)’1, Trehaloz-6-fosfat (T6P) olusturmak iizere katalizler. Bunun ardindan, TPP,
T6P'yi fosforile ederek trehalozu tiretmis olur. Trehaloz-6-fosfat sentaz, metabolik ve
gelisimsel siireci etkileyen Trehaloz-6-fosfatin iiretim seviyesini regiile ettigi i¢in,

trehaloz sentezi acisindan kilit enzimdir [132] (Sekil 2.6).

Cytoplasm -
UDPG \/ ( RE \)
Sucrose ------ T6P Trehalose — _~H,0
G6P ; ; ;
i if ---------------------------- 1SnRK1
Synthesis AGPase : ;
redox
activation : v
21
Starch o Ll =---->AB\I:1 bZIIc:1
l } 3
ABA signaling, growth regulators,
Trehalose
Breakdown photosynthetic carbohydrate and
capacity amino acid metabolism
| Chloroplast ) Nucleusj

Sekil 2.6 Trehaloz biyosentezi ve karbonhidrat mekanizmasindaki rolii (J.Ponnu, 2011).

TPSI geni, ilk olarak A. Thaliana bitkisinde tespit edilmistir [133]. Ardindan genom
sekanslama c¢alismalar1 ile birlikte, Selaginella lepidophylla [134], Nicotiana
tabacum L. [135], Oryza sativa L. [136], Glycine max (L.) Merr. [137], Triticum
aestivum L. [138] ve Solanum tuberosum L. [139] bitkilerinde de TPS ve benzeri
genler tespit edilmistir. Gelismis bitkilerde trehalozun sentezi ile ilgili genler
birbirlerinden oldukga farklidir ancak fonksiyonlar1 benzerdir. A. thaliana bitkisinde
11 TPS ve 10 TPP geni mevcutken, Oryza sativa L. bitkisinde 11 TPS ve 9 TPP geni
bulunmaktadir [136, 140]. A. thaliana bitkisindeki A¢tTPSI geninin yiiksek
miktardaki anlatimi, kuraklik stresi ile iliskilendirilirken [141], ¢eltik bitkisindeki
OsTPSI geninin anlattiminin artiginin, tuzluluk, kuraklik ve diisiik sicakliga karsi

tolerans gelistirmede onemli rolii oldugunu gostermistir [142].
20



Ayrica glikolitik denge ve embriyo gelisimi i¢in 76P’nin gerekli oldugu tespit
edilmistir [143]. Bugday bitkisinde eksojen trehaloz uygulamasi, bitkinin metabolik
ve morfolojik degisimlerine sebep olmaktadir. Trehaloz, Arabidobsis bitkilerinde kok
uzamasi lizerine de etki etmektedir. Boylelikle trehaloz, sadece stres koruyucu olarak
degil, ayn1 zamanda metabolik faaliyetler, embriyo olgunlasmasi, seker ve absisik
asit sinyalizasyonu, fotosentez ve daha bir¢ok aktivitenin diizenlenmesine katki

saglamaktadir [144].

2.13.2 OsNHX1
Bitkiler tuzluluk stresi altinda i¢in {i¢ temel mekanizma gelistirmiglerdir. Bunlardan

ilki hormonal sinyallerle kontrol edilen ozmotik stres toleransidir. ikincisi koklerde
ve yapraklarda birikim gosteren yiiksek Na™ iyonlarnin atilmasina yénelik
yontemdir. Ucgiinciisii ise yapraklarda yiiksek seviyede Na' birikimi sonucu hiicre
icerisinden vakuollere tuz taginimini saglayarak, sitosolii toksik tuz seviyesinden

armdirmaktir [94]. NHX tipi antiporterlar, katyon/H" degisimini membran boyunca

katalize ederler [145, 146]. Bunu yaparak hiicre hacmi, hiicre i¢ci pH ve tuz
seviyesinin regiilasyonunu saglarlar. Bitki hiicrelerinde H'- ATPase ve H™ inorganik
pirofosfataz, H' iyonunun aktif hareketini saglayan onciil tasiyicilarken, Na®
iyonunun aktif tasiyicisi ise Na'/H ™ antiporterlaridir [147].

Hiicre icindeki iyon konsantrasyonu, iyon dengesinin saglanmasinda en 6nemli yeri

tutar. Tuz stresine maruz kalmis bitkilerde, Na" hiicre icine gesitli yollarla girerek

sitosolde bulunan enzimler i¢in toksik etki yaratabilmektedir. Bu sebeple bitki

hiicreleri sitosollerini diisiik Na” ve yiiksek K™ konsantrasyonu ile muhafaza etmeli,
fazla Na" hiicre disina ¢ikartilmali ve vakuollere gondermelidir. Celtik bitkisinde 4
tane vakuolar Na" /H™ antiporter (OsNHXI-4) ve bir tane endozomal Na“ /H'

antiporter (OsNHX35) bulunmaktadir [148]. Vakuolar Na", K’/ H" antiporter geninin
(OsNHX1) anlatimi arttik¢a, transgenik celtik bitkilerinin tuza toleransinda artis

kaydedilmistir.
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OsNHXI geninin fazla miktardaki Na“ ve K" iyonlarmin vakuollere génderilmesinde
rol aldigi, antiporter miktar1 ile g¢eltikteki tuza tolerans arasinda baglanti oldugu
bilinmektedir [149]. Bitkilerde tuza karsi tolerans lizerine yapilan calismalarda,
transgenik musir bitkilerindeki OsNHX! geninin anlatiminin artmasi sonucu Na' *un

vakuollere taginimi artmis ve sonug olarak bitkide strese karsi tolerans kaydedilmistir
[150]. A.thaliana, Lycopersicon esculentum ve Brassica napus bitkileri ile yapilan
caligmalarda ise NHXI geninin anlatimindaki artis, bitkilerdeki tuza toleransin

artisina sebep olmustur [151-153].

