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KISA OZET

MUTANT SOYA BITKILERININ TUZLULUK STRESINE CEVAPLARI

Tiirkan Hazal Turan

Gilinlimiizde artan c¢evresel baskilar, 6zellikle tuzluluk gibi abiyotik stres faktorleri,
tarimsal tiretimi tehdit eden en 6nemli unsurlar arasinda yer almaktadir. Bu baglamda,
ekonomik ve besinsel agidan biiyiik 6neme sahip olan soya bitkisi (Glycine max L.),
tuz stresine karsi duyarliligi nedeniyle 6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir.
Soya; yliksek protein ve yag igerigi sayesinde hem insan hem de hayvan
beslenmesinde, ayrica biyoyakit, kozmetik ve ila¢ sanayilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak verimli {iretimi engelleyen tuz stresine kars1 soya tiirlerinde
direng gelistirilmesi, siirdiiriilebilir tarim i¢in kritik bir hedef olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, mutasyon islahi yoluyla elde edilen soya mutant hatlarinin
tuzluluk stresine kars1 verdigi fizyolojik, biyokimyasal ve proteomik yanitlarin
incelenmesidir. Bu kapsamda, Ataem-07 ve Ustiin ana¢ hatlar1 gama radyasyonuna
(150-250 Gy) maruz birakildiktan sonra mutasyon 1slahi ile elde edilen 150-43 ve 405-
1 mutant hatlar1 kullanilmistir. Tuz stresine yanitlar1 degerlendirmek amaciyla bitkiler
180 mM NaCl ile strese maruz birakilmis ve 10 giin boyunca stres kosullarinda
bliylimeleri saglanmustir.

Fizyolojik analizler kapsaminda gévde uzunlugu, kok uzunlugu ve bitki taze agirliklar
Ol¢iilmiis; biyokimyasal olarak ise lipid peroksidasyon diizeyi (MDA analizi), prolin
konsantrasyonu, fotosentetik  pigment miktarlari ve ozmolit  birikimi
degerlendirilmistir. Ayrica, iki boyutlu jel elektroforezi (2D-PAGE) ve LC-MS/MS
proteomik analizleri ile protein diizeyinde ifade degisimleri ortaya konmustur.

Elde edilen sonuglara gdre, mutant hatlar, tuz stresi altinda daha az biiylime geriligi
gostermis ve kontrol gruplarina kiyasla daha diisiik MDA birikimi ve daha yiiksek
prolin seviyeleri sergilemistir. Fotosentetik pigmentlerin daha az azalmasi da stres
toleransinin gostergesi olarak degerlendirilmistir. Proteomik analizlerde ise tuz
stresine kars1 duyarlilig1 ve toleransi etkileyen proteinlerin ifade diizeylerinde anlamli
degisiklikler tespit edilmistir.
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Sonug olarak bu ¢aligsma, mutant soya hatlarinin tuzluluk stresine kars1 gosterdigi ¢ok
yonlii tepkileri ortaya koyarak, bu hatlarin genetik ¢esitlilik ve stres toleransi agisindan
potansiyel tasidigini gostermistir. Elde edilen veriler, hem temel bilimsel anlayisa katki
sunmakta hem de tuz stresine dayanikli soya ¢esitlerinin gelistirilmesine yonelik 1slah
caligsmalarina bilimsel bir temel saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Glycine max, tuz stresi, mutant hatlar, gama radyasyonu, 2D jel
elektroforezi, proteomik
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ABSTRACT

RESPONSES TO SALINITY STRESS OF MUTANT SOYBEAN PLANTS

Turkan Hazal Turan

Abiotic stress factors, particularly salinity, pose serious threats to agricultural
productivity in the context of global climate change and soil degradation. Among
economically and nutritionally important crops, soybean (G/lycine max L.) has received
increased attention due to its sensitivity to salinity. Soybean is widely cultivated for its
high protein and oil content, making it a key crop for human and animal nutrition as
well as industrial uses such as biodiesel, pharmaceuticals, cosmetics, and food
additives. However, the development of salt-tolerant soybean cultivars is essential for
maintaining sustainable crop yields in saline-prone areas.

This thesis aims to evaluate the physiological, biochemical, and proteomic responses
of salt stress in gamma-ray-induced soybean mutant lines. For this purpose, the
parental lines Ataem-07 and Ustiin were subjected to gamma radiation at doses of 150,
200, and 250 Gy, resulting in the development of mutant lines 150-43 and 405-1. Plants
from these lines were exposed to salt stress using a 180 mM NaCl solution for 10 days
under controlled growth conditions.

Physiological parameters such as shoot length, root length, and plant fresh biomass
were measured. In addition, several biochemical markers were analyzed, including
lipid peroxidation levels (via MDA assay), proline content, chlorophyll concentrations,
and osmolyte accumulation. To investigate the protein-level responses, two-
dimensional gel electrophoresis (2D-PAGE) followed by liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was employed for proteomic profiling.

The results revealed that mutant lines displayed greater tolerance to salinity stress
compared to the parental lines. These plants exhibited smaller reductions in growth
parameters, lower malondialdehyde (MDA) levels indicating reduced oxidative
damage, and significantly increased proline accumulation. Additionally, the decrease
in photosynthetic pigment concentrations was less pronounced in the mutant lines,
indicating better maintenance of photosynthetic efficiency under stress.

Xiv



Proteomic analysis further supported these findings by identifying several proteins
with altered expression in response to salt stress.

In conclusion, this study demonstrates that gamma-induced mutant soybean lines
exhibit enhanced tolerance to salt stress at multiple levels. The findings not only
deepen our understanding of plant stress responses but also offer valuable insights for
future breeding programs aimed at improving crop resilience to adverse environmental
conditions. These mutant lines may serve as promising genetic resources in the
development of new soybean varieties suitable for cultivation in salt-affected soils.

Keywords: Glycine max, salt stress, mutant lines, gamma irradiation, proteomics, 2D-
PAGE

XV



1. GIRIS

Kullanim alanlarinin ¢ok ¢esitli olmasindan dolay1 soya bitkisi 6zellikle 20. yilizyi1ldan
itibaren en ¢ok ticareti yapilan gida iiriinlerinden biri olmustur. Soya, kesfinin ilk
zamanlarinda hayvanlar i¢in yiiksek kaliteli yem ve insanlar i¢in de 6nemli bir protein
kaynagi olarak tliketilmistir. Zengin besin i¢eriginin kesfedilmesi ve buna bagli olarak
kullanim alanlariin genislemesi soya tiiketiminin artis gostermesine sebep olmustur.
Artan tiikketim talebini karsilayabilmek amaciyla soyanin iiretim alanlar1 ve kapasitesi
genisletilmistir. Bu genislemeye bagl olarak soya iiretiminde yeni zorluklar ortaya

cikmigtir (Pagano ve Miransari, 2016).

Bitki 1slah teknikleri, yilizyillardir gida iiretiminde karsilagilan sorunlarin
¢ozlilmesinde dnemli bir rol oynamaktadir. Bitki 1slahi, istenen 6zelliklere sahip tarim
ya da siis bitkileri elde etmek i¢in insan eliyle uygulanan eslestirme ve se¢me
yontemlerine verilen genel isimdir. Eski ¢aglarda bitki 1slahi fiziksel olarak dayanikli
bitkileri se¢gme yontemiyle baslamig olup giiniimiizde genetik arastirmalarla, hibrit
tohum iiretimleriyle ve omik ¢alismalarla devam ettirilmektedir (Collard ve Mackill,
2008). Kiiresel iklim degisiklikleri, niifus artis1 ve toprak kalitesindeki bozulmalar gibi
faktorler, tarimsal tiretimi tehdit eden ¢evresel baskilar her gegen giin artirmaktadir.
Ozellikle tarimsal alanlarin smirli olmasi ve mevcut alanlarda goriilen tuzluluk,
kuraklik ve agir metal kirliligi gibi abiyotik stres faktorleri, diinya genelinde bitkisel
iretimde ciddi verim kayiplarina yol ag¢maktadir. Bu nedenle, cevresel stres
kosullarina direncgli bitki tiirlerinin gelistirilmesi, stirdiriilebilir tarim agisindan
kaginilmaz bir gereklilik haline gelmistir. Bu baglamda, diinya genelinde yaygin
tiretimi yapilan ve ¢ok yonlii kullanim alanlarina sahip olan soya bitkisi (Glycine max
L.), stres biyolojisi ve molekiiler tarim arastirmalarinda odak noktalarindan biri haline

gelmistir (Pagano ve Miransari, 2016).

Soya, yiiksek protein ve yag igerigi sayesinde hem insan hem de hayvan

beslenmesinde vazgec¢ilmez bir tarim {riiniidiir. Ayrica biyodizel, kozmetik, ilag ve



plastik gibi sanayi dallarinda da genis uygulama alani bulmaktadir. Soya tohumu,
esansiyel amino asitler bakimindan zengin igerigiyle tam bir protein kaynagi olmasinin
yani sira, saglik lizerine olumlu etkileri olan fitodstrojenler ve izoflavonlar
icermektedir. Bu nedenle, soyanin iiretim kapasitesinin artirilmasi ve ¢evresel streslere
kars1 daha dayanikli ¢esitlerinin gelistirilmesi, gida giivenligi ve ekonomik

siirdiiriilebilirlik ac¢isindan kritik 6nemdedir.

Ancak soya, diger bircok kiiltiir bitkisi gibi tuzluluk stresine karsi oldukca hassastir.
Toprakta biriken ¢Oziinmiis tuzlar, bitkinin ozmotik dengesini bozarak su alimini
engeller ve iyonik stres olusturarak toksik etkilere yol acar. Bunun sonucunda
fotosentez orani diiser, bliylime yavaslar, yapraklarda kloroz ve nekroz gibi fizyolojik
bozulmalar meydana gelir ve nihayetinde iirtin verimliligi ciddi sekilde azalir. Bu
olumsuz etkiler, 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklim kusaklarinda yer alan tilkelerde
soya tarimimin gelecegini tehdit etmektedir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarm Orgiitii
(FAO) verilerine gore, ekilebilir tarim arazilerinin yaklasik %20°si tuzluluktan

etkilenmis durumdadir. Bu oran, sulama yapilan alanlarda %50’ye kadar ¢ikmaktadir.

Tuzluluk stresine karst bitkilerin gelistirdigi savunma mekanizmalar1 oldukca
karmagiktir. Bitkiler, hiicre i¢i iyon dengesini korumak, ozmotik stresle basa ¢cikmak
ve oksidatif hasar1 azaltmak amaciyla gesitli biyokimyasal ve molekiiler tepkiler
verirler. Bu tepkiler arasinda prolin gibi ozmolitlerin birikimi, antioksidan enzim
aktivitelerinin artmas1 (SOD, CAT, APX), 1s1 sok proteinlerinin (HSP) ve geg
embriyogenez bolluk proteinlerinin (LEA) sentezlenmesi ve transkripsiyon
faktorlerinin (DREB, MYB, NAC, bZIP) aktive edilmesi yer alir. Son yillarda gelisen
omik teknolojiler sayesinde, bu yanitlarin protein diizeyinde detayl sekilde analiz
edilmesi miimkiin hale gelmistir. Proteomik yaklagimlar, ¢evresel streslerin etkisiyle
ifade diizeyi degisen proteinlerin tespit edilmesini saglayarak bitkisel adaptasyon

mekanizmalariin daha 1yi anlasilmasina katki sunmaktadir.

Geleneksel 1slah yontemleriyle stres toleransi gelistirmek zaman alici ve smirh
basartya sahip olabilirken, mutasyon 1slahi, genetik varyasyonun artirilmasina yonelik

etkili bir yontem olarak one c¢ikmaktadir. Gama 111 gibi fiziksel mutajenlerin



kullanildig1 bu yoOntemle, bitkilerde rastgele ancak kalici genetik degisiklikler
meydana getirilmekte, ardindan bu varyantlar stres toleransi agisindan fenotipik ve
molekiiler diizeyde taranarak yeni genotipler elde edilmektedir. Bu calismada
kullanilan Ataem-07 ve Ustiin anag hatlar1, gama radyasyonu ile 150, 200 ve 250 Gy
dozlarinda 1ginlanarak mutasyonlara ugratilmis ve elde edilen yeni hatlar (150-43 ve
405-1) kontrollii kosullarda tuzluluk stresine karsi test edilmistir. Bu ¢aligmada 150-
43 ve 405-1 soya mutant hatlarinin tuz stresine kars1 gosterdikleri fizyolojik,
biyokimyasal ve proteomik tepkilerin karsilastirilmali olarak incelenmesi
amaglanmistir. Bu amagla 180 mM NaCl konsantrasyonundaki tuz stres
uygulamasinda biiyliyen bitkilerde; taze agirlik, kok ve gévde boyu dl¢iimleri, lipid
peroksidasyon diizeyleri (MDA analizi), prolin birikimi, fotosentetik pigment
miktarlart (klorofil a, klorofil b ve total klorofil), ozmolit diizeyleri belirlenmistir.
Ayrica 2 boyutlu (2D) jel elektroforezi ve sivi kromatografisi/kiitle spektrofotometresi
(LC-MS/MS) teknikleri ile bitkilerin proteomik yanitlari incelenmis ve stres altinda
farkli ifade diizeyine sahip proteinler belirlenmistir. Bu tez ¢aligmasinda ele alinan
mutant soya hatlarinin tuzluluk stresine karsi gelistirdigi yanitlar cok yonlii olarak

degerlendirilmistir (Acar ve ark., 2022).



2. GENEL KISIMLAR

2.1 SOYA (Glycine Max.)

Soya fasiilyesi (Glycine max., L. Merr.) Fabacae familyasindan kdkenlenen tek yillik
bir bitki olup 6.000 y1l 6nce Cin bagsta olmak iizere Dogu Asya’da (Cin, Kore, Japonya)
kesfedilmis bir baklagil ¢esididir ve giiniimiizde 2500’den fazla alt tiirii oldugu
bilinmektedir. (Kim ve ark., 2022). Bunlarin yaninda ilk kesfedilmis olan soya tiiriiniin
yabani tip Glycine soja oldugu ve Glycine max. tiriiniin Glycine soja tiiriinden 1slah
edildigi bilinmektedir Glycine cinsi, Soja ve Glycine olmak lizere iki alt tiire ayrilir.

(Zhang ve ark., 2022a).

Kuzey Amerika'ya ilk kez 18. ylizyilda getirilmis ancak bu kitada tarimi 20. yiizyilda
onem kazanmigstir. Soya, baslangicta yem bitkisi olarak kullanilmig, daha sonra yag ve
protein igeriginden dolay1 ¢ok yonlii bir iirlin olarak 6ne ¢ikmistir. Soya, ¢ok eski
zamanlardan beri Cin ve Dogu Asya'da temel bir tarim bitkisi olarak yetistirilmistir.
Geleneksel olarak Asya mutfaginda ve tarim sistemlerinde ¢ok yonlii bir {iriin olarak
kullanilmis olan bu bitki, 18. ylizyillda Avrupa ve Kuzey Amerika'ya tanitilmistir.
Kuzey Amerika'ya ilk kez 18. yiizyilda getirilmis olmasina ragmen bu kitada tarimi
20. yiizyilda 6nem kazanmistir. Avrupa’da uygun olmayan iklimsel kosullar ve toprak
verimliligi nedeniyle sinirli bir iiretim elde edilebilmistir ancak Kuzey Amerika’daki
tiretimi kosullarin daha uygun olmasindan dolay1 gitgide yaygin hale gelmeye
baslamistir. Soyanin Kuzey Amerika'daki tiretimi ticari 6nemi, 20. yiizyilin baslarinda
yag Uretimi ve hayvan yemi olarak kullanilmasiyla artmistir. Kuzey Amerika’daki bu
artisin en onemli sebepleri, transgenik cesitler de dahil olmak {izere soyanin {iretim
kolayligi, bilesimindeki molekiillerin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullaniminin
kesfedilmesi ve bu kesiflerin biiyiik ¢ogunlugunun Amerika Yiyecek ve Ilag Idaresi

(FDA) tarafindan onaylanmasi olarak ifade edilebilir (Goyal ve ark., 2021).

1995 yilinda yaymlanan bir aragtirmaya gore, modern soya g¢esitlerinde bulunan
germplazmin %80’1, ¢ok sinirli bir atasal havuzdan gelmektedir (Lorenzen ve ark.,
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1995). Giiniimiizde ilk siradaki tiretim yeri yillik tiretimin %39’u ile Brezilya olarak
bilinmekte ve Brezilya’y1 Amerika ile Arjantin takip etmektedir. Tablo 2.1°de iilkelerin
yillik tretim miktarlar1 metrik ton ve kiiresel iiretimin %’lik dilimi olarak

gosterilmigtir (United States Department of Agriculture, 2024).

Tablo 2.11Kiiresel soya tiretim miktarlar1 (United States Department of Agriculture, 2021)

Market Kiiresel Uretimdeki Toplam Uretim (Metrik Ton)
Yiizdesi
Brezilya %39 153 Milyon
A.B.D. %29 113,27 Milyon
Arjantin %12 48,21 Milyon
Cin %5 20,84 Milyon
Hindistan %3 11,88 Milyon
Paraguay %3 11 Milyon
Kanada %2 6,98 Milyon
Rusya %2 6,8 Milyon
Ukrayna %1 5,2 Milyon
Bolivya %0,96 3,8 Milyon

Diinya ¢apinda bu kadar yiiksek iiretim oranina sahip olan soyanin iiriin kalitesini ve
iiretim kapasitesini azaltan negatif etmenler de bulunmaktadir. Degisen iklim kosullari
ve giderek artan popiilasyon soyanin gelisimi ve firetimi acisindan sorunlar
dogurmaktadir. Diinya niifusunun iirlin talebini karsilayacak kadar yiiksek ekim
alanlar1 olusturulmasi sorunlardan biridir ve her gegen giin yeni ekim stratejileri
gelistirilmektedir. Bir diger sorun ise degisen iklim kosullar1 ve iklim kosullarinin
beraberinde getirdigi stres faktorleridir. Stres, bitkiler i¢in {iriin verimliligini diistiren
veya tamamen sonlanmasina sebep olan baglica nedendir ve birden fazla sekilde

bitkilere etki etmektedir (Acar ve ark., 2022).



2.1.1 Soyanin Kullanim Alanlari

Soya, ilk olarak Cin’de 1slah edilmis olan soya, genis kullanim alanina sahip olmasiyla
biitiin cografyalara yayilmis ve yetistirilmeye baslanmistir. Yiiksek besin degerlerinin
(%30-48 protein, %17-26 yag, %?20-25 karbonhidrat, vitaminler) kesfi ile diinya
capinda soya liretimi son 75 yilda mevcut iiretimin 15 katina ulasmistir (Akmalovna,
2022). Diinyadaki temel bitkisel protein kaynaklarindan olan soya, besin endiistrisi
basta olmak tizere bir¢ok endiistride yiiksek oranlarda kullanilmaktadir (Grassini ve
ark., 2021). Soyanin besin degerleri (Tablo 2.2) kalite ve igerik bakimindan diger tek
yillik baklagillerden daha yiiksektir ve besin igeriginin ortaya konmasiyla birlikte gida
endiistrisinde kullanim1 diger endiistrilerde kullanimina gére biiyiik dl¢lide artmistir
(Miransari, 2016; United States Department of Agriculture, 2021; Voora ve ark., 2024).
Soyanin yillik toplam tiretiminin %85°1 yiyecek ve yag tirlinleri olarak tiiketilmektedir.
Yiyecek lirtinleri olarak ifade edilen iiriinlerin %98’ini hayvansal yemler olustururken
yag Uretiminin de %951 yenilebilir yaglardan olugsmaktadir (Goyal ve ark., 2021).
Buna ek olarak soyanin toplam yiyecek kullaniminin %2 ’sini olusturan insansal besin
olarak kullanimi biiylik ¢ogunlukla soya proteini olarak kullanilmaktadir. Zira soya
proteini, biitlin esansiyel aminoasitleri igermesi ve biitiin yas gruplarinda kullanima
uygunlugu dolayisiyla insansal besin olarak yetigskin protein tozlarindan bebek
mamalarina kadar genis bir yelpazede kullanilabilmektedir (Desta ve ark., 2022). Bu
uretim-tilketim dengesi gozetildiginde soyanin temel besin kategorisinde
degerlendirilmesi ve iiretim oraninin korunmasiyla birlikte kullanim alanlarindaki

dengenin de gozetilmesi diinya ekonomisi agisindan dnemli bir etken olmaktadir.

Soya, diinya ¢apinda en ¢ok yetistirilen bitkilerden biri haline gelmesi ile fermente ve
kurutulmus gidalarda (soya siitii, tofu, soya ezmesi, soya sosu vb.), endiistriyel olarak
kagit, plastik, ilag, miirekkep, boya, vernik, bocek ilaci, kozmetik ve biyodizel

tiretiminde kullanilabilmektedir (Modgil ve ark., 2020).



Soya (Glycine max.), hem tarimda toprak sagligini iyilestirme hem de ekonomik degeri
yuksek iirlinler saglama agisindan kritik bir bitkidir. Bradyrhizobium japonicum
bakterileriyle simbiyotik iliskisi sayesinde topraga azot kazandirarak ekim siiresince
verimlilik ve hastalik kontrolii gibi avantajlar saglar. Ancak protein yapisindaki kiikiirt
iceren amino asit eksiklikleri ve tripsin inhibitorleri gibi faktorler dezavantaj
saglamaktadir. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak amaciyla hem klasik hem de
molekiiler 1slah ¢aligmalar: yiiriitiilmiis ve biiyiik 6l¢iide giderilmistir. Soya fasulyesi
yag1, insan gidasindan biyoyakit ve plastik gibi endiistriyel tiriinlere kadar genis bir
kullanim alanina sahiptir. Omega 3, 6 ve 9 yag asitleri bakimindan zengin olan soya
yagi, modern biyoteknolojik yaklasimlarla daha genis uygulamalara uygun hale
getirilmistir. Ozellikle CRISPR ve RNAi gibi gen diizenleme teknolojileri, yag
profillerinin  gelistirilmesi ve {iriin kalitesinin artirilmasinda kullanilmaktadir

(Anderson ve ark., 2019).



