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OZET

Bor (B) elementi, bitkiler i¢gin vejetatif ve generatif gelisme evrelerinde 6nemlidir.
Bitkilerin gelisim siireci ve yasami i¢in gerekli olan dogal metabolik aktivitelerini
devam ettirebilmeleri i¢in gerekli olan bir mikro besleyici esansiyel elementtir. Bor
elementinin eksikliginde veya asir1 bor aliminda bitkilerde metabolik rahatsizliklar
olustugu bilinmektedir. Son zamanlarda artan bor stresi 6nemli bir abiyotik bir stres
olarak dikkat c¢ekmektedir ve yiiksek bor konsantrasyonlarmmin siklikla tuzlu
topraklarda bulunmasi bor stresi ile kombine tuz stresinin arastirilmasinin bitkiler igin
oldukca kritik yanitlar verecegini disiindiirmektedir. Tuz akiimiilasyonu, iyon
toksisitesi, mineral dengesindeki bozulmalar, membran gecirgenliginin degigsmesi ve
kararsizlagsmasi, azalan fotosentez ve enerji metabolizmasindaki degisimler gibi
bitkinin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan metabolik aktiviteleri etkilemektedir.
Tiirkiye’de ¢orak ¢imi ismiyle adlandirilan Puccinellia distans tiirii hem tuzlu hem de
yiiksek konsantrasyonda bor iceren topraklarda rahatlikla yasayabilmektedir.
Puccinellia distans, bor elementi igin yiiksek miktarda akiilimiilasyon kapasitesine
sahip olan hiperakiimiilator bir halofit bitkidir. Yiiksek oranda bor ve tuz igeren

topraklarda metabolik faaliyetlerini aksatmadan yasayabilmektedirler.

Bu sebeple gergeklestirilen bu tez calismasinda amacimiz, monokotiledon bitkiler i¢in
uygun bir model organizma olabilecegi 6ne siiriilen, yiiksek tuz ve bor stresine direng
gosteren, hiperakiimiilator bir bitki olan Puccinallia distans bitkisi kullanilarak
bitkilerin tuz ve bor direncine katki saglayan molekiiler yolaklarinin aydinlatilmasidir.
P. distans bitkileri ¢imlenme asamasimin ardindan 2 haftalik fideler noksanlik/B0
(0uM), kontrol/B1 (30uM) ve yiiksek seviyede/B2 (4mM) olmak iizere 3 farkli bor
dozu uygulanmistir. Bor uygulamalariyla es zamanli olarak NaCl uygulamasi da
baglatilmistir. Noksanlik/TO (OmM), kontrol/T1 (100mM), yiiksek tuz/T2 (250mM)
NaCl uygulamasmna 30 giin silireyle maruz birakilmistir. Stres uygulamasinin

sonrasinda bitkilerden total protein izolasyonlar1 yapilarak -80 °C’de saklanmiglardir.

Farkl1 konsantrasyonlarda bor ve tuz uygulanan Puccinellia distans bitkilerinden izole
edilen proteinlerin iki boyutlu jel elektroforezi analizleri yiiriitiilmiis olup elde edilen
jeller PDQuest™ (Bio-rad ABD) yazilim araciyla analiz edilmis ve normalizasyon
sonrasinda 9 jel lizerinde toplam 2088 protein spotu saptanmistir. En ¢cok protein spotu,

282 spot ile Bor ve tuz noksanlik (BOTO) kosullarinda yetistirilen bitkilerden elde
X



edilen ait jellerde saptanmistir. En az protein spotu ise B noksanlik ve yiiksek tuz
(BOT2) kosullarinda yetisen bitkilerden izole edilen proteinlerin iki boyutlu jel
elektroforezi Orneklerinde saptanmistir. Saptanan 2088 spot arasindan bor
konsantrasyonundaki degisimler baz alinarak PDQuest Advanced programu ile analiz
edilmis ve istatistiksel olarak anlamli artis veya azalig gosteren 28 spot belirlenmistir.
Jellerden kesilen spotlarin igerisinde bulunan proteinlerin metal iyonlariyla olan
etkilesimleri incelenmistir. Bu incelemeler 1518inda segilen 28 spottan 17 tanesinin
ylzeyinde Bor iyonlarma ait emisyonlar saptanmis ve analizlerde bu spotlar

kullanilmastir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda Puccinellia distans bitkisinde bor ve tuz artisina
bagli olarak degisiklik gdsteren proteinler gosterilmistir. Elde edilen sonuglar,

kombine stres uygulamalarindan elde edilen sonugclar ile karsilagtirilarak tartigiimistur.

Xi



ABSTRACT

Boron (B) element is important for plants in vegetative and generative development
stages. It is a micronutrient essential element necessary for plants to maintain their
natural metabolic activities necessary for their development process and life. It is
known that metabolic disturbances occur in plants due to deficiency or excessive
intake of boron element. Recently, increasing boron stress has attracted attention as an
important abiotic stress, and the presence of high boron concentrations in salty soils
suggests that investigation of salt stress combined with boron stress will give highly
critical responses for plants. Salt accumulation affects metabolic activities necessary
for plant survival, such as ion toxicity, disruptions in mineral balance, altered and
destabilized membrane permeability, reduced photosynthesis, and changes in energy
metabolism. Puccinellia distans species called the alkali grass in Turkey can live
comfortably in both salinity and boron containing high concentrations. Puccinellia
distans is a hyperacumulatory halophyte plant with high accumulation capacity for
boron element. They can live in soils which include high boron and salt without

disturbing their metabolic activities.

For this reason, our aim in this thesis study is to elucidate the molecular pathways of
plants that contribute to salt and boron resistance by using the hyperacumulative plant
P. distans, which is suggested to be a suitable model organism for monocotyledonous
plants and is resistant to high salt and boron stress. After the germination stage of P.
distans plants, 3 different boron doses were applied to the 2-week-old seedlings as
deficiency / BO (OuM), control / B1 (30uM) and high level / B2 (4mM).
Simultaneously with boron applications, NaCl application has also been initiated.
Deficiency / TO (OmM), control / T1 (100mM), high salt / T2 (250mM) NaCl
application for 30 days. After the stress application, total protein isolations were made

from the plants and stored at -80 °C.

Two-dimensional gel electrophoresis analyzes of proteins isolated from P. distans
plants treated with different concentrations of boron and salt were carried out, the gels
obtained were analyzed with PDQuest ™ (Bio-rad USA) software and after
normalization, a total of 2088 protein spots were detected on 9 gels. The most protein
spots were detected in the gels obtained from plants grown under Boron and salt

deficiency (BOTO) conditions with 282 spots. The least protein spot was detected in
Xii



two-dimensional gel electrophoresis samples of proteins isolated from plants grown
under B deficiency and high salt (BOT2) conditions. Based on the changes in boron
concentration among the detected 2088 spots, they were analyzed with PDQuest
Advanced program and 28 spots that showed a statistically significant increase or
decrease were determined. The interactions of the proteins in the spots cut from the
gels with metal ions were investigated. Emissions of boron ions were detected on the
surface of 17 of the 28 spots selected in the light of these investigations and these spots

were used in the analysis.

As a result, in this thesis study, proteins showing changes due to the increase in boron
and salt were shown in Puccinellia distans. The results obtained are compared with

the results obtained from combined stress applications and discussed.
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1. GIRIS VE AMAC

Bor (B) elementi, tiim bitkiler i¢in vejetatif ve generatif gelisme evrelerinde yiiksek
Oonem arz eden, gelisim siirecini etkileyen ve bitkilerin yagami i¢in gerekli olan dogal
metabolik aktivitelerini devam ettirebilmelerinde elzem olan bir mikro besleyici
esansiyel elementtir. Heniiz bor elementinin bitki metabolik aktiviteleri tizerindeki
kesin ve net etkileri tam olarak bilinmemekle beraber, bor eksikliginde veya asir1 bor

aliminda bitkilerde olduk¢a genis yelpazede metabolik rahatsizliklar olustugu

bilinmektedir [1].
OH\\@/O
OH"’B“‘O =

OH oH

Sekil 1.1 Ramnogalakturonan Il ve Bor kompleksi [2].

Bor elementinin bitkilerde en iyi karakterize edilmis rolii, borat diester ¢apraz baglari
ile plazmalemmada yer alan Ramnogalakturonan 1l (RGII) pektinlerini birbirine
baglamasidir. Bor elementi bu yapisal roliinii hiicre duvarlarindaki mono-, oligo- ve
polisakaritler gibi bitisik cis-hidroksil i¢eren molekiiller, dioller ve hidroksiasitler

arasinda diester kopriiler olusturarak gergeklestirmektedir [3].

Bitkilerin bor aliminda sulama suyunda ya da toprakta ¢dziinmiis olarak bulunan bor
bilesikleri kadar tarim arazilerindeki drenaj yetersizligi de etkili olmaktadir. Daha ¢ok

kurak veya yar1 kurak topraklarda gbzlemlenen yiiksek bor miktarinin neden oldugu
1



toksisite, tarimi yapilan bitkilerde 6nemli verimsel kayiplara ve kalitede istenilen
seviyelerin yakalanamamasma neden olmaktadir. Giliniimiizde bor yoksunlugu
diinyanin her yerinde yaygin bir sorun olarak karsimiza ¢ikmakta ve 80’in {izerinde
tilkede 130’un fiizerinde tarimsal bitki tizerinde Onemli derecede -etkilerde
bulunmaktadir. Cin’in kolza tarimi yapilan giineydogu bolgesinde bor yetersizligi
sonucunda iiriin veriminde yaklasik olarak %40°lik bir verim diisiikligii oldugu rapor
edilmigtir [4-6].

Toprakta mevcut bulunan bor eksikligi borla zenginlestirilmis c¢esitli gilibrelerin
topraga eklenmesi veya yapraga uygulanmasi yoluyla giderilebilmektedir. Ancak bor
toksisitesini gidermek ozellikle de toprak yakma veya yikama gibi geleneksel
tyilestirme araclar1 kullanildiginda maliyet agisindan ¢ok daha masrafli ve mesakkatli
stirecleri barindirmaktadir. Tuzlu topraklarla kiyaslaninca bor toksisitesini 1slah etmek
¢ok c¢ok daha yavas bir siirecte gergeklesmektedir. Topraklardaki pH degeri bor
elementinin alimimi yakindan etkilemektedir. pH degerinin ylikselmesi bor
elementinin absorpsiyonunun artmasini saglamaktadir. Bunun sonucunda da nétr ve
alkali pH araligindaki topraklarda bor elementinin yikanarak uzaklastirilmasi
zorlagsmaktadir. Borun topraktan arindirilmasi siirecinde NaCl gibi stres etmenlerine
gore yaklasik 3 kat fazla su kullanimi gerekmesi; bor elementinin topraktan

temizlenmesini pratikte olanaksiz hale getirmektedir [7, 8].

Bor toksisitesine karsi tolerans, farkli bitki tiirleri arasinda, hatta ayni tiir icerisindeki
genotipik farkliliklardan dolayi, aynu tiir icerisinde bile farklilik gostermekte ve farklt
yanitlarin olusmasina neden olmaktadir. Tiirlerin verdikleri yanitlara gore, iyi tolerans
gosterebilenlere tolerant, az tolerans gdosterebilenlere ise duyarli adi verilerek

gruplandirmalart yapilmaktadir [6].