2.13.3 OsHKT?2;1

Potasyum iyonu (K"), bitki hiicre sitozoliinde en ¢ok bulunan makro besin olup, tek
degerlikli katyon Ozelligi tasimaktadir. Bitki beslenmesinde ii¢ temel bilesenden
biridir [154, 155]. Azot ve fosfor gibi proteinlerin ve niikleik asitlerin temel

yapilarinda bulunmamasina ragmen K, hiicresel faaliyetlerin ve metabolik ortamin

homeostasisinde o6nemli gorevler iistlenir [156, 157]. Bitkiler K™ birikimini,
stirgiinlerde, koklere oranla iki kat fazla yaparlar. Bu sebeple siirgiin olusumu ve
gelisimi, mahsul verimi {izerinde biiylik bir etkiye sahiptir [158]. Bunun yaninda,
Na', bitkinin gelisimi acisindan toksik etkiye sahip oldugu icin, K alimi bitki

acisindan hayati bir 6neme sahiptir [159].

Yiiksek Na' konsantrasyonu, su alimim engelleyerek hiicre i¢i su potansiyelini
azaltir, fotosentetik faaliyetleri bozar, reaktif oksijen tiirlerinin birikime sebep olur ve
K" iyonu ile rekabete girerek K™ alimmm engeller [94, 159-161]. Yapraklardaki
yiiksek K ve daha diisiik Na" dengesinin, bitkilerdeki tuzluluk direnci igin 6nemli
bir faktér oldugu gosterilmistir [94, 157, 162]. Yapilan calismalarda, bugday ve
arpanin tuza tolerans saglamak amaciyla yaprak mezofil ve kok hiicrelerinin
sitozoliinde K tutma yeteneginin énemli bir savunma sistemi oldugu gosterilmistir
[163-167]. HKT tasiyicilari, birgok bitki tiiriinde yer alan, iyon dengesi ve Na'- K"

taginimi gorevini tistlenen bir gen ailesidir [94, 157, 162].
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HKT smf 1 tastyicilarmin, Na™ seciciligi daha fazladir. Arabidopsis, piring ve

bugdayda yapilan galismalarda, yapraklardaki Na' uzaklastiriimasini ve ksilemden

dislanmasin1 tesvik ederek tuzluluga karsi bir stres toleransi olusturdugu tespit

edilmistir [168-177].
2.13.4 0sSOS1

Glikofit bitkilerin hiicre i¢indeki iyon dengesi ve tuza kars1 toleransi i¢in, kok-toprak
arayiiziindeki Na' ’ un disar1 atilmasi kritik bir neme sahiptir. Sodyum iyonunun tek
yonlii iceri akisi cok hizli oldugundan, Na' * un toprak yiizeyine etkili bir sekilde
disar1 ¢ikarilmasi, kokler tarafindan yapilmalidir [178]. Salt Overly Sensitive (SOS)
sinyal yolaginin ii¢ bileseni olup (SOS1-2-3) , bitkilerde tuz stresine karsi dnemli
roller iistlenirler [179]. Na'/H" antiporter SOS! geni, bitki plazma membraninda yer
alan, Na' iyonunun sitoplazmadan hiicre disina ¢ikartan proteini kodlar [180]. SOS2,
bir serin/treonin protein kinazi kodlarken, SOS3 ise bir Ca®' baglayici proteini kodlar
[181, 182]. Bitkiler tuza maruz kaldiginda, Ca*" konsantrasyonu sitoplazmada

giderek artis gosterir. Bu durum SOS3 tarafindan tespit edildikten sonra Ca®'
etkilesime gecerek, SOS2 protein kinazin daha fazla aktive edilmesini saglar. SOS2,
SOS3 ile etkilesime gecerek kompleks olusturup, SOS7’in anlatimini fosforilasyon

yoluyla regiile eder. Sonu¢ olarak SOSI’in tasima aktivitesi, SOS2 ve SOS3

tarafindan kontrol edilerek, Na" *un hiicre igerisinden uzaklastirilmasi saglanir [127,

182, 183]. Arabidobsis mutantlar: sosl, sos2, sos3, Na“ ve Li" iyonlarma karsi
olduk¢a duyarlidir. Bu durum, bitkilerde tuzluluk toleransinda SOS proteinlerinin
onemini gostermektedir [184]. Transgenik Arabidobsis fideleri ile yapilan bir
caligmada, tuzluluk uygulamasi sonucu kontrol bitkilerine oranla transgenik
olanlarda, tuza karsi toleransin arttig1 tespit edilmistir. Bunun sebebi olarak SOS/
geninin anlatimindaki artis gosterilmistir [185]. Celtikte, tuz stresi sinyal yolaklar

Sekil 2.7°de gosterilmistir.

23



Na*
& P

V00000000000 000000 00R0NS 00000000
00000000“00 .......00.0. 000000000

Sekil 2.7 Tuz stresi altinda ¢eltikte SOS sinyal yolagi (C.Liu et al., 2021).
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3. MATERYAL - METOD
3.1 Bitki Materyali

Calismada kullanilan Osmancik-97 geltik ¢esidi, T.C. Istanbul Kiiltiir Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarinda

yetistirilmistir.

Kontrol ve her bir tuzluluk konsantrasyonuna ait tohumlar dolgu maddesi olarak
perlit kullanilan plastik bitki biiyiitme kaplarina ekilmistir. Ekimler plastik kap basina
10 tohum olacak sekilde gergeklestirilmistir. Ekimi yapilan tohumlar bir hafta
boyunca, i¢i distile su dolu plastik kaplarda ¢imlendirilmistir. Birinci haftanin
sonunda Yoshida besin soliisyonu ile sulamaya devam edilmistir. U¢ hafta boyunca
Yoshida soliisyonu ile sulanan ¢eltik fidelerine, ¢imlenmenin 28. giiniinde 60, 90 ve
120 mM NaCl uygulanmistir. 10 giinliik stres uygulamasinin ardindan yapraklar

hasat edilmistir.