Tablo 2.2 Soya tohumunun besin degeri igerigi (United States Department of Agriculture, 2021)

Besin igerigi Soyadaki miktari Besin igerigi Soyadaki miktar1
Karbonhidrat 30,16 g Mineraller

Toplam lif 93¢g Ca 277 mg
Toplam seker 733 ¢g Fe 15,7 mg
Protein 36,49 g Mg 280 mg
Amino asitler P 704 mg
Triptofan 0,591 ¢g K 1,797 g
Treonin 1,766 g Na 2 mg
[zoldsin 1,971 g Zn 4,89 mg
Losin 3,309 g Cu 1,658 mg
Lizin 2,706 g Mn 2,517 mg
Metionin 0,547 g Se 17,8 ng
Sistin 0,655 g Vitaminler

Fenilalanin 2,122 ¢ Vitamin C 6 mg
Tirozin 1,539 ¢ Tiyamin 0,875 mg
Valin 2,029 g Ribofilavin 0,87 mg
Arjinin 3,153 ¢ Niyasin 1,623 mg
Histidin 1,097 g Pantotenik asit 0,793 mg
Alanin 1915 ¢ Vitamin Be 0,377 mg
Aspartik asit 5,112 g Toplam folat 0,375 ng
Glutamik asit 7,874 g Toplam kolin 115,9 mg
Glisin 1,88 g Betain 2,1 mg
Prolin 2379 ¢g Vitamin B> 0 pug
Serin 2,357 g Vitamin A 1 pg
Toplam lipid 19,94 ¢ Retinol 0pug

Yag asitleri B-Karoten 13 ng
Toplam doymus yag 2,884 ¢ Vitamin E 0,85 mg
Miristik asit(C14:0) 0,055 g Vitamin K 47 ng
Palmitik asit(C16:0) 2,116 g

Stearik asit(C18:0) 0,712 g

Toplam 2tekli 4,404 g

Palmitoleik 0,055 g

Oleik asit(C18:1) 4,348 g

Toplam coklu | 11,255¢

Linoleik asit(C18:2) 9,925 ¢g

Linoleik asit(C18:3) 1,33 ¢

Toplam trans yag Og

Fitosterol

0,161 g




2.1.2 Soya Bitkisinin Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Soya, genel yapisi itibariyle kismen sarilici dikey bir bitki olup ana govdesinden
dallanan yapraklar1 bulunmaktadir. Soya, kazik koklii bir bitkidir ve kazik kokten
gelisen kuvvetli sacak koklere sahiptir. Ortalama bir soyanin gévde uzunlugu 30-200
cm arasinda degisiklik gostermektedir. Boyuna bagli olarak goévde kalinligi da
degismekle birlikte 3 mm’den baslayan gévde kalinligmin bazi tiirlerde 22 mm’ye

kadar arttig1 gdzlemlenmistir (Akmalovna, 2022).

Soya bitkisinin fizyolojik gelisimi, bitkinin genetik yapisi ile ¢evresel sartlarin ve
tarimsal uygulamalarin neden oldugu etkilerin bir kombinasyonu olarak ortaya
cikmaktadir. Gelisim evrelerinin iyi bilinmesi ve dogru sekilde yonetilmesi iiretim
basarist igin kritik oldugu gibi bilimsel incelemeler i¢in de anahtar bir 6zellik
olmaktadir (Endres ve Kandel, 2015). Soyanin gelisim evreleri, vejetatif ve generatif
olmak iizere iki ana baslikta incelenebilmektedir. Vejetatif evre, tohumun ¢imlenmesi
ile baslayip yaprak ve govde olusumuna kadar devam eden gelisimi kapsamaktadir
(Cirak ve Esendal, 2005). Vejetatif evre de kendi i¢inde 5 alt baghiga ayrilmaktadir.
Birinci vejetatif evre; ¢imlenme evresidir. Soyanin ilk kok sisteminin olugsmasini ve 7-
10 giin siiren ¢imlenme evresini kapsamaktadir. Cimlenme evresinde olan bir soya
bitkisinde fotosentetik bir aktivite goriilmediginden 1s18a ihtiyag duymamaktadir.
Ikinci vejetatif evre; kotiledon evresidir ve kotiledonlarmn toprak yiizeyine ¢ikisini
ifade etmektedir. Soya bitkisi bu evrede fotosentetik aktivitesine baslamistir ancak
besin ihtiyacini hala kotiledonlardan saglamaktadir. Uciincii vejetatif evre; ilk yaprak
(V1) evresidir ve ilk ii¢clii yapraklarin olusumunu ifade etmektedir. Bu evrede sonra
soya kendi besinini iiretmeye baslar ve sonrasinda da kendi besinini iiretmeye devam
eder. Dordiincii vejetatif evre; vejetatif yaprak (Vn) evresidir. Bitki her 3-4 giinliik
periyotta yeni bir iiglii yaprak iiretmeye devam eder ve kok sistemi geliserek sagak
koklerin olusumu baslar. Besinci ve son vejetatif evre; nodiilasyon evresidir. Soyada
azot fiksasyonunun bagladig1 evre olarak bilinmektedir. Generatif evre ise ¢iceklenme,
bakla olusumu ve tohum iiretimi olmak tiizere ii¢ alt basliktan olusmaktadir ve soyanin

tireme donemini ifade etmektedir. Cigeklenme evresi (R1), genellikle bitkinin alt



dallarinda olusan ilk ¢icekler ile baslamaktadir ve cevresel kosullara duyarli bir
evredir. Tam ¢igeklenme (R2) ile bu evre sona ermektedir. Bakla olusumu evresi (R3),
bitkinin biitiin enerjisini tohum gelisimine aktarmaya basladig1 evredir ve bu evrede
ilk kiiciik baklalar olusmaya baslamaktadir. Tohum {iiretimi evresi, baklalarin
icerisinde tohumlarin belirginlesmesi ve hacim kazanmasiyla baglamaktadir. Tohumun
gelisimiyle birlikte bitkinin yapraklarinda yaslanma belirtileri gériilmeye baslar. Bu
evre baklalarin kuruyarak renk degistirmesiyle ve tohumlarin tamamen kurumasiyla
sonlanmaktadir (Endres ve Kandel, 2015). Soyanin gelisim evreleri Sekil 2.1°de

gosterilmistir.

Kullanilacak olan soya hattina ve stres kosuluna gore degisiklik gdstermekle birlikte
laboratuvar ortaminda yapilan ¢aligmalarda stres uygulamasinin genellikle erken
vejetatif evrelerde yapilmasi gerekmektedir. ilerleyen evrelerde uygulamas: yapilacak
olan bir abiyotik stresin genomik, transkriptomik ve proteomik yanitlarini gérmek ilk
evrelerde yapilan uygulamaya gore daha zorlayici olacaktir (Erol ve ark., 2023). Dogal
ortamdaki stres kosullarimin etkisi ise generatif evrelerde kendini gdstermektedir.
Cimlenme ve iireme arasi gecen donemde c¢evresel faktorlerin etkisi saglikli bir
biiylime i¢in elzemdir ancak lireme evresini etkilemeyeceginden tolere edilebilir bir
durumda olabilmektedir. Bunun yanisira lireme evresindeki cevresel Ozelliklerin
stabilitesi iireme kalitesini ve bitki fizyolojisini yiiksek oranda etkilemektedir.
Ogzellikle sicaklik ve toprak nemi biitiin iireme sistemini etkilemekte ve elverissiz
cevresel kosullar goriildiigii takdirde iirlin veriminde diisiise sebep olabilmektedir

(Alsajri ve ark., 2022).

Vejetatif Evre

vo Vo Vi W2 R1 R R R4 R R6 i

Sekil 2.1 Soya (Glycine max.) biiylime evreleri (Carneiro, ve digerleri, 2019)
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2.1.3 Soyanin Genomik Ozellikleri

Soya bitkisinin genomu, 2010 yilinda Schmutz ve ark. tarafindan dizilenmistir ve 1,1
milyar baz c¢iftinden, 20 ¢ift kromozomdan ve 46,430 protein kodlayan gen
bolgesinden olugmaktadir. Genomik yapisi itibariyle diger tek yillik baklagillere
(Fabacae) kiyasla nispeten daha kiiciik bir genoma sahiptir (Schmutz ve ark., 2010;
Song ve ark., 2016). Dizileme islemi Williams 82 hatt1 referans alinarak yapilmistir ve
dizileme sonucunda soya bitkisine ait referans bir genom bilgisi elde edilmistir.
Williams 82 referans genom dizisi, soyanin 60 milyon y1l igerisinde en az iki kez tiim
genom duplikasyonu (WGD) gegirdigini gostermektedir. Duplikasyon, soyanin
genlerinin yaklasik %75’inin ¢oklu kopya halinde bulunmasi ile sonuglanmistir. Ayni
zamanda tim genom duplikasyonu sonucu paraloglarin %50’sinin fonksiyonlarinin
kopya genler arasinda boliistiiriilmiis hale geldigi tespit edilmistir. Bunun disinda
duplike olmus genlerin sadece kiiciik bir boliimiiniin islevsiz hale geldigi de
goriilmektedir. Bu incelemeler sonucu, tiim genom duplikasyonlarinin regiilator
diizeyde olabilecegi sonucuna varilmistir (Roulin ve ark., 2012). Soya arastirmalari
icin bu olay bir donlim noktas1 olmus ve etkili genom ¢alismalarinin hizlanmasina
sebep olmustur. Soyanin genomu incelenmeye devam edildikge liretim verimliligi de

dogru orantili olarak artmistir (Zhang ve ark., 2022b).

2010 yilinda Williams 82 hattinin dizilenmesiyle birlikte artan aragtirmalar ve raporlar
sonucunda bir veya birkag referans genom verisinin biitiin tiirle ilgili genetik cesitlilik
verisine ulagtiramayacagi anlagilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu tiim genomun
%380’1ik bir kisminin niikleusta bulundugu ve yiiksek oranda korundugu goriilmiistiir.
Genomun %20’lik kisminin adaptasyonu saglayan gen bolgelerinden olustugu ve
genetik ¢esitliligin de bu bolgelerde meydana gelen degisimlerden kdkenlendigi tespit
edilmistir (Li ve ark., 2014; Liu ve ark., 2020). Bu calismayla birlikte genetik
cesitliligin  korunmast ve c¢evresel adaptasyonun iyilestirilmesi icin stratejik
calismalara baslanmistir. Bu kapsamda {iiriin verimliliginin artirilmast amaciyla
cevresel stres faktorlerinin incelenmesi ve genetik mekanizmalarinin ¢oziilmesi

thtiyact dogmustur. Cevresel stres faktorlerinin, bu faktorlerin bitki tiirlerine

11



etkilerinin ve strese karsi verilen yanitlarin genetik olarak incelenmesi ve ilgili
yolaklarin tespitiyle adaptasyonu ve {iriin verimliligini artirici adimlar1 atmak miimkiin

olmustur (Liu ve ark., 2020).

2.2 BITKIDE STRES FAKTORLERI

[lk olarak 1936 yilinda Hans Selye tarafindan ortaya atilan stres kavramu, elverigsiz ve
kisitl cevresel ortam olarak tanimlanmistir (Lichtenthaler, 1998). Ancak yapilan
aragtirmalarla birlikte 60 yilda stres kavraminin kapsami ve tanimi degisiklik
gbstermis ve biyolojik anlamda stres, canli organizmanin homeostazisini tehdit eden
biitiin ¢evresel etkenlere kars1 verdigi tepki olarak tanimlanmaya baslamistir (Kiiltz,
2020). Bitkisel anlamda stres ise bitkinin iiriin verimliligini diisiiren ¢evresel
faktorlerin tamami olarak tanimlanabilmektedir. Bitkiler, ayn1 anda bir veya birden
fazla stres faktoriine maruz kalabilmekte ve ayni anda birden fazla faktore kars

tolerans gelistirmek zorunda kalabilmektedirler (Acar ve ark., 2022).

Tanimu itibariyle stres kavrami zararli bir etki olarak goriilebilse de bitkinin strese
verdigi yanitlara gore bitkilerin daha gelismis Ozellikler kazanmasmna katki da
saglayabilmektedir. Ciinkii stres sonucu organizmada meydana gelen degisimler ve
stres yanitlart gecici olabilece§i gibi kalici olarak bitki fizyolojisinde degisiklik
meydana getirmis de olabilmektedir. Bu degisiklikler strese karsi bitkiye direng
kazandiracak degisimler ise bitkinin daha gelismis ve adaptif bir hale gelmesine katki
saglayacaktir. Bunlara ek olarak ¢evresel bir faktoriin stres olarak degerlendirilmesi
durumu, calisilan bitki tiiriine ve diger cevresel etmenlere gore degisiklik
gosterebilmektedir. Stres, fizyolojik veya kimyasal olaylarda bazi degisimlerin veya
hasarlarin meydana gelmesine sebep olan biyotik veya abiyotik faktorler olarak

tanimlanabilmektedir (Acar ve ark., 2022).

Bitkide stres biyotik veya abiyotik etmenlerle ortaya ¢ikabilmektedir. Biyotik stres

faktorleri; patojenler, yabani bitkiler, bocekler, mikroorganizmalar ve hayvanlar olarak
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gruplandirilmistir. Abiyotik stres faktorleri ise; kuraklik, tuzluluk, ekstrem sicaklik,
kuvvetli 151k, ultraviyole 1s1k (UV), agir metaller, yetersiz oksijen ve topraktaki iyon
dengesizligi olarak gruplandirilmistir. Stres faktorleri bitki iizerinde tahrip edici veya
yikici etkilere sebep olmaktadir. Bitkide morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal bir¢ok
degisime sebep olan stres faktorleri kontrol altina alinmadig1 ve tolerans veya direng
mekanizmalar1 gelistirilmedigi takdirde iiretim ve hasat acisindan diinya ¢apinda bir
tehdit olusturmaktadir. Strese karsi olusturulan yanit, kendi kendine olusup dogal
secilim ile bitkide direngli 6zellik haline gelebildigi gibi laboratuvar ortaminda belirli
mutagenler kullanilarak da direngli 6zellik kazandirilabilmekte ve molekiiler 1slah

calismalan yiiriitiilebilmektedir (Lin ve ark., 2022).

Stres faktorlerinin molekiiler diizeydeki en 6nemli belirtisi, oksidatif strese neden olan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretiminin hizlanmasidir (Hasanuzzaman ve Fujita,
2022). Stres, bitki hiicresinde hiicre duvari, hiicre zar1 veya hiicre iskeletinde bulunan
gen anlatim {irtinleri ile algilanmaktadir. Stres, dis ¢evrede bir konsantrasyon veya
basing degisimi olarak kendini gosterebilir ve algilandigi andan itibaren bitkide
oksidatif strese sebep olarak stres tiiriine gore degisen farkli yolaklar ile kendini
gostermektedir. Bu yolaklar; ROS bagimli sinyal yolaklari, salisilik asit (SA) sinyal
yolag1, jasmonat (JA) sinyal yolagi, etilen sinyal yolagi, kalsiyum (Ca*?) sinyal yolag1,
mitojenle aktiflesen protein kinaz (MAPK) yolag, nitrik oksit (NO) sinyal yolag,
brassinosteroid (BR) sinyal yolagi, oksin (IAA) sinyal yolag1 ve giberellin (GA) sinyal
yolag olarak gruplandirilabilmektedir (Naz ve ark., 2024; Mullineauz ve ark., 2018).
Stres, bu yolaklar lizerinden etki edebilmektedir ve transkripsiyon faktorlerinin ve gen
anlatim trtinlerinin aktif rol aldig1 bu yolaklar proteomik olarak anlatim miktarlarinda

degisimlere sebep olmaktadir (Miransari, 2016).
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2.2.1 BIiYOTIK STRES FAKTORLERI

Bitki biyolojisinde iki alt baslikta incelenen stres faktorlerinin basliklarindan biri
biyotik stres faktdrleri olarak bilinmektedir. Biyotik stres faktorleri, ana basliklartyla;
patojenler, yabani bitkiler, bocekler, mikroorganizmalar ve hayvanlar olarak
bilinmektedir. Ozel olarak patojenler; bakteri, viriis, mantar, nematod vb. olarak
ayrilmaktadir ve bitki sistemlerinde yiiksek oranda hasarlara sebep olabilmektedirler
(Tripathi ve ark., 2022). Soya bitkisinde hasara sebep olan 200’den fazla patojen
oldugu bilinmektedir ve bu patojenlerin bitkide yarattig1 hasarlar hastalik olarak
adlandirilmaktadir (Lin ve ark., 2022). Soyada goriilen hastaliklar incelendiginde,
hastaliklarin 29 tanesi mantar, 6 tanesi bakteri, 18 tanesi viriis, 6 tanesi nematod ve 3
tanesi mikoplazma kaynakli olarak rapor edilmistir ve cogunlukla hastaliklarin
bitkinin kok sisteminde baslayarak organizmaya yayildigi goriilmektedir (Akem,
1996; Roth ve ark, 2020).

Biyotik stres faktorleriyle basa ¢ikmak i¢in genellikle kimyasal ve ila¢ uygulamalari
kullanilmaktadir. Ancak kimyasal kullanimi hem yiiksek maliyetli hem de ¢evre
kirliligine sebebiyet veren bir yontemdir. Kimyasal veya ila¢ kullanimi yerine strese
direngli hatlarin veya ¢esitlerin gelistirilmesi veya 1slah edilmesi maliyet ve ¢evre
saglig1 acisindan daha efektif bir yontem olmaktadir. Bitki tiirlerinin 1slahi ile strese
direngli bitki tiirlerinin gelistirilmesi i¢in klasik yontemlerin yanisira giiniimiizde
molekiiler yontemler de kullanilmaktadir. Molekiiler 1slah yontemlerinin kullanilmasi
belirli hastalik ve patojenlere karsi bitkinin dayaniklilik saglamasi agisindan ¢ok
onemlidir. Kantitatif o6zelliklere ait lokuslarin (QTL) tanimlanmasi molekiiler
markorlerin kullanimina olanak tanimistir (Tripathi ve ark., 2022). QTL nicel 6zellik
lokuslar1 olarak c¢evrilmektedir ve bir 6zellige katkida bulunan genlerin bulundugu
coklu bolgeleri ifade etmektedir. Hem kalitsal hem de ¢evresel etkenlerle varyasyon
gosteren fenotipik 6zelliklere odaklanmaktadir ve stres ¢alismalarinda 6nemli bir yer
edinmektedir (Boopathi, 2020). Biyotik faktorler kendi baslarina bitki organizmasinda
strese sebep olabilecegi gibi ¢evresel faktorlerin de etkisiyle koordine bir sekilde de

strese sebebiyet verebilmektedirler (Roth ve ark., 2020).
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2.2.2 ABIYOTIK STRES

Abiyotik stres faktorleri, bitkilerin biiylime ve geligsmelerini engelleyen yiiksek
tuzluluk, kuraklik, asir1 sicaklik, soguk hava, toprakta besin eksikligi ve toksik iyonlar
olarak ifade edilebilmektedir ve biiylik ¢ogunlugu iklimsel dengesizliklerle iliskilidir
(Levitt, 1980). Abiyotik stres faktorleri, bitkilerin {iriin verimliligini %50 azaltmakla
birlikte bitki tiirlerinin farkli cografyalarda nasil goriindiigiine yani ¢esitliligine de etki
etmektedir. Abiyotik stres faktorleri, artan niifusla birlikte her gecen giin daha da
biiylik bir tehdit haline gelmektedir. Diinyadaki tarim alanlarinin ve tarim iirlinlerinin
biiyiik bir cogunlugunun (yaklasik %90) abiyotik stres faktorlerine duyarli olmasi
yillik %70’e varan verim kayiplarina sebep olmaktadir (Erol ve ark., 2023; Zhang ve
ark., 2022a). Bitkinin bulundugu cevredeki biitiin kosullar degerlendirilerek o
kosullardan en az birinin elverigsiz olmasiyla bitkide stres ve strese bagl olarak stres
yanitt meydana gelmektedir. Stres kosullar1 altinda bitkilerin gelistirdikleri birden
fazla savunma mekanizmast mevcuttur ve stres kosuluna 6zel olarak
degisebilmektedir. Bu savunma mekanizmalarina genel olarak ‘stres direnci’ ya da

‘stres tolerans1’ denilmektedir (Acar ve ark., 2022).

Stres kosullaria direngli bitkiler, o kosullara adaptasyon saglamis tiirler olarak da
tanimlanabilmektedir. Adaptasyon dogal yollarla gelistirilebilecegi gibi molekiiler
1slah mekanizmalariyla da bir bitki tiirliniin adaptasyon saglamasini saglamak
miimkiindiir. Adaptasyon mekanizmasi, bitki organizmasinda birden fazla farkl
sekilde calisabilmekte ve farkli adaptasyon sekillerini ortaya ¢ikarmaktadir. Genel
anlamiyla smiflandirildiginda; morfolojik, fizyolojik, genetik ve molekiiler
adaptasyonlar olarak siniflandirilabilecek adaptasyon ¢esitleri mevcuttur (Zandalinas

ve ark., 2018).
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2.2.2.1 KURAKLIK STRESI

Kuraklik stresi; bir diger adiyla ‘su stresi’dir ve fiziksel veya fizyolojik kuraklik olarak
iki alt grupta incelenebilmektedir. Fiziksel kuraklik, bitkinin yetistigi ortamda suyun
kit olmas1 anlamina gelmektedir. Fizyolojik kuraklik ise donma, mineral eksikligi veya
fazlalig1 sebebiyle bitkinin yeterli su ve mineral ihtiyacin1 karsilayamamasi olarak
tanimlanmaktadir (Cirak ve Esendal, 2006). Kuraklik stresi, bitki hiicrelerinin su
potansiyelinin diismesi, stomalarin kapanmasi ve buna bagli olarak azalan fotosentez
ve ozmotik dengenin bozularak metabolik aktivitelere zarar vermesi seklinde kendini

gosterebilmektedir.

Bitki tiirlerine gore degismekle birlikte dogada kuraklik stresine toleransli olma
durumu goriilebilmektedir. Genellikle su biriktiren ve su koruyan bitki tiirlerinde, stres
kosuluna maruz kalma siiresi ve maruz kalinan kuraklik stresinin yogunluguna gore

degisen bir toleranstan bahsetmek miimkiin olmaktadir (Jaleel ve ark., 2007).

Kuraklik stresine tolerans ve adaptasyon gosterilmesi icin gelistirilmis bazi
mekanizmalar da arastirmalara konu olmaktadir. Bitki biyolojisinde model
organizmalardan biri olan Arabidopsis thaliana bitkisinde gerceklestirilen calismalarla
kuraklik stresinin molekiiler yanit mekanizmalar arastirilmistir ve ABA bagimli ve
bagimsiz olmak lizere iki ayr1 yolak grubu igerdikleri goriilmektedir (Dias ve ark.,
2012). Absisik asit (ABA) bitkilerin biliyiime, gelisme ve stres yaniti mekanizmalarinin
diizenlenmesinde gorev alan bitkisel bir hormondur ve sirkadyen ritim ile dogrudan
iliskili olarak calismaktadir. Ozellikle kuraklik stresi ve tuz stresi iizerine yapilan
caligmalarda adaptasyon mekanizmalar1 iizerinde o©nemli bir rolii oldugu
goriilmektedir. Ana etki mekanizmasinin, stres kosulunda anlatiminin artmasiyla

stomalar iizerinden ¢alistig1 tespit edilmistir (Yuan ve ark., 2020).