Cesitli biyotik ya da abiyotik stres etmenlerinin, farkli doz ve kombinasyonlardaki
varlig1, bitkiye her bir stres etmeninin ayr1 ayr1 verdigi zarardan daha yiiksek sinerjistik
bir zarar verebilmektedir. Abiyotik stresler arasinda tuzluluk, mahsul verimliligini
onemli ol¢iide diisliren en 6nemli faktorlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bor
stresi son zamanlarda yaygiligr ve onemi giderek artan bir abiyotik stres etmeni
olarak tanimlanmaktadir. Yiiksek bor konsantrasyonlarinin siklikla tuzlu topraklarda
bulunmasi bor stresi ile kombine tuz stresinin arastirilmasiin bitkiler i¢in olduk¢a

kritik yanitlar verecegini diislindiirmektedir. Diinyadaki tarim arazisi olarak kullanilan
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genis bir alan, her gegen giin, artan tuzluluktan etkilenmektedir. Tuzluluk sulu tarim
yapilan topraklarda daha belirgin bir sorundur. Diinyada, ekili alanlarin
yaklasitk %17'sinde sulu tarim yapilmaktadir. Toplam tarimsal {retimin
yaklasik %30'undan fazlasi sulu tarim ile saglanmaktadir. Bu topraklarda yapilan asiri
sulama ve giibreleme, toprakta olusan tuzlulugun en biiyiik faktorlerinden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Diinyadaki toplam tarim arazilerinin en az %20'sinin tuzdan
etkilendigi tahmin edilmektedir. Onlem alinmadig: takdirde, gelecek 20 yil icerisinde
bu artisin hizla ilerleyecegi ve 1,5 katina ¢ikacagi ongoriilmektedir. Ortaya ¢ikan
tuzluluga ek olarak, ortaya ¢ikabilecek diger stres etmenlerinde disiiniildiigii zaman

verim kaybi ¢ok biiyiik boyutlara ulagsmaktadir [9, 10].

S6z konusu tuz ile kontamine topraklarda yetisen bitkiler, tuz stresiyle
karsilagtiklarinda verdikleri yanitlara veya stresi tolere edip edememelerine gore iki
sekilde isimlendirilmektedir. Tuz orami toprak ¢ozeltisinde dikotiledonlu tiirler igin
100 ila 200 mM, monokotiledonlar i¢in 50 ila 100 mM olan topraklarda yetisebilen
bitkilere halofit, tuz oran1 %0,01 nin altinda topraklarda yetisen bitkilere ise glikofit
ad1 verilmektedir. Halofitler, bitki tiirlerinin en fazla %2'sini temsil eden, evrimsel
siirecte dogal olarak gelismis ya da 1slah caligmalariyla gelistirilmis bitkileri
kapsamaktadir. Tuza duyarl: tiirlerin neredeyse %99'unun NacCl toksisitesi nedeniyle
yasamsal faaliyetlerini gerceklestiremedigi tuzlu topraklarda halofitler yasam
dongiilerini tamamlama yetenegine sahiptirler. Halofitler, sitotoksik Na’ y1 sekestre
etme kabiliyetleri nedeniyle bu iyonlar1 tolere edebilmektedirler [11, 12].

Toprakta akiiliime olan tuz ve diger mineraller, yiiksek konsantrasyonlara ulastiginda
bitkinin dogal fonksiyonlarinin bozulmasini tetiklemesinin yaninda, topragin yapisinin
bozulmasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Tuz toprakta akiiliime oldugu zaman,
topragin yapisini su gegirgenligini azaltarak bozmaktadir. Tuz akiiliimiilasyonu, iyon
toksisitesi, mineral dengesindeki bozulmalar, membran gegirgenliginin degismesi ve
kararsizlagsmasi, azalan fotosentez ve enerji metabolizmasindaki degisimler gibi
bitkinin hayatta kalis1 igin i¢in elzem olan metabolik aktiviteleri etkilemektedir.
Bunlarin yani sira, tuzluluga kars1 yanit tiirden tiire gore degigse de tiim bitkilerde, su
kaybin1 azaltmak i¢in daha kii¢lik yapraklar, bodurlagma, vaskiiler dokuda meydana

gelen farklilagmalar, kok tiiylerinde kiigiilme, yogunlugunda azalma ve hatta yok olma,



normalden ¢ok daha uzun kokler, tomurcuklar ve yapraklarda mineral eksikligine bagl

olarak klorofil yikimi yani klorosis gibi fizyolojik etkiler ortaya ¢ikmaktadir [13, 14].

Bitkiler canliliklarimin devamliligini korumak igin ¢esitli molekiiler savunma
mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Stresle basa ¢ikabilmek igin bitki ilk olarak, artan
antioksidan ifadesi ve saperon proteinlerin yardimiyla hasart 6nlemeli veya
hafifletmelidir. Ikincisi, stres etmenlerinin bulundugu ortamdaki bozulan homeostatik
kosullari, segici olmayan katyon kanallar1 (NSCC) ve tuz asir1 hassasiyet (salt overly
sensitive; SOS) katyon kanallari yardimiyla hiicre disarisma Na® pompalanmasi
gercekleserek yeniden olusturmalidir. Ugiinciisii, diisiik bir oranda da olsa biiyiimeye
devam etmelidir. Birinci yolak bitkiye topraktan kok araciligiyla alinan toksik dozdaki
tuzun indirgenmesi veya fotosentezden sorumlu dokularda birikiminin azaltilmasidir.
Bunun igin kok tarafindan kaspari seridi olusumu gibi mekanizmalarla segici
gecirgenlik uygulanmaktadir. Diger bir yolak ise, sitoplazmadaki toksik tuz
derisiminim indirgenmesidir. Bitkiler bu molekiiler yolaklar1 tuzun iyon pompalari
araciligiyla ya da aktif tasimayla hiicrelerden disart pompalanmasi, tuzun ve olusan
reaktif oksijen tlirevlerinin organellerde kritik hasar olusturmasini engellemek igin
tuzun vakuollerde depolanmasi, 0smotik dengenin sabit tutulabilmesi ve hiicrelerin
igerisine su alinabilmesi i¢in osmoprotektan kimyasallarin iiretimi ve tuz molekiilleri
icin intraselliiler iyon boliinmesi gibi ¢ok karmasik direng mekanizmalart ile
gerceklestirmektedirler. Ugiincii yol ise, absisik asitin (ABA) ve sikline bagiml
protein-kinaz inhibitorii olan ICK1’in birikimi ve aktivasyonu hiicre dongiisiiniin
slirdiiriilmesine yardimet olan sikline bagimli protein kinazlarin (CDK) aktivitelerini
azaltarak hiicre boliinmesini inhibe edebilmektedir. Hiicre biiylimesinde gorevli oksin,
sitokinin, giberellik ve brassinostreoidler gibi diger hormonlarin senteziyle, biiyiime

yeniden bazal seviyede hayata ge¢irilmektedir [15-17].

Bitki verimini diisiiren iki 6nemli stres etmeni beraber diisiiniildiiglinde hem bor hem
de tuz ile kontamine topraklarin 1slah1 i¢in One siiriilebilecek en mantikli ¢6ziim yolu,
hiperakiimiilatér  bitkilerin  kullanimimi  gerektiren fitoremediasyon yoludur.
Fitoremediasyon, toprakta biriken agir metallerin, ametallerin, radyoniiklidlerin,
metalloidlerin ve diger organik bilesiklerin hiperakiimiilator bitkiler yardimiyla
uzaklastirilmasi islemi ve diger bir adiyla yesil 1slah olarak adlandirilmaktadir. Bu

islem sirasinda bitki kokleri, topraktan kirletici maddeleri toplayarak toprak iistii



kisimlarinda depolanmasini gergeklestirmektedir. Sonrasinda bitkiler hasat edilerek
atilabilir ya da bitki depo yapmadan kirletici molekiili enzimatik aktivitelerle

degisiklige ugratip zararsiz hale getirebilmektedir [18].

Gelismis ve gelismekte olan tilkelerde, ¢cevre temizligi i¢in fitoremeditasyon kullanimi,
ucuz ve cevre dostu olmasit nedeniyle klasik remediasyon islemlerinin Oniine
ge¢mektedir. Toprak geri kazaniminin 6énemli 6rnekleri olarak Ukrayna'da Cernobil
havzasi ¢evresinde aygiceklerinin kontamine olmus topraktaki radyoaktif Sezyum
(*¥'Cs) atomlarinin geri kazanimi igin kullanilmasi ve Japonya’nin da Fukushima
kentinde niikleer enerji santralinde meydana gelen kazadan sonra yabani bitkilerle
gerceklestirdigi calismalar verilebilir. Ispanya da yerli tiirlerini, atik madenciligi
olarak bilinen bitki 1slah1 islemlerinde kullanmaktadir. Tiirkiye’de de 6zellikle bor
madenlerinin oldugu mikro ¢evrelerdeki yiiksek bor iceren topraklara adaptasyon
saglamis olan ve fitoremediasyona uygun gesitli hiperakiimiilator tiirler bulunmaktadir
[19-23].

Tiirkiye’de ¢orak ¢imi ismiyle adlandirilan Puccinellia distans tiirti, etkileyici bir
sekilde hem tuzlu hem de yiiksek konsantrasyonda bor igeren topraklarda rahatlikla
yasayabilmektedir. P. distans, bor elementi i¢in yiiksek miktarda akiiliimiilasyon,
kapasitesine sahip olan hiperakiimiilator bir halofit bitkidir ve bu 6zelligi sayesinde
gerek cevre kirliligi gerekse bor madenciligi i¢in ne kadar dnemli bir bitki oldugu 6ne
cikmaktadir. Klasik remediasyon ¢alismalar1 zahmetli ve yiiksek maliyet icerdigi i¢in
gelisen teknoloji  bizi hiperakiimiilator bitkilerin besin degeri acisindan
zenginlestirilmesi ya da hiperakiimiilator bitkiler araciligiyla topragin tarima elverisli
hale getirilmesi gibi tekniklere itmektedir. Gerek gen aktarimi gerekse 1slah yoluyla
bor toksisitesine direng¢li kiiltiir bitkilerinin olusturulmasi i¢in s6z konusu direng
mekanizmalarinin arkasinda yatan molekiiler yolaklarin aydinlatilmasi gerekmektedir.
Ayrica yliksek oranda bor ve tuz igeren topraklarda metabolik faaliyetlerini
aksatmadan yiiriitebilen monokotil bir bitki olan Puccinellia distans’ in kendisi gibi
monokotil bitkilerden olusan ve temel tahil gurubunu olusturan bitkiler i¢in bor ve tuz
stresi direnci aragtirmalarinda dikotil bir bitki olan Arabidopsis thaliana’ ya kiyasla

¢ok daha uygun bir model organizma olacag diistiniilmektedir [23, 24].

Ozellikle artan kiiresel 1smnmanin getirdigi yogun su kaybiyla beraber topraklarin

tuzluluk miktar1 giin gectikge artmaktadir. Geldigimiz noktada tuz kontaminasyonu
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iceren topraklarin 1slah1 hem maddi olarak zor olmaktadir hem de artan kiiresel 1sinma
ile imkansiz hale gelmektedir. Ayrica insanlik olarak kiiresel 1sinmaya karst ciddi
adimlar atsak bile var olan kontamine alanlarin yeniden 1slah edilmesi olduk¢a uzun
yillar alacaktir. Ote yandan, azalan tarim alanlarma karsi diinya niifusu hizla ve
kontrolsiizce artmaktadir. Monokotiledon tahil bitkileri, insan niifusunun temel
gidasint olusturmakla beraber, artan tuzluluk ve bor stresinden en c¢ok etkilenen
bitkilerini de igermektedir. Bor ve tuzluluk stresi gliniimiiz diinyasinda siklikla beraber
goriilen ve tarimi etkileyerek ciddi verim kayiplarina neden olan abiyotik stres

faktorleri olarak bildirilmektedir.