Hasat edilen bitkilerin gelisimsel farkliliklar1 ortalama bitki boyu, ortalama kok

uzunlugu, ortalama yas ve kuru agirlik parametreleri lizerinden degerlendirilmistir.

3.2 Biyokimyasal Analizler
Tuzluluk stresinin Osmancik - 97 ¢esidi ilizerinde yarattigi etkiler, lipid
peroksidasyon tayini, prolin ve fotosentetik pigment konsantrasyonlarinin

belirlenmesi ile degerlendirilmistir.

3.2.1 Lipid Peroksidasyon Tayini

Tuz stresinin, celtik bitkilerinde oksidatif stres sonucu olusturdugu lipid
peroksidasyon {iriinii olan thiobarbitiirik asit ile reaksiyona giren bilesenlerin
(TBARS) miktarlar1 Stewart ve Bewley (1980) metoduna gore kolorimetrik olarak
saptanmustir. 0,1 gr ¢eltik yapraklari, steril havanlarda 1ml steril su - 1ml %0,5 (v/w)
tiobarbitiirik asit + % 20’lik trikloroasetik asit yardimi ile homojenize edilmistir.
Ornekler, 30 dakika 95 °C’de inkiibe edildikten sonra, 5 dakika boyunca buz

banyosunda tutularak reaksiyon durdurulmustur.
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Ardindan +4 °C’de, 10000 x g hizda 30 dakika santrifiij yapilmis ve Orneklerin
siipernatantlar1 alinarak, 532 ve 600 nm dalga boylarinda absorbans degerleri

Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar pmol MDA/g.TA cinsinden hesaplanmustir.

3.2.2 Prolin Miktar1 Analizi

Tuz stresinin, geltik bitkilerinde meydana getirdigi prolin birikimi Bates ve dig.
(1973) metoduna gore hesaplanmistir. 2 mL %3’lilkk (w/v) siilfosalisilik asit
yardimiyla, 0,1 g ¢eltik yaprak dokusu homojenize edilmistir. 10000 x g hizda,+4 °C,
15 dakika santrifiij isleminden sonra her birinden 2 ml alinarak cam tiiplere
aktarilmistir. Orneklere ninhidrin belirteci eklenerek inkiibatdrde 1 saat 100 °C’de
reaksiyon gerceklestirilmistir. Ornekler siire sonunda, buzda bekletilerek tepkimeler
sonlandirilmistir. Tiiplere 4 mL toluen eklenerek, vortekslenmistir. Faz ayrimi
olustuktan sonra iist fazdan alinan 6rnekler, 520 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak ol¢lilmiistiir. Sonuglar standart kalibrasyon egrisine gore pg/uL proline g .TA

cinsinden hesaplanmastir.

3.2.3 Fotosentetik Pigment Fluoresans Ol¢iimleri
Tuz stresinin, celtik bitkilerinde meydana getirdigi fotosentetik pigmentler

konsantrasyonu degisiklikleri Arnon metoduna goére belirlenmistir. 0,1 g celtik
yapragi, % 80’ lik (v/v) soguk aseton ile ekstrakte edilmistir. Ardindan, 4°C’de,

10.000 x g, 15 dakika santrifiij edilen 6rnekler, 470, 645 ve 663 nm dalga boylarinda
Olciilmiistiir. Degerler ng/g.TA cinsinden hesaplanmistir. Hesaplamalarda asagida

belirtilen formiilasyon kullanilmistir:

Toplam Klorofil (mg / g x taze agirlik) = 7,05 x A663 + 13,09 x A645
Klorofil a konsantrasyonu (mg / g x taze agirlik) = 11,24 x A663 — 2,04 x A645
Klorofil b konsantrasyonu (mg / g x taze agirlik) = 20,13 x A645 — 4,19 x A663

Karotenoid (mg / g x taze agirlik) = (1000 x A470 — 1,9 x Klfl a — 63,14 x KIfl b)/
214
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3.3 RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu icin 0,3 g bitki yapragi sivi azot ile steril havanlar igerisinde
ezilerek 2 mL’lik eppendorflara aktarilmistir. Uzerlerine 1mL TRIzol eklenmistir.
Ornekler 20 sn hafifce calkalandiktan sonra 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Bekleme asamasindan sonra iizerlerine 0,2 mL kloroform eklenen 6rnekler, 20 saniye

calkalama isleminden sonra 4 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan

40C’de, 12.000 x g hizda, 15 dakika santrifiij yapilmistir. Yeni steril eppendorflara

aktarilan 450 pl siipernatantin iizerine esit hacimde 450 puL izopropanol eklenmistir.

10 dakika oda sicakliginda bekletilen 6rnekler 4°C de, 12.000 x g hizda, 10 dakika

santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi atilan eppendorflara, ImL %75’lik RNAase-
free etanol eklenmis ve 4°C’de, 7500 x g hizda, 5 dakika santrifiij yapilmistir.
Siipernatant kismi atilan eppendorflar, etanol buharlasana kadar bekletilmistir. Son
olarak 40 pL RNAase free-water eklenerek RNA ¢ozme islemi gerceklestirilmistir.
Total RNA izolasyonu yapildiktan sonra, Nanodrop Implen NP80 cihazinda, elde

edilen RNA’larin konsantrasyon ve safliklart 6l¢iilmiistiir.