Soyada yiiriitiillen kuraklik calismalarinda ise Arabidopsis thaliana’dan elde edilen
bilgiler ile tespit edilen gen bolgeleri baslangi¢ noktasi olmustur. ilk olarak soyada
kuraklik stresi ile iligkili gen bolgeleri incelenmis ve tespit edilen 354 gen bolgesinden

79 tanesinin halihazirda Arabidopsis thaliana’da tespit edilen kuraklik iligkili gen
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bolgelerinin ortologu oldugu goriilmiistiir. Tespit edilen 354 gen bolgesinden 79 adet
ortolog gen bolgesinin 38 tanesinin belirgin bir sekilde ayr1 olan metabolik yolaklarin
bir {iyesi oldugu goriilmiistiir. Calisma tasarisi yapilirken birbirinden farkli metabolik
yolaklara ait 13 adet ayr1 gen bolgesi secilmis ve qPCR validasyonu i¢in ¢alismalara
baslanmigtir. Yapilan bu ¢alisma sonucu gen ekspresyon seviyeleri incelenmis ve
Arabidopsis thaliana ile Glycine max. tiirlerinin her ikisinde de kuraklik stresine

verilen cevaplarin ortolog bolgelerle korundugu tespit edilmistir (Dias ve ark., 2012).

Ayrica bu konuda yapilan ¢alismalarda kuraklik stresi uygulanmis soya bitkisinde
yapilan proteomik caligmalarda ABA mekanizmasi disinda kuraklik stresine yanit ve
diren¢ mekanizmasinin fotosentez mekanizmasi ve oksidatif stres mekanizmasini
tizerinden etki ettikleri tespit edilmistir. Kurakliga hassas ve direncli tiirler arasinda
yapilan bu calismada proteomik inceleme amaghi 2D jel elektroforezi yontemi
kullanilmis ve spot analizi ile sonug elde edilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirmali
olarak toplam 20 adet Gzgiin protein spotu tespit edilmis ve bu spotlar kiitle
spektrometresi yontemiyle tespit edilerek proteomik analizler miimkiin olmustur

(Yahoueian ve ark., 2021).

2222  EKSTREM SICAKLIK (SICAK/SOGUK) STRESI

Soya tiirlerinde goriilen bir diger abiyotik stres faktorii ise ekstrem sicaklik stresidir.
Soyanin biiylime, gelisim ve iireme dengesinin olusabilmesi i¢in biiytimeye elverisli
sicakliklarda (22-24°C) yetistirilmesi gerekmektedir. Sicaklikta meydana gelecek bir
artis veya diisiis iriin verimliligini negatif olarak etkileyebilmektedir. Kiiresel
1sinmayla birlikte diinyay1 tehdit eden sicaklik artislari bitkilerde de stres faktorii
olarak etki etmekte ve iirlin verimini diisiirmektedir. Son 125 yilda diinya yiizey
sicakliginda 0,8°C bir sicaklik artis1 goriildiigii tespit edilmis ve raporlanmuistir.
Oniimiizdeki 75 yil icerisinde de diinya yiizey sicakliginin 1,4-5,8 °C artis gdsterecegi

ongoriilmektedir (Acar ve ark., 2022). Bu durum soyada sicaklik stresi olusmasina
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sebebiyet verebileceginden dolayr Ongoriilen kosullara toleransli hatlarin

seleksiyonunun yapilmasi 6nem kazanmaktadir.

Ekstrem sicaklik kosullarinin stres olarak algilanmasi i¢in bitkinin yiiksek veya diisiik
sicakliga bir periyoda yayilacak sekilde maruz kalmasi gerekmektedir. Zira bitkiler
kisa siireli ekstrem kosullara kars1 verecegi stres yaniti ile anlik sicaklik degisimlerine

tolerans gosterebilmektedirler (Nahar ve ark., 2016).

Yiikseklik sicaklik stresine vejetatif evredeyken maruz kalindiginda bitki yapisinda
daha ytiksek ve geri doniistiiriilemeyen hasarlar goriilmektedir. Vejetatif evrede strese
maruz kalmis bitkilerde bitkilerin generatif evreye gecmedikleri goriillmektedir. Ayni
zamanda vejetatif evrede strese maruz kalan bitkilerin sicaklik stresi disindaki diger
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine de hassas hale geldikleri tespit edilmistir (Jianing
ve ark., 2022).

2.2.2.3 AGIR METAL STRESI

Agir metaller, biyolojik organizmalarda yiliksek oranda tahribata toksik ajanlardir ve
hava, su, toprak kirliliklerine sebep olmaktadir. Ozgiil agirlhig1 5 g cm*’ten ve atom
numarasi 20’den biiylik olan metaller agir metal olarak tanimlanmistir ve abiyotik stres
faktorii olarak bilinmektedirler. Ancak bitkinin biiyltime ve gelisimi i¢in gerekli olan
tyonlarin bazilar1 (Fe, Zn, Cu, Mo, Ni) da agir metaller kategorisinde oldugundan agir
metaller bitki biyolojisinde zorunlu agir metaller ve zorunlu olmayan agir metaller
olmak iizere iki alt sinifa ayrilmaktadir. Zorunlu olmayan agir metaller baslh basina bir
stres faktorii olarak degerlendirilirken zorunlu agir metallerin stres faktorii olarak
degerlendirilmesi icin yiiksek konsantrasyonlarda maruziyet gerekmektedir. MTP
(metal tolerance protein) olarak bilinen metal direng proteinleri yardimiyla metal
stresine karsi1 bitki organizmalarinin direng olusturdugu ve mineral alimlarinin arttigi

gbzlemlenmistir (Acar ve ark., 2022; Turhan ve ark., 2023).
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Agir metaller ayn1 zamanda toprak yapisinda, topragin pH ve mineral dengesinde
bozulmalara sebep oldugundan dolayli olarak da strese ve stres yanit1 olusmasina yol
acabilmektedir. Agir metal stresi, bitkide ROS olusumu tetiklemekte ve bitki
hiicrelerinde oksidatif hasar olusmasina sebep olmaktadir. Oksidatif stres bitkilerde
karbonhidrat yapisinin bozulmasina ve bitkide stresin etkilerinin biiylimesine sebep

olmaktadir (Shaffique ve ark., 2023).

2.2.2.4 TUZ STRESI

Diinya yiizeyinin %6’sinin, ekili tarim arazilerinin %20’sinin ve sulanan arazilerin
%350’sinin tuzluluktan negatif etkilendigi bilinmektedir ve yasanan tahil kayiplarinin
Onlenebilmesi i¢in tuz stres mekanizmasinin anlagilmasi ve tuz stresine direncli bitki
tirlerinin 1slah edilmeleri gerekmektedir. Hizla artan diinya niifusunun yiyecek
thtiyacinin karsilanmasi i¢in temel tahil iriinleri iiretiminin Oniimiizdeki 25 yil
icerisinde mevcut kapasitesinin iizerine %87 artirilmasi gerektigi ongoriilmektedir.
Tiketim ihtiyacinin karsilanmasi i¢in bitkilerde stres faktorlerinin etkilerinin
azaltilmas1 ve strese direngli bitki tiirlerinin 1slah edilmeleri gerekmektedir.

(Rengasamy, 2010; Acar ve ark, 2022).

Toprakta tuz birikiminin kétiilesen iklimsel kosullara bagl olarak farkli sekillerde
ortaya cikabildigi bilinmektedir. Toprakta tuzluluk olusmasinin 6ne ¢ikan sebepleri;
atmosferik birikim, deniz seviyelerinde goriilen artis, temiz su kaynaklarina karigan
tuzlu su kaynaklar1 ve en 6nemlisi de kiiresel 1sitnmanin bir sonucu olarak artan yiizey
sicaklik ve buharlasma degerleri olarak goriilmektedir. Ayrica jeokimyasal siireclerin
ve antropojenik aktivitelerin de topraktaki tuzluluk seviyelerinin artmasina etki
gosterdikleri bilinmektedir (Balasubramaniam ve ark., 2023). Antropojenik aktiviteler
genellikle tarim uygulamalarinda yapilan hatalardan kaynaklanmaktadir ve hatali
sulama  sistemleri, yetersiz  drenajlar, giibreleme c¢alismalar1  seklinde
listelenebilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucu tuzluluk orami en yiiksek olan

iklimler kurak ve yar1 kurak iklimler olarak belirlenmistir. Tuzlu topraklar, sirasiyla
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yiiksek tuz konsantrasyonu, yiiksek pH ve yiiksek sodyum konsantrasyonu ile
karakterize edilen tuzlu, alkali ve tuzlu-alkali topraklar1 igermektedir (Singh, 2021).
Ozellikle NaCl dogada en sik olarak karsilasilan ¢dziinmiis tuz tiiriidiir ancak toksik
seviyelerde tuz birikimine sebep olan baska tuz formlari da bulunmaktadir. Cesitli
stilfat gruplari, kloriirler, bikarbonatlar, karbonatlar ve boratlar bu tuz formlarindan
bazilaridir (Daliakopoulos ve ark., 2016). Toprak ve sudaki ¢éziinmiis tuz miktarinin

artist ile ekin verimliliginde diislis gozlemlenmektedir.

Tuz stresi; bitkinin biiylime ve gelisimini olumsuz etkileyen en Onemli stres
faktorlerinden biridir. Toprakta toksik seviyelerde sodyum birikimi olugsmasina sebep
olmaktadir. Hiicre i¢i ozmotik basing dengesinin bozulmasina Ayrica hiicrenin iyon
homeostazisini bozmasi dolayistyla ciddi fizyolojik ve morfolojik bozulmalara sebep
olmaktadir. Hiicre i¢i ozmotik basing dengesinin bozulmasi toksik seviyelerde sodyum
birikimi olugsmasina ve ozmotik strese yol agmaktadir. Ozmotik stres, ¢oziinmiis
tuzlarin yogunlugunun artmasiyla meydana gelmektedir. Bitki koklerinin pasif olarak
suyu almakta zorlanmasi anlamima gelmektedir. Iyonik stres ise zararli iyonlarim bitki
hiicrelerinde birikerek 6nemli besinlerin aliminin engellenmesi anlamina gelmektedir.
Fizyolojik etkiler; azalan fotosentez, diisiik turgor basinci, hormonal degisiklikler

olarak kendilerini gostermektedir (Ondrasek ve ark., 2022).

Bitki organizmalarina negatif etki eden en tahrip edici stres faktorlerinden biri tuz
stresidir ve her yil tahil kayb1 yasanmasina sebep olmaktadir. Tuzlulugun tarima etkisi,
bolgelere gore degisiklik gosterebilir. Bu etkiler, iklim kosullar1 ve jeolojik yapiya
bagli olarak farklilik gosterebilir. Bu durum, 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde,
gida Uretimi ve toprak yonetimi agisindan ciddi bir sorun teskil etmektedir (Reddy ve

ark., 2017; Rasheed ve ark., 2022).

Soya bitkisi, tuz stresine kars1 karmasik ve ¢ok katmanli adaptasyon mekanizmalari
gelistirmis bir bitki tlirtidiir. Tuz stresi, ozmotik stres, iyon dengesizligi ve oksidatif
stres gibi sorunlar yaratarak bitki metabolizmasini derinden etkiler; su potansiyelinin
azalmasi, turgor kaybi, fotosentez oraninin diismesi, biiylime geriligi ve tohum

cimlenmesinin baskilanmasi gibi olumsuz etkiler ortaya cikar. Soyada bu stresin
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etkilerini minimize etmek i¢in bir dizi fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yanit

devreye girer.

Bitki; prolin, glisin betain, sekerler, poliaminler ve ozmolitler gibi ozmotik
diizenleyiciler biriktirerek hiicre i¢i su dengesini korur. Prolin, bir amino asit tiirii olup,
bitkilerde hem protein yap1 taslarindan biri olarak hem de abiyotik stres kosullarinda
koruyucu bir molekiil olarak 6nemli islevlere sahiptir. Prolin, 6zellikle kuraklik,
tuzluluk, asir1 sicaklik ve agir metal stresi gibi ¢evresel streslere karsi bitkilerin hayatta
kalma stratejilerinde kritik rol oynar (Kausar ve Komatsu, 2022). Ozmolit, bir
cozeltideki ¢oziinen madde veya molekiillerdir. Bir ¢ozeltideki toplam madde miktar
yani toplam konsantrasyon ise ozmolalite olarak ifade edilmektedir. Ozmolalite, hiicre
ici ve hiicre dis1 arasindaki su dengesini yani ozmotik basinct kontrol eden bir
faktordiir ve ozmotik basinca bagli olarak hiicresel su alimini da etkilemektedir.
Ozmolalitenin fazla olmasi su aliminin engellenmesine ve hiicresel islevin

bozulmasina sebep olabilmektedir (Kitiwan ve ark., 2021; Alhuthali ve ark., 2021).

Bitki hiicrelerinde tuz stresi birgok farkli yolak {izerinden etki edebilmekte ve bu
yolaklar cesitli stres yanit mekanizmalarini aktiflestirebilmektedir. Tuza asir1
duyarlilik (SOS) yolaklar1 bunlardan biridir ve bitkilerde iyon homeostazi saglamak
ile gorevlidir. Ug temel bilesenden olusmaktadir ve bunlar; hiicre zarmda Na*/H*
antiportorii olarak gorev alan SOS1, protein kinaz ve Ca?* sensorii olarak gorev alan
SOS2 ve SOS3 olarak bilinmektedir. SOS yolag1 sayesinde hiicrede strese bagli olarak
meydana gelen iyon birikiminin toksik seviyelere ulagmasi engellenir (Abudureyimu

ve Aksoy, 2019).

Tuz stresine bagli olarak olusturulan bir diger yanit mekanizmasi ise ROS yolagi
tizerinden olugmaktadir. ROS molekiilleri; lipid, protein, DNA ve RNA molekiillerinde
oksidatif hasar olusmasina sebep olmaktadir. ROS molekiilleri hiicrede farkli yerlerde
ve birgok farkli yolak {izerinden olusabilmektedir. Sekil 2.2’de ROS molekiillerinin
olusum mekanizmalari, liretim yerleri ve tiirleri gosterilmektedir (Kesawat ve ark.,
2023). Stresin algilanmasiyla birlikte hiicre duvarindan baglayarak sitoplazmaya kadar

devam eden enzimatik reaksiyonlar sonucunda ROS molekiilleri olusmaktadir.
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Hiicrede meydana gelen ROS artigina karst stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
askorbat peroksidaz (APX) gibi antioksidan enzimler ve glutatyon, askorbik asit gibi
diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar devreye girmektedir. ROS molekiillerinin
fazla anlatimi oksidatif strese bagli olarak apoptoza yol agtigindan, stres durumunda
antioksidan mekanizmalarin devreye girmesi apoptozu engellemek agisindan bitkide
hayati 6nem tasimaktadir. Kloroplastlar ROS {iretiminin en fazla goriildiigii bolgedir
ve elektron tagima sistemi ile fotosistem I ve II’de ROS molekiillerinin agiga ¢iktigi
bilinmektedir. Bu durumda stres altindaki bitkide ROS molekiillerinin artmasi
solunum ve fotosentez mekanizmalarindaki bozulmalarla iligkilendirilebilmektedir

(Kesawat ve ark., 2023).
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Sekil 2.2 Bitkilerde ROS olusum mekanizmasi ve iiretim yerleri (Kesawat ve ark., 2023) SOD: Siiperoksit
dismutaz, XOD: Ksantin oksidaz, ROS: Reaktif oksijen tiirleri, ETC: Elektron tagima zinciri, PS I: Fotosistem I,
PS II: Fotosistem II, NADPH: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat, O2: Oksijen, H2O2: Hidrojen peroksit, -
OH: Hidroksil, UO: Urat oksidaz, O*: Siiperoksit, 'O2: Singlet oksijen
Tuz stresinin etki ettigi temel yolaklardan bir digeri de hormonal yanit yolaklaridir.
Tuzluluk gibi ¢evresel stresler, bitkilerde 6nemli bir stres fitohormonu olan absisik asit
(ABA) birikimine neden olur. Bitkiye 6zgii serin/treonin kinaz olan SNF1 ile iligkili
kinaz 2 (SnRK2). abiyotik streslere karsi bitkilerin cevaplarinda rol oynarlar.
SnRK2'ler bitkilerde abiyotik stres sinyali iletiminde rol oynayan enzimler olup
absisik aside yanit olarak aktive olurlar. SnRK2 yardimiyla fosforillenen
transkripsiyon faktorleri stres iligkili genlerin anlatimini baslatmaktadir. Stres iliskili

genlerin anlatimi ise strese bagli hormon iiretimini tetiklemektedir. Hormonal sinyal
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yolaklarinda ABA hormonu 6nemli bir rol oynarken etilen, oksin, brassinosteroid,
sitokinin, giberellin, jasmonat ve salisilik asit gibi diger stres hormonlar1 da stres
toleransini1 diizenler. Esas olarak ¢imlenmede gorev alan ABA, bitkide tuz stresi
algilanmasi ile de aktiflesir ve stomalarin kapanmasini saglar. Kapanan stomalar ile
ABA duyarli element (AREB) transkripsiyon faktorleri aktiflesir ve stresle iligkili olan
genlerin anlatimini diizenler. Sekil 2.3’te tuz stresine tolerans olusturulmasinda goérev
alan molekiiller ve hormonlar arasindaki etkilesim ag1 gosterilmistir (Kesawat ve ark.,
2023). Bunlara ek olarak ABA’nin ROS molekiilleri iizerinde de diizenleyici
etkilerinin oldugu bilinmektedir. ABA diger hormonlarla etkilesime girerek farkli stres
yamt mekanizmalarinda gérev alabilmektedir. Ornegin; ABA yolagi ile aktive olan
transkripsiyon faktorleri brassinosteroid {iretimini baskilayarak stres yaniti
olusturmaktadir. Ayn1 zamanda ABA, oksin hormonu ile ¢alisarak bitkide strese bagli
suya yonelim goriilmesine sebep olabilmektedir (Li ve ark., 2022; Waadt ve ark.,

2022).
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Sekil 2.3 Tuz stresine kars1 olusturulan tolerans sirasinda hormonlar ve sinyal molekiilleri arasindaki etkilesim ag:
(Kesawat ve ark., 2023) ROS: Reaktif oksijen tiirleri, MAPK: Mitojenle aktif olan protein kinaz, SA: Salisilik
asit, IAA: Indoleasetik asit, ABA: Absisik asit, SOS: Tuza asir1 hassas, GA: Giberellik asit, Ca: Kalsiyum, NO:
Nitrik oksit, H2O2: Hidrojen peroksit, H2S: Hidrojen siilfiir, OH: Hidroksil, O Siiperoksit, 'O2: Singlet oksijen
Molekiiler diizeyde, stres sinyallerine yanit olarak DREB, MYB, bZIP ve NAC gibi
transkripsiyon faktorleri aktiflesir, stresle iligkili genlerin (6rnegin, HSP, LEA)
ekspresyonu artar ve mikroRNA'lar genetik diizenlemeyi hassas bir sekilde modiile

eder.

Tuz stresi toleransinin artirilmasi i¢in yapilan arastirmalarda, CRISPR/Cas9 gibi gen
diizenleme teknolojileriyle tuza dayanikli soya cesitleri gelistirilmekte, rizobakteriler
ve mikoriza mantarlar1 gibi faydali mikroorganizmalarla simbiyotik iligkiler
arastirilmakta ve ABA, silikon ya da prolin gibi dissal uygulamalarla stres yanitlari
tyilestirilmektedir. Prolin ozmotik dengeyi korumada gorevlidir ve strese bagli olarak
su kaybi yasayan hiicrelerde su tutulumu saglayarak stres toleransi olusmasina
yardimct olur. Sekil 2.4’te prolinin dis ve i¢ sentez mekanizmalar1 ve prolin yolagi

25



tizerinden tuz stresine karsi tolerans olusturma yollar1 gosterilmistir (Kesawat ve ark.,

2023).
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Sekil 2.4 Prolinin dis ve i¢ sentez mekanizmalari ve stres toleransi olusturma yollar1 (Kesawat ve ark., 2023)

Transkriptom, proteom ve metabolom gibi omik yaklagimlar, stresle iliskili molekiiler
yolaklarin kesfine ve dayanikli soya tiirlerinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.
Sekil 2.5°te farkli omik yaklagimlarin bitkilerde strese kars1 yanit gelistirmek amaciyla
kullanildig1 yontemler gosterilmistir (Kesawat ve ark., 2023). Soyanin tuz stresine
kars1 gelistirdigi bu adaptasyon mekanizmalarinin anlasilmasi, tarimsal verimliligi
artirmak, cevresel siirdiirtilebilirligi saglamak ve kiiresel gida giivenligine katki

sunmak agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Munns ve Tester, 2008).
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Tuzseu'esmedayamkhﬁdmmgeh;hnlmen
‘amaciyla transgenik yaklagimlar, molekiiler
1slah ve gen diizenleme araglarinin kullanilmass
(CRISPR-Cas9, TALEN, ZFN vb.)

Sekil 2.5 Farkli bitki tiirlerinin biiylimesini ve verimliligini artirmak i¢in tuza dayanikl tiirlerin gelistirilmesinde
farkli omik yaklagimlarin kullanilmasi (Kesawat ve ark., 2023)

23 PROTEOMIK

Proteomik, bir organizmadaki biitiin proteinlerin analiz edilmesi, tanimlanmasi ve
fonksiyonel iligkilerinin agiga ¢ikarilmasi ile ilgilenen arastirma alanidir (Nenni ve
ark., 2020). Proteinler hiicresel yapitaslari oldugundan dolay1 stres biyolojisi
caligmalarinda, transkripsiyon faktorleriyle birlikte calisilmalart ve molekiiler

mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmalar1 biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Proteomik, belirli kosullar altinda bir hiicre, doku, organ veya organizmada bulunan
proteinlerin yapisal o6zelliklerini ve diger molekiillerle olan tiim etkilesimlerini
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inceleyen bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir. Proteinlerle iliskili tiim molekiiler
analizler, proteomik analiz olarak adlandirilmaktadir. DNA, genetik bilgiyi sabit bir
kod dizisi seklinde tasir, ancak hiicre icinde meydana gelen dinamik degisiklikleri
yansitamamaktadir. Bu durum, transkriptomik ve genomik c¢alismalarin Onemini
artirsa da proteinlerin hiicresel islevlerin biiyiik bir kismini ger¢eklestirdigi géz oniine

alindiginda, proteomik ¢aligmalar daha kapsamli ve giivenilir sonug¢lar sunmaktadir.

Proteomik analizlerin diger omik verilerle entegre edilerek sistem biyolojisi
yaklasimiyla degerlendirilmesi de gerekmektedir. Transkriptomik, metabolomik ve
epigenetik verilerin proteomik analizlerle biitlinlestirilmesi, stres yanitlarinin daha
kapsamli ve mekanistik diizeyde anlasilmasima imkén tanir (Yan ve ark., 2022).
Omegin, belirli bir proteinin ifade diizeyindeki artis, sadece genetik regiilasyonla
degil, ayn1 zamanda epigenetik faktorlerle veya transkripsiyon sonrasi diizenlemelerle

iliskili olabilir.