Tahil bitkilerinin diisen verimini Onleyebilmek adina cesitli arastirmalar 6zellikle
gectigimiz son yillarda oldukca artmistir. Ancak kullanilan model organizmanin
dikotiledonlu Arabidopsis thaliana olmasi, bulunan sonuglarin tahil bitkilerine
uygulanabilirligini sinirlamaktadir. Bu sebeple gergeklestirilen bu tez ¢aligmasinda,
monokotiledon bitkiler i¢in uygun bir model organizma olabilecegi one siiriilen,
yiiksek tuz ve bor stresine direng gosteren, hiperakiimiilator bir bitki olan Puccinallia
distans bitkisi kullanilarak bitkilerin tuz ve bor direncine katki saglayan molekiiler
yolaklarimin aydinlatilmasi planlanmaktadir. Bu sayede, tahillarda son derece 6nemli
olan bitkilerin yiiksek i¢ bor konsantrasyonlariyla nasil basa ¢iktiklarin1 anlamak igin

bir model olma potansiyeline sahiptir.[23]



2. GENEL BILGILER

2.1. BOR STRESI

Bor elementi, bitkilerin dogal fizyolojik siireclerinde, biiyiime ve gelisme igin

esansiyel olan bir mikro besleyici elementtir. Bor elementi, esansiyel mikro

besleyiciler arasinda yer alan tek yar1 metaldir. Atom numaras1 5 olan ve periyodik

cizelgede 3A gurubunun igerisinde yer alan bor elementi, germanyum, polonium,

arsenik ve silisyum gibi diger elementleri de kapsayan metaloid grubunun bir tiyesidir.

Bitkilerde yasamsal faaliyetlerin devamu igin kritik 6neme sahip olan bor elementinin

onemi ilk olarak Katherine Warington tarafindan 1900 yillarinda fasulye bitkisinde

gerceklestirilen calismalar ile aciga cikarilmistir. Bor elementi dogada yalnizca

element formuyla bulunmaz. Fizyolojik pH kosullarinda bor elementi herhangi bir yiik

ihtiva etmeyen borik asit (HsBOz3) olarak dogada bulunmaktadir. Bor nadiren de olsa

borat iyonlar1 (B(OH)s) seklinde de bulunmaktadir. Bitkilerin yan1 sira bor elementi,

bakteriler, mayalar, baz1 alg tiirleri ve diatomlarinda da yasamlarini etkilenmeden

stirdiirebilmesi i¢in elzem olan bir besindir. Amerika Birlesik Devletleri Tarim

Bakanligi (USDA) bor elementini giinliik diyet ile alinmas1 gereken kritik elementler

listesine 2001 tarihinde eklemistir [25-29].
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Sekil 2.1 A) Borik asidin kimyasal yapis1 B) Boratin kimyasal yapisi [2].

Mikro besleyici bir element olmasinin yani sira bor elementinin ¢ok ¢esitli kullanim

alanlar1 da mevcuttur. Bunlar, yapt malzemeleri, cam ile seramik, malzeme ve

metaliirji, temizlik sanayi, savunma sanayi, ulasim sanayi, saglik ve enerji sektoriine

ait oldukga genis bir yelpazeye sahip tiriinlerdir. Bitkiler alemi i¢in kritik dneme sahip

olan bor elementi toprakta diisiik seviyelerde bulundugunda, topraga disaridan giibre

verilerek ya da yapraklarina soliisyon halinde disaridan piskirtillerek takviye

yapilabilmektedir [30, 31].



Bitkiler tarafindan oldukg¢a diisiik miktarda gereksinim duyulan bor elementinin
yoksunluk ve toksisite sinirlar1 birbirine olduk¢a yakindir. Bu sebeple, bor elementinin
miktar1 olduk¢a hassas ayarlanmalidir. Bor toksisitesi ve noksanligi, kurak ve yari
kurak bolgelerde 6nemli verim kayiplar1 yasanmasina neden olmaktadir. Yiiksek bor
konsantrasyonuna bagli olan toksisite, bitkilerde temel diizeyde dort etki
mekanizmasiyla ortaya c¢ikmaktadir. Bunlardan ilki ve en erken olusani, hiicre
ceperinde meydana gelen lipit yapisimin bozulmasidir. Ikinci mekanizma, RNA
yapisinda bulunan riboz baglarint hedefleyerek RNA stabilizesinin bozulmasina sebep
olmasidir: Ugiincii mekanizma ise NADH, NADPH veya ATP’ ye baglanarak riboz
sekeri kismina kusurlar olusturmasidir. Dérdiincii mekanizma ise hiicre igerisinde K*
iyon konsantrasyonun artmasina, Mg?* ve Ca?" iyonlarmin miktarinin azalmasina
neden olarak ozmotik dengeyi bozmasidir. Bor elementinin fonksiyonunun cis-dioller
ile iligkili oldugu o6ne siiriilmektedir. Cilinkii bor elementi hiicre duvar1 sentezinde,
hiicre boliinmesinde, niikleik asit metabolizmasinda, oksin/indol asetik asit
metabolizmasinda, solunumda, gamet olusumunda ve oOzellikle de karbonhidrat
metabolizmasinda  etkili olmaktadir. Bor elementinin  bitkilerde biriken
miktarinin %901 karbohidratlarla beraber hiicre ¢eperinde lokalize olmaktadir. Bunun
sonucu olarak da eksikliginde ilk olarak govde ve kok ile yaprak uglarinda bozulmalar

goriilmektedir [32-34].
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Sekil 2.2 Borun Hiicre I¢erisine Al [35].

Bor, bitkilerde diflizyon ve toplu akis yollarin1 kullanarak hem semplastik hem de
apoplastik yollarla hareket edebilir. Bor hiicre icerisine 3 temel mekanizma ile

girmektedir.

- Lipid tabakasindan pasif, ¢ift yonlii diflizyon
- Secici veya segici olmayan kanallar araciligtyla pasif ¢ift yonlii diflizyon

- Kanal proteinleri ve iyon pompalariyla alim

Borik asit dogrudan pasif diflizyonla ya da aquaporin tipi kanallar vasitasiyla ¢ift
tabakal1 lipit zar icerisinde gecerek hiicre icine alinmaktadir. Borik asit ve borat
anyonlart hiicresel pH’a bagli olarak birbirlerine dontisebilme kabiliyetine sahiptir.
Borat anyonunun taginimi ise elektrokimyasal gradiyent farkini kullanan i¢e dogru
yonlendirilmis H ™ ve disa dogru yonlendirilmis borat H * ile antiportirlar1 tarafindan
gerceklestirilmektedir. Hem H *akisihem de borat akisi, plazma membranini
depolarize edeceginden ve sitoplazmay1 asitlestireceginden osmotik dengenin

korunmasi igin H*/ATPaz aktivitesi gerekmektedir[35-37].

Bitkiler, bor toksisitesiyle basa ¢ikabilmek ve hayatsal fonksiyonlarmi devam

ettirebilmek i¢in c¢esitli molekiiler ve biyokimyasal savunma mekanizmalarina
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sahiptirler. Koklerden alinan iyonlarin kontrollii bir sekilde alinimi ve yapraklara
taginmasi, iyonlarin hiicre i¢i ve hiicreler arasi diizeyde uygun dagilimi, membran
yapisinda meydana gelen degisimler, antioksidan enzimlerin ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinin regiile edilmesi, fotosentetik yolun degisimi, segici iyon birikimi bu
savunma mekanizmalarini olusturmaktadir. Temel mekanizma borun bitki igerisinde
dagilimin diizenlenmesine dayanmaktadir. Bitki biiylimesini ve gelismesini
desteklemek i¢in, bor konsantrasyonu ¢ok diisiik seviyelere ulastiginda, bor aktif
tasima yoluyla floeme aktarilarak, hizli biiyliyen meristematik dokulara
nakledilmektedir. Borun, floemdeki hareketliligi bitki tiirleri arasinda oldukga biiyiik
farkliliklar icermektedir. Seker alkolii tireten bitki tiirlerinde borat, mannitol, sorbitol
ve dulsitol gibi seker alkollerine baglanabilir ve ortaya ¢ikan kompleksler, floem
yoluyla yash yapraklardan gen¢ yapraklara bor tasinmasinin yeniden diizenlenmesine

sebep olmaktadir [38, 39].

Gerekli miktarlarda alindiginda, eser bir element olan bor elementi, dane biiytkligi,
hiicre uzamasi, bitki biiyime diizenleyicilerinin iiretimi, hiicre boliinmesi, polen
olusumu, polen tiiplerinin gelisimi, karbonhidrat ve proteinlerin mekanizmasi ve dane
agirhigi lizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir. Ek olarak, seker molekiillerinin bitki
boyunca taginmasina izin verdigi ve hiicre duvarini olusturan molekiillerin sentezinde
etkin bir sekilde yer aldig1 i¢in daha verimli dane olusumu saglamaktadir. Bor 6zellikle
Poaceae ailesine ait bitkilerin generatif déonemlerinde etkin rol oynayan bir mikro
besleyici elementtir. Tahil bitkilerinde o6zellikle generatif donemde etkin roller
listlenmesi nedeniyle bor elementi noksanligi c¢eken bitkiler meyve tutma ve
ciceklenme agisindan gerilik yasamaktadir. Bitkiler soylarinin devamliligini giivence
altina almak i¢in bor yoksunlugunda vejetatif gelismede dormansi haline gecerek
ireme faaliyetlerinin gerceklesmesini indiiklemektedir. Ancak bor yoksunlugunda
erkek ve disi gametlerin gelisim siiregleri de zarar gordiigiinden dollenme siireci de

bor yoksunlugu siiresince olumsuz etkilenmektedir [40-42].

Bor noksanlig1 semptomlar1 ilk olarak ug siirgiinlerde ve siddetli yogunlagmis dallar
tizerinde kiigiik, deforme olmus yapraklar seklinde ortaya g¢ikmaktadir. Apikal
meristemlerin biliylimesi durdurulur ve siirgiin tepe noktasi nekrotik hale gelmektedir.
Bor eksikliginde goriilen diger bir belirgin etki, bitkilerin gévdesinin kirilgan hale

gelmesidir. Ayg¢igegi, yapraklarda, govde de ve iireme kisimlarinda karakteristik bor
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noksanlig1 semptomlar1 gelistiren, bor noksanligima en duyarli mahsullerden biri
olarak bilinmektedir. Bu noksanlik belirtileri ilk olarak bronz renge biiriinen ve
sertlesen, kusurlu ve nekrotik hale gelen geng yapraklarda belirginlesmekte ve sap
mantarlasmaktadir. Bu durum kétii tohum tutumu ve verimsizlikle sonuglanmaktadir.
Aycigegi kokleri, biiylime ortamindan borun ¢ikarilmasindan sonra 6 saatten daha kisa
bir siirede etkilenmekte ve biiytimelerini durdurmaktadir. Bezelyede bor noksanligi
zayif bir kok sistemi olusumuna ve yapragin sertlesmesine neden olmaktadir. Bor
eksikligine maruz kalan sogan bitkilerinde yapraklar kalin, kirilgan, mavi yesil renkli,
sert ve piriizli ylizey yapisina sahip olarak gelismektedir. Karnabahar da orta
derecede bor noksanligi altinda benzer semptomlar gostermektedir. Dis yapraklar
kalin ve kirilgan, yaprak sap1 ve orta kabugunda ise kiiciik kabarciklar ve catlaklar
olusturmaktadir. Bor eksikligi olan lahana ve karnabahar yapraklarinin goze carpan en
onemli 6zelligi, yapraklarda maviye donen renk degisimi veren kalin bir epikutikiiler
mum tabakasini olusturmasidir. Marulda, gen¢ yapraklarin kenarlar1 yanar ve
kivrilmalar olugsmaktadir. Daha yiiksek bitkilerde, bor tilkenmesine veya eksikligine
en hizli tepki hem ana hem de yan koklerde kok uzamasmin engellenmesi veya
azaltilmasi olarak bilinmektedir. Domates ve kabak bitkilerinde kok uzamasinin
inhibisyonu, borun besin ¢ozeltisinden c¢ekilmesinden sonraki 3 saat igerisinde

gozlenmektedir [43-47].