3.4 cDNA sentezi

cDNA sentezi iScript cDNA Isolation Kit’i kullanilarak yapilmistir. cDNA sentezi
i¢cin kullanilan bilesenler {ireticinin tavsiye ettigi sekilde: 4 pL 5X iScript cDNA, 1
pL iScript Reverse Transcriptase, 14 uL Nuclease-free later ve 1 uL RNA (300 pg)
ornegi olacak sekilde 20 pL total hacimde gerceklestirilmistir. Reaksiyon Tablo

3.1°de belirtilen siire ve sicakliklarda gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1 cDNA PCR ¢ogaltimi1 reaksiyon protokolii

Asama Siire Sicakhk
Priming 5 dakika 25°C
Reverse Transcription 20 dakika 46 °C
RT inactivation 1 dakika 95 °C
Hold - 4°C
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3.5 Gradient PCR

Hedef genlere ait tasarlanan primer dizileri Tablo 3.2°de verilmistir. Gradient PCR
asamasi i¢in Thermo Scientific PCR Master Mix (2X) kullanilmistir. 0,2 mL’ lik PCR
tiipleri, 12,5 uL mix, 9,5 pL Thermo Fisher DEPC treated water, 1 pL ¢cDNA, 1pul

Forward Primer, 1 ul Reverse Primer olacak sekilde hazirlanip, vortekslenmistir.

Protokol, Prima - DuoTM Hi - Media PCR Cihaz ile, Tablo 3.3’ de verilen siire ve

sicakliklarda yiritiilmiistiir. Agaroz jel elektroforezi ile, primerlerin ortak optimum

baglanma sicakliklar1 belirlenmistir.

Tablo 3.2 ilgili genlere ait primer dizileri

Genler quvyard Relcy Rfsvc‘erse LT T Accession No: Uriin Boyutu (bp)
(5°-3°) (5-3)
CTGATGAGAGA | GACTAGGGAGA
OsTPS1 GAAAAGCGACA | TCAGGTGGAAC HMO050424 153
T T
ACCACAGAAGA
OsNHX1 CTGGATTGCTCA | ATACGGTGAGA XM 015789089 155
GTGCATACATA A
) GTCAACCTCTGC | GAAAACTCTGG
OsHKT2:1 TCTGACACTTT | GTTGTGCTTA TG AJ491852 168
0sSOS] GGCTTCCTTCTT | ACTGCATCACTA KY752550 185
CTGCTCTATGT GCACGCTTAAC

Kisaltmalar: OsTPSI: Trehalose 6 Phosphate Synthase 1, OsNHXI: NaJr/H+ antiporter, OsHKT?2;1: High
Affinity K transporters, OsSOSI: Salt Overly Sensitive 1

Tablo 3.3 Gradient PCR Protokoli

Asamalar Sicaklik (C°) Siire Dongii Sayisi
Baslangig 95 3 dk 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 54-56-58-60-62-64-66- 30 sn 35
-68
Uzama 72 1 dk
Son uzama 72 10 dk 1
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3.6 Kantitatif Real-time PCR Analizi (QRT - PCR)

BIO-RAD iQTM SYBR® Green Supermix protokolii ile gen anlatim analizi

yapilmistir. BIO-RAD iQTM SYBR® Green Supermix (2X) 10 pL, 1 pL Forward

Primer, 1 pl Reverse Primer, 1 uL cDNA ve 7 uL Thermo Fisher DEPC treated water
iceren reaksiyon karisimi, BIO - RAD CFX Connect Real-Time PCR cihazi ile,
endojen kontrol Ubiquitin 5 primeri segilerek gergeklestirilmistir. Reaksiyon siire ve

sicakliklart Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4 Real Time PCR Protokolu

Asamalar Sicaklik (C°) Siire Dongii Sayis1
Polimeraz Aktivasyonu 95 3 dk 1
ve DNA Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95 15 sn
Baglanma/Uzama + 39
Optimize Sicaklikta 60 45 sn

Plate Okuma

Erime Egrisi Analizi 65-95 (0,5 artig) 5sn 1

3.7 istatistiksel Analizler

Celtik bitkilerine ait kontrol ve farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmis deneysel
gruplarin bilylime parametrelerinden bitki boy uzunlugu, kék uzunlugu, taze agirlik
ve yas agirliklart morfolojik zararlanma degerlendirilmesinden elde edilen veriler ile
biyokimyasal analizlerinin (lipid peroksidasyon, prolin birikimi, fotosentetik
pigment) degerlendirilmeleri GraphPad Prism 8 (https://www.graphpad.com)
istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Programda tek yonlii ANOVA testi
yapilmis ve testte istatistiksel olarak anlamli bulunan gruplarin karsilastirmasi

Student- Newman Keuls testi ile gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Bitki Biiyiime Parametreleri

Tuzluluk stresinin, Osmancik - 97 {izerindeki olumsuz etkilerinin tespiti amaciyla
ortalama kok uzunluklari, ortalama bitki agirliklart ve ortalama bitki uzunluklari
Ol¢iilmiistiir. Osmancik - 97 ¢esidinde bitki kok - agirlik - uzunluklari, kontrol, 60, 90
ve 120 mM NaCl stresinin etkileriyle degisimleri, sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve
Sekil 4.3’de gosterilmistir. Tuzluluk stresi arttikca, tic parametredeki degisim azalma

yoniinde olmustur.
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Sekil 4.1 Degisen tuzluluk stresinin bitki kok uzunluklar iizerindeki etkisi

Osmancik - 97 ¢esidinde kontrol grubundaki ortalama bitki kdk boyu uzunlugu 7.80
cm iken, 60 mM tuzluluk stresine maruz kalan bitkilerin kok boyu, 1cm kisalarak
6.80 cm degerine gerilemistir. 90 mM tuzluluga maruz kalan bitkilerin ortalama kok
boyu 6.60 cm’ye diislis gdstermistir. 120 mM NaCl stresine maruz kalan bitkilerdeki
ortalama kok boyu ise 6.30 cm olarak bulunmustur. 60 - 120 mM tuzluluk stresi
altindaki bitkilerde ortalama kok boyu uzunluklar istatistiksel olarak anlamli fark

sergilememistir
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Sekil 4.2 Degisen tuzluluk stresinin bitki agirliklari iizerindeki etkisi