Son on yilda bitkilerde abiyotik streslere karsi verilen molekiiler yanitlarin anlagilmasi
yoniinde yapilan proteomik arastirmalar hem teknolojik hem de biyolojik diizeyde
biiylik ilerlemeler kaydetmistir. Kuraklik, tuzluluk, sicaklik, soguk, agir metal ve
oksidatif stres gibi ¢evresel faktorler altinda bitkilerin gosterdigi protein diizeyindeki
degisimleri kapsamli sekilde anlamaya yonelik proteomik c¢alismalar, klasik 2D jel
elektroforezi yontemlerinden sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-
MS/MS) gibi yiiksek ¢oziiniirliiklii tekniklere evrilmistir. Ozellikle veri-bagimsiz
toplama (DIA), veri-bagimli toplama (DDA), izobarik etiketleme (iTRAQ, TMT) ve
fosfoproteomik gibi ileri diizey yontemlerin yayginlasmasi, proteinlerin sadece miktar
diizeylerinin degil, ayn1 zamanda fosforilasyon, redoks, asetilasyon, glikozilasyon gibi
post-translasyonel modifikasyonlarinin da detayli sekilde analiz edilmesini
saglamistir. Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Glycine max, Zea mays gibi bitkiler
tizerinde yapilan ¢alismalarda, stres altindaki protein profilleri incelenmis ve binlerce
proteinin anlatim diizeylerinde degisim meydana geldigi saptanmistir (Chen ve
Komatsu, 2021). Kuraklik stresi altinda fotosentetik proteinlerin (RuBisCo biiyiik ve

kiicik alt birimleri, fotosistem I ve II) anlatim seviyelerinde diislis goriiliirken,
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antioksidan sistemde gorevli SOD, CAT, APX gibi enzimlere ait proteinlerin anlatim
diizeylerinde artis gorismiistiir. Kok dokusunda ise osmotik stresle iligkili
aquaporinler, LEA proteinleri (late embryogenesis abundant), 1s1 sok proteinleri (HSP)
ve protein kinazlarin regiilasyonu saptanmistir. Soguk stresinde ise 6zellikle membran
lipid bilesenlerini degistiren lipid transfer proteinleri (LTP'ler), antifriz proteinleri ve
mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz 2 (MKK2) gibi mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK) yolak bilesenlerinin fosforilasyon diizeylerinde artis oldugu
bildirilmistir. Agir metal stresine yonelik proteomik ¢aligmalarda ise metal selatlayan
metallotioneinler, fitokelatin sentetazlar, ATP-baglayic1 kaset (ABC) tastyicilar1 ve
glutatyon-S-transferazlarin artan diizeyleri dikkat ¢ekmektedir. Tuz stresi altinda
yapilan proteomik analizlerde hiicre duvari yeniden diizenleyicileri (ekspansinler,
glukanazlar), iyon tasiyicilar1 (yiiksek afiniteli potasyum tasiyicisi (HKT), sodyum-
hidrojen degistirici (NHX), tuz asir1 hassas (SOS1)), sekonder metabolizma enzimleri
(fenilalanin amonyum liyaz, izoflavon sentaz) ve stres yanith transkripsiyon
faktorlerinin (temel l6sin fermuart (bZIP), WRKY, NAC) ekspresyon seviyelerinde
belirgin degisimler oldugu gosterilmistir. Soya bitkisinde yapilan iTRAQ tabanl
proteom analizinde tuz stresine bagl olarak izoflavonoid metabolizmasinda yer alan
izoflavonrediiktaz (IFR), salkon izomeraz (CHI) ve dihidroflavonol-4-rediiktaz (DFR)
gibi proteinlerin anlatim seviyesinde artis oldugu, ayrica flavonoid biyosentezinin
GmMYBI173 gibi transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonuyla kontrol edildigi
saptanmistir.  Sicaklik  stresine bagli proteomik degisimlerde ise protein
stabilizasyonunu saglayan HSP70, HSP90 gibi saperon proteinleri 6n plana ¢ikarken,
protein sentezine dair ribozomal alt birimlerin ve translasyon faktorlerinin

diizenlendigi gozlenmistir (Yan ve ark.,2022).

Bu geligmelerin yani sira bitkisel proteomikte son yillarda biyoinformatik destekli ag
analizleri, yapay zeka algoritmalar1 ve gen-ontoloji siniflandirmalari ile veriler ¢cok
daha anlamli hale getirilmis; protein-protein etkilesim haritalari ile stres toleransi
saglayan merkezi proteinler belirlenmistir. Ileri diizey kiitle spektrometreleri sayesinde
arttk ¢ok kiiciik miktarda Ornekle yiiksek derinlikli proteomik veriler elde

edilebilmektedir. Ayrica cesitli bitki tiirlerinde yapilan calismalar, stres altinda
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proteinlerin yalnizca bollugunun degil ayn1 zamanda lokalizasyonunun da degistigini,
baz1 proteinlerin ¢ekirdekten sitoplazmaya ya da organellere tasindigini géstermistir.
Bu bulgular, stres yanitinin sadece bir ifade degisimi degil, ayn1 zamanda hiicresel
yeniden organizasyonu da kapsadigini ortaya koymaktadir. Proteomik veriler yalnizca
bitkinin stres anindaki fizyolojik durumunu anlamaya degil, ayn1 zamanda tolerans
belirteclerinin tanimlanmasi, genetik miihendislik uygulamalar1 ve stres direngli
hatlarin gelistirilmesi agisindan da biiyiikk potansiyel tasimaktadir. Transgenik
bitkilerde hedef genin proteom diizeyindeki etkilerinin degerlendirilmesi, gen
susturma (VIGS, RNAi) veya CRISPR-Cas9 temelli mutasyonlar sonrasi olusan
proteomik profil farkliliklari, fonksiyonel genetik ile proteomik verilerin
entegrasyonunu saglayarak stres mekanizmalarinin daha net anlasilmasina katki

sunmaktadir (Yan ve ark., 2022).

Proteomik c¢aligmalar sonrasi mRNA seviyelerinden elde edilen bilgiler, gen
ekspresyonunun yalnizca transkripsiyon sonrasi diizenlemeleri hakkinda bilgi
verebilir. Ancak bu bilgiler, proteinin post-translasyonel modifikasyonlara ugrayip
ugramadigi, belirli uyaranlara kars1 nasil yamit verdigi veya hangi protein-protein
etkilesimlerini gergeklestirdigi gibi detaylar1 tam olarak agiklayamaz. Ciinkii mRNA
seviyelerinde meydana gelen degisimler, protein diizeyinde ayn1 sekilde
yansimayabilir. Bunun sebebi, mRNA'nin translasyon siirecinden baslayarak farkli
regiilator mekanizmalar tarafindan kontrol edilmesi ve hiicresel seviyede farkl
sonuglar iiretmesidir. Bu nedenle, hiicredeki gercek fizyolojik siiregleri anlamak ve
biyolojik sistemlerin isleyisini daha dogru bir sekilde yorumlamak i¢in proteomik
analizler kritik bir 6neme sahiptir. Proteomik ¢aligmalar, protein diizeyinde meydana
gelen degisimleri ve bu degisimlerin biyolojik sistemlere etkisini detayli bir sekilde
ortaya koyarak, biyolojinin dinamik yapisini en iyi sekilde anlamamiza olanak tanir.
Bu 6zellikleri nedeniyle proteomik, biyolojik arastirmalarda ve 6zellikle hiicresel

mekanizmalarin anlagilmasinda vazgeg¢ilmez bir ara¢ haline gelmistir (Horgan, 2011).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 BITKi MATERYALININ SECIMIi

Bu tez calismasinda kullanilan Ataem-07 cesidi ve S04-05 (Ustiin) soya hatt1 ve
mutant 150-43 ve 405-1 hatlarina ait tohumlar kullanilmistir. Soya mutantlar1 T.C.
Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Laboratuvari’nda
elde edilen mutant hatlardir. Ataem-07 ve Ustiin soya cesitlerine ait tohumlar Cs-137
gama radyasyonu kaynaginda 150, 200 ve 250 Gy gama radyasyonu ile 1ginlanmis ve
secilen mutantlarin tuz toleranslart hem in vitro hem in vivo kosullarda belirlenmistir.
Bu tezde bu mutant hatlar arasindan iki hattin 6. jenerasyona ait tohumlar

kullanilmistir (Atak ve ark., 2024).

3.2 SOYA CESIT ve MUTANT HATLARINDA TUZLULUK STRESI
UYGULAMASI

Tuz stresi 6n denemesi: Tuz stresine toleransli olarak secilen mutant hatlarin M6
jenerasyonundaki tuz stres cevaplarinin belirlenmesi i¢in tohumlar, ti¢ tekrarl olacak
sekilde, perlit dolgulu plastik bitki yetistirme viollerine ekilmistir. Ekilen bitkiler bitki
biiylime odasinda 10 giin boyunca 16 saat giindiiz/8 saat gece 151k periyodunda 25 °C
(¥2 °C)’de Hoagland besin soliisyonu kullanilarak yetistirilmistir (Tablo 3.1)
(Hoagland, 1920). Optimum kosullarda yetistirilen fideler 11. giinden itibaren 90 mM,
100 mM, 120 mM, 150mM ve 180 mM NaCl igeren Hoagland soliisyonu ile
sulanmigtir. Uygulama 10 giin boyunca devam ettirilmis ve stres uygulamasinin 10.
giinlinde bitkiler hasat edilmistir. Tuzlulugun etkilerinin belirlenmesi i¢in hasat edilen
bitkilerde fizyolojik (taze agirlik, gévde uzunlugu ve kok uzunlugu) ve biyokimyasal
(lipid peroksidayon, klorofil, prolin ve ozmolit konsantrasyonu) analizler yapilarak

stres degerlendirilmesi yapilmistir.
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Tuz stresi denemesi: Tuz stresine verdikleri cevaplari ortaya koymak i¢in planlanan
yeni bir denemede 6n denemede elde edilen sonuglara gore Ataem-07 cesidi ve Ustiin
soya hatti ile mutant hatlara ait bitkilere ¢imlenmenin 14. giiniinden itibaren 10 giin

stire ile 180 mM NaCl uygulanmasina karar verilmistir.

10. giiniinden itibaren 10 giin siire ile 180 mM NaCl uygulanmasindan sonra bitkilerde
fiziksel ve biyokimyasal analizler gergeklestirilerek protein izolasyonu yapilmis ve

biitiin sonuglar istatistik olarak analiz edilmistir.

Hasat sirasinda viyollerden alinarak koke yapismis perlitlerden arinmasi amaciyla
kontrol grubu i¢in standart Hoagland soliisyonuna, tuz stresi uygulanan bitkiler i¢in
180 mM NaCl eklenmis Hoagland soliisyonuna batirilan fideler kurutma kagidi
tizerinde kurutulmustur. Fidelerin taze agirlik dl¢timleri Shitmatzu marka ATX224R
analitik terazi ile gergeklestirilmistir. Fideler, kok baslangic noktasindan baslayarak en
uctaki biiylime noktasina kadar gdévde uzunlugu i¢in, kdk baglangi¢c noktasindan

baslayarak en ugtaki sacak koke kadar kok boyu i¢in cetvel yardimi ile 6l¢lilmiistiir.

Tablo 3.1 Hoagland besin soliisyonu igerigi ve litredeki miktarlar1 (Hoagland, 1920)

HOAGLAND BESIN SOLUSYONU

MAKROBESIN(M) M. Wt M M igin Final Soliisyon Element
KNO; 101,1 1 101,1 6 ml/L K, N
Ca(NO;),4H,0 236,16 1 236,16 4ml/L Ca,N
(NH4)H,PO, ya da 115,08 1 115,08 2 ml/L N, P
(KH,PO,)/(NH,NO3)

MgS0,7H,0 246,49 1 246,49 1 ml/L Mg, S
MIKROBESIN(mM) mM mM igin

KClI 74,55 50 3.72 K, Cl
H:BO; 61,84 25 1,54 B
MnSO.H,0 169,01 2 0,33 Mn, S
ZnS0,7H,0 289,55 2 0,57 1 ml/L Zn, S
CuS0,5H,0 249,71 0,5 0,12 Cu, S
H;Mo004(%85 MoOs) 161,97 0,5 0,08 Mo
Fe-EDTA 346,08 20 6,92 1 ml/L Fe
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3.3 BIYOKIMYASALANALIZLER

3.3.1 Lipid Peroksidasyon Birikimi Tayini

Oksidatif stres, antioksidan ve pro-oksidanlar arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanmistir. MDA (Malondialdehit) bilesigi, ¢oklu doymamis yag asitlerinden
olusan bir bilesiktir ve oksidatif stres sonucu ortaya ¢iktig1 gozlemlenmistir (Cordiano,
ve digerleri, 2023). Lipid peroksidasyon tayini Stewart ve Bewley (1980) metoduna
gore gerceklestirildi ve ayni metod baz alinarak konsantrasyon hesabi yapilmistir

(Stewart ve Bewley, 1980).

Hasat zamani toplanmig olan V1 ve V2 evrelerindeki ii¢lii yapraklardan orta yapraklar
secilerek toplu hasat (bulk) hazirlandi. Hazirlanan bulk alinan 0,1 g yaprak érnekleri
sterilizator ile 180°C’de 120 dk bekletilerek sterilize edilmis havan ve havan elleri ile
1 ml dH>O eklenerek homojenize edildi. Homojenize edilmis drneklerin iizerine es
hacimde taze hazirlanmis %0,5 (v/w) TBA (Tiobarbitiirik asit) ve %20’lik TCA
(trikloroasetik asit) ¢cozeltisinden esit hacimde (1 ml) eklenir. Alt iist edilen 6rnekler
1s1tict blokta 95°C°de 30 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon sirasinda 10’ar dakika arayla
ornekler alt iist edilir. 30 dakikanin sonunda ornekler kalorimetrik reaksiyonun
sonlandirilmas1 i¢in buz banyosuna yerlestirilerek 5 dakika bekletilir. Inkiibasyon
sonrasinda 6rneklerde yesilden sari-pembe tonlarina gegen bir renk degisimi goriilmesi
beklenmektedir. Buz banyosundan sonra drnekler 4°C’de 10.000 rcf hizda 30 dakika
santrifiij edilir. Santriflij sonrasi1 pellet dagitilmadan toplanan siipernatantlar yeni
mikrosantrifiij tiiplerine alinir. Siipernatantlar, her yaprak 6érneginden 3 biyolojik ve 3
teknik tekrar ile 532 ve 600 nm dalga boylarinda Implen marka NanoPhotometer NP40
spektrofotometre cihazinda absorbans Ol¢iimii yapilarak hesaplandi. Kaydedilen
sonuclar ‘MDA/g.TA’ cinsinden ifade edilir (Stewart ve Bewley, 1980; Li, ve ark.,
2012; Li ve ark., 2025).
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3.3.2 Prolin Konsantrasyonu Tayini

Prolin konsantrasyon tayini, Bates ve digerleri (1973) metoduna gore uygulanmis ve
ayn1 metoda gore konsantrasyon hesaplanmasi yapilmistir (Bates ve ark., 1973; Taiz
ve ark., 2015). Hasat zamani1 toplanmis olan V1 ve V2 evrelerindeki {i¢lii yapraklardan
orta yapraklar secilerek toplu hasat hazirland1. 0,1 g yaprak ornekleri sterilize edilmis
havan ve havan elleri ile taze hazirlanmis %3’lik (v/w) siilfosalisilik asit
soliisyonundan 2 ml eklenerek homojenize edildi. Ezilen 6rnekler 10.000 rcf hizda 15
dakika santrifiij edilir. Bu sirada taze olarak asit ninhidrin ¢6zeltisi hazirlandi. Toplam
50 ml asit ninhidrin ¢dzeltisi i¢in 1,25 g ninhidrin tartilir. Uzerine 30 ml asetik asit
eklenir ve alt st edilerek ¢oziilmesi saglanir. Bu ¢ozeltinin listline 1/3 sulandirilmig
fosforik asitten 20 ml eklenir ve ¢ozelti alt iist edilir. Santrifiij sonrasi pellet
bozulmadan siipernatantlar yeni bir tiipe alinir. Alinan siipernatant ile ayn1 hacimde
(yaklasik 2 ml) asetik asit ve asit ninhidrin ¢6zeltisi eklendi. Reaksiyonun baglamasi
icin Oornekler 15 dkda bir alt iist edilerek 1 saat boyunca 100°C’de inkiibasyona
birakildi. 1 saat sonunda reaksiyonun sonlanmasi i¢in buz banyosuna yerlestirilerek 5
dakika bekletildi. Elde edilen karisim toliien ile ekstrakte edildi ve son iiriin 520 nm
dalga boyunda absorbans ol¢iimii i¢in spekrofotometre cihazinda cam kiivet ile
Olctildii. Sonuglar ‘pug/ul’ cinsinden ifade edildi (Bates ve ark., 1973; Yuan ve ark.,
2024).

3.3.3 Fotosentetik Pigment Miktar1 Tayini

Fotosentetik pigmentler, bitkilerde ve diger fotosentetik organizmalarda 151k enerjisini
yakalayan ve fotosentez siirecini ger¢eklestiren molekiillerdir. Baslica klorofiller ve
karotenoidler olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadirlar (Taiz ve ark., 2015).
Fotosentetik pigment miktar1 tayini Arnon (1949) metoduna goére uygulanmis ve ayni
metod kullanilarak konsantrasyon hesabi yapilmistir (Arnon, 1949). Hasat zamani
toplanmis olan V2 ve V3 evrelerindeki {iglii yapraklardan orta yapraklar segilerek bulk

hazirlanmistir. Hazirlanan bulktan alinan 0,1 g yaprak 6rnekleri sterilizator ile sterilize
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edilmis ve -80°C’de sogutulmus havan ve havan elleri ile 0,1 g yaprak dokusu s1v1 azot
yardimi ile toz haline getirilerek 2 ml %80(v/w)’lik aseton eklenerek homojenize
edilir. Elde edilen homojenatlar whatman no.2 filtre kagitlari ile siiziilerek yeni tiiplere
almir. Ornekler kiivete yiiklenerek 470 nm, 645 nm ve 663 nm dalga boylarinda
spektrofotometre cihazi ile absorbans oOl¢iimii yapilarak kaydedilir. Elde edilen

ornekler ‘pug/g. TA’ cinsinden ifade edilir.
Klorofil A (mg/g.TA) = (A645/1000 ml) x 2 ml/0,1 g
Klorofil B (mg/g.TA) = (A663/1000 ml) x 2 ml/0,1 g

Toplam klorofil (mg/g.TA) = ((20,2xA645 + 8,02xA663) / 1000 ml) x 2 ml/0,1 g
(Arnon, 1949; Oral ve ark., 2024)

3.3.4 Ozmolit Birikimi Miktar1 Tayini

Ozmolalite 6l¢iimii ozmometre cihazi (Semi-Micro Osmometer K-7400, Almanya)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Hasat zamani1 toplanan ve -80°C’de muhafaza edilen
V2 ve V3 yapraklarinin orta yapraklarindan bir toplu hasat hazirlandi ve hazirlanan
toplu hasattan 25 mg tartilarak 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiliplerine yerlestirildi.
Tiiplerdeki yaprak ornekleri bir gece Oncesinden -20°C’de bekletildi. -20°C’de
bekletilen drnekler +4°C’ye ayarlanmis santrifiij cihazinda maksimum hizda 30 dk
santrifiij edilerek yaprak orneklerindeki biitiin bitki 6zitliniin ¢ikarilmasi saglandi.
Santrifiij sonras1 bitki oziitlerinden ¢ikan miktarin tamami almarak 10 kat diliisyon
yapildi. Diliie edilmis bitki 6ziitlinden 180 pl alinarak ozmometre kiivetlerine koyuldu
ve cihaza yerlestirildi. Ol¢iim degerleri mOsmol/kg cinsinden hesapland: (Ugarl ve

Girel, 2020).
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34 PROTEIN iZOLASYONU VE KONSANTRASYON TAYIiNi

3.4.1 Protein izolasyonu

Protein izolasyonu manuel TCA-aseton metodu kullanilarak yapilmistir (Mechin ve
ark., 2007). Yontem i¢in lizis (T1 tamponu) ve yikama (T2 tamponu) soliisyonlari
deneyden hemen 6nce taze olarak hazirlanmis ve sogumasi igin -80°C’ye birakilmustir.
Hasat zamani toplanmis olan V1 ve V2 evrelerindeki ii¢lii yapraklardan orta yapraklar
secilerek toplu hasat hazirlanmistir. Hazirlanan toplu hasattan alinan 0,3 g yaprak
dokusu, sterilizator ile 180°C’de 120 dk bekletilerek sterilize edilmis ve -80°C’de
sogutulmus havan ve havan elleri ile s1v1 azot eklenerek toz hale gelinceye kadar ezilir.
Ezilerek toz haline getirilmis yaprak ornekleri 2 ml sogutulmus T1 tamponu (%10
TCA, %90 aseton, %0,07 beta-merkaptoetanol) eklenerek homojenize edilir.
Homojenize edilen 6rnekler 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere alinarak alt iist edilir ve -
20°C’de 1 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresince ornekler 15 dk’lik
periyotlarla alt iist edilerek tampondaki aseton yardimi ile mevcut klorofilin
olabildigince parcalanmasi ve beta-merkaptoetanol yardimi ile pargalanmis
proteinlerin TCA yardimu ile ¢oktiiriilmesi hedeflenir. 1 saatlik inkiibasyon sonrasi
ornekler 10.000 rcf’de 15 dk santrifiij edilir ve santrifiij sonras1 pellet bozulmadan
stipernatant uzaklastirilir. Pelletin iizerine 2 ml sogutulmus T2 tamponu (%90 aseton,
%0,07 betamerkaptoetanol) eklenir ve pellet kalkacak sekilde ornekler alt {ist edilir.
Pelletin yerinden oynadigindan emin olduktan sonra 6rnekler -20°C’de 1 saat inkiibe
edilir. Inkiibasyon siiresince 15 dk’da bir &rnekler alt {ist edilir. Inkiibasyon sonrasi
10.000 rct’de 15 dk santrifiij yapilir ve siipernatant uzaklastirilir. T2 tamponu ile
yikama islemi, mevcut klorofilin tamami uzaklastirilana kadar kadar devam ettirilir.
Seffaf bir siipernatant ve pellet elde edildikten sonra son kez 10.000 rcf’te 15 dk
santrifiij uygulanir ve slipernatant uzaklagtirilir. Sonrasinda pelleti protein tozu haline
getirmek amaciyla 6rnekler Eppendort marka Concentrator Plus cihazina yerlestirilir
ve D-AL ayarinda 45 dakika kurumaya birakilir. Kuruyan 6rnekler -80°C’de muhafaza
edildi (Mechin ve ark., 2007).
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3.4.2 Protein Izolatlarimin Rehidrasyonu

Izole edilen protein &rneklerinin konsantrasyon tayinlerinin yapilarak 2D jel
elektroforezine yiiklenmeleri i¢in rehidre edilmeleri gerekmektedir. Rehidrasyon
islemi Bio-Rad ReadyPrep™ 2-D Starter Kit kullanim kilavuzunun Bio-Rad Criterion
Dodeca Cell cithazinin kullanimi i¢in verilmis olan protokole gore yapilmistir (Bio-
Rad, ReadyPrep 2-D Starter Kit). Rehidrasyon islemi 6ncesi rehidrasyon tamponu (§M
tire (Thermo Scientific, Cat. No. 29700), %2 CHAPS (Thermo Scientific, Cat. No.
28300), 50 mM DTT (Dithiothreitol (Cas No. 3483-12-3)), %0,2 Biolyte 3/10
Ampholite (Biorad, Cat. No. #1631112), %0,001 Bromofenol mavisi (Cas No. 115-
39-9)) taze olarak hazirlanir. Hazirlanan tampon +4°C’de 151k gérmeyecek sekilde

muhafaza edilmistir.