Yiiksek ticari 6neme sahip olan bugday ve arpa gibi ¢esitli hububat bitkilerinde bor
yoksunlugu neticesinde polen ve anterlerde zayif gelisim gézlenmektedir. Bunun
sonucunda da erkek kisirlig1 olarak bilinen durum ortaya ¢ikmakta ve dane olusumu
engellenmektedir. Borun bugdaydaki iireme gelisimi {izerindeki etkisi spesifiktir.
Mayoz Oncesi evre en hassas donemdir. Ciinkii daha sonra ¢igek kalitesi ve verimi
tizerinde etkili olmaktadir. Polen olusumu, pistil olusumu ve polen tiipiiniin uzamasi
bor konsantrasyonuyla yakindan iliskilidir. Borun iireme organlarindaki karbonhidrat
metabolizmasina katildig1, boylece polen olusumuna katkida bulundugu bilinmektedir.
Bor noksanligina maruz kalan bitkilerde, yoksunluga bagl olarak erkek gametlerinde

genotipik farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir [48, 49].

Bolgeler arasinda topraktaki bor minerali miktar1 da biiyiik degisikler gostermektedir.
Bu yiizden bitkilerin optimal kosullarda biiyliyebilmesi igin, topraktaki bora olan
ithtiyaglar biiyiik degisiklikler gostermektedir. Hatta ayni tiiriin farkl: fideleri icin bile
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bor elementi eksikligi ve toksisite esikleri degiskenlik gostermektedir. Bu degisikligin
temel sebebi, strese maruz kalan bitkinin yagis, pH veya nem gibi diger ¢evredeki
degiskenlerden veya toprak yapisindaki farklilik gibi ¢evresel etkenlerden de
etkilenmektedir. Farli tiir bitkiler arasinda ¢ok farkli tolerans diizeyleri olmasina ve
cok farkli tepkiler verilmesine ragmen, noksanliginda tiim tiirlerde benzer etkiler
ortaya ¢ikmaktadir. Toprakta optimal kosullarin iistiinde bor elementine maruz kalan
bitkiler strese girerek hasarlanmakta veya gelisimlerini tamamlayamamaktadir. Ancak
bazi bitkiler i¢cin bu durum sorun teskil etmemekte ve gelisimsel siireclerini
etkilememektedir. Bazi bitkiler ortamda bir mikro besleyici fazla bulundugunda dogal
fizyolojik kosullarina devam edebilirler. Hiperakiimiilator olarak adlandirilan bu tiirler,
yiiksek miktarda mikro besleyici stresine dayanmanin yani sira, bu mikro besleyicileri

hiicrelerinde giivenli bir bigimde saklamanin yollarini1 da gelistirmislerdir [50, 51].

Bor elementinin miktari 1 mM esiginin iizerine ¢iktiginda bor toksisitesine bagli toksik
etkiler belirgin bir bi¢imde gozlenmeye baslamaktadir. Toprakta bor mevcudiyeti,
Japonya, Cin, ABD ve Brezilya da dahil olmak {izere diinyanin bir¢cok bodlgesinde
smirhidir. Bu bolgelerde bor eksikliginin ana nedeni yliksek yagistir. Toprak
cozeltisindeki bor borik asit olarak bulunur ve yiiksek ¢oziliniirliigii nedeniyle
topraktan kolayca siiziilerek topragin alt katmanlarina inmektedir. Aksine, kurak ve
yar1 kurak bolgelerde, yeralt suyu kilcal etki ile topragin iist katmanlarina ulasir ve
buharlasirken ¢oziinmiis bor minerallerini toprakta birakmaktadir. Bor acisindan
zengin yeralt1 suyuna sahip bolgelerde, topragin iist katmanindaki bor konsantrasyonu
bitkiler i¢in toksik bir seviyeye ulasip ve mahsul verimine biiyiik o6l¢iide hasar
vermektedir. Giiney Avustralya, Misir, Irak, Urdiin, Libya, Fas, Suriye, Tiirkiye,
Kaliforniya ve Sili, tarim arazilerinde yiiksek bor birikmesi sonucunda toksisite
sorunlar1 olan bolgeler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu sebeple iilkemizde bor stresine
direngli tlirler molekiiler ve fizyolojik acidan iyi karakterize edilmeli, bor stresine
direng yolaklar1 aydinlatilmalidir. Boylelikle elde edilen verilerin tarim bitkilerine de
uygulanarak bor stresinin verim tizerindeki olumsuz etkisinin elimine edilebilecegi

diistiniilmektedir [52, 53].
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2.1.1. Bor Tolerans Mekanizmalari

Borik asit, sitoplazmik pH'da (yaklasik 7.0-7.5) zayif bir asittir. Bor hiicre duvarinda
bulunan pektik polisakkarit ramnogalakturonanlar1 kopriileme kabiliyeti sayesinde
hiicre duvarinin stabilitesi i¢in 6nem arz etmektedir. Bitkiler i¢in énemli bir element
olmasina ragmen noksanliginda veya yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda
fitotoksiktir. Bitkiler tuzluluk, kuraklik ve diger abiyotik stres etmenlerine oldugu gibi
bor stresini de tolere edebilmek i¢in bazi mekanizmalar1 kullanmaktadir. Bor stresini

tolere edebilmek i¢in bitkiler;

- Kokten bor aliminin proteinler araciligiyla diizenlenmesi

- Polialkollerin ve fenolik bilesiklerin sentezinin arttirilmasi

- Serbest borun organeller ve vakuoller igerisinde biriktirilmesi

- Antioksidan molekiiller yardimiyla ortaya ¢ikan oksidatif stresle miicadele

mekanizmalarini kullanmaktadir.

Bor elementinin bitki boyunca tasinimi, bitki buharlasma yoluyla su kaybettikce
bitkinin iist kisimlarina dogru ksilemler araciligiyla gerceklestirilmektedir. Terleme
olgun yapraklarda geng yapraklara oranla daha yiiksek seviyelerde ger¢eklesmektedir.
Bor son tasinim yeri olan yaprak uglarinda, yasli dokularda veya meyve gibi
organlarda birikmektedir. Ayrica diger mikro besleyicilerin yan1 sira bor elementinin
bitkide tasinimi ilging bir sekilde bitki tiiriine gore farklilik gosterebilmektedir. Borik
asit, yliksiiz bir molekiildiir ve memranlardan ge¢me kabiliyetine sahiptir. Bu nedenle
toprakta yeterli konsantrasyonlarda bulundugunda pasif diflizyon ile alinarak
taginmaktadir. Ancak borik asit konsantrasyonu kritik diizeylere indiginde, borun
taginmasi i¢in major intrinsink protein (MIP) kanallarim1 veya borat pompalarin
(BOR) kullanmaktadir. Bitkiler yiiksek bor konsantrasyonu altinda da borat
pompalarini kullanmaktadirlar. BOR ailesi, anyon tasiyicilarina benzer bir molekiiler
yapiya sahiptir ve benzer sekilde negatif membran potansiyeli tarafindan yonlendirilen
borat anyon uniporterleri olarak islev gostermektedirler. Apoplasttaki diisiik pH
nedeniyle, borat anyonu hizla yiiksiiz borik aside doniistiiriiliir ve boylece BOR' lar
hizla artan bir borik asit gradiyenti olusturarak katyon konsantrasyonunu
arttirmaktadir. Her iki tip bor tasiyicist da optimal olmayan kosullar altinda koklerin

bor alimina rol oynamaktadir [30, 54, 55].
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MIP'ler, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yiiksiiz su ve borik asit
molekiilleri igin kanal gorevi géren plazma membran proteinleridir. Bitkilerdeki MIP
stiper ailesi, nodulin-26 benzeri intrinsik proteinler (NIP), plazma membran intrinsik
proteinleri (PIP), kii¢iik bazik intrinsik proteinler (SIP), tonoplast intrinsik proteinler
(TIP) ve karakterize edilmemis X- intrinsik proteinleri (XIP) olmak iizere farkli
gorevleri lstlenen bes alt aileye ayrilmaktadir. Bazi MIP iiyeleri, hiicrelere
kolaylastirilmis difiizyonla bor akisini saglayan borik asit kanallaridir. NIP'ler de
akuaporinleri igeren MIP siiper ailesine dahildir. NIP’ler su, iire, borik asit, gliserol,
laktik asit ve silisik asit gibi yiiksiiz molekiilleri tasiyabilmektedir. Arabidopsis’ de
NIP5;1 ve NIP6;1 plazma membraninda lokalize olan ve bor taginmasinda gorevli iki
kanal proteinidir. NIP5;1 kok hiicrelerinde borun hiicre igerisine ilk alimi siirecinde
yer almaktadir. NIP6;1 ise gen¢ dokularda borun ksilem-floem transferi arasindaki
dengede rol almaktadir. NIP6; 1, yapisal olarak NIP5; 1’e benzer ve cogu zaman NIP5;
1 gibi davranir; ancak NIP6; 1 bir aquaporin olarak gérev yapamamaktadir. Plazma
membrani I¢ Proteinleri de (PIP'lerin) bor tasinimina aracilik ederek bor toleransinin
arttirllmasinda rol oynamaktadir. PIP’ler yiliksek bor konsantrasyonlar1 altinda
osmotik dengenin korunabilmesi i¢in plasma membranindan borun disari atiminda
gorev yapmaktadir. Gegtigimiz 5 yil igersisnde yapilan g¢aligmalara gore, Oryza
sativa’da iki PIP, OsPIP1; 3 ve OsPIP2; 6 ¢ift yonlii bor tasiyicilart olarak islev
gormekte ve Arabidopsis thaliana’ da asir1 eksprese edildigi zaman arttirilmig bir bor
tolerans1 saglamaktadir. Tonoplast intrinsik proteinlerinin de bor toleransi ve
tasiniminda 6nemli oldugu gosterilmistir. AtTIP5; 1'in hem Arabidopsis yaprak
mezofil hiicre protoplastlarinda hem de Nicotiania benthamiana yaprak dokularinda
tonoplast membraninda lokalize oldugu ve bor toleransinda rol oynadigi bilinmektedir.
[55-58].