Osmancik - 97 ¢esidinde kontrol grubundaki ortalama bitki yas agirligr 0,45 g iken,
kuru agirlik 0,12 g’dir. 60 mM tuzluluk stresine maruz kalan bitkilerin ortalama yas
agirliklar1 0,39 g iken, kuru agirliklar1 0,11 g olmustur. 90 mM tuzluluk uygulanan
celtik bitkilerinin yas agirliklart 0,30 g, kuru agirliklari ise 0,09°a diisiis gostermistir.
Uygulanan en yliksek konsantrasyon olan 120 mM’ da, bitkilerdeki yas agirlik 0,30
g, kuru agirlik 0,09 g olarak 6l¢iilmiistiir. Osmancik - 97 ¢esidinde, kontrol grubu ile
tuzluluk uygulanmis celtikler arasinda, kuru agirliklar karsilastirildiginda olusan
farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tuzluluk stresi arttikca kuru
agirliklarda diistisler gozlemlenmistir. Yas agirliklar degerlendirildiginde, kontrol
grubu ile 60 mM tuzluluk uygulanmis ¢eltik bitkileri arasinda, 0,6 g’ lik distis
gbzlemlenmesine ragmen en biiyiik fark, 60 mM ile 90 mM tuzluluk uygulanmis

celtik bitkileri arasinda, 0,9 g degisimle kaydedilmistir.
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Sekil 4.3 Degisen tuzluluk stresinin bitki uzunluklari tizerindeki etkisi

Osmancik - 97 ¢esidinde kontrol grubuna ait ortalama bitki uzunlugu 23.8 cm iken,
60 mM tuzluluk stresine maruz kalan bitkilerin uzunlugu 22.1 cm’e gerilemistir. 90
mM tuzluluga maruz kalan bitkilerin ortalama uzunlugu 19.8 cm iken, 120 mM NaCl
stresine maruz kalan bitkilerdeki ortalama bitki uzunlugu 19.2 cm olmustur. 90 mM
ile 120 mM tuzluluk uygulanmis bitkiler arasinda istatistiksel bitki uzunluk
degisimleri olmasina ragmen, en biiyiik fark 2.3 cm’lik azalis ile 60 - 90 mM

tuzluluk uygulanmis bitkiler arasinda tespit edilmistir.
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4.1.2 Biyokimyasal Analizler

4.1.2.1 Fotosentetik Pigment Miktar1 Tayini

Osmancik - 97 ¢esidinde, artan tuzluluk stresinin (0 - 60 - 90 - 120 mM NacCl),
fotosentetik pigment konsantrasyonlarina etkileri, spektrofotometrik olarak
kaydedilmistir. Bitkilerde, artan tuzluluk stresiyle birlikte, klorofil a, klorofil b, total

klorofil ve karotenoid miktarlarinda diislis kaydedilmistir (Sekil 4.4).

B3 Klorofil a
Klorofil b
B Total Klorofil
B Karotenoid
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Sekil 4.4 Artan tuzluluk stresinin, Osmancik - 97 ¢eltik ¢esidi iizerindeki pigment

konsantrasyonlarina etkisi

Osmancik - 97 c¢esidinde klorofil a pigmenti, artan tuzluluk oranlan ile diisiis
gostermigstir. Kontrol, 60, 90 mM tuzluluk uygulanmis bitkiler arasinda istatistiksel
olarak anlamli azalma gdzlemlenirken en biiyiik azalma, 90 - 120 mM tuzluluk stresi

uygulamis bitkiler arasinda tespit edilmistir.

Klorofil b pigmenti, benzer sekilde artan stres miktari ile ters orantili olarak diisiis
gostermistir. 60 - 90 - 120 mM tuzluluk uygulanmis bitkilerde diislisler gozlemlenmis
olmasina ragmen en biiyiik fark, kontrol grubu ile 60 mM tuzluluk uygulanmis ¢eltik

bitkileri arasinda gergeklesmistir.
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Karotenoid miktarlarinin, artan tuzluluk ile degisim oranlari degerlendirildiginde,
kontrol ve 60 mM deney grubu arasinda 35,56 mg / g.TA’dan 28 mg / g. TA’ ya, 60 ve
90 mM grubu arasinda 28,64 mg / g.TA’dan 21.87 mg / g. TA’ ya, 90 ve 120 mM
gruplar1 arasinda 21,87 mg / g. TA’ dan 18,02 mg / g.TA’ ya diislisler kaydedilmistir.
Kontrol, 60 ve 90 mM arasinda farklar istatistiksel olarak anlamli bulunurken, 90 ve

120 mM arasinda fark anlamsiz bulunmustur.

4.1.2.2 Prolin Miktar1 Tayini
Osmancik - 97 ¢esidinde, kontrol, 60, 90 ve 120 mM NaCl stresinin, prolin birikimi

tizerindeki etkileri Sekil 4.5 iizerinde gosterilmistir.
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Sekil 4.5 Osmancik - 97 gesidinde, artan tuzluluk stresi ile prolin konsantrasyonlari

arasindaki degisimler

Kontrol grubu ile 60 mM arasindaki fark, istatistiksel olarak anlamsizken, diger
gruplar anlamli farklar sergilemistir. Kontrol grubu (0,64 pmol / g. TA) ile 60 mM
tuzluluk uygulanmis Osmancik - 97 c¢eltik ¢esitleri (0,68 umol / g.TA) arasinda

istatistiksel artis gozlemlenmistir.
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Tuzluluk stresinin artmasi ile dogru orantili olarak biiyiik degisimler, 60 mM - 90
mM tuzluluk grubu (0,68 umol / g.TA - 0,86 umol / g.TA) ile 90 mM - 120 mM
tuzluluk grubu (0,86 pmol / g.TA - 1,07 umol / g.TA) arasinda gergeklesmistir.