Ornekler -80°C’den ¢ikarildi ve rehidrasyon islemi oda sicakhigina geldiklerinde
orneklerin tizerine 200 pl rehidrasyon tamponu eklendi ve ornekler hareket edecek
sekilde alt-iist edilir. Tampon eklenen 6rnekler oda sicakliginda 5 dk bekletilir ve +4°C
santrifiij cihazinda 10.000 rcf’de 13 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 siipernatant
yeni bir tiipe alinarak 6l¢iimlere hazir bir halde +4°C’de muhafaza edildi (Liu ve ark.,

2008).

3.4.3 Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonunun Tayini

Bradford yontemi, protein konsantrasyon 6l¢iimii i¢in kullanilan hizli, dogruluk orani
yuksek ve diger yontemlere oranla diisiik maliyetli bir metottur. Coomassie blue G-
250 boyasmin proteinlere baglanmasi temeline dayanan metot, spektrofotometrik

Olciim ile sonug vermektedir (Kruger, 2009).

Bradford yontemi ile protein konsantrasyon tayini yapilmasi i¢in bir standart egrisi
olusturulmali ve R? degeri hesaplanarak absorbans degerinden konsantrasyon verisine

ulagsmamizi saglayacak bir denklem elde edilmelidir. Standart egrisini olusturmak i¢in
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sigir albiimin serumu (BSA) kullanilmaktadir. 1,5 pg/ul olacak sekilde tartilarak
hazirlanilan stok standart soliisyonu artan dozlarda uygulanarak standart egrisi
olusturulmaktadir. Ayrica yontem i¢in gerekli olan Bradford reaktifi (100 mg
Coomassie G-250, 50 ml %95 EtOH, 100 ml %85 fosforik asit, 1 litreye tamamlayacak
sekilde dH>0O) hazirlanarak 0,22 pum filtreden gegirilmekte ve kullanima hazir halde

+4°C’de muhafaza edilmektedir.

Bu tez calismasi icin deneyler 96 kuyucuklu plaka tizerinde gerceklestirilmistir.
Standart soliisyonu son konsantrasyonu sirastyla 1,5 pug/ul, 3 pg/ul, 4,5 pg/ul, 6 ng/ul,
7,5 ng/ul olacak sekilde kuyucuklara dagitilmistir. Protein 6rneklerinden de 3 tekrarl
olacak sekilde 1’er ul alinarak kuyucuklarin tabanina dagitilmistir. 1 kuyucukta hig
protein 6rnegi bulunmayacak sekilde bos birakilmistir ve 6l¢iimde kor deger olarak
degerlendirilecektir. Standart soliisyonu ve protein ornekleri dagitildiktan sonra son
hacim 200 pl olacak sekilde kuyucuklara Bradford reaktifi dagitilarak reaktifin
calismast ve renk degisiminin gerceklesmesi i¢in 5 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta bekletilmistir. Ol¢iimler Bio-Rad iMark Microplate Reader ile 595 nm dalga
boyunda gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler Microsoft excel yardimi ile bir

standart egrisi olusturularak pg/pl cinsinden hesaplandi (Bradford, 1976).

3.4.4 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Ornek Kalitesinin Incelenmesi

SDS-PAGE jel elektroforezi, proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini
saglayan ve proteinlerin denatiire olarak negatif yiik ile yiiklenmesi temeline dayanan
bir elektroforez yontemidir. 1-100 kDa araligindaki proteinlerin goriintiilenmesi i¢in

kullanilmaktadir (Schagger, 2006).

SDS-PAGE protokolii %12’lik hizalayic1 (dH20, 0,5 M Tris-HCIL, %10 SDS, %30,
%0,8 w/v Acrylamide/bis-acrylamide, %10 APS, TEMED) ve ayiric1 (dH20, 1,5 M
Tris-HCI, %10 SDS, %30, %0,8 w/v Acrylamide/bis-acrylamide, %10 APS, TEMED)

olmak iizere iki ayr1 jelin birlesimi ile hazirlandi. Ayirici jel kasete dokiildiikten sonra
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tamamen polimerize olmast beklenerek akabinde hizalayici jel dokiildi. Bradford
yontemi ile konsantrasyon tayini yapilan 6rnekler, son konsantrasyonlar1 60 pg olacak
sekilde 5X Laemmli boya ile 1:4 oraninda karistirilmistir. Laemmli boya ile karistirilan
ornekler denatiire olmalar1 amaciyla 95°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi &rneklerin oda sicakligina gelmeleri beklenmis ve oda sicakligina
gelen Ornekler hazir boyanmis protein ladder ile jel kuyucuklara yiiklenmistir.
Yiikleme sonras1 6rnekler 100 V akimda 120 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Jeller
SDS-PAGE dikey elektroforez sisteminden ¢ikarilarak fiksasyon soliisyonu (%10
asetik asit, %30 metanol) igerisinde yerlestirilmis ve 2 saat boyunca orbital
calkalayicida birakilmistir. 2 saatin sonunda fiksasyon soliisyonu uzaklastirilmistir ve
ornekler yikama amaciyla 3 kez 20’ser dakika siireyle distile su icerisinde orbital
calkalayicida birakilmistir. Yikama iglemi sonrast distile su uzaklagtirilmig ve jelin
boyanmasi i¢in Ornekler coomassie blue G-250 soliisyonunda 2 saat orbital
calkalayicida birakilmistir. Boyama islemi sonrasinda, coomassie blue boyasi
uzaklastirilmig ve drnekler fazla boyanin uzaklasmasi amactyla agici (%10 asetik asit,
%40 metanol) soliisyonda 2 saat orbital karistiricida birakilmistir. Jellerin renklerinin
acildig1 ve bant keskinlikleri belli olana kadar boya agma islemi devam etmistir. Bant
keskinlikleri net bir sekilde goriiliir hale geldiginde agic1 ortamdan uzaklastirilmis ve
ornekler distile su igerisine alinmistir. Jel goriintiileri Bio-Rad ChemiDoc MP
cihazinda alinmis olup bant kalinliklarinin 6l¢timii ImageJ programi ile yapilmigtir

(Rath ve ark., 2009).
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3.5 IKi BOYUTLU (2D) JEL ELEKTROFOREZI

3.5.1 Protein Orneklerinin izoelektrik Odaklanmalar1 ve 2D Jel
Elektroforezi

Izoelektrik odaklama, proteinlerin bir pH gradienti igerisinde izoelektrik noktalarina
gore ayrilmasini saglayan elektroforetik bir ayrilma islemidir. Proteinlerin N terminal
ve C terminal bdlgelerinde bulunan proton alicisi bolgelerinin proton baglama

kapasitesi temeline dayanmaktadir (Friedman ve ark., 2009).

[zoelektrik odaklama islemi Bio-Rad Protean i12 IEF Cell cihazinda yapilmis olup
Bio-Rad ReadyPrep 2D Starter Kit protokolii takip edilerek yiiriitiilmiistiir. Deney
protokolii i¢in dehidre olarak temin edilen 11 cm’lik Bio-Rad marka ReadyStrip IPG
stripler kullanilmistir. Yapisinda akrilamid/bis-akrilamid bulunduran IPG stripler i¢in
cihazda ayrilma isleminden Once 14-16 saatlik bir rehidrasyon islemi

uygulanmaktadir.

Bradford yontemi ile tespit ettigimiz protein konsantrasyonlar1 185 pl 6rnekte toplam
250 pg olacak sekilde hazirlandi. Konsantrasyon hesabi yapilan 6rneklerden 185 pl
alinarak rehidrasyon tepsisine yiiklenmistir. Yiiklenen 6rneklerin lizerine IPG stripler
jel kismi Orneklere temas edecek ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde
yerlestirilmistir. Striplerin iizerine havayla temasi1 kesecek miktarda (yaklasik 2 ml) kit
ile temin edilen mineral yagindan eklenerek rehidrasyon tepsisinin iistii kapatilmis ve

24°C’de 14-16 saat rehidrasyon islemi i¢in birakilmistir.

Rehidrasyon islemi sonrasi forseps yardimiyla mineral yagindan siiziilerek alinan
stripler hava kabarcig1 kalmayacak sekilde izoelektrik odaklama tepsisine alinmistir.
Stripler alinmadan dnce izoelektrik odaklama tepsisinde elektrotlarin tizerine elektrot
kagitlar yerlestirilerek iletkenligi saglamalari amaciyla nanopure su ile 1slatilmistir.
Elektrotlar dikkatli bir sekilde striplerin {izerine oturtulmus ve izoelektrik odaklama
tepsisi cihaza yerlestirilmistir. Protokolde 11 cm’lik stripler i¢in verilen yonergelere

gore izoelektrik odaklama iglemi baglatilmis ve protein 6rnekleri yiiriitiilmiistiir.
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Yiirlimenin bitmesiyle birlikte stripler forseps yardimiyla jel kismina temas etmemeye
dikkat ederek yikama tepsisine jel kismi yukar1 bakacak sekilde yerlestirilmistir.
Sonrasinda stripler yikama tepsisinin mineral yagi olmayan bir kanalina veya yeni
yikama tepsisine alinarak 4 ml dengeleme tamponu (equilibrium buffer I) eklenmistir.
Dengeleme tamponu eklendikten sonra ornekler 13 dakika orbital calkalayicida
calkalanmistir. Sonrasinda 6rnekler bos bir kanala alinarak iizerlerine 2 ml dengeleme
tamponu (equilibrium buffer II) eklenmistir. Ornekler 13 dakika orbital ¢alkalayicida
calkalanmistir. Bu iglemin ardindan stripler iki boyutlu jel elektroforez sisteminde

yiiriitiilmeye hazir hale gelmistir.

2D jel elektroforezi SDS-PAGE ile benzer olarak proteinlerin molekiiler agirliklarina
gore ayrilmasi temeline dayanmaktadir. %12’lik SDS-PAGE ayirici jel hazirlanarak
Bio-Rad marka jel kasetlerine dokiiliir ve tamamen polimerize beklenir. 1zoelektrik
odaklama ve dengeleme islemleri sonras1 hazir hale gelmis olan stripler ayirici jel
lizerine yatay bir sekilde yerlestirilir ve 2 ml Bio-Rad overlay agaroz ile {izerleri
kaplanarak kasetler Bio-Rad marka PROTEAN II xi Cell cihazina yiiklenir. 120 V
akim ile ornekler takip edilerek kasetin en altina ulasana kadar ylriitme islemi
strdiiriiliir. Yirlitme islemi bitiminde kasetler forseps yardimi ile kenarlarindan
acilarak jelin istiinli tamamen kaplayacak kadar fiksasyon soliisyonu igerisine
yerlestirilir ve orbital calkalayicida 1 saat ¢alkalanir. Fiksasyon islemi sonrasi distile
su ile 20 dakikalik periyotlarla 3 kez yikama yapilir. Sonrasinda 6rnekler spotlarin
boyanmasi i¢in lizerlerini kaplayacak kadar Coomassie Blue G-250 boyasinin igerisine
yerlestirilir ve minimum 12 saat siireyle orbital ¢alkalayictya birakilir. Boyama iglemi
sonras1 fazla boyadan uzaklagsmak amaciyla ornekler iizerlerini gececek kadar boya
uzaklastirma soliisyonu igerisine yerlestirilerek 1 saat orbital ¢alkalayicida galkalanir.
Bu islem temiz bir jel arka plani lizerinde spotlar belirginlesinceye kadar her seferinde
acici sollisyon yenilenerek tekrarlanir. Boya agma iglemi tamamlanan jeller analiz igin
hazirdir ve goriintii alinana kadar tizerlerini gececek kadar distile su igerisinde iistii

kapali steril bir kapta +4°C’de 1 ay siireyle muhafaza edildi (Liu ve ark., 2008).
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3.5.2 2D Jellerin Analizi ve Spotlarin Kesilmesi

2D jellerin analizleri i¢in Bio-Rad PDQuest Advanced yazilimi kullanilmistir. 2D
jellerin analizleri i¢in 0Ozel olarak gelistirilmis olan bu yazilim, jel goriintiileri
tizerindeki renk degisimlerini tespit ederek protein spotlarini algilamak ve spot

yogunluklarini tespit etmek prensibiyle ¢aligmaktadir.

Goriintiiler Bio-Rad ChemiDoc MP cihazi ile Coomassie mavi boyasi ayari secilerek
alinmistir. Alinan goriintiiler analiz programina ytiiklenerek protein spotlarinin analiz
islemleri gerceklestirilmistir. Analiz sirasinda spotlarin yogunluklarinin artis ve
azaliglart her kondisyon i¢in kontrol grubu ile karsilastirilarak gerceklestirilmistir.
Ayni1 zamanda farkli soya hatlar1 kullanildigindan dolay1 da hat farkindan gergeklesen
ekspresyon farkliliklarinin yakalanmasi amaciyla ayni temele dayanan ikinci bir analiz

islemi daha yiiriitiilmiistiir.

Artis ve azalislart degerlendirilerek strese ve hat farkina bagli olarak ekspresyon
farklilig1 oldugu tespit edilen spotlar steril 1 ml’lik pipet uglari ile jelden kesilerek 1,5
ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir. Tespit edilen spotlarin tamami jellerden
kesildikten sonra jelin igerisindeki boyanin temizlenmesi amaciyla iistlerine 1:1
oraninda hazirlanmis asetonitril ve 100 mM amonyum bikarbonat soliisyonundan 100
ul eklenmistir. Tiipler 30 dakika orbital calkalayicida ¢alkalanmistir. Orneklerin boya
kalintilarindan tamamen arindirilmasi i¢in 500 pl daha asetonitril eklenerek boya
kalintilarinin  uzaklagmasi1 ve beyaz bir jel goriintiisii alinana kadar Ornekler
soliisyonun igerisinde bekletilir. Boya kalintis1 kalmayan jel yeni mikrosantrifiij
tiipline alinarak iizerine spotun biiyiikliigiine gore (56-70 pl) tripsin tamponu eklenir
ve +4°C’de 2 saat inkiibasyona birakilir. 2 saat inkiibasyonun ardindan 6rnekler gece
boyu inkiibasyon i¢in 37°C’de birakilir. Gece boyu inkiibasyon sonrasi %5
formikasit/asetonitril soliisyonu hazirlanir ve 6rnek hacmiyle 1:2 oranda olacak
sekilde orneklerin {istiine eklenir. Ornekler 15 dakika daha 37°C’de inkiibasyona
birakilir. Spot analizleri i¢in 6rneklerin kurutulmasi gerekmektedir. Kurutma islemi
Eppendorf marka Concentrator Plus cihazinda V-AL ayar1 kullanilarak

gerceklestirilmistir (Wisniewski ve Mann, 2012; Shevchenko ve ark., 2007).
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Kurutulan o6rnekler spot analizi i¢cin mikrosantrifiij tiiplerinde oda sicakliginda
muhafaza edilmistir. Spot analiz islemleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Temel
T1p Bilimleri Anabilim Dal1 Tibbi Biyoloji Boliimii DEKART Proteomik Laboratuvari

tarafindan gergeklestirilmistir.

3.5.3 Zip-Tip Protein Saflastirma

Proteinlerin saflastirilmalari i¢in yapilan bu islemde Millipore marka C18 ZipTips
pipet uclart kullanilmistir. Zip-Tip pipet uglari, tek adimhi tuzdan arindirma ve
yogunlastirma temellerine dayanmaktadir. Pipet uglar ilk olarak iki kere %100’k
asetonitril soliisyonu ile 1slatildiktan sonra 2 kere de %70’lik asetonitril soliisyonu ile
1slatilmistir. Sonrasinda %3 asetonitril ve %0,1 trifloroasetik asit iceren dengeleme
sollisyonu ile islatilmistir. 10 pl protein 6rnegi 15-20 kere pipetaj yapilarak pipet
uclarina alinmis ve %35’°lik metanol ile %0,1’lik trifloroasetik asit iceren yikama
soliisyonu ile yikanmistir. Alinan protein 6rnegi temiz bir tiipe koyularak ve %60
asetonitril ve %0,1 trifloroasetik asit ile eliie edilmistir. Saflastirma islemi sonrasinda
ornekler Eppendorf marka Concentrator Plus cihazinin V-AL ayar1 kullanilarak

kurutulmustur (Andre ve Karas, 2007).

3.6 LC-MS/MS ANALIZi

LC-MS/MS yo6ntemi, sivi kromatografi (LC) ve tandem kiitle spektrofotometresi
(MS/MS) islemlerinin birlesiminden olusan bir analiz teknigidir. Bir karigimin

bilesenleri ayirma prensibine dayali olarak ¢aligmaktadir (Ardrey, 2003).

Tiim peptit ayrimlari, Thermo Scientific Ultimate 3000 Serisi RSLCnano pompasi ile
Thermo Scientific Ultimate 3000 Serisi TCC-3000RS kolon bélmesi ve Thermo Fisher
Scientific Ultimate 3000 Serisi RS otomatik numune yiikleyicisine baglanarak,

Xcalibur 4.0 yazilimi1 (Thermo Fisher Scientific, ABD) tarafindan kontrol edilen bir
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sistemde gerceklestirilmistir. Her analizde, 6rnekler bir yakalama kolonuna (Acclaim
PepMap, 5 mm x 300 um i¢ ¢cap, C18, 5 um, 100 A; Thermo Scientific, ABD) 5 pL/dak
hizinda, %0,05 (v/v) triflorasetik asit ve %1 asetonitril igeren bir sulu ¢ozelti ile
yiiklenmistir. Ug¢ dakikalik bir siireden sonra, yakalama kolonu bir analitik kolon
(Acclaim PepMap RSLC, 15 cm x 75 um i¢ ¢ap, C18, 2 um, 100 A; Thermo Scientific,
ABD) ile ¢evrimigi olarak baglanmistir. Peptit eliisyonu, mobil faz A ve B karigimi
uygulanarak gerceklestirilmistir. Mobil faz A, %0,1 (v/v) formik asit iceren HPLC
derecesinde su, mobil faz B ise %0,1 (v/v) formik asit iceren HPLC derecesinde
asetonitrilden olusmaktadir. Kesilmis 6rnekler, 0,30 uL/dak akis hizinda 130 dakikalik
bir gradyan eliisyon kullanilarak Thermo Q Exactive kiitle spektrometresi ile dogrudan
arayiizlenmis sekilde ayrilmistir. Uygulanan gradyan adimlari: 0—45 dakika arasinda
%6'dan %20'ye lineer artig; 45—75 dakika arasinda %40'a lineer artig; 75-90 dakika
arasinda %90'a lineer artig ve 30 dakika sabit tutulma; 120—125 dakika arasinda %6'ya
azalma ve 125-130 dakika arasinda %94’e A seklindedir. Kolon sicaklig1 40 °C olarak

ayarlanmis ve her 6rnekten 2 pl enjekte edilmistir.

Q Exactive kullanilarak veri bagimli toplama islemlerinde, tarama dizisi; ¢oziintirliik
70.000, tarama aralig1 4002000 m/z, otomatik kazan¢ kontrol (AGC) hedefi 3 x 10°,
maksimum enjeksiyon siiresi 60 ms ve spektrum veri tiirii olarak merkeziod spektrumu
parametreleri ile baslayan bir Orbitrap Full MS spektrumu igermektedir. MS2 analizi
icin ilk 10 prekiirsor secilerek yiiksek enerjili carpigsma ayrigmasi (HCD): ¢oziintirliik
17.500, AGC 1 x 10°, maksimum enjeksiyon siiresi 100 ms, izolasyon penceresi 2 m/z,
NCE 27 ve merkeziod spektrum veri tiirli parametreleri kullanilarak analiz edilmistir.
Her 6rnek serisi oncesinde, pozitif modda kalibrasyon soliisyonu (LTQ Velos ESI
Pozitif Iyon Kalibrasyon Soliisyonu 88323, Pierce, ABD) kullamilarak harici
kalibrasyon islemi yapilmistir. Alt doldurma orani 1,5 x 10° yogunluk esigine karsilik
gelecek sekilde %9 olarak ayarlamistir. Ayrica, atanmamis ve tek yiikli tlirler MS2

analizinden hari¢ tutulmus ve dinamik diglama otomatik olarak ayarlanmistir.

LC-MS/MS analizinden elde edilen ham verilerin islenmesi, protein tanimlamasi ve

nicelendirme islemleri Proteome Discoverer 2.2 (Thermo Fisher Scientific, ABD)
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yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Protein tanimlamasi igin; peptit kiitle
tolerans1 10 ppm, MS/MS Kkiitle tolerans1 0,02 Da, kiitle dogrulugu 2 ppm arama
parametreleri kullanilmisti. Maksimum bir kagirilmis boliinme izin verilerek,
minimum peptit uzunlugu alti amino asit olarak belirlenmistir. Sisteinlerin
karbamidometilasyonu (+57.021464) sabit modifikasyon olarak ayarlanmis,
metiyoninlerin oksidasyonu (+15.994915) ve asparajinin deamidasyonu (+0.984016)
degisken modifikasyon olarak belirlenmistir (Afshar & Hall, 2023). Prosediiriin
sonlanmasi i¢in her protein drneginde minimum iki benzersiz peptitin tanimlanmasi
gerekmektedir. Giris verileri UniProtKB-SwissProt veritabaninda organizma adi ile
aranmistir. Protein gruplandirmasi, Proteome Discoverer 2.2'de bulunan Gene

Ontology (GO) veritabani kullanilarak molekiiler fonksiyona gore gerceklestirilmistir.