BORI1 esas olarak ksileme yakin kok perisikl hiicrelerinde eksprese edilmektedir.
BORI1, borun ksileme yiiklenmesi islemlerinde 6nemli rol oynayan bir bor tagiyicisidir.
A. thaliana BOR1-1 mutantinin yabanil tipe gore bor noksanligina ¢ok daha hassas
oldugu bilinmektedir. NIP5; 1 mutantlarinda hem siirgiin hem de koklerde biiylime
gecikmesi ve azalmis bor birikimi goriilmesine ragmen BOR1- 1 mutantlarinda sadece
stirgiin dokularinda biiylimenin azalmasi ve azalmis bor birikimi gézlemlenmektedir.
BORI1, ii¢ ana sinifa ayrilan ¢oziinen tasiyic1 4 (SLC4) siiper ailesinin bir iiyesidir.
SLC4 siiper ailesi, anyon degistiriciler (AE), sodyum bagli bikarbonat tastyicilar
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(NCBT) ve bor tastyicilart (BOR) ailelerini barindirmaktadir. A. thaliana’ da borik asit
tasinmasinda gorev yapan AtBORI1 disiik bor konsantrasyonlar: altinda koklerden
stirgiinlere bor alimini ve borun ksileme tagiimini gergeklestirmektedir. Diisiik bor
konsantrasyonlarinda, BOR1 esas olarak hiicre membranin da lokalize olmaktadir.
Yiiksek konsantrasyonda ise, BOR1 hiicre igerisine bor alimini stimiile etmeye devam
ederek osmotik dengeyi bozmaktadir. BOR1 toksik bor seviyesi altinda bitki
bliylimesine negatif etki olusturacagi i¢in reseptor aracili endositozla erken
endozomlarla birlesmekte ve hiicre igerisinde sindirilmektedir. BOR1'in bor
konsantrasyonundaki artigsa bagli olarak gerceklestirdigi bu bozunma, toprakta yiiksek
bor konsantrasyonlar1 mevcut oldugunda bitkinin toprak istii kisimlarinda fazladan
bor birikimini Onlemesine izin verdigi i¢in bitkiler icin Onemli bir tolerans
mekanizmasidir. Yine BOR ailesinin iiyesi BOR4 pompasi ise, borun ksilemde ve
geng dokularda birikmesini 6nlemek amaciyla borun koklerden topraga salinmasinda
gorev yapmaktadir. HYBOR2, BOR7 ve BOR4’iin hiicre igerisinde toksik etki
olusturacak boru disar1 vermesi, bitkinin sag kalimi i¢cin en 6nemli mekanizmalardan

biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir [52, 59].
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Sekil 2.3 Borun MIP kanallar1 ve BOR pompalariyla topraktan alinip ksileme
aktarim, EP: Epidermidis, CO: Korteks, EN: Endodermis, PC: Perisikl [52].

Floem hareketi olmaksizin, bor tasinimi sonrasinda yasli dokularda birikmesi
gerekmektedir. Ancak bazi bitki tiirlerinde bor, tiim bitki i¢inde esit seviyelerde veya
geng dokularda olgun dokulara oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Bu, borun bazi bitki tiirlerinde floem boyunca hareket etme kabiliyetinin sonucu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Genellikle, siikroz yerine kullanilan mannitol ve sorbitol gibi
seker alkollerini yiiksek oranda iiretme kapasitesine sahip olan bitkiler bor eksikligine
kars1 yiiksek oranda tolerans saglamaktadir. Sorbitol, mannitol ve cis-hidroksil
gruplari, borik asit kaynakli diol-B komplekslerine kolaylikla baglanarak stabil bir
poliol-B kompleksi olusturmaktadir. Bor floem yoluyla iste bu poliol-B kompleksleri
araciligiyla tasinmaktadir [60, 61].
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Sekil 2.4 Floem’deki Sorbitol i¢eren Bor Kompleksi [2].
Bitki tiirlerine bagli olarak farkli sekerler, seker alkolleri ve amino asitler stres
kosullar altinda hiicre igerisinde birikmekte ve bitkilerin tolerans mekanizmalarinda
onemli roller oynamaktadir. Seker alkolleri osmotik dengenin stabilizasyonunda ve
ROS (Reaktif oksijen tiirevi), hidroksil radikallerine karsi antioksidan aktivite
gostererek strese karsi yanitta rol almaktadir. Inositol, pektin, hemiseliilozlar ve bitki
hiicre duvarlarindaki ilgili yapilarin iironosil ve pentosil birimlerinin biyogenezinde
de rol oynayan bir seker alkoldiir. Puccinellia distans'ta bor stresi altinda inositol
tastyict 2 (INT2) genin anlatimi artmaktadir. Bu tagiyicinin artan ekspresyonuna bagl
olarak, inositol seviyesini arttirmakta ve ROS ve selatlanmis borun hiicre digina

atilarak tolereans saglanmaktadir [62, 63].
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Sekil 2.5 Borun Organizma boyunca Tasinimi ve Bor Kanalllarinin Bitki
Dokularindaki Dagilim [63].

2.2. TUZ STRESI

Tuzluluk, dogal siiregler (birincil tuzlanma) veya antropojenik etkiler (ikincil
tuzlanma) nedeniyle toprak ve sudaki toplam ¢oziinmiis tuzlarin konsantrasyonunun
artigina baglt olarak goriilen ve verimi dogrudan etkileyen bir olaydir. Tuzluluk
sirastyla, yiiksek tuz konsantrasyonu, yiiksek sodyum katyonu (Na*) konsantrasyonu
ve yiiksek pH (yiiksek CI-, Mg?*, SOs%, CO3 %) olarak tanimlanan tuzlu, sodali ve
alkali topraklari igeren bir terimdir. Sodyum klorir (NaCl) dogada en fazla
kontaminasyonuna rastlanilan tuz forumudur ancak tuzluluk sadece Na® iyon
konsantrasyonuna bagli degildir. Bunun yani sira cesitli siilfatlar, kloriirler,
bikarbonatlar, boratlar ve karbonatlar da dogada bulunan diger tuz formlar1 da etki
etmektedirler. Tuzluluk stresine genellikle NaCl varligi hakim olurken, diger iyonlar
da stres seviyesine katkida bulunmaktadir. Toksisite etkileri farkli iyonlar ve iyon

kombinasyonlari arasinda degisiklik gostermektedir [64, 65].

Inorganik iyonlar genellikle rekabet¢i enzim inhibitdrleri olarak islev gdrmektedir,
fakat ayn1 zamanda proteinlerin ylizeylerindeki yiiklerine miidahale ederek, molekiiler

etkilesimleri dengesizlestirmektedir. Ornegin Na*, K* '1 esas baglanma yerlerinden
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uzaklastirarak olusan bosluga kendisi baglanmaktadir. Metabolizmada K* iyonuna
bagimliligr en iyi bilinen iki 6rnek piruvat kinaz ve ribozomlardir. Piruvat kinazin
aktivitesi, K™ varliginda 400 kat artmaktadir. K* yerine Na* ile ¢ok daha yavas
calismaktadir. Okaryotik ribozomlarm peptidil transferaz aktivitesi yiiksek K*
konsantrasyonuyla yakindan iligkilidir. K" konsantrasyonu diiser ve Na'
konsantrasyonu artarsa, bu tiir inhibitor siirecler redoks ve enerji metabolizmasi dahil
olmak tizere bircok metabolik siirecte dengesizliklere ve hatta islev kayiplarina neden

olmaktadir [65, 66].

Tuzluluk primer veya sekonder tuzluluk olmak iizere iki farkli sekilde meydana
gelebilmektedir. Ozetle insan kaynakli faaliyetler ve dogal faktorlerden
kaynaklananlar olarak birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Primer tuzluluga sebep olan
etmenler kayalarda meydana gelen ayrigmalar, iklimsel degisimler veya tuz deposu
olarak kabul edilebilecek olan okyanuslardir. ikincil tuzlanma, sulama suyu i¢in tuzlu
yeralt1 suyu kullanimi, kalitesiz atik su kullanimi ile dogal mikrogevreyi bozarak
arazilerin tuzlu bilesiklerle kontaminasyonu, mera ve mahsul iiretimi i¢in derin kokli
orman alanlarinin tarim arazisine ¢evrilmesi yada tahrip edilmesi ise sekonder tuzluluk
olarak kabul edilmektedir [67, 68].

Toprak tuzlulugu, tarimda bitki biliylimesini sinirlayan ve diinya genelinde iiriin
verimliliginde kayiplara neden olan 6nemli bir sorundur. Tuzlulugun neden oldugu
olumsuzluklardan, diinyadaki ekili arazilerin yaklasik 5°te 1’1 ve sulanan arazilerin
yarisi etkilenmektedir. Ayn1 zamanda, tath su kitligi nedeniyle tuzlu suyun tarimda
kullanim1 giderek artmakta ve biiylik sorunlar olusturmaktadir. Diinya insan
niifusunun 2050 yilina kadar 9,1 milyar seviyesine ulasmasi beklenmektedir ve bu
zamana kadar kiiresel gida iiretiminin bu niifus artisin1 karsilayabilmesi icin
yaklasik %60 oraninda arttirilmas: gerekmektedir. Ancak Ongoriilen teknolojik
gelismeler 151¢inda bile artan ihtiyacin karsilanmasi miimkiin goriinmemektedir.
Sonug olarak, tuzdan etkilenen alanlar siirekli yanlis sulama ve giibreleme yiiziinden
artmakta ve her yil 6nemli miktarda ekilebilir arazi tarim yapilamayacak hale

getirilmektedir [69, 70].

Tuzluluk biitlin diinya genelinde topraklar etkileyerek verimsizlestiren ya da tarima
elverigsiz hale getiren en biiyiikk sorunlardan birini olusturmaktadir. Ulkemizde

tuzluluk sorunu, kurak ve sicak iklim kosullari, tarimsal alan ve peyzaj uygulama
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hatalarina bagli olarak olusan drenaj probleminin yasandigi alanlarda ve diisiikk yagis
miktart alan alanlarda ortaya ¢ikmaktadir. Boylece kullanilabilir tarim arazilerinin
miktari ve yillik tiretim hacmimiz giderek azalmaktadir Bununla birlikte, tuzlanmadan
etkilenen sadece ekonomik olarak gelismemis iilkeler degildir: ekonomik olarak iyi
geligmis lilkeler de, ikincil tuzlanmaya daha bilingli 6nlemler alsalarda birincil yani

dogal kaynakli toprak tuzlanmasindan etkilenmektedirler [71].