4.1.2.3 TBARS Miktar: Tayini
Artan tuzluluk miktar1 ile dogru orantili olarak Osmancik - 97 ¢eltik ¢esitlerinde,

TBARS konsantrasyonlarinda artig kaydedilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Osmancik - 97 ¢esidinde, artan tuzluluk stresinin TBARS konsantrasyonlarina

etkisi

Artis 60 ve 90 mM gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken, diger

tiim gruplar arasindaki farklar anlamli bulunmustur.
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4.2 Hedef Genlerin Gen ifadesi Analiz Grafikleri

Hedef genlerin gen anlatim seviyeleri, QRI-PCR ile tespit edilmistir. ifade degisimleri
tic teknik tekrar yapilarak belirlenen ¢T degerleri iizerinden hesaplanarak elde
edilmistir. Osmancik - 97 cesidinde, 60, 90 ve 120 mM tuzluluk kosullar1 altinda

OsTPS1 geninin anlatim1 kontrole gore karsilagtirilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Osmancik - 97 gesidinde, artan tuzluluk oranlarindaki OsTPS1 gen anlatim

seviyeleri

Osmancik - 97 ¢esidinde 60 mM tuzluluk uygulanmis celtiklerdeki OsTPSI gen
anlatimi kontrole oranla % 63,3 oraninda azalis gostermistir. 90 mM tuzluluk
uygulanmis ¢eltiklerde OsTPSI gen anlatimi %85 oraninda azalma gosterirken, 120

mM tuzluluk grubunda % 78,2’lik bir azalis kaydedilmistir.
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Osmancik - 97 c¢esidinde, 60, 90 ve 120 mM tuzluluk kosullar1 altinda OsNHX]I

geninin anlatimi kontrole gore degerlendirilmistir (Sekil 4.8).

— 1.50-
e
©
=3
S 1.25+
S
a

7 1.00=
(]
| ..
@
& 0.75-
L
S 0.50- b
O
- d
w 0.25+ - C .
2

0.00-

AN
& . &é . &é . ((s‘
¢ © 2 RV

Sekil 4.8 Osmancik - 97 ¢esidinde, artan tuzluluk oranlarindaki OsNHXI gen anlatim

seviyeleri

Osmancik - 97 ¢esidinde 60 mM tuzluluk uygulanmis geltiklerdeki OsNHXI gen
anlatim1 kontrole oranla % 51,9 oraninda azalis gostermisti. 90 mM tuzluluk
uygulanmis c¢eltiklerde OsNHX1 gen anlatimi1 %79,1 oraninda azalma gosterirken,

120 mM tuzluluk grubunda % 74’liik bir azalis kaydedilmistir.
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Osmancik - 97 ¢esidinde, 60, 90 ve 120 mM tuzluluk kosullar1 altinda OsHKT?2, 1

geninin anlatimi kontrole gore karsilastirilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Osmancik - 97 cesidinde, artan tuzluluk oranlarindaki OsHKT2;I gen anlatim

seviyeleri

60 mM tuzluluk uygulanmis celtiklerdeki OsHKT7?2;1 gen anlatimi kontrole oranla %
51,4 oraninda azalig gostermistir. 90 mM tuzluluk uygulanmis ¢eltiklerde OsHKT?2; 1
gen anlatimi %78,8 oraninda azalma gosterirken, 120 mM tuzluluk grubunda %

73,5’lik bir azalis hesaplanmustir.
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Osmancik - 97 ¢esidinde, 60, 90 ve 120 mM tuzluluk kosullar1 altinda OsSOSI

geninin ifadesi kontrole gore hesaplanmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Osmancik - 97 g¢esidinde, artan tuzluluk oranlarindaki OsSOSI gen anlatim

seviyeleri

60 mM tuzluluk uygulanmis ¢eltiklerdeki OsSOS! gen anlatimi kontrole oranla %
63,3 oraninda azalig gostermistir. 90 mM tuzluluk uygulanmig ¢eltiklerde OsSOS1
gen anlatimi %85,1 oraninda azalma gdosterirken, 120 mM tuzluluk grubunda %

78,3 1iik bir azalis kaydedilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasi, Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarlarinda gerceklestirilmis ve artan tuzluluk stresi
altinda Osmancik - 97 celtik c¢esidinde bulunan dort farkli genin, gen ifade
seviyelerinde meydana gelen degisimlerin gdsterilmesiyle birlikte prolin birikim
miktarlari, lipit peroksidasyon miktarlari, fotosentetik pigment konsantrasyonlari ve

bitkilerin gelisimsel parametreleri degerlendirilmistir.

Calismamizda kullanilan ¢eltiklerimize, ¢cimlenmenin 28. giiniinde 60, 90 ve 120 mM
NacCl stresi uygulanmaya baslamis ve 10 giin boyunca stirdiiriilmiistiir. Uygulanan
stres dogrultusunda, tiim tuzluluk gruplarmin stresle orantili olarak bitki boylari,
agirliklar1 ve kok uzunluklarinda azalmalar meydana getirdigi gosterilmistir. Bitki
boylar1 karsilastirildiginda kontrol grubuna oranla 120 mM tuzluluk uygulanmis
gruptaki azalma % 19 olmustur. Tuzluluk stresinin bitki yas agirliklarina etkisi ise
kontrol grubuna oranla 120 mM tuz uygulanmis olan grupta %33’liik bir azalma ile
ortaya ¢ikmistir. K6k uzunluklar1 degerlendirildiginde, 120 mM tuz uygulanmis olan

grup, benzer sekilde kontrole oranla %19’luk bir azalis gdstermistir.