3.7 ISTATIKSEL ANALIiZLER

Soya bitkilerine ait ana¢ ve mutant hat bitkilerinin kontrol grubu bitkileri ve 10 giin
boyunca 180 mM NaCl uygulanmis olan bitkileri es zamanl hasat edilerek fiziksel ve
biyokimyasal 6l¢iimleri gergeklestirilmistir. Fiziksel ve biyokimyasal analiz sonuglari
gergeklestirilen  Olglimlerin - kendi birim cinsleri ile GraphPad Prism 10

(https://www.graphpad.com/) istatistik analiz programina kaydedilmistir. Program

tizerinden olusturulan grafiklerde tek yonlii ANOVA testi uygulanmis ve standart
sapmayla birlikte hesaplanarak istatistiksel olarak anlamli olan degisimler harf

cinsinden ifade edilmistir (Kim, 2017)
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4 SONUCLAR

4.1 TUZ STRESININ BiTKi BUYUMESI UZERINDEKI ETKIiLERI

Ataem-07 ve Ustiin soya gesitleri ile mutant 150-43 ve 405-1 hatlarina ait bitkilerin
180 mM NaCl stresine karsi verdikleri cevaplar belirlenmistir. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de
strastyla tuz stresi uygulanmadan once 14 giinliik soya bitkileri ve tuz stresinin 10.
giiniindeki bitkilerin gelisimi verilmistir. Tuz stresi uygulamasinda Ataem-07 ve Ustiin
soya cesitlerinde mutant hatlara oranla gozle goriiliir sekilde klorizis ve yapraklarda
morfolojik bozulmalar gozlemlenmistir. Gézlemlenen degisimlerin aksine yapilan
fizyolojik 6l¢iimler sonucunda tuz stresi uygulanan mutant hatlarda stres toleransini

isaret edecek istatistiksel olarak anlamli bir fiziksel degisim tespit edilememistir.

' Ataem-07 Ustiin

Sirsbasangrer— O -

Sekil 4.1614 giinliik Ataem-07, Ustiin ve mutant hatlarm bitki gelisimleri. A- Kontrol grubu bitkiler B- Stres
grubu bitkileri
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Stresin 10. giinii D Stresin 10. giinii

Sekil 4.2710 giinliik tuz stresi uygulanan bitkilerin tuz stresine cevaplari. C- Kontrol grubu bitkileri D- Stres
grubu bitkileri

Tiim bitkilerin taze agirlik, boy ve kok uzunluklar dlgiilmiistiir. Tablo 4.1 ve Sekil
4.3’te Ataem-07, Ustiin, 150-43 ve 405-12’¢ ait taze agirlik degerleri verilmistir.
Shimadzu marka ATX224R analitik terazi ile yapilan Ol¢limler sonrasi1 GraphPad
Prism 10 istatistiksel analiz programina alinan 6l¢iim sonuclar1 gram (g) cinsinden
kaydedilmistir. 10 giinliik NaCl uygulamas1 sonrasinda tiim hatlarin taze agirliklarinda
%40’tan fazla azalma oldugu olciilmiistiir. Ataem-07 ¢esidine ait taze agirlik; tuz
stresinde kontrole gore %45,62 azalirken bu oran mutant 150-43’te %43,53 olmustur.
Ustiin ¢esidinde taze agirlik kontrole gére %49,74 oraninda azalmisken mutant 405-

1’de bu oran %43,95 olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.14180 mM NacCl tuz stresinde kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin ortalama taze agirliklari ve standart
sapma degerleri

Soya c¢esit ve|Taze agirhk
hatlan

Kontrol 180 Mm NaCl

g g %
Ataem-07 12,43 £ 1,85 6,76 £ 1,21 54,38
150-43 11,35+ 1,46 6,41 £ 1,41 56,47
Ustiin Kontrol |11,24+ 1,75 5,65+ 1,96 50,26
405-1 11,72 £3,90 6,57 £ 1,01 56,05
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Agirhk

/2

Sekil 4.38Tuz stresinin kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin taze agirliklar tizerindeki etkileri. Ayni harfle
gosterilmeyen kosullar arasinda en az 0,05 birim fark bulunmaktadir.

Tim bitkilerin boy uzunluklar1 6l¢iilmiis Tablo 4.2° ve Sekil 4.4°te verilmistir. 10
giinlik NaCl uygulamasi sonrasinda Ataem ¢esidine ait bitki boyu tuz stresinde
kontrole gore %.25,33 oraninda azalirken mutant 150-43’te %25,41 olmustur. Ustiin
cesidinde bitki boyu kontrole gore %26,04° e azalmigken mutant 405-1 hattinda ise bu
oran %24,42 yiikselmistir. Tuz stresinde soya ¢esitleri ve mutantlar arasindaki farklar

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Tablo 4.25180 mM NacCl tuz stresinde kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin ortalama bitki boylari

Soya ¢esit ve |Bitki boyu
hatlar

Kontrol 180 Mm NaCl

cm cm %
Ataem 16,74 £ 2,72 12,5+ 1,39 74,67
150-43 17,13 £2.21 12,74+ 1,29 |74,59
Ustiin Kontrol |17,08 +2,38 12,74 £ 1,96 |73,96
405-1 17,57 £ 2,01 13,28 £ 1,38 |75,58
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Bitki Boyu

25+
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Sekil 4.49Tuz stresinin kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin bitki boylar1 tizerindeki etkileri. Ayni harfle
gosterilmeyen kosullar arasinda en az 0,05 birim fark bulunmaktadir.

Tiim bitkilerin kék boyu uzunluklari 61¢iilmiis Tablo 4.3” ve Sekil 4.5°te verilmistir. 10
giinlik NaCl uygulamasi sonrasinda Ataem-07 c¢esidine ait kok boyu tuz stresinde
kontrole gore %.2,22 oraninda azalirken mutant 150-43’te %4,61 oraninda artis
olmustur. Ustiin ¢esidinde bitki boyu kontrole gore %6,29 oraninda azalmisken mutant
405-1 hattinda ise bu oran %7,48 oraninda ylikselmistir. Tuz stresinde soya cesitleri ve

mutantlar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Tablo 4.36180 mM NaCl tuz stresinde kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin ortalama kok uzunluklari

Soya c¢esit ve| Kok Boyu
hatlan

Kontrol 180 Mm NacCl

cm cm %
Ataem 13,11 +£1,72 12,82 £2,29 (97,78
150-43 13,64 £ 1,17 14,27 £ 1,34 104,61
Ustiin Kontrol |15,92 +2.81 14,92 +2,37 93,71
405-1 12,42 +1,29 13,35+2,09 |107,48
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Sekil 4.510Tuz stresinin kontrol gesitler ve mutant hatlarin kok boylari tizerindeki etkileri. Ayni harfle
gosterilmeyen kosullar arasinda en az 0,05 birim fark bulunmaktadir.

4.2 BIYOKIMYASAL ANALIZ SONUCLARI

4.2.1 Lipid Peroksidasyon (MDA) Tayini Analizine Ait Sonuc¢lar

Tuz stresinin deneyde kullanilan soya hatlar1 {izerindeki etkilerinin goriilmesi
amaciyla MDA 6l¢iimii yapilarak tuz stresinin biyokimyasal etkilerinin 6l¢iilmesi
hedeflenmistir. Yapilan spektrofotometrik Ol¢iimler sonrasi elde edilen absorbans
degerleri hesaplanilarak MDA/g.TA cinsinden hesaplanarak kaydedilmistir. Her kosul
i¢cin ortalama MDA konsantrasyonlar1 standart sapmalar da géz 6niine alinarak siitun

grafigi olusturulmustur (Sekil 4.6).

Tablo 4.4 ve Sekil 4.6’da kontrol ve tuz stresindeki MDA degerleri verilmistir. 10
giinliik NaCl uygulamasi sonrasinda Ataem ¢esidine ait MDA degerleri kontrole gore
%.9,67 oraninda artarken mutant 150-43’te kontrole gore %16 oraninda diigmiistiir.

Ustiin ¢esidinde MDA kontrole gore %19,04 artis goriiliirken mutant 405-1 hattinda
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ise bu oran %33,33 olmustur. 150-43 mutant hattinin MDA konsantrasyonunda
%16’lik bir azalma gostermis ve sonuglar istatiksel olarak 6nemli bulunmustur. Elde
edilen MDA sonuglarina gore mutant 150-43 hattinin 180 mM NacCl stresine toleransh

oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.47180 mM NaCl tuz stresinde kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin ortalama MDA degerleri

Soya ¢esit ve | MDA Tayini
hatlan
Kontrol 180 Mm NaCl
MDA/g.TA MDA/g.TA %
Ataem 0,031 £ 0,001 0,034 £0,001 109,67
150-43 0,025 + 0,002 0,021 £0,003 |84
Ustiin 0,021 £ 0,001 0,025+ 0,002 |119,04
405-1 0,024 + 0,001 0,032+ 0,001 |133,33
MDA
0.04-
0.03- B
= 0021
(<2
g 0.01-
o) .
0.00-
-0.01
*O
v\.{b'e& v..\@e&.' @(\

Sekil 4.611Tuz stresinin kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin MDA iizerindeki etkileri. Ayn1 harfle gosterilmeyen
kosullar arasinda en az 0,05 birim fark bulunmaktadir.
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4.2.2 Prolin Konsantrasyonu Tayini Analizine Ait Sonuclar

Tuz stresinin deneyde kullanilan soya hatlar1 {izerindeki etkilerinin goriilmesi
amaciyla prolin konsantrasyonu oOl¢limii yapilarak tuz stresinin biyokimyasal
etkilerinin 6l¢iilmesi hedeflenmistir. Yapilan spektrofotometrik dl¢timler sonrasi elde
edilen absorbans degerleri hesaplanilarak pg/pl cinsinden ifade edilmistir. Her kosul
icin ortalama prolin konsantrasyonlari standart sapmalar da gbz 6niine alinarak siitun

grafigine doniistiirilmustiir (Sekil 4.7).

Prolin 6l¢iim verileri incelenerek her hattin tuz stresi uygulanmamis kontrol grubunun
prolin ortalamasinin optimum degeri gosterdigi kabul edilerek yiizdece degisimleri
hesaplanmuistir (Tablo 4.5 ve Sekil 4.7). Elde edilen sonuglara gore tuz stresi uygulanan
soya c¢esit ve mutant hatlarin tamaminda strese bagli olarak prolin
konsantrasyonlarinda artis gozlemlenmistir. Ataem-07 ¢esidinde prolin orani
kontroliine gore artis1 (%77.02) géz Oniine alindiginda mutant hatta bu artis daha
diisiiktiir (%38,86). Benzer sonuglar Ustiin ¢esidinde de gdzlemlenmistir ve bu gesitte

sonugclar istatiksel olarak énemlidir.

Tablo 4.58180 mM NacCl tuz stresinde kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin ortalama prolin degerleri

Soya c¢esit ve|Prolin Tayini
hatlan

Kontrol 180 Mm NaCl

ng/pl png/pl %
Ataem 13,67 £ 0,001 24,2 +£0,001 |177,02
150-43 13,58 +£ 0,002 18,79 £ 0,003 | 138,86
Ustiin 13,91 +£ 0,001 26,65+ 0,002 | 191,58
405-1 13,62 + 0,001 15,89+ 0,001 | 116,66
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Sekil 4.712Tuz stresinin kontrol gesitler ve mutant hatlarin prolin {izerindeki etkileri. Ayni harfle gosterilmeyen
kosullar arasinda en az 0,05 birim fark bulunmaktadir.

4.2.3 Fotosentetik Pigment Miktar1 Tayini Analizine Ait Sonuc¢lar

Tuz stresinin deneyde kullanilan soya hatlar1 iizerindeki etkilerinin goriilmesi
amaciyla fotosentetik pigment (klorofil a/klorofil b) 6l¢iimii yapilarak tuz stresinin
biyokimyasal etkilerinin 6l¢lilmesi hedeflenmistir. Yapilan spektrofotometrik dl¢iimler
sonras1 elde edilen absorbans degerleri hesaplanilarak pg/g.TA cinsinden ifade
edilmistir. Her kosul i¢in ortalama klorofil A, klorofil B (Sekil 4.8) ve total klorofil
miktarlar standart sapmalar da gz Oniine alinarak siitun grafigine doniistiiriilmiistiir

(Sekil 4.9).

Klorofil a, klorofil b ve total klorofil 6l¢iim verileri incelenerek her hattin tuz stresi
uygulanmamis kontrol grubunun stres grubuna oranla ortalamasiin optimum degeri
gosterdigi kabul edilerek yiizdece degisimleri hesaplanmistir (Tablo 4.6, Tablo 4.7,

Tablo 4.8). Elde edilen sonuglara gore tuz stresi uygulanan soya cesit ve mutant

53



hatlarin tamaminda strese bagli olarak total klorofil konsantrasyonlarinda azalma

gozlemlenmistir.

Ataem-07 soya ¢esidinde klorofil a oran1 180 mM NaCl uygulamasinda kontrole gore
azalmistir (%65,94). Bu oran mutant 150-43 hattinda %57,74 olarak belirlenmistir. Bu
azalma istatistiksel olarak énemli bulunmustur. Ustiin ¢esidinde klorofil a oran1 180
mM NaCl uygulamasinda kontrole gére azalmistir (%63,41). Bu oran mutant hat 405-
1 icin %43,37 olarak bulunmustur. Azalma oranlart Ustiin cesidi icin istatistiksel
olarak anlamli bulunmazken mutant hat 405-1 igin sonuclar istatistiksel olarak
anlamlhidir. Ataem-07 soya ¢esidinde klorofil b oran1 180 mM NaCl uygulamasinda
kontrole gore azalmistir (%20,17). Bu oran mutant 150-43 hattinda %20,75 olarak
belirlenmistir. Bu azalma 6nemli bulunmustur. Ustiin ¢esidinde ise klorofil b oran1 180
mM NaCl uygulamasinda kontrole gore azalmistir (%21,23). Mutant 405-1 hattinda
bu oran %5,33 olarak hesaplanmistir. Azalma oranlar1 iistiin ¢esidi igin istatistiksel
olarak anlamli bulunurken mutant hat 405-1 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli
degildir. Ataem-07 ¢esidinde total klorofil oraninin kontroliine gore azalma oram
(%52,68) gbz oOniine alindiginda mutant hat 150-43’te bu azalma daha distktiir
(%44,34). Ustiin ¢esidinde de total klorofil oran1 kontrole gére %49,57 oraninda
azalirken mutant hat 405-1’de azalma oraninin (%31,54) daha az oldugu tespit

edilmistir. Bu sonuglar istatistiksel olarak dnemlidir.

Tablo 4.69180 mM NaCl tuz stresinde kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin ortalama klorofil A degerleri

Soya c¢esit ve|Klorofil A
hatlan

Kontrol 180 mM NacCl

ng/g. TA ng/g. TA %
Ataem 2,29 £ 0,08 0,78 £ 0,38 34,06
150-43 1,68 £ 0,13 0,71 +0,18 42,26
Ustiin 1,94 + 0,29 0,71 +0,25  [36,59
405-1 2,26+0,13 1,28 £ 0,07 56,63

54



Tablo 4.710180 mM NaCl tuz stresinde kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin ortalama klorofil B degerleri

Soya c¢esit ve|Klorofil B
hatlan

Kontrol 180 mM NaCl

ng/g. TA ng/g. TA %
Ataem 2,38 £0,11 1,9 +£0,49 79,83
150-43 2,41 +0,08 1,91+ 0,36 79,25
Ustiin 2,45+ 0,07 1,93+0,47 |78,77
405-1 2,44 £0,1 2,31 +£0,12 94,67

Tablo 4.811180 mM NaCl tuz stresinde kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin ortalama total klorofil degerleri

Soya c¢esit ve | Total klorofil
hatlar

Kontrol 180 mM NaCl

ng/g. TA ng/g. TA %
Ataem 1,31 £ 0,001 0,62 +0,001 [47,32
150-43 1,06 £ 0,002 0,59 +£ 0,003 |55,66
Ustiin 1,17+ 0,001 0,59 +£0,002 |50,42
405-1 1,3+0,001 0,89+ 0,001 |68,46
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Klorofil A
orotl Klorofil B

D%

Sekil 4.813Tuz stresinin kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin klorofil A ve klorofil B tizerindeki etkileri. Ayn1 harfle
gosterilmeyen kosullar arasinda en az 0,05 birim fark bulunmaktadir.

Total Klorofil

/%

Sekil 4.914Tuz stresinin kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin total klorofil tizerindeki etkileri. Ayni harfle
gosterilmeyen kosullar arasinda en az 0,05 birim fark bulunmaktadir.
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4.2.4 Ozmolit Olciimii Analizine Ait Sonuclar

Tuz stresinin deneyde kullanilan soya g¢esit ve hatlari lizerindeki etkilerinin goriilmesi
amaciyla ozmolit 6l¢iimii yapilarak tuz stresinin biyokimyasal etkilerinin 6l¢iilmesi
hedeflenmistir. Yapilan spektrofotometrik Ol¢limler sonrasi elde edilen degerler

hesaplanilarak mOsmol/kg cinsinden ifade edilmistir. (Sekil 4.10).

Ozmolit Ol¢iim verileri incelenerek her hattin tuz stresi uygulanmamis kontrol
grubunun total klorofil ortalamasinin optimum degeri gosterdigi kabul edilerek
yiizdece degisimleri hesaplanmstir (Tablo 4.9). 150-43 hattina ait bitkilerde ozmolit
miktarindaki artig oran1 %75 olarak tespit edilirken Ataem-07 ¢esidinde artis %100
oraninda olmustur. 405-1 hattinda ozmolit artis1 %133,33 olarak tespit edilirken Ustiin
¢esidinde bu artis %88,88 oraninda kalmistir. Ozmolit miktarlarindaki artis tuz

stresinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Tablo 4.912180 mM NaCl tuz stresinde kontrol ¢esitler ve mutant hatlarin ortalama ozmolit birikim degerleri

Soya c¢esit ve|Ozmolit
hatlan
Kontrol 180 Mm NaCl
mOsmol/kg mOsmol/’kg %
Ataem 8 +0,001 16 £ 0,001 200
150-43 8 +£0,002 14 £ 0,003 175
Ustiin 9+ 0,001 17 + 0,002 188,88
405-1 9+ 0,001 21 £ 0,001 233,33
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Sekil 4.1015Tuz stresinin kontrol gesitler ve mutant hatlarin ozmolit degeri iizerindeki etkileri. Ayni1 harfle
gosterilmeyen kosullar arasinda en az 0,05 birim fark bulunmaktadir.

43 IKi BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZ ANALIZINE AiT
SONUCLAR

Ataem-07, Ustiin soya cesitleri ve 150-43 ve 405-1 mutant hatlarmin kontrol ve 180
mM NaCl stresi uygulanan bitkilerinden izole edilen proteinlerin ekspresyon
seviyesindeki farkliliklar 2D jel elektroforez analizi ile tespit edilmistir. Bu tez
kapsaminda ¢alisilan tiim soya hatlarinda kontrol grubu ve NaCl uygulanan stres grubu
orneklerindeki spot sayilar1 Tablo 4.10°da ve 6rneklere ait iki boyutlu jel goriintiileri

Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir.

Yiiklenen jel goriintiilerinde spot analizlerinin yapilmasi i¢in jel goriintiileri tizerinde
bir normalizasyon c¢alismasit tamamlanmistir. Normalizasyon islemi sonrasinda

Yiiriitiilen 8 adet jelde toplam 1276 adet spot tespit edilmistir. En fazla protein spotu
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405-1 mutant hattinin kontrol grubuna ait jelde tespit edilirken en diisiik sayida protein
spotu Ataem-07 ¢esidinin kontrol grubuna ait jelde tespit edilmistir. Yiizdece protein
spot sayisindaki 180 mM NaCl uygulamasi sonrasinda degisimler incelendiginde
Ataem-07 ve Ustiin gesitlerinde sirasiyla %17 ve %18’lik bir degisim goriiliirken 150-
43 ve 405-1 mutant hatlardaki degisim sirasiyla %5 ve %7 olarak tespit edilmistir.

Jel goriintiileri Bio-Rad ChemiDoc cihazi kullanilarak kaydedilmistir. Kaydedilen jel

goriintiileri analiz edilmek lizere Bio-Rad PDQuest Advanced yazilimina yiiklenmistir.

Tablo 4.10131ki boyutlu jel elektroforezi ile elde edilen deney gruplarina ait protein spotlarmin sayisi

Gruplar Protein Spot Sayilar
Ataem-07 Kontrol 140
Ataem-07 180 mM NaCl 165
150-43 Kontrol 163
150-43 180 mM NaCl 156
Ustiin Kontrol 176
Ustiin 180 mM NaCl 145
405-1 Kontrol 171
405-1 180 mM NaCl 160
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Sekil 4.116Soya hatlarinin 2D jel goriintiileri A) Ataem hatt1 kontrol grubu C) Ustiin hatt1 kontrol grubu E) 150-43 hatt1 kontrol grubu G) 405-1 hatt1 kontrol grubu
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Sekil 4.17Soya hatlarinin 2D jel goriintiileri B) Ataem hatt1 180 mM NaCl uygulanan grup D) Ustiin hatti 180 mM NaCl uygulanan grup F) 150-43 hatt: 180 mM NaCl uygulanan
grup H) 405-1 hatt1 180 mM NaCl uygulanan grup
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PDQuest 2-D analiz yazilimi kullanilarak spotlarin dagilim grafigi (scatter plot)
analizleri yapilmistir. Analiz, ana¢ ve mutant tiirlerin kendi kontrol gruplar1 ve stres
gruplan arasinda karsilagtirmali olacak sekilde tasarlanmistir. Sekil 4.13 ve Sekil
4.14’te Ataem hattinin tuz stresi uygulanmis ve uygulanmamis bitkilerinde protein
anlatim diizeyleri arasindaki sirasiyla 2 kat, 3 kat, 4 kat ve 5 kat farklilik goriinen

protein spotlarinin dagilim grafigi gosterilmektedir.

Corr coeff = 0.698703 & Corr coeff = 0.698703
Slope = 0.770123, Intercept = 1.431355 o L Slope = 0.770123, Intercept = 1.491355 o
7 — Spot count = 72 2 /97 7 — Spot count =72 =t
Norm units = Norm o 00 o A Norm units = Norm
) )
6 &,

—2.0-fold up —3.0-fold up
—2.0-fold down —3.0-fold down
—Linear Regression —Linear Regression
0 T T T T T 0 | 1 | 1 | T
0 1 2 3 4 5 B 7 0 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.18Ataem hattinda stres uygulanmus bitkilerde kontrol grubu bitkilere gore anlatim diizeyi 2 kat artmis ve
azalmis (sol) ve 3 kat artmus ve azalmis (sag) proteinlerin dagilim grafigi

Corr coeff = 0.695703

Slope = 0.770123, Intercept = 1.491355
Spot count = 72
Norm units = Norm

Corr coeff = 0.695703

Slope = 0.770123, Intercept = 1.491355 o
Spot count =72
Norm units = Norm

—4 .0-fold up —5.0-fold up
—4.0-fold down —5.0-fold down
—Linear Regression —Linear Regression
0 I I I T T I I I I I
1] 1 2 3 4 5 6 7 a 1 2 3 4 5 [ 7

Sekil 4.19Ataem hattinda stres uygulanmis bitkilerde kontrol grubu bitkilere gore anlatim diizeyi 4 kat artmis ve
azalmis (sol) ve 5 kat artmis ve azalmis (sag) proteinlerin dagilim grafigi
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Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da Ustiin hattinin tuz stresi uygulanmis ve uygulanmamis
bitkilerinde protein anlatim diizeyleri arasindaki sirastyla 2 kat, 3 kat, 4 kat ve 5 kat

farklilik goriinen protein spotlarinin dagilim grafigi gosterilmektedir.