Tuz stresi bitkilerde meydana getirdigi morfolojik bozukluklarin yaninda metabolik
aktivitelerinde de bir¢ok aksaklik ve hasar olugmasina neden olmaktadir. Tuz stresi
ayrica yapraklarin, gévdelerin ve koklerin taze ve kuru agirliklarinda 6nemli bir
azalmaya da neden olmaktadir. Bitkiler sahip olduklar1 tolerans derecesinde tuz
stresinden etkilenmekte, bazilar1 gelisimini etkilenmeden devam ettirirken bazilari,
klorosise ugrayarak, bazilar1 biiyiime inhibisyonuna ugrayarak bazilar ise verim ve
kalite kayiplarina ugrayarak tepki vermektedir. Tuz stresine bagl olarak semptomlarin
ortaya ¢ikmasinin en 6nemli sebebi kokiin topraktaki yiiksek osmotik kuvvete karsi
yenilerek su aliminda yetersiz kalmasi ve fizyolojik kurakligin ger¢eklesmesidir. Buna
bagli olarak diisiik turgor basinci ve bitki hiicrelerindeki iyon konsantrasyonunda
artmalar meydana gelmektedir. Yogun tuz stresine maruz kalan bitkilerde bir dizi azot
iceren bilesik (NCC) birikir. En sik biriken NCC” ler, aminoasitler, amidler, proteinleri,
kuaterner amonyum bilesiklerini ve poliaminleri icermektedir. Tuzlu ortamlarda
biriken spesifik NCC’ ler, bitki tiirlerine gore degisiklik gostermekle birlikte en sik
rastlanan  prolin  aminoasitidir. Ozmotik dengenin korunmasi, hiicresel
makromolekiillerin depolanmasi ve korunmasi, azotun hiicre igerisinde depolanmasi,
sitosolik pH'imn korunmasi, hiicrelerin detoksifikasyonu ve serbest radikallerin atilmasi,
bu bilesiklerin stres kosullar1 altinda en temel islevleri olarak ortaya ¢ikmaktadir. Asiri
tuz alimina baglh olarak gerceklesen bu degisimlerin sonucunda da bitki biiylime
diizenleyicilerinde dengesizlikler, stoma agilis-kapanis mekanizmasinda bozukluklar,
CO2 asimilasyonunda bozukluklar ve transpirasyonun inhibisyonu gibi gesitli sorunlar

olusur ve biiytime ile gelismeye ket vurulmaktadir [72-74].

Topragin ya da suyun elektrik iletkenliginden bahsedilirken elektriksel iletkenlik (EC,
dSm™) degeri biciminde 6l¢iilmektedir. Bitkilerin yasamu igin optimal EC degeri
genellikle 0-2 dSm™ arasindadir ve ekstrem hassas tiirler icin stres faktoriine

doniismektedir. 4-8 dSm™ araliginda tolerant olmayan bitkiler igin toksik etki
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olusturmaya baslamaktadir. 8-16 dSm™ araliginda halofitler hari¢ diger bitkiler igin
toksik etki olusturmaktadir. EC 16 dSm™ iizerinde ise sadece ekstrem halofilik bitkiler
yasayabilmektedir. Pamuk, arpa ve seker pancari oldukca toleranshidir ve yiiksek
degerlerde etkilenmeden gelisimini stirdiirebilmektedir, ancak tatli patates, bugday ve
musir yiksek hassasiyet gostermektedir EC degeri 2’nin {izerinde ise biiyiime
inhibisyonu gerceklestirmektedir. Biyokimyasal veya fizyolojik siireclerde meydana
gelen bu inhibisyon, metabolik siireglerde ve hiicre sinyalizasyonunda birgok
dengesizlige neden olarak, hiicre redoksuna ve temel olarak enerji metabolizmasinda

hasarlanma olusturan reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini arttirmaktadir [75-77].

2.2.1. Tuz Stresi Tolerans Mekanizmalari

Bitkilerin stresle basa ¢ikmak i¢in ¢ok sayida tolerans mekanizmalarini kullandiklar
bilinmektedir. Tuzluluk stresi ile basa ¢ikmak igin bitkiler kokten iyon aliminin
durdurulmasi, alinan iyonlarin hiicre i¢erisinden uzaklastirilmasi veya vesikiiller ve
organeller icerisinde depolanmasi mekanizmalarini kullanmaktadir. Tuzluluk stresi
temel olarak, iyon toksisitesi, ozmotik stres ve oksidatif streste dengesizliklere neden
olarak bitkinin metabolik aktivitelerini olumsuz yonde etkilemektedir. Bitkiler
metabolik aktivitesinin normal sekilde siirdiiriilmesi i¢in hiicre turgorunu korumak
zorundadir. Gelismis bitkiler, hiicre igerisindeki ozmotik dengeyi saglamak i¢in prolin,
¢Oziiniir sekerler, glisin, betain ve diger ozmolitleri kullanmaktadir. Prolin aminoasiti,
onemli bir ozmoprotektan molekiil olarak, diisiik molekiiler agirlhiga, yiiksek
¢Oziinlirliige sahiptir. Fizyolojik pH araliginda yiiksiiz halde bulunmaktadir. Bitki
hiicreleri, tuz stresinin neden oldugu ozmotik stresi hafifletmek ve topraktan su
cekebilmek i¢in yiiksek coziiniirliiklii ozmoprotektan molekiilleri hiicre igerisinde

biriktirerek hiicre igerisini yogunlastirmaktadir [78-80].

Topraktan suyla birlikte alinan tuz molekiilleri hiicre igerisindeki iyon dengesinde
diizensizliklere neden olmaktadir. Hiicrenin metabolik aktivitelerinin devamliliginin
saglanabilmesi igin toksik etki olusturan asir1 Na* ve CI iyonlarinin kontrol altina
alinmas1 gerekmektedir. Bitkilerin normal aktivitelerini gerceklestirebilmesi igin
sitosol igerisinde yiiksek bir K™/ Na* orani saglamasiyla gergeklesmektedir. Bu oranin
yiiksek tutulabilmesi tuz stresinin tolere edilebilmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Tuz
stresine bagl olarak, hiicre igerisine yiiksek miktarda Na™ iyonu girisi gerceklesir ve

bu durum sitozolde iyon toksisitesine neden olmaktadir. Sitozol igerisinde yiiksek Na*
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orant enzim aktiviteleri, fotosentez ve metabolizma tzerindeki olumsuz etkileri
nedeniyle bitkiler igin son derece toksiktir. Asir1 Na* girisine bagl olarak hiicrelerde
K* miktar1 azalarak homoastazi bozulmaktadir. Kok hiicrelerinin  plazma
membranindaki bulunan diisiik membran potansiyeli, Na* iyonunun hiicre igerisine
pasif olarak tasinmasina neden olmaktadir. Na* iyonunun hiicre digina taginmasi ise
pasif degildir ve iyon kanallar1 sayesinde enerji harcanarak gerceklesmektedir. Na*
hiicre igerisine HKT (yiiksek afiniteli K™ kanallar1), LCT (diisiik afiniteli katyon
kanallar1) ve NSCC kanallartyla da alinmaktadir [17, 81, 82].

Hayvan hiicrelerinde bulunanin aksine, bitkilerde Na*-ATPaz veya K*/ Na*-ATPazlari
bulunmamaktadir ve Na iyonunun hiicre digina atilmasi i¢in H*-ATPaz ve H'-
pirofosfatazlar (PPaz) tarafindan gergeklestirilmektedir. Plazma zarina lokalize halde
bulunan SOS1 ve vakuol membran lokalize NHX kanallari, Na*/ H™ antiporterlari
olarak gorev yapmaktadir. SOS1 Na* iyonlarinin hiicre igerisinden uzaklastirilmasinda
gorev almaktadir. NHX kanallar1 ise Na* vakuol i¢ine pompalanarak iyon dengesinin
korunmasinda gorev almaktadir. Farkli NHX kanallar1 farkli organel ve dokular
tizerinde farkli gorevler tstlenmektedir. HKT1 ailesinin tiyeleri Na ™ nun ksilemden
digar1 atilarak kok hiicreleri tarafindan yeniden emilmesini gerceklestirmektedir.
Boylece Na™un uzun mesafeli taginmanin engellenmesini saglayarak yer ustii
dokularda Na™*’un yiiksek konsantrasyonlarda birikimini Onlemektedir. HKT2

ailesinin tiyeleri ise koklere Na* aliminda gorev yapmaktadir [17, 80, 83, 84].
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Sekil 2.6 Tuz Stresinin Tolerans Mekanizmalar: [17].
SOS1'in Na */H * antiport aktivitesinin aktivasyonu SOS3 ve SOS2 tarafindan kontrol
edilmektedir. Yiiksek Na* konsantrasyonu gibi uyaranlara yanit olarak sitoplazmaya
organeller ve vesikiiller igerisinden Ca?" iyonu akis1 gerceklesmektedir. Sitosolik
Ca?*’un bu gegici artisi, kalsindrin B benzeri protein (CBL) ve néronal Ca? * sensér
benzeri proteini SOS3 tarafindan algilanmaktadir. HKT1 ve NSCC'ler artan sitosolik
Ca*? tarafindan hizlica bloke edilerek hiicre icerisine Na® alimi
durdurulmaktadir. Artan Ca?* SOS3’ii uyararak aktiflesmesini saglamaktadir. Aktif
S0S3, SOS2'nin oto-inhibit6r alan ile fiziksel olarak etkilesmektedir. SOS2-SOS3
kompleksinin olusumuyla kinaz aktivitesine kavusan SOS2, Na* 'y1 hiicreden disar
pompalayan SOSI1’in C-terminal ucunu fosforilleyerek Na*/H* antiporterini
aktiflestirmektedir. SOS1’in aktivasyonuyla beraber sitoplazmada birikerek zararli
etki olusturacak Na* iyonlar1 hiicre disina aktarilmaktadir. Yine SOS2 aktivasyonuna
bagl olarak aktiflesen NHX kanallari da Na™y1 vakuoller igerisine pompalayarak
iyonik dengenin korunmasini saglamaktadir. Na* /H* antiporterlari, hiicre i¢in toksik

etki yaratabilecek iyonlarin vakuolde depolanmasi veya sitozolden digar1 atilmasi i¢in
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kullandiklar1 enerjiyi, H" pompalarinin olugturdugu gradiyent sirasinda agiga ¢ikan

fosfat baginin serbest enerjisinden saglamaktadir [78, 85-87].
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Sekil 2.7 Tuz stesi altinda SOS Kanallarinin Hiicresel Dagilimi, Trans-Golgi ag:
(TGN) ve prevakuolar bélme (PVC) [17].

Bitkiler tuz stresi sonucunda ortaya ¢ikan ROS’ larin zararh etkilerini ortadan
kaldirmak i¢in en etkin savunma mekanizmasi olan antioksidan sistemlerini
kullanmaktadir. ROS’ lar karbonil tiirevleri olusturmak i¢in proteinlerdeki amino asit
rezidiilerine (Tyr, Phe, Trp, Met ve Cys) saldirarak konformasyonel degisikliklerine
ve islev kayiplarina neden olmaktadir. Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirevlerinin
olugsmasini engellemek ve eger olustuysa da hiicre i¢erisinde meydana getirdigi hasar1
en aza indirmek lizere 6zel gorevler iistlenmektedir. Antioksidanlar endojen ve eksojen
olmak tizere ikiye ayrilirken kendi aralarinda da enzimatik olan ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak siniflandirilmaktadir. Katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR),
stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon peroksidaz (GPX),
glutatyon-S-transferaz (GST) en stk karsilasilan enzimatik
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antioksdanlardir. Antioksidan enzimlere ek olarak, askorbik asit (ASH), glutatyon
(GSH), fenolik bilesikler, alkaloidler, protein olmayan amino asitler, alfa tokoferol ve
karotenoidler gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da serbest radikallerin etkisiz

hale getirilmesinde rol oynamaktadir [87, 88].