Tuzluluk toleransina sahip Pokkali ve duyarli IR-28 celtik cesitleri ile yapilan bir
calismada, kisa siireli tuz stresinin tiim ¢esitler lizerinde kok uzunluklarini olumsuz
yonde etkiledigi fakat Pokkali’ ye oranla IR-28 ¢esidinin stres faktoriinden ¢ok daha

fazla etkilendigi goriilmustiir [186].

Pokkali ve duyarli IR-28 ile yapilan baska bir ¢alismada, artan tuzluluk stresinin,
IR-28 kok uzunluklari tizerinde olumsuz etkilerinin oldugu fakat iki ¢esit icin de bu

degisimin 6nemli olmadig1 vurgulanmastir [187].

Mekongga, Banyuasin, Madura, Ciherang, Inpara-3 ve Inpari 13 celtik ¢esitleri ile
yapilan bir ¢calismada, kontrol grubu ile birlikte ¢esitlere 50, 100, 150 ve 200 mM
NaCl uygulamasi yapilmaistir.
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21 giinliik bitkilere, dort hafta boyunca tuz stresi uygulamasi yapilmis ve cesitler
arasinda bitki boyu ve yaprak ylizeyi degisimleri belirlenmistir. Arastirma
sonucunda, tlim c¢eltik ¢esitlerinin bitki boylarinda diisiis goriildiigii rapor edilmistir

[188].

Calismamizda uygulanan tuz konsantrasyonlari, artan strese bagl olarak klorofil a,
klorofil b, total klorofil ve karotenoid konsantrasyonunda diisiislere sebep
olmustur. Yapilan ¢aligmalarda, bitkilere uygulanan tuz stresi miktarina bagl olarak,

klorofil konsantrasyonunda ciddi diisiisler bildirilmistir [ 189, 190].

300 mM tuz stresi uygulanmis celtik bitkilerinde, klorofil a, klorofil b, toplam
klorofil ve karotenoid konsantrasyonlarina incelenmistir. Gala, Edirne ve Sumnu

cesitlerinde fotosentetik pigment konsantrasyonlarinda azalma rapor edilmistir [191].

Tuzluluk, klorofilaz enziminin aktivitesini arttirarak, klorofilin yikimim tetikler.
Bitkiler icin en onemli enerji kaynagi fotosentezdir. Bitkilerin tuz stresine karsi
tolerans1 degismekle birlikte, fotosentetik pigment tayini, biyokimyasal belirte¢

olarak abiyotik stres faktorlerinin etkilerini géstermede kullanilmaktadir [192].

Bitki hiicresinin membraninda bulunan doymamis lipidler, abiyotik ve biyotik stres
sonucu olusan ROS tarafindan lipit periksidasyonuna ugratilir. Bunun sonucunda
iyon tasinim sistemlerine zarar gelir. Membranda bulunan proteinler ve hiicre zari
yapist zarar goOriir [193]. Bu zararlanmanin Triinii olan TBARS miktarinin

Ol¢lilmesi, membranlardaki oksidatif hasarin indikatorii olarak kullanilmistir [194].

Caligmamizda, artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak Osmancik - 97 ¢esidinde
kontrol grubu ile 120 mM tuzluluk grubunu karsilastirdigimizda TBARS
konsantrasyonunda %60’ lik bir artig tespit edilmigstir. Yapilan ¢aligmalar, artan
tuzluluk stresi ile dogru orantili olarak bitkilerde TBARS konsantrasyonlarinin
arttigint rapor etmektedir [195-197]. Celtik bitkisi ile yapilan bir ¢alismada, tuza
duyarh cesitte TBARS konsantrasyonu ¢ok yiiksek bulunurken, toleransh cesitte

TBARS konsantrasyonu diisiik olarak tespit edilmistir [198].
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Yiiksek tuz konsantrasyonu, bitkilerin su alimimni zorlagtirir ve bunun sonucunda
osmotik stres meydana gelir. Bitkiler, osmotik stresten kendilerini korumak amaciyla
prolin vb. gibi uyumlu ¢6ziinenleri depolarlar [199, 200]. Calismamizda, 60, 90 ve
120 mM tuzluluk uygulanmis celtiklerde, artisa bagli prolin birikimleri
gozlemlenmigtir. Kontrol grubu ile 120 mM tuzluluk uygulanmis celtikler arasinda

prolin konsantrasyonlar1 incelendiginde, yaklasik %40’lik bir artig saptanmigtir.

Hassas IR-29, tolerant Pokkali ve 12 ¢eltik cesidi ile yapilan bir ¢aligmada, tiim
tuzluluk konsantrasyonlarinda, kontrole oranla diger tiim gruplarin prolin

konsantrasyonlarinda artig rapor edilmigtir [201].

Yapilan bagka bir calismada, tuz tolerant Hamilton - SR26B ile hassas Ratna celtik
cesitleri ile calisilmis, 100 mM tuzluluk uygulamasi ardindan tuza dayanikli olan
Hamilton ve SR26B ¢esitlerinde prolin konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir [202].

Trehaloz, abiyotik stres faktorlerine karsi hiicresel proteinleri ve zarlar1 koruyan,
indirgenmeyen bir disakkarittir. Bitkilerdeki trehaloz {iiretimi ise Trehaloz-6-fosfat
sentaz (TPS) / Trehaloz-6-fosfat fosfataz (TPP) araciligi ile gerceklesir. Trehaloz,
Arabidobsis bitkilerinde kok uzamasini tesvik etmektedir. ADP - glukoz
pirofosforilaz aktivitesini degistirerek ve nisastanin ABA-INSENSITIVE 4 (ABI4)
tarafindan pargalanmasimi engelleyerek kotiledonlarda nisasta birikmesine neden

olmaktadir [203].