Corr coeff = 0790131 Corr coeff = 0.790131
Slope = 0.692395, Intercept = 1.944966 Slope = 0.692395, Intercept = 1.944966
7 — Spot count = 76 & 7 — Spot court = 76
Norm units = Norm Norm units = Norm 2
5 —
5
4
3
P
—2.0-fold up e —3.0-fold up
—2.0-fold down —3.0-fold down
—Linear Regression —Linear Regression
0 T I I T I 0 I I I I I
o 1 2: 3 4 5 B 7 0 1 2 3 4 B B 7

Sekil 4.1520Ustiin hattinda stres uygulanmus bitkilerde kontrol grubu bitkilere gore anlatim diizeyi 2 kat artmis ve
azalmis (sol) ve 3 kat artmis ve azalmis (sag) proteinlerin dagilim grafigi

Corr coeff = 0.790131

Slope = 0692395, Intercept = 1.944966
7 — Spot count = 76
Morm units = Norm

Corr coeff = 0.790131

Slope = 0.692395, Intercept = 1.944966
7 — Spot count =76
Norm units = Norm

—5.0-fold up

—4.0-fold up

—4 .0-fold down —35.0-fold down
—Linear Regression —Linear Regression
0 T T T 1 T 0 1 T 1 T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.1621Ustiin hattinda stres uygulanmis bitkilerde kontrol grubu bitkilere gore anlatim diizeyi 4 kat artmis ve
azalmis (sol) ve 5 kat artmig ve azalmis (sag) proteinlerin dagilim grafigi

63



Sekil 4.17 ve Sekil 4.18te 150-43 mutant hattinin tuz stresi uygulanmis ve
uygulanmamuis bitkilerinde protein anlatim diizeyleri arasindaki sirasiyla 2 kat, 3 kat,

4 kat ve 5 kat farklilik gériinen protein spotlarinin dagilim grafigi gosterilmektedir.

8§ | Corr coeff = 0.927451 8 — Corr coeff = 0.927481
Slope = 0.876873, Intercept = 0682745 2 Slope = 0.876873, Intercept = 0.682745
Spot count = 94 Spot count = 94
7 | Morm units = Norm & 7 —| Norm units = Norm
& —
5 —
4 —
3
2
1
—2.0-fold up —3.0-fold up
—2.0-fold down —3.0-fold down
—Linear Regression —Linear Regression
0 I I T I I 0 I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 g 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.1722150-43 hattinda stres uygulanmis bitkilerde kontrol grubu bitkilere gore anlatim diizeyi 2 kat artmis
ve azalmis (sol) ve 3 kat artmig ve azalmig (sag) proteinlerin dagilim grafigi

§ —| Corr coeff = 0.927481 8 | Corr coeff = 0927481
Slope = 0.876873, Intercept = 0.652745 ﬁ,“ Slope = 0.876873, Intercept = 0.682745 . o
Spot count = 94 o Spot count = 94 80
7 | Morm units = Norm 78 8 7 | Norm units = Norm 0”63
%
6 )
o
5 —
4
3
25 v
/ / 4 4
1 _/ —4.0-fold up T —5.0-fold up
—4 0-fold down —5.0-fold down
—Linear Regression —Linear Regression
0 T T T T T T T T 0 T T 1 1 T T T 1
0 1 2 3 4 B [ 7 g o 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.1823150-43 hattinda stres uygulanmig bitkilerde kontrol grubu bitkilere gore anlatim diizeyi 4 kat artmis
ve azalmis (sol) ve 5 kat artmig ve azalmis (sag) proteinlerin dagilim grafigi
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Sekil 4.19 ve Sekil 4.20’da 405-1 mutant hattinin tuz stresi uygulanmis ve

uygulanmamus bitkilerinde protein anlatim diizeyleri arasindaki sirastyla 2 kat, 3 kat,

4 kat ve 5 kat farklilik gériinen protein spotlarinin dagilim grafigi gosterilmektedir.

Corr coeff = 0.744944 % Corr coeff = 0.744944 %
Slope = 0692914, Intercept = 1.924117 ) /4 Slope = 0.692914, Intercept = 1.924117 G
= Spot count = 83 090, 4 4 _ | Spot court = 83 o0
Norm units = Norm Bio LR 7 I horm units = Norm ° o g0 o
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Sekil 4.1924405-1 hattinda stres uygulanmis bitkilerde kontrol grubu bitkilere gére anlatim diizeyi 2 kat artmis ve
azalmis (sol) ve 3 kat artmis ve azalmis (sag) proteinlerin dagilim grafigi

_| Spot count = 83

Corr coeff = 0.744944
Slope = 0.692914, Intercept = 1.924117

Norm units = Norm

—5.0-fold up
—35.0-fold down
—Linear Regression

Corr coeff = 0.744944 ‘
Slope = 0.692914, Intercept = 1.924117 A8, s
7 Spot count = 83 oo _,»60
Norm units = Norm o fo ; /°o o 7
6 5
55 7]
4 e
37 g
2] 5]
1 5
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—Linear Regression
0 T T T T T 2
0 1 2 3 4 5 & 7 g

1 2 3 4 S 6 7

Sekil 4.2025405-1 hattinda stres uygulanmis bitkilerde kontrol grubu bitkilere gore anlatim diizeyi 4 kat artmis ve
azalmig (sol) ve 5 kat artmis ve azalmis (sag) proteinlerin dagilim grafigi
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Spotlarin anlatim seviyelerinin siitun grafikleri olusturularak LC-MS/MS yontemi ile
analiz edilmek tlizere 32 adet 0zgiin spot secilmistir. Segilen spotlarin PDQuest
analizleri Ataem-07 cesidi ve mutant 150-43 hatt1 arasinda (Sekil 4.21), Ustiin ¢esidi
ve 405-1 hatt1 arasinda (Sekil 4.22) ve tiim ¢esit ve hatlar arasinda (Sekil 4.23)
karsilastirmali sekilde ii¢ ayr1 analizde incelenmistir. Spotlar, numaralar1 ve PDQuest

analizlerine ait siitun grafikleriyle birlikte verilmistir.

PDQuest analizi sonrasi; A2, C4, F5, G3 spotlarinda tuz stresi kosullarinda
anlatimlarinin azaldigi, B1, BS, B6, B, D1, D2, D3, D4, F1, F2, F3, G1, G2, H1, H2,
H3, H4 spotlarinda tuz stresi kosullarinda anlatimlarinda artis goriildiigii tespit

edilmistir.

Secilen spotlarin PDQuest analizleri Ataem-07 ¢esidi ve mutant 150-43 hatt1 arasinda
tuz stresine kars1 verdileri cevaplara gore su sekildedir; A1 spotunun anlatim seviyesi
150-43 hattinda azalmistir. Spot, glutamin sentetaz proteinine aittir ve hiicre igi
katalitik aktivitelerde rol oynamaktadir. B1 spotunun anlatim seviyesi Ataem-07
cesidinde tuz stresi kosullarinda artmustir. Spot, izoflavon rediiktaz homolog 2
proteinine aittir ve oksidorediiktaz aktivitesinde gorev almaktadir. BS spotunun
anlatim seviyesinin Ataem-07 ¢esidinde tuz stresinde arttig1 goriilmektedir. Spot, S-
adenozilmetiyonin sentaz proteinine aittir ve ATP baglanmasinda gorev almaktadir. F1
spotunun anlatimi, 150-43 hattinda tuz stresi kosullarinda artmistir. Spot,
koproporfirojen oksidaz proteinine aittir ve uroporfirojen dekarboksilaz aktivitesinde
gorev almaktadir. F2 spotunun anlatim seviyesi 150-43 hattinda tuz stresi kosullarinda
artmistir. Spot, S-adenozilmetiyonin sentaz proteinine aittir ve ATP baglanmasinda
gorev almaktadir. F3 spotunun anlatim seviyesi 150-43 hattinda tuz stresi
uygulamasiyla artmistir. Spot, tanimlanmayan bir proteine aittir ve gama-glutamil

peptidaz aktivitesinde gorev aldig tespit edilmistir.

Segilen spotlarin PDQuest analizleri Ustiin ¢esidi ve 405-1 hatt1 arasinda tuz stresine
kars1 verdileri cevaplara gore C3 spotunun anlatimi 405-1 mutant hattinda azalmistir.
Spot, tanimlanmamis bir proteine ait olup ATP baglanmasinda gorev aldigi
bilinmektedir. C4 spotunun anlatimi, Ustiin ¢esidinde ve mutant 405-1 hattinda tuz

stresi kosullarinda azalmistir. Spot, NAD-bagimli epimeraz/dehidrataz bdolgesi
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proteinine aittir ve RNA baglanmasinda gérev almaktadir. D1 spotunun anlatimi Ustiin
c¢esidi ve 405-1 mutantinda tuz stresi kosullarinda goriilmektedir. Spot, ribulaz bifosfat
karboksilaz biiyiik zincir proteinine aittir ve karbondioksit fiksasyonunda gorev
almaktadir. D2 spotunun anlatim seviyesi, Ustiin ¢esidinde tuzlulukta goriilmiistiir.
Spot, NAD-bagimli epimeraz/dehidrataz bolgesi proteinine aittir ve karbondioksit
fiksasyonunda gorev almaktadir. D4 spotunun anlatimi, Ustiin ¢esidi ve 405-1 mutant
hattinda tuz stresi kosullarinda artmistir. Spot, dehidrin proteinine aittir ve stres
yanitinda gérev almaktadir. G1 spotunun anlatimi, Ustiin ¢esidi ve 405-1 hattinda tuz
stresi uygulamasinda azalmistir. Spot, NADP baglanma bolgesi iceren bir proteine
aittir ve oksidorediiktaz aktivitesinde gorev almaktadir. G3 spotunun anlatim seviyesi,
Ustiin ¢esidi ve 405-1 mutant hattinda tuz stresi kosullarinda azalmistir. Spot, PsbP-
ucu bolgesi iceren bir proteine ait olup fotosistem II'nin diizenlenmesinde goérev
almaktadir. H1 spotunun anlatimi, 405-1 hattinda tuz stresi kosullarinda artmistir.

Spot, fosfogliserat kinaza ait olup ADP-ATP baglanmasinda gorev almaktadir.

Secilen spotlarin PDQuest analizleri tiim ¢esit ve hatlar arasinda karsilagtirmali sekilde
de incelenmistir. A2 spotunun 150-43 mutant hattinda anlatimi goriilmezken diger
cesit ve hatlarda tuz stresi kosullarinda anlatiminin azaldig: tespit edilmistir. Spot,
tanimlanmamig bir proteine ait olup saperon aktivitesinde gorev almaktadir. B6
spotunun anlatim seviyesinin tiim ¢esit ve mutant hatlarda tuz stresi durumlarda arttig1
goriilmektedir. Bu spot, V tipi proton ATPaz E alt iinitesine ait bir protein olarak
tanimlanmistir ve ATPaz aktivitesinde gorev almaktadir. B8 spotunun anlatimi tiim
cesit ve hatlarda tuz stresi kosullarinda artmistir. Spot, fruktoz-bifosfat aldolaz
proteinine aittir ve karbonhidrat degredasyonunda gorev almaktadir. D3 spotunun
anlatiminin tiim ¢esit ve hatlarda tuz stresi kosullarinda artti§i goriilmiistiir. Spot,
RuBisCo proteinlerinden birine aittir ve ATP bagimli protein katlanmalarinda gorev
almaktadir. F5 spotunun anlatim seviyesi 150-43 hatt1 hari¢ diger hat ve ¢esitlerde tuz
stresi kosullarinda azalmistir. Spot, tanimlanmayan bir proteine aittir ve oksijen agiga
cikarma aktivitesinde (OER) gorev almaktadir. G2 spotunun anlatim seviyesi, 150-43
cesidi harig tlim ¢esit ve hatlarda tuz stresiyle artmistir. Spot, proteazom alfa alt {initesi
proteinine aittir ve peptitlerin ayrilmasinda gorev almaktadir. H2 spotunun anlatima,

mutant hatlarda tuz stresi kosullarinda azalirken, Ataem-07 ve Ustiin cesitlerinde tuz
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stresi kosullarinda artmistir. Spot, NAD bagimli epimeraz/dehidrataz bolgesi iceren
proteine ait olup RNA baglanma mekanizmasinda gorev almaktadir. H3 ve H4
spotlarinin anlatimlari, tiim ¢esit ve hatlarda tuz stresi kosullarinda artmistir. Spotlar,
NAD bagimli epimeraz/dehidrataz bolgesi i¢eren proteinlere ait olup oksidorediiktaz

aktivitesinde gorev almaktadirlar.

Spot Numarast [PD-Quest Analizi Spot Numarast PD-Quest Analizi
Spot Al 11105879 Spot F1 1010118
Norm MNorm
INT*Ares INT*Area
ITTiaT]
SSP 5402 | SSP 5404
Spot B1 521275 Spot F2 6347887
Morm Norm
"l [T Ares INT*Area
" 'ssp 5314 SSP 4505
e |
Spot B5 7887 Spot F3 3209661
m Morm
*Area INT*Area
[T T
SSP 4505 SSP 8301

Sekil 4.26Ataem-07 ¢esidi ve 150-43 mutant hatti ile yapilan karsilagtirmali PD-Quest analizine ait siitun
grafikleri
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Spot Numarast [PD-Quest Analizi Spot Numarasi PD-Quest Analizi
Spot C3 13038 Spot D4 18
m
“Area *Area
SSP 6201 SSP 6311
Spot C4 616 Spot G1 3209661
m Norm
| || *Area INT*Area
i1 1L..an
SSP 7401 SSP 8301
Spot D1 1379841 Spot G3 9357
Morm orm
INT*Area ﬁNT*Area
1111
" 'ssP 6409 ==E 4200
Spot D2 8173 Spot H1 1339139
m Norm
*Ares INT*Area
 SSPE3ID SSP 4411

Sekil 4.27Ustiin ¢esidi ve 405-1 mutant hatt1 ile yapilan karsilastirmali PD-Quest analizine ait siitun grafikleri
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Spot Numarast |PD-Quest Analizi Spot Numarasi PD-Quest Analizi
Spot A2 559029 Spot E7 2237985
Mok Norm
INT*Ares rT'Area
= 2 | ll il
=i il Lo SSP 5206
Spot B6 0538 Spot F4 BE2105
m Marm
| | Ao INT*Area
I I i1 rTT 11T
SSP 6312 SSP 4209
Spot B8 305259 Spot F5 7896352
Norm Norm
I INT*Area INT*Area
I Ll
SSP 7305 i a0
_—_——— |
Spot B2 1673054 Spot F6 4595142
Norm rorm
[INT*Area INT*Area
L1 ly (1
SSP 6707 SSP 5201
Spot B3 2189317 Spot F7 M 323684
Norm Morm
INT*Area INT*Ares
SSP 7716  ssPa4312
Spot C1 716615 Spot G2 4395142
m Norm
*Area *Area
it
SSP 7201 SSP 5201
Spot C2 2824772 Spot H2 2070398
Marim Norm
IMT*Ares | T*Area
1 1] 1111 rN
SEP ES1E SSP 7306
Spot D3 632067 Spot H3 651310
Norm MNorm
*Area | INT*Area
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Sekil 4.28 Ataem-07 ve Ustiin gesitleri ile mutant 150-43 ve 405-1 ile yapilan karsilastirmal analize ait PD-Quest
stitun grafikleri
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Ataem-07 ve Ustiin gesit ve 150-43 ve 405-1 mutant hatlarda anlatim farklilig1 goriilen
9 adet protein spotu (B2, B3, C1, C2, E1, E7, F4, F6 ve F7) tespit edilmistir. PDQuest
analizi sonrasi; glisin kesme sistemi P proteinlerine ait B2, B3 spotlarinin 150-43
mutantinda anlatimlarinin azaldigi, hemperoksidaz ailesi protein bolgesi ve sistein
proteinaz proteinine ait C1 ve C2 spotlarinin 150-43 mutant hattinda anlatiminin
olmadigi, NADP baglanma bolgesi igeren protein, gama-glutamil hidrolaz ve helikaz
ATP baglayic1 bolge iceren proteinlerine ait E1, F4, F7 spotlarinin sadece 150-43
hattinda anlatimiin oldugu, glutatyon dehidrogenaz, gama glutamil hidrolaz ve
proteazom alfa alt iinitesi proteinlerine ait E7, F6 spotlarinin 150-43 mutantinda

anlatim seviyesinin diger hatlara kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

PDQuest analizi sonras1 anlatim seviyelerinde anlaml istatistiksel degisiklik goriilen
ve 2D jellerden kesilen spotlar LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir ve LC-
MS/MS yontemi sonucunda elde edilen peptid bilgileri UniProt ve String
veritabanlarinda aksesyon numaralar1 ve organizma ile aratilarak protein isimleri ve
hiicre i¢i gorevleri belirlenmistir. Secilen spotlara karsilik gelen proteinler isimleri,

gorevleri ve aksesyon numaralar1 Tablo 4.11°de verilmistir.
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Tablo 4.142 boyutlu jel elektroforezlerinden segilen ve kesilen spotlarin LC-MS/MS analizi sonuglart

Spot Protein Ismi Proteinin Gorevi Aksesyon Numarasi Cesit/Hatlardaki Durumlari
Numarasi

Al Glutamin sentetaz Katalitik aktivite [1IMFC4 150-43 hattinda azalig

A2 Tanimlanmamis protein Saperon K7MIJZ5 150-43 hattinda anlatim1 yok

BI [zoflavon rediiktaz homolog 2 Oksidorediiktaz aktivitesi Q9SDZ0 Ataem-07 ¢esidinde tuzlulukta artis

B2 Glisin kesme sistemi P proteini  Glisin degredasyonu I[1MXB1 150-43 hattinda azalig

B3 Glisin kesme sistemi P proteini  Glisin degredasyonu 11M923 150-43 hattinda azalig

B5 S-adenozilmetiyonin sentaz ATP baglanma mekanizmasi I1TMHRO Ataem-07 ¢esidinde tuzlulukta artis

B6 V tipi proton ATPaz E alt iinitesi ATPaz iiretimi [1K6C1 Cesit ve hatlarin tiimiinde tuzlulukta artig
B8 Fruktoz-bifosfat aldolaz Karbonhidrat degredasyonu I11LJ68 Cesit ve hatlarin tiimiinde tuzlulukta artis
Cl Hemperoksidaz ailesi proteini Peroksidaz aktivitesi [1JGV6 150-43 hattinda anlatim1 yok
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Tablo 4.15Devami 2 boyutlu jel elektroforezlerinden segilen ve kesilen spotlarin LC-MS/MS analizi sonuglari

Spot Protein Ismi Proteinin Gorevi Aksesyon Numarasi Cesit/Hatlardaki Durumlari

Numarasi

C2 Sistein proteinaz Peptidaz aktivitesi AOAOROGB30 150-43 hattinda anlatim1 yok

C3 Tanimlanmamis protein ATP baglanmasi K7MIJZ5 405-1 hattinda azalis

C4 NAD-bagimli epimeraz/dehidrataz  RNA baglanmasi I1L838 Ustiin ve 405-1"de tuzlulukta azalis
bolgesi

D1 Ribulaz bifosfat karboksilaz biiyiik Karbondioksit fiksasyonu P27066 Ustiin ve 405-1"de tuzlulukta var
zincir

D2 NAD-bagimli epimeraz/dehidrataz  Karbondioksit fiksasyonu I1JR38 Ustiin gesidinde tuzlulukta var
bolgesi

D3 RuBisCO biiyiik alt birimini ATP bagimli protein katlanmalari AOAOROIU60 Cesit ve hatlarin tlimiinde tuzlulukta artis

baglayici proteinin beta alt birimi

D4 Dehidrin Stres yaniti K7LEQ5 Ustiin ve 405-1"de tuzlulukta artis
El NADP baglanma bolgesi iceren NADP baglanmasi C6THRS 150-43 hattinda anlatim1 var
protein
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Tablo 4.16Devami 2 boyutlu jel elektroforezlerinden segilen ve kesilen spotlarin LC-MS/MS analizi sonuglari

Spot Numarasi

Protein Ismi

Proteinin Gorevi Aksesyon Numarasi

Cesit/Hatlardaki Durumlar

E7 Glutatyon dehidrogenaz Glutatyon dehidrogenaz ve glutatyon IINJ59 150-43 hattinda artis

transferaz aktivitesi
Fl1 Koproporfirojen oksidaz Uroporfirojen dekarboksilaz aktivitesi AO0AOR0G797 150-43 hattinda tuzlulukta artig
F2 S-adenozilmetionin sentaz ATP baglanmasi I1MHRO 150-43 hattinda tuzlulukta artis
F3 Tanimlanmamis protein Gama-glutamil peptidaz aktivitesi AO0AOROGUI6 150-43 hattinda tuzlulukta artis
F4 Gama-glutamil hidrolaz Gama-glutamil peptidaz aktivitesi P93164 150-43 hattinda var
F5 Tanimlanmamis protein OER aktivitesi ITMNKO 150-43 harig tiim ¢esit ve hatlarda

tuzlulukta azalig

Fé6 Proteazom alfa alt tinitesi Peptit ayrilmasi AOAOR4J3L5 150-43 hattinda artis
F7 Helikaz ATP-baglayici bolge DNA helikaz aktivitesi AOAOROGTX9 150-43 hattinda var

iceren protein
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Tablo 4.17Devami 2 boyutlu jel elektroforezlerinden segilen ve kesilen spotlarin LC-MS/MS analizi sonuglari

Spot Protein Ismi Proteinin Gorevi Aksesyon Numarasi Cesit/Hatlardaki Durumlari

Numarasi

Gl NADP baglanma bolgesi igeren Oksidorediiktaz aktivitesi C6THRS8 Ustiin ve 405-1"de tuzlulukta azalis
protein

G2 Proteazom alfa alt iinitesi Peptit ayrilmast AOAORA4J3L5 150-43 harig tiim ¢esit ve hatlarda

tuzlulukta artis

G3 PsbP C-ucu bolgesi igeren protein  Fotosistem II’nin diizenlenmesi I1N123 Ustiin ve 405-1"de tuzlulukta azalis

HI Fosfogliserat kinaz ADP-ATP baglanmasi AOAOROGFW6 405-1 hattinda tuzlulukta artis

H2 NAD bagimli RNA baglanmasi I1JR38 Mutant hatlarda tuzlulukta azalis
epimeraz/dehidrataz bolgesi

igeren protein

H3 NAD bagimli Oksidorediiktaz aktivitesi AOAOROF859 Cesit ve hatlarin tiimiinde tuzlulukta artis
epimeraz/dehidrataz bolgesi

igeren protein

H4 NAD bagimli Oksidorediiktaz aktivitesi AOAOR4J4L1 Cesit ve hatlarin tiimiinde tuzlulukta artis
epimeraz/dehidrataz bolgesi

igceren protein
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Aksesyon numaralari ile tespit edilen peptidlerin ilgili proteinleri bulunarak String
veritabaninda arastirilmistir. String veritabani incelemesi sonrasinda elde edilen
protein spotlarinin birbirleri ile etkilesimlerini veren sema Sekil 4.24’te verilmistir.
String veritabani kullanilarak elde edilen bu agda, stres kosullarinda regiilasyonu
degisen proteinlerin birbirleriyle olan potansiyel etkilesimleri gorsellestirilmistir.
Gorselde her bir diiglim bir proteini, kenarlar ise bu proteinler arasindaki bilinen veya

tahmin edilen etkilesimleri temsil etmektedir.