2.3. Puccinellia distans

Puccinellia distans (Jacg.) Parl., Poaceae familyasinin, Poaideac alt familyasina ve
Puccinellia Parl. cinsinin elemani olan bir tiirdiir (Sekil 2.8). Poaideae (Bugdaygiller)
alt familyasi igerisinde bir¢cok ¢im ve otsu bitkinin yaninda, gilinliik diyetimizin 6nemli
bir kismin1 olusturan bugday, arpa, c¢avdar gibi 6nemli bitkileri de biinyesinde
bulundurmaktadir. Yaklasik olarak 100’den fazla farkli tiiri olan Puccinellia, ¢im
tirleri arasinda biiyiik bir c¢ogunlugu olusturmaktadir. Puccinellia cinsine ait
Puccinellia distans Tiirkiye’de gorak ¢imi olarak isimlendirilmektedir ve genel olarak
hem kara hem de kiy1 kesimlerde tuzlu ve borlu alanlarda yetismektedir. Tuz ve bor
elementine kars1 direncinin evrimsel siiregte yetisme kosullarindan kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Biliylimek icin genellikle golge ve yar1 golge alanlar tercih
etmektedir. Toprak tercihi ise nemli 1slak ve hafif kumlu topraklardir. Ozellikle
¢imlenme evresinde nem ihtiyaci yiiksektir. Haziran, Temmuz gibi yaz aylarinda
ciceklenen Puccinellia bitkisi disi ve erkek organlari bir arada bulunduran hermafrodit
bir tiirdiir ve riizgarin polenlerini havada ugurarak tasimasi yoluyla tozlagmaktadir.
P. distans, riizgar, trafik akis1 ve hatta potansiyel olarak arabalara yapismis ¢amurda
dahil olmak tizere farkli yontemlerle diinyaya dagilmistir. Puccinellia bitkisi genel
olarak kuzey yarim kiire bolgelerine yayilim gostermistir ancak baz tiirleri Afrika,
Avusturalya ve Gliney Amerika kitalarinin yiiksek bolgelerinde gozlemlenmektedir.
Genel olarak yiiksek alanlari tercih etmektedir. P. distans'in ABD ekotipi, 20-30 cm
yukseklige kadar biiyliyen ve Kuzey Amerika'da hem tuzlu hem de kurak ortamlarda
yaygin olan ¢ok yillik bir halofittir. Bu bolgelerdeki Puccinellia bitkileri genis alanlari
kaplayan toplu bir yayilis diizeni gostermektedir. Ancak giiney bdlgelerde birbirinden
uzak kiiciik kiimelesmeler halinde kopuk bir dagilim sergilemektedir. Puccinellia
bitkisinin toprak tizerindeki gévde boyutu ortalama olarak 0,7-0,8 m araligindadir.
Kokleri ise sacak kok bicimindedir ancak ¢orak ve kurak bolgelerde suya ulasmak

amaciyla 6 ile 7 metre derinlige kadar inebilmektedir [89-92].
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Sekil 2.8 Puccinellia distans (Jacg.) Parl.[93].
Puccinellia bitkisinin govdesi topraga yakin olan bogumlarindan yiiksek miktarda

kardeslenip yumaklar olusturur. Her bir bogumdan yeni bir yaprak ¢ikar ve yeni
yapraklar govde tizerinde diizenli bir sekilde dizilmektedir. Yapraklarin aya bolgeleri
kayik ve kiit bicimindedir. Basakg¢iklart ise birbirine esit boyutlarda olmayan sap
bolgeleri ile salkimlarin eksenlerine birlesmistir. Ingilizce’ de Alkaligrass olarak
bilinen Puccinellia distans (Jacq.) corak ¢imi olarak bilinen tiim ¢imlerin igerisindeki
en yiiksek tuz direnci gosteren tlirdiir. Bununla birlikte, bugiine kadar bulunan en
yiiksek bor toleransi Tiirk ekotipinde goriilmektedir. Bu tiir, hidroponik kiiltiirde 1250
mg B/L'yi ve canli siirgiinlerinde 6000 mg B/Kkg tolere edebilmektedir. Puccinellia
frigida da siirgiinlerinde yaklasik 4000 mg kg- ! birikimini saglayabilen bir diger
onemli bir puccinellia tirt olarak karsimiza g¢ikmaktadir. P. distans’ i yasam
dongiisiinii tamamlamak i¢in yiiksek konsantrasyonda tuz gerekmemektedir ve
fakiiltatif halofitler olarak da isimlendirilebilmektedir. P. distans bitkisinin tarimi
besinsel degerleri diisiik olmasi sebebiyle yapilmamaktadir ancak Puccinellia ciliata
ve Puccinellia maritima tiirlerinin ekstrem tuzlu alanlarda bile tarimi yapilmaktadir ve
bu tiirler 10-40 dSm™* oraninda tuz iceren topraklarda bile ve hatta kurak alanlarda

verim kaybetmeden yetisebilmektedir. P. maritima ile P. ciliata’ nin tarimi genel
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olarak Avusturalya kitasinin batisinda yer alan tuzlu bolgelerde gerceklestirilmektedir.
Optimum biiylime kosullarinda yaklasik olarak %10 ile %18 arasinda ihtiva ettigi
protein miktari, tuzlu bolgelerde yetistigi takdirde %5’lere kadar diigebilmektedir.
Bitkinin %60 ile %78 arasinda olan sindirilebilirdik orani ise tuzlu bolgelerde
yetismesine bagli olarak %50’ye kadar diismektedir. S6z konusu bitki igin verim her
bir hektar i¢in 3 ile 8-ton araligindadir. Bor stresine, tuzluluga ve kurakliga direngli
olmas1 Ozellikleriyle bilimsel olarak onem vaat eden bir tiir olmasma ragmen

Puccinellia bitkilerinde yapilan arastirmalar hala sinirhidir [94-96].

P. distans, kok hiicrelerinin plazma zarinda bulunan bazi diisik afiniteli K*
tagtyicilarmin yiiksek K* / Na* seciciligi sayesinde, yiiksek tuz toleransi sayesinde
topraktan beslenmesi saglanabilmektedir. Onlarin varhigi yiiksek Na* hiicre ortaminda
bile bitkinin sitozol igerisinde yiiksek K* ve diisik Na® oranini korumasini
saglamaktadir. Endodermisdeki kaspari seridi, Na* iyonunun hiicre igerisine giriginin
apoplastik yolunu bloke ederek engellemektedir. Na*, endodermisin hiicreler arasi
bosluguna dagitilip birikirken K, ozmotik regiilasyondaki gorevlerini devam
ettirebilmesi i¢in hiicrelerde ve ksilemde konsantre edilmektedir. K™ ve Na*™ nin
asimetrik dagilimi, endodermal hiicrelerin bariyer ve filtrasyon fonksiyonlarini

gosteren Ozellesmis kanal proteinlerinin varligi sayesinde gerceklesmektedir [97].

Monokotillerin biiyiik bir ¢ogunlugu tuzluluga karsi olduk¢a duyarli glikofitler
grubunun tyeleridir. Bu ylizden monokaotil bitkilerde tuz ve bor toleransini saglayan
molekiiler mekanizmalarin temelleri incelenmek istediginde, iyi karakterize edilmis
model bir bitkinin eksikligi karsimiza c¢ikmaktadir. Diger hassas monokotil
bugdaygillerin aksine P. distans, ekstrem bor ve tuz toleransi gosteren bor
hiperakiimiilator bir halofittir. Bu 6zelligi sayesinde P. distans besin degeri ve tiretim
hacmi yiiksek olan diger bugdaygillerin hassasiyetinin altinda yatan mekanizmalarin
anlagilmasma katkida bulunacaktir. P. distans’in tolerans mekanizmasint iyi
anlasilmasiyla birlikte, yakin gelecekte transgenik teknolojilerin de kullanilmasiyla
beraber tuz ve bor stresine ¢ok daha direngli monokotil bitkilerin elde edilmesi igin

onemli bir model olma potansiyeline sahiptir [97, 98].

Bugiine kadar Tirkiye tizerinde yetistigi belirlenen 10 farkli Puccinellia cinsi

bulunmaktadir. P. distans P. grossheimiana, P. convoluta, P. intermedia P.
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dolicholepis, P. bulbosa, P. gigantea, ,P. festuciformis, P. dolicholepis, P. koeieana
ve P. ciliata [99].

P. distans'in bor elementine olan toleransi, ¢ogu bitkinin bor hassasiyeti géz Oniine
alindiginda 6nemini daha da arttirmaktadir. Yiiksek bor konsantrasyonuna sahip
topraklarda dogal sartlarda gerceklesmesi ¢ok zor bir igslem olan bitki yetistirilmesi ve
bu alanlarin tarima elverisli hale getirilmesi miimkiin olabilecektir. Ayrica, ¢evresel
atiklarla veya dogal yollara kirlenmis toprakta bitki Ortiisii olusmasimin dogal mikro
cevreye Onemli etkileri olmaktadir. P. distans'in canli kokleri tarafindan niifuz
etmesinin, rizosferin ve mikrogevresinin bakteriler ve mikorizal mantarlar da dahil
olmak tiizere diger organizmalar tarafindan kolonilesmesini kolaylastiracagi ve yeni
olusan floranin topragi zenginlestirecegi bilinmektedir. Ayrica, lifli koklerin siirekli
tiretimi ve ¢iiriimesi topragin organik madde icerigini artiracak, bdylece topragi B

seyrelterek B toksisitesini azaltacaktir [98].

2.4. PROTEOMIK

Proteomik, belirli bir zamanda ve belirli kosullar altinda hiicre, doku, organ veya tiim
organizmadaki proteinlerin yapisal 6zelliklerinin birbirleriyle ve diger molekiillerle
olan tiim baglantilarinin incelenmesi olarak tanimlanmaktadir. Protein iligkili olan tim
molekiiler analizler proteomik analiz olarak adlandirilmaktadir. DNA, tiim genetik
bilgiyi tasiyan kararli bir kod dizisi olsa da dinamik hiicre i¢i degisiklikleri
gostermekten uzaktir. Bu nedenle transkriptomik ve genomik ¢aligmalar yiiksek 6nem
arz etmektedir, ancak proteinlerin hiicre i¢i islevlerin neredeyse tamamini
gerceklestirmesi sebebiyle en giivenilir sonucu veren caligmalar proteomik
calismalardir. MRNA seviyelerinin verdigi transkripsiyon sonrasi ortaya g¢ikan
regililasyonlar, bir proteinin hiicresel kaderi hakkinda yeteri kadar bilgi vermemektedir.
Ornegin, herhangi bir posttranslasyonel modifikasyon gecirip gecirmedigi veya belirli
uyaranlara kars1 hiicresel yanitlar1 diizenlemek i¢in ne tiir protein-protein etkilesimleri
gerceklestirdigi sorusunun yanitlarimi verememektedir. Clinkii mRNA diizeyinde
degisim gosteren bir gen protein diizeyinde baska regiilatrler tarafindan da regiile
edildigi i¢in aslinda degisim gostermiyor olabilmektedir. Bu noktada gergek fizyolojik
yanitlart gostermeleri sebebiyle proteomik c¢alismalar kritik 6nem tasimaktadirlar

[100-103].
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Siklikla kullanilan Western Blot ve Eliza yontemleri, spesifik olarak proteinlerin
konsantrasyonlart ve degisimlerini belirlemekte oldukca yeterli olmakla beraber
spesifik antikor gereksinimine ihtiya¢ duyduklart i¢in kullanimi bitki gibi yiiksek
cesitlilik gosteren organizmalarda sinirli kalmaktadir. Bu smir1 asabilmek igin bitki
molekiiler biyologlari, iki boyutlu jel elektroforezini kullanmaktadirlar. Iki boyutlu jel
elektroforezi temel olarak proteinlerin dncelikle izoelektrik noktalarina gore daha
sonra da molekiiler agirliklarina gore ayristirilmasina dayanan 6nemli bir teknik olarak
her gecen giin 6nem kazanmaktadir. ikinci boyut ayristminin ardindan jeller boyanarak,
ortaya ¢ikan protein spotlarinin, kontrol O&rneklerine ait protein spotlariyla
kiyaslanarak uygulamaya bagli olan protein ifadesi degisimleri tespit edilmektedir.
Anlamli olarak degisiklik gosteren her bir protein spotu jelden izole edilerek kiitle
spektrometrisi ve kromotografik teknikleri kullanilarak dizilenmektedir. Elde edilen
dizi veri tabanlarinda taranarak hangi proteine ait oldugu belirlenmektedir [100, 104-
107].