Calismamizda, Osmancik - 97 celtik cesidinde, artan tuzluluk miktarlarina bagh
olarak OsTPSI geninin anlatimi incelenmis, kontrol ile 120 mM arasinda %80’lik
gen anlatim farkliligi hesaplanmistir. Bunun sonucunda, diger analiz edilen hedef
genler ile birlikte degerlendirildiginde ¢esidimizin tuzluluga hassas oldugu sonucuna

varilmgtir.

A. thaliana bitkisiyle yapilan bir ¢aligmada, kuraklik stresi ile A¢7PSI geninin

ylksek miktardaki anlatimi iliskilendirilmistir [141].
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Yapilan baska calismada, celtik bitkisindeki OsTPS! geninin anlatiminin artiginin,
tuzluluk, kuraklik ve diisiik sicakliga karsi tolerans gelistirmede onemli roli

oldugunu gosterilmistir [142].

NHX antiporterlari, hiicre icindeki katyon/H™ dengesini saglayarak, tuz ve pH

seviyesini diizenler. Calismamizda, Osmancik - 97 celtik c¢esidinde, 60, 90 ve 120
mM tuzluluk stresinin, OsNHX1 geninin anlatimina etkisi incelenmistir. Kontrol
gruplan ile karsilastirildiginda, 120 mM tuzluluk uygulanmis grupta, %70’lik gen

anlatim diisiisii tespit edilmistir.

Trangenik celtik bitkileri ile yapilan bir ¢alismada Na“, K/ H antiporter gen
(OsNHX1) anlattiminin artmasi sonucu, tuza toleransin arttigi gosterilmistir [149].
Yapilan diger ¢alismalarda, Saccharomyces cerevisiae’de bulunan ScNHXI geninin

iriinlerinin memeli NHE’ sine homolog oldugu, prevakoular yapilarda yer aldig1 ve
hiicre i¢indeki yapilar arasinda Na' iyonunun dagilimini kontrol ettigi gosterilmistir
[204, 205]. OsNHX geninin transgenik musir bitkilerinde hiicre ici Na' dengesini

sagladigi, Na' iyonunun vakuollere tasinimini saglayarak tuza tolerans olusturdugu

gosterilmistir [150].

K", hiicre sitozoliinde bulunan temel makro besinlerdendir. Na' iyonunun hiicre

icinde yogun sekilde bulunmasi, hiicre i¢ su dengesini bozar ve K" iyonu ile rekabete
girerek hiicre iyon yiikii dengesini degistirir. Caligmamizda, Osmancik - 97 ¢eltik
cesidinde OsHKT2;l genininin, artan tuzluluk stresi ile anlatim degisimi
incelenmigstir. Kontrol bitkileri ile karsilagtirildiginda, gen anlatiminin, en yiiksek

tuzluluk konsantrasyonunda %70 azaldig1 bulunmustur.

Yapilan caligmalarda, NHX1 tipi tasiyicilarinin, bugday, celtik ve Arabidopsis

bitkilerinde, ksilemden Na' iyonunun uzaklastirilarak tuz stresine karsi tolerans

olusturdugu bildirilmistir [168-177].
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Na" iyonunun hiicre i¢ine gegisi ¢ok hizli gergeklesmektedir. Bu durum hiicre igin

iyon homeostasisini bozarak, bitkilere zarar vermektedir. SOS1 antiporterlari, hiicre

ici Na'/H dengesini saglayarak, Na" un hiicre disina ¢ikartilmasini saglamaktadur.

Calismamizda, 60, 90 ve 120 mM tuzluluk uygulanmis celtik bitkilerimizde, artan
stres miktar1 ile OsSOS!I gen anlatimi1 %80 oraninda azalmistir. Bu sonug, Osmancik

- 97 ¢esidinin, tuza duyarli oldugunu gostermektedir.

Yapilan calismalarda, SOS1 anlatimi olmayan Arabidobsis mutantlarinda, Na"
iyonunun disar1 atiliminda eksiklik yasandigi i¢in tuza karsi hassasiyet goriildiigii ve
koklerden siirgiinlere iyon tasiniminda kusurlar meydana geldigi tespit edilmistir

[183, 206]. 25 mM tuzluluk uygulanan SOS1 mutanlar1 ve yabanil tip celtikler

arasinda, yabanil tipler, mutantlara oranla daha fazla Na' birikimi gostermistir. Bu
durum, sodyum iyonunun ksileme gegisi ve siirgiinlere aktariminin kontrol altinda
tutulmasinda, SOS1’in gorev aldigin1 gostermistir. Bunun aksine 100 mM tuzluluk
uygulanmis kontrol ve mutant bitkilerinde, kontrole oranla mutantlarda daha fazla

sodyum iyonu birikimi gozlemlenmistir. Bunun sebebinin ise kok epidermisindeki

+ . . . +
Na' iyonunun disar1 c¢ikarilamamasi ve ksilem simplast smir1 boyunca Na

elektrokimyasal gradientinin bozulmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir [206,

207]. Yiiksek tuzluluk stresi altindayken, ksilem parankima ve 6zsuyu arasindaki Na"
iyon konsantrasyonu farkinin pH gradientinden daha yiiksek olabilecegi ve sonug
olarak da SOSI1 aktivitesinin tersine donerek ksilemden sodyum iyon alimi ile

sonuclanabilecegi O6ne siiriilmiistiir [178, 206].

Yapilan bu tez calismasinda, Osmancik - 97 ¢esidinde strese bagli olarak TBARS ve
prolin konsantrasyonlarinda artis gozlemlenirken, fotosentetik pigment
konsantrasyonlarinda diisiis tespit edilmistir. Belirlenen dort farkli gen igin, artan
stresle birlikte gen anlatim miktarlarinin azalisi, Osmancik - 97 ¢esidinin tuzluluk
stresine kars1 duyarli oldugu ve 1slah programlarina alinmasi gereken bir ¢esit oldugu

sonucunu ¢ikarmistir.
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