UniProt sonuglaria gore hiicre i¢i katalitik aktivitelerde gdrev alan protein spotlarinin
arasinda, hiicre i¢i fotosentez ve oksijenli solunum mekanizmalarinda rol oynayan
proteinler arasinda, glutatyon ve peroksidaz aktivitelerini diizenleyen proteinler
arasinda, saperon proteinleri arasinda, karbondioksit fiksasyon proteinleri arasinda,
ATP baglanma mekanizmasi ve karbonhidrat degredasyonunda gorevli proteinler
arasinda ortak gen anlatim mekanizmalarmin etkili oldugu goriilmektedir. Deneysel
olarak gorev tanimi belirlenmis proteinlerin genis bir veri tabaninda aratilmasi sonucu
elde edilen sonuclar biyokimyasal analiz sonuglartyla uyumlu ve tuz stres yanit

mekanizmasini agiklayici niteliktedir.

Ayn1 zamanda String analizi sonrasi stres durumunda anlatim seviyesinde degisim
goriilen ancak diger spotlarla etkilesimi olmayan spotlarin da var oldugu tespit
edilmistir. Bu spotlar (B1, B6 C2, D4, F1, F3, F4, F7, H3 ve H4 spotlar1) solunum,
stres yaniti, DNA eslenmesi gibi birbirinden uzak ancak hiicresel olarak hayati oneme

sahip siireglerde gorev almaktadir.

Ayn1 zamanda homoloji gdsteren protein tiirleri de Sekil 4.24°te belirtilmistir. Protein
spotlar1 arasindaki etkilesimler renk kodlu olacak ¢izgilerle ifade edilmistir ve renk

kodlarinin ifade ettigi etkilesim tiirleri Sekil 4.25°te verilmektedir.
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Sekil 4.29 Elde edilen protein spotlarinin String analizi

from curated databases gene neighborhood (== textmining

—_— gene fusions —_— co-expression

experimentally determined —~ )
(- gene co-occurrence = | protein homology

Sekil 4.230String analizindeki ¢izgi ifadeleri
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Yapilan spot analizleri sonucunda tespit edilen degisimlerin {i¢ ana metabolik yolak
izerinden stres yanitinda rol oynadigi tespit edilmistir. Bu yolaklar; fotosentez, enerji
metabolizmasi, antioksidan savunma yolaklaridir. Istatistiksel olarak anlamli bulunan
proteinlerin metabolik yolak bilgileri KEGG veritabani tizerinden elde edilmistir. Sekil
4.26’da fotosentez yolag1 sematik olarak gdsterilmistir. Tuz stresine tolerans ile iliskili
goriilen genler yesil isaretli olarak gdsterilmistir. Ustiin ve 405-1"de fotosisten II’de
PsbP proteini tuzlulukta azalmstir.
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MSP__ OEC
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Sekil 4.2631KEGG yolak analiziyle belirlenen fotosentez yolagi semasi. Yesil renkle vurgulanan protein erisim
numaralari tuzluluk ve kuraklik toleransi ile iligkilendirilmistir.
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5 TARTISMA

Kiiresel iklim degisikligi, su kaynaklarinin kisitlanmasi ve toprak tuzlulugundaki artis
gibi cevresel problemler, tarimsal iiretimi olumsuz yonde -etkilemektedir. Bu
baglamda, soya (Glycine max) gibi tarimsal a¢idan 6nemli bitki tiirlerinin abiyotik
streslere kars1 gosterdigi fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yanitlarin arastirilmasi
biiyilk 6nem arz etmektedir. Artan diinya niifusu, iklim degisikligi ve smirli tarim
arazileri diisliniildiigiinde tuza dayanikli bitki tiirlerinin gelistirilmesi kritik hale
gelmistir. Bu baglamda, tuza dayanikli soya tiirlerinin gelistirilmesi, tarimsal {iretimi
artirmakla kalmayacak, aynm1 zamanda ekonomik olarak siirdiiriilebilir bir ¢oziim
sunarak ciftcilerin gelirini artiracaktir. Tuz stresi, bitkilerde ozmotik dengesizlik, iyon
toksisitesi ve oksidatif stres gibi mekanizmalar tetikleyerek biiylime ve gelisimi

olumsuz etkilemektedir (Ondrasek ve ark., 2022).

Gama 1sinlartyla mutasyona ugratilmis soya cesit (Ataem-07 ve Ustiin) ve mutant
hatlarinin (150-43 ve 405-1) tuz stresine tolerans mekanizmalarini anlamaya yonelik
yiiriitiilen bu ¢alisma, tarimsal siirdiiriilebilirlik hedefleri agisindan 6nemlidir (Atak ve
ark., 2020). Bu tez calismasinda, Ataem-07 ve Ustiin gesitleri ile 150-43 ve 405-1
mutant hatlarinin tuz stresine karsit gosterdikleri adaptif tepkiler ayrintili sekilde

degerlendirilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda, Ataem-07, Ustiin soya cesitleri ve 150-43 ve 405-1 mutant
hatlarinin kontrol ve 180 mM NaCl stresi uygulanan bitkilerinden izole edilen
proteinlerin ekspresyon seviyesindeki farkliliklar1 gostermek amaciyla 8 adet 2D jel
ylirtitiilmiistlir ve toplamda 1276 adet protein spotu tespit edilmistir. En fazla spot
goriilen jel Ustiin ve 405-1 hattmin tuz uygulanmamis grubuna aittir. En az sayida
spotun oldugu jel Ataem-07 cesidinin kontrol grubuna aittir. 180 mM NaCl
uygulamasindan sonra Ataem-07 ¢esitlerine ait jellerdeki spot sayilarinda bir artig
varken 150-43 hattinda spot sayis1 azalmistir. Ustiin ve mutant 405-1 hatinda ise tuz

stresinde bir azalma tespit edilmistir.

Fizyolojik diizeyde incelenen biiyiime parametreleri, bitkinin tuz stresi altindaki
adaptasyon kapasitesini yansitan 6nemli gostergeler sunmaktadir. Yiiriitiilen fizyolojik
analizlerde, tuz stresine maruz kalan mutant hatlarin bitki ve kok boyu ile taze agirlik

degerlerinde ¢esitlere gore mutant hatlarda kontrole goére daha az oranda diisiis

79



gozlenmistir. Gelisim parametrelerinde gozlenen bu farkliliklar, mutant hatlarin tuz
stresine kars1 gosterdigi cevaplari gostermektedir. Kok uzunlugu, bitkinin topraktan su
ve besin alimini artirarak stres kosullarinda hayatta kalmasini kolaylagtirir. Kurakliga
toleransli bir hat olarak se¢ilen 150-43 hattinin kontrol grubuna gére daha uzun kok

gelistirdigi tespit edilmistir.

Kurt ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada Arastirma sonucunda; artan tuz
konsantrasyonlari ile incelenen karakterlerden soya bitki boyu, kdk uzunlugu ve taze
agirliklarinda bir azalis oldugunu gostermistir. Ayrica en uzun koklerin de kontrole

gore 150 mM tuz uygulamalarinda bulmustur (Kurt ve ark., 2023).

Biyokimyasal diizeyde yapilan analizler, bitkilerin tuz stresine karsi gelistirdigi
savunma mekanizmalarini anlamada kilit &neme sahiptir. Calismada, prolin birikimi,
lipid peroksidasyonu, fotosentetik pigment ve ozmolit birikim miktarlar1 incelenmistir.
Prolin, hiicresel ozmotik dengeyi koruma ve serbest radikalleri temizleme islevi
gorerek stres toleransini artiran bir molekiildiir. Soya ¢esitlerin ve mutant hatlarin tuz
stresi altinda kontrollerine gore prolin birikim miktarlari artmistir. Ancak goriilen artig
oraninin mutant hatlarda daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayan ve ark. tarafindan
yiiriitiilen calismada yapilan biyokimyasal incelemelere bakildiginda da tuz stresi
kosullarinda mutant soya hatlarinda prolin konsantrasyonunda artig tespit edilmistir

(Ayan ve ark., 2025).

Lipid peroksidasyonu ise hiicresel membran hasarini yansitan bir gosterge olup stres
belirteci olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada 150-43 mutant hatt1 hari¢ tiim ¢esit ve
hatlarda tuz stresi altinda lipid peroksidasyon oraninin artig gosterdigi tespit edilmistir.
Zhang ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada da tuz stresi kosullarinda ROS
molekiilleri ile MDA konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artiglar tespit
edilmistir (Zhang ve ark., 2022c). Istatistikler tuz stresi kosullarinda MDA
konsantrasyonlarinda artig goriildiiglinii gostermektedir. Buna karsin 150-43 hattinda
tuz stresi altinda MDA konsantrasyonunda istatistiksel olarak artis olmamasi bu hattin
tuz stresine karst MDA yolag1 {izerinden tolerans gelistirmis olabilecegini isaret
etmektedir. ROS detoksifikasyon enzimlerinin ve membranla iliskili tasiyici
proteinlerin anlatimlarinda ciddi degisimler saptanmustir. Tuz stresi, endositoz ve
vesikiil tasima stireglerinde gorev alan proteinlerin diizeylerini de etkileyerek hiicre ici

madde tasgmimini etkilemistir. Bu sonug, digsal kimyasallarin stres kosullar1 altinda
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hiicresel metabolizmay1 olumlu sekilde modiile edebilecegini gostermektedir

(Komatsu ve Nishiuchi, 2024).

Fotosentetik pigment miktarlarindaki degisimler de bitkilerde stresin bir gdstergesi
oldugu ve bitkilerde goriilen klorisis durumunun besin eksikligi ve stresi ifade ettigi
bilinmektedir. Bu calismada fotosentetik pigmentler klorofil a, klorofil b ve total
klorofil olarak ele alinmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir. T{im bitkilerde tuz
stresi kosullarinda kontroliine gore klorofil pigment oranlarinda azalma saptanmistir.
Ayan ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢alismada da goriilen klorofil a, klorofil b ve total

klorofil 6l¢lim sonuglari sonuglar ile tutarlilik gostermektedir (Ayan ve ark., 2024).

Bir ¢ozeltideki ¢oziinen madde veya molekiiller ozmolitler olarak tanimlanmaktadir
ve bitkilerde ozmotik birikimi goriilmesi bitkinin stres altinda oldugunu ifade
etmektedir. Bu tez ¢alismasinda yapilan ozmolit dl¢limleri tim c¢esit ve hatlarda
ozmolit konsantrasyonlarinda artis oldugunu gostermistir ancak 150-43 hattina ait
bitkilerdeki ozmolit artisinin oransal olarak diger bitkilerden az olmasi strese karsi
ozmolit yolag1 iizerinden bir yamit olusturuldugunu ifade etmektedir. Iki mutant hattin
ozmolit artislar1 arasinda yaklasik iki kat artis farki goriilmistiir. Ugarlt ve Giirel
tarafindan yiiriitiilen calisma tuz stresi altindaki bitkilerde ozmolit miktarlarinda artis

goriildiigiinii gostermektedir (Ugarli ve Giirel, 2020).

Bu c¢aligma kapsaminda fizyolojik ve biyokimyasal analizlerin yanisira proteomik
analizler de yiiriitiilmiistiir. 2D jel elektroforezi sonucglarinda, mutant hatlarda stres
kosullarinda ¢esitli protein spotlarinin yogunlugunda farkliliklar gézlenmistir. Ataem-
07, Ustiin soya gesitleri ve 150-43 ve 405-1 mutant hatlarinin kontrol ve 180 mM NaCl
stresi uygulanan bitkilerinden izole edilen proteinlerin ekspresyon seviyesindeki
farkliliklar1 gostermek amaciyla 8 adet 2D jel yiiriitiilmiistiir ve toplamda 1276 adet
protein spotu tespit edilmistir. En fazla spot goriilen jel Ustiin ve 405-1 hattinin tuz
uygulanmamis grubuna aittir. En az sayida spotun oldugu jel Ataem-07 cesidinin
kontrol grubuna aittir. 180 mM NaCl uygulamasindan sonra Ataem-07 ¢esitlerine ait
jellerdeki spot sayilarinda bir artis varken 150-43 hattinda spot sayis1 azalmustir. Ustiin
ve mutant 405-1 hatinda ise tuz stresinde bir azalma tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
cesit ve tiirler arasinda da temel proteinler arasinda anlatim farkliliklar1 goriilmiistiir.
Tuz stresine maruz birakilan soya bitkisinin ¢esit ve mutant hatlar1 arasindaki protein

profil farkliliklar1 LC-MS/MS yo6ntemiyle incelenmistir. Anlatim seviyesinde degisim
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goriilen proteinlerin genetik diizeydeki karsiliklar1 STRING ve UniProt veri tabanlari
tizerinden dogrulanmistir (Ayan ve ark., 2024). Tanimlanan proteinlerin 6énemli bir
kisminin enerji metabolizmasi, antioksidan savunma, osmotik denge ve stres
sinyalleme yolaklarinda gorev aldig1 belirlenmistir. S6z konusu proteinler arasinda
izoflavon rediiktaz (IFR), glutamin sentetaz, dehidrin, S-adenozil metiyonin sentaz,
fruktoz-bifosfat aldolaz, fosfogliserat kinaz, V tipi proton ATPaz ve RuBisCo alt

birimleri gibi stres iligkili proteinler yer almaktadir.

Tespit edilen spotlarin %15’inin NAD bagimli epimeraz/dehidrataz bolgesi iceren
proteinlere ait oldugu tespit edilmistir. Bu proteinin hiicrede karotenoid ve steroid
biyosentez yolaklarinda gorev aldig bilinmektedir (Fu ve ark., 2024). NAD bagimlh
epimeraz/dehidrataz bolgesi igeren proteinlerde protein katlanma sisteminde gorev
aldig1 tespit edilen bir spot hari¢ tiim proteinlerde stres kosullari altindaki bitkilerde
anlatim seviyesinde artis oldugu goriilmiistir. Fu ve ark. tarafindan yiiriitiilen

calismada yapilan protein-protein etkilesimleri de sonuclar1 destekler niteliktedir.

Bu calisma kapsaminda sadece tuz stresine bagli olarak anlatim seviyesinde azalma
goriilen tanimlanmamis gama-glutamil peptidaz aktivitesinde gorev alan bir proteinin
PR-10 (patojen iligkili protein 10) protein ailesine ait oldugu tespit edilmistir. PR-10
protein ailesine ait proteinlerin 150-43 hattinda anlatim seviyesinde degisim
goriilmezken diger cesit ve hatlarda tuz stresi kosullarinda anlatiminin azaldig tespit

edilmistir.

Xu ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada PR-10 ailesi proteinlerinin biyotik strese
maruz kalan bitkilerde stres yanit1 olarak anlatiminin artig1 goriilmektedir (Xu ve ark.,
2014). Athar ve arkadaslari, tuza dayanikli bir bugday ¢esidinde tuza duyarli olan
cesitten daha az toplam ¢6ziiniir proteine sahip oldugunu gdstermistir (Athar ve ark.

2022).

Tuz stresine bagli olarak izoflavon rediiktaz homolog 2 proteinin Ustiin cesidi ve 405-
1 mutant hattinda anlatiminda azalma oldugu tespit edilmistir. Pi ve arkadaslar
tarafindan yapilan proteomik ve fosfoproteomik bir calismada izoflavon rediiktaz
homolog 2 proteinlerinin stres altindaki bitkilerde anlatiminin hem artabilecegi hem

azalabilecegi gosterilmistir (Pi ve ark., 2016).
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Bu tez kapsaminda bulunan spotlarin  %18,75’inin ADP-ATP baglanma
mekanizmasinda goérev aldiklar1 ve ilgili proteinlerin stres altindaki bitkilerde
anlatimlarinin  artif1 tespit edilmistir. Bu proteinler; fosfogliserat kinaz, S-
adenozilmetiyonin sentaz, RuBisCo proteinleri ve V tipi proton ATPaz E alt iinitesi
proteinleridir. Stres durumunda ATP {iretiminde rol oynayan proteinlerin anlatiminda
artts olmasi stres yanitinin ROS yolagi iizerinden etki ettigini destekleyici bir
bulgudur. Stres altindaki bitkide artan ROS molekiillerine karsi olusturulan
antioksidan yanitlarin bitkide enerji ag1g1 olusturmaktadir (Zhao ve ark., 2025).

Yahoueian ve ark. (2021) kurakliga dayanikli ve hassas iki soya ¢esidi iizerinde bir
arastirma yiirlitmiislerdir (Yahoueian ve ark., 2021). Bu arastirmada, dayanikli
genotipin antioksidan savunma sisteminde gorev alan proteinleri (6rnegin, sliperoksit
dismutaz, askorbat peroksidaz, glutatyon S-transferaz) daha yiliksek diizeyde ifade
ettigi gosterilmistir. Bu tez kapsaminda antioksidan savunma sistemine isaret eden
dolayl bulgular (diisiik MDA, yiiksek prolin) bu savunma stratejileriyle paralellik
gostermektedir. Antioksidan sistemin aktivasyonu, zar proteinlerinin yeniden
diizenlenmesi ve enerji metabolizmasindaki degisimler tiim ¢alismalarda ortak olarak
gdzlemlenmektedir. Ozellikle ROS yakalama sistemleri tiim ¢alismalarda ortak olarak
vurgulanmustir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon S-transferaz ve askorbat
peroksidaz gibi enzimlerin stres altindaki ifadelerinin stres kosullarinda arttig1 tespit
edilmistir. Ayrica enerji metabolizmasindaki proteinlerin (ATP sentaz, NADPH
dehidrogenaz gibi) strese yanit olarak artis gostermesi, hiicrenin enerji ihtiyacinin
karsilanmasinda bu sistemlerin 6nemini agik¢a ortaya koymaktadir. Sinyal iletim
yollarinda gorev alan reseptdr benzeri kinazlar (RLK), kalsiyum baglayici proteinler
ve MAPK kaskadina ait proteinler, stresin algilanmasi ve hiicresel diizeyde uygun

yanitlarin baslatilmasi agisindan belirleyici rol oynamaktadir (Pi ve ark., 2016).

Gelecekteki caligmalar, gen diizenleme teknolojileri kullanarak mutant hatlarin
dayaniklilik mekanizmalarin1 daha ileri diizeyde gelistirebilir. CRISPR/Cas9 gibi
teknolojiler, tuza dayaniklili§1 saglayan genlerin hedeflenmesine olanak taniyabilir.
Ornegin, DREB, NAC ve MYB gibi transkripsiyon faktorlerinin etkinligini artirarak
bitkilerin stres kosullarina adaptasyonu optimize edilebilir. Ayrica, omik
yaklasimlarin entegrasyonu, dayaniklilik mekanizmalarinin daha derinlemesine

anlasilmasini saglayabilir. Bu yontemler, stres altinda aktif olan genler, proteinler ve
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metabolitler hakkinda daha fazla bilgi sunarak dayanikl tiirlerin gelistirilmesine 151k
tutacaktir (Horgan, 2011). Ayrica, dijital teknolojiler ve hassas tarim uygulamalari,
tuza dayanikli bitki tlirlerinin gelistirilmesi ve performanslarinin izlenmesi igin etkili
araclar sunmaktadir. Sensor tabanli sistemler, drone goriintiilleme ve yapay zeka
destekli veri analitigi, bu tiirlerin biiylime performansini optimize etmek igin
kullanilabilir. Bu teknolojilerin entegrasyonu, arastirma siirecini hizlandiracak ve
tarimsal verimliligi artiracaktir. Sonug olarak, bu ¢alisma, mutant soya tiirlerinin tuz
stresine karsi gelistirdigi adaptasyon mekanizmalarini kapsamli bir sekilde ortaya
koymaktadir. Calismanin bulgulari, kiiresel gida gilivenligi ve c¢evresel
stirdiriilebilirlik hedeflerine ulasmak igin Onemli bir temel sunmaktadir. Tuza
dayanikli bitki tiirlerinin gelistirilmesi, yalnmizca tarimsal verimliligi artirmakla
kalmayacak, ayni zamanda degisen iklim kosullarina uyum saglayarak daha
stirdiiriilebilir bir gelecege katkida bulunacaktir (Liakos, 2018). LC-MS/MS ile
tanimlanan proteinler hem genetik dayanikliligin hem de stres kosullarindaki fenotipik

degisimin dogrudan gostergeleri olarak molekiiler belirteg gelistirme siirecinde

kullanilabilir.
Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir;

1- Tuz stresi ile bitkilerde boy, kok uzunlugu ve taze agirlik miktarlarinda azalma,
yapraklarda klorisiz ve kivrilmalar gézlemlenmistir.

2- Tuz stresi altindaki bitkilerde MDA, prolin ve ozmolit miktarlarinda
istatistiksel olarak anlamli miktarda artis goriilmiistiir. 150-43 mutant hattina
ait bitkilerde MDA miktarinin anlamli oranda azaldig: tespit edilmistir. Total
klorofil miktarlarinin ise istatistiksel olarak anlamli oranda azaldig:
gozlemlenmistir.

3- Kontrol grubu ve tuz stresi uygulanmus bitkilere ait proteinler, proteomik analiz
icin 2D jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. 2D jel elektroforez incelemesinde
toplam 1276 adet spot tespit edilmistir. Spotlarin %2,5’unda anlaml
degisimler tespit edilmis ve LC/MS-MS yontemiyle analiz edilmistir.

4- Tuz stres yanitinda rol oynayan proteinler Ataem-07, Ustiin, 150-43 ve 405-1

bitkilerinde bulunmustur.
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5- 150-43 mutant hattinin Ataem-07 ¢esidine ve 405-1 mutant hattina kiyasla tuz
stresine MDA, prolin ve ozmolit birikimleri yolaklari izerinden daha toleransh

oldugu ve tolerans mekanizmasiyla ilgili proteinler tespit edilmistir.
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