Iki boyutlu jel elektroforezi ¢ok cesitli kompleks protein karisimlarmi ayirmak igin
kullanilan en 6nemli ve yaygin tekniklerden bir tanesidir. Proteinlerin ilk olarak
olusturulan pH gradiyenti sayesinde izoelektrik noktalarmma gore ayrimini, ikinci
asamada ise proteinleri molekiiler agirligina gore ayirarak genis bir ayirma
spekturumu saglamaktadir. pH gradiyenti hem asitlerle hem de bazlarla tuz
olusturabilen diisiik molekiiler agirlikli amfolitler sayesinde olusmaktadir. Elektrik
akimi sayesinde amfolitler asiditelerine gore anota ya da katoda dogru hareket ederek
jel igerisinde katottan anoda dogru artan bir pH gradienti olusturmaktadir. Proteinler
de elektrik akimiyla beraber jelde yiiriimeye basladiginda, kendi izoelektrik noktasina

geldiginde, ylikiinii kaybederek yiiriimesi sonlanmaktadir [106, 108, 109].

Proteinlerin sahip olduklar izoelektrik noktalar1 oldukca dar bir aralikta bulunmasi
sebebiyle, iki boyutlu jel elektroforezinde birinci boyutun ayiraci olan izoelektrik
odaklama proteinleri ¢ok keskin bir sekilde ayiramamaktadir. Bu yilizden tam ayirimin
gerceklesebilmesi icin ikinci boyut ayirimina ihtiyag duyulmaktadir. Proteinler pH
gradienti igeren jel igerisinde kendi plI noktalarina kadar gog¢ ederler ve bu sekilde her
bir protein dar bir pH araliginda birbirinden ayrigsmaktadir. pH araliginin dar olmasi
sebebiyle pH degeri 0,02’lik bir pH fark: igerse dahi proteinler olduk¢a keskin bir
sekilde bir birinden ayrilabilmektedir. Ayrica islem boyunca yliksek voltaj
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kullanimina bagli olarak 1s1 agiga ¢ikacagindan sistemin isinmamasi ig¢in matriks
mutlaka soguk tutulmalidir. Aksi durumda jelin yapisi bozulacagindan deney

stirecinde istenmeyen etkiler olusabilmektedir [110-112].

Proteomikte, proteinlerin karakterizasyonunu gergeklestirmek igin iki temel yaklagim
kullanilmaktadir. En sik kullanilan1 bottom-up (asagidan yukari) proteomiktir. Bu
teknikte proteinler, proteolitik boliinme ile peptitlerine pargalanir ve daha sonra
proteinlerin karakterizasyonu igin kiitle spektrometresiyle analiz edilmektedir. Protein
karigimi spektrometrik islemlerin 6ncesinde proteolitik enzimler tarafindan sindirilir,
daha sonra peptitlerin kiitlesi elektrosprey iyonizasyon (ESI) veya matris destekli lazer
desorpsiyon / iyonizasyon (MALDI) ile belirlenmektedir. Cesitli fizikokimyasal
ozelliklere sahip proteinlerin heterojen karisimina, OmpT, Proteinaz K, Tripsin,
Kimotripsin, Subtilisin gibi ¢alismanin amacina ve hedef protein kitlesine uygun,
farkli kesim ozelliklerine sahip proteazlar uygulanarak fragmentlere ayrigim
gerceklestirilmektedir. Carpisma Kaynakli Ayrisma (CID) teknigi, nitrojen, helyum
ve argon gibi inert gazlarla carpistirilip yeniden parcalanmasi, yardimiyla diziler
tizerindeki spesifik degisiklikler de saptanabilmektedir. Asagidan yukar1 proteomik,
heniiz proteinler tanimlanmadan Once proteolizise maruz kaldigi i¢in ve bazi peptit
fragmentlerinin tespit edilememesi ihtimali goz Oniine alindiginda, bu yaklagim
protein izoformlarmni veya post translasyonel modifikasyona ugramis proteinleri
tanimlamak i¢in uygun degildir. Ancak bu konuda 2-D teknigi bu eksiklikleri
gidermek i¢in kullanilabilmektedir. Asagidan yukari proteomikte 2-D kullanildiginda,
protein izoformlari veya post translasyonel modifikasyona ugramis proteinler,
proteolizise ugramadan 6nce izoelektrik noktalarma ve molekiiler agirliklarina gore
birbirlerinden ayrildiklar1 i¢in saptanabilmektedir. Bu sayede, asagidan yukari
proteomik, proteom profili olusturma, protein miktar tayini, protein modifikasyonu ve
protein-protein etkilesimlerinin saptama gibi birgok uygulamay1
gerceklestirebilmektedir [113-116].

Yukaridan asagiya (Top-down) proteomik, karakterizasyon i¢in  peptit
fragmentlerinden yararlanan asagidan yukariya proteomikin aksine bozulmamis
proteinlerin karakterizasyonunu gergeklestirmektedir. Bozulmamais proteinler iyonize
edilir ve gaz fazinda MS'de parcalanir; boylece hem protein hem de parcalanmis peptit

iyonlarinin kiitleleri bu yaklasimla belirlenebilmektedir. Yukaridan asagiya proteomik,
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asagidan yukariya proteomikle kiyaslandiginda post-translasyonel modifikasyonlarin
belirlenmesi agisindan biiyiik bir avantaj saglamaktadir ve ayrica proteinin aminoasit
dizisini ortaya ¢ikarmayi1 saglamaktadir. Bozulmamis proteinler kullanilmasinin, gaz
fazindaki protein iyonizasyonu ve protein pargalanmasinin biiyiik zorluklar
baridirmas gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ozellikle de biiyiik boyutlu proteinleri
bulunduran karigimlar icin, proteinlerin verimli bir sekilde ayrilmasi ve karakterize

edilmesi daha da zorlasmaktadir [115, 117-119].

Son zamanlarda, giderek daha fazla popiilerlik kazanan baska bir teknik daha
kullanilmaya baglamistir. Yukaridan asagiya ve asagidan yukariya proteomik
tekniklerinin bir karisimi olarak ortaya ¢ikan orta-asagi proteomik (middle-down)
olarak  adlandirilmaktadir. Histon proteinleri iizerinde post-translasyonel
modifikasyonlarin lokalizasyonunun daha iyi gézlemlenmesi i¢in gelistirilen bu teknik,
genellikle Lys-C veya Glu-C gibi endoproteazlar kullanilarak sinirl sindirim yoluyla
daha biiylik peptit fragmanlarn iiretmeye dayanmaktadir. Asagidan yukar: tekniginde
elde edilenlerden fragmentlere (5-15 kDa) kiyasla boyut olarak ¢ok daha biiyiik
fragmentler (50 kDa) elde edilerek gercgeklestirilmektedir. Boylece bozulmamis
protein iyonizasyonu ve par¢alanma problemi bu yaklasimla asilmaktadir. Hem
yukaridan asagtya hem de ortadan asagiya proteomik, proteinler iizerinde farkli post-
translasyonel modifikasyonlarin bagarili bir sekilde karakterize edilmesini daha

basarili sekilde saglamaktadir [120, 121].

Yu ve dig. (2011)’de Puccinellia tenuiflora ile tuzlu kosullar altinda
gerceklestirdikleri ¢alismalarda 2-DE teknigini kullanilmistir. 107 spot igerisinde 93
farkli protein elde etmistir. Bu proteinler esas olarak fotosentez, stres ve savunma
yaniti, karbonhidrat ve enerji metabolizmasi, protein metabolizmasi, sinyalizasyon ve
membran tagimimiyla ilgilidir. Proteinlerin identifikasyonu i¢in MS/MS ve ESI-Q-
TOF MS teknikleri kullanilmig ve veri tabanlarinda analiz edilmistir [122].

Yu ve dig. (2013)’de 50 giinliik Puccinellia tenuiflora fidelerine 7 giin boyunca 38mM
ve 95mM Na2COzalkali tuz stresi uyguladiklari ¢alismada 2-DE teknigini kullanmustir.
MS/MS teknigiyle identifikasyonun ardindan mascot veritabininda analiz
gerceklestirilmis ve 43 farkli protein elde etmistir. Bu proteinler, fotosentez, stres

yanit1 ve savunma mekanizmalari, karbonhidrat ve enerji metabolizmasi, amino asit
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metabolizmasi, transkripsiyon faktorleri, protein sentezi, protein katlanmasi ve

tasinmasi, ubikutinasyon, ile iliskili proteinler olarak belirlenmistirn[123].

Bar (2015)’de Puccinellia distance bitkisinde gergeklestirdigi ¢alismalarda 21 giin
boyunca (500 mg B/L) bor uygulamasina tabi tutulmustur. Proteinler LC/MS
teknigiyle sivi homojenatlar halinde incelenerek protein profilleri ve farkliliklari
incelenmistir. Yapilan analizler neticesinde 189 adet farkli protein elde etmistir.
Saptanan 189 proteinden 163 tanesinin ifadesinin arttigini, 26 tanesinin ise ifadesinin
azaldigimi belirlemistir. Belirlenen proteinlerden 3 tanesi hiperakiimiilasyon

mekanizmasinda rol aldig1 diisiiniilmektedir [124].

Sang ve dig. (2015)’de gergeklestirdikleri calismalarda bor toleransh Citrus
sinensis ve hassas Citrus grandis fidelerinde bor toksisitesinin yaprak protein
profilleri tizerindeki etkilerini karsilastirmak igin ilk olarak 2-DE teknigini
uygulamiglardir. Her iki narenciye tiirlinde de bor toksisitesi, antioksidasyon
ve detoksifikasyon ve proteoliz ile ilgili proteinlerin ifadesi arttirmistir. Protein
biyosentezinde yer alan proteinlerin ifadesini ise azaltmustir. Ozellikle C.sinensis’de
fotosentez ve enerji metabolizmasinda ki proteinlerin ifadesi ve buna bagl olarak
antioksidan protein miktarlarinda diisik ifade goézlenmistir. Proteinlerin
identifikasyonu MALDI-TOF / TOF-MS teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir
[125].

Wang ve dig. (2010)’de gergeklestirdikleri ¢aligmalar1 bor noksanligina son derece
hassas Brassica napus  bitkisinde bor noksanlik  kosullari  olusturarak
gerceklestirmiglerdir. Protein profilleri iizerindeki etkilerini karsilastirmak igin ilk
olarak 2-DE teknigini uygulamiglardir. 45 adet farkli protein spotu elde etmisler ve
bunlarin 35 tanesinde protein ifadesinin arttigini 10 tanesinde ise protein ifadesinin
azaldigin1 belirlemislerdir. Proteinlerin identifikasyonuun 31 tanesi MALDI-
TOF/TOF-MS’le 14 tanesi ise LTQ-ESI-MS/ MS teknigi kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Degisiklikler  6zellikle antioksdan ve  detoksifikasyon

mekanizmalarinda gergeklesmistir [126].

Li ve dig. (2017)’de gerceklestirdikleri calismalarda tuz stresine karsi direngli bir tiir
olan Carex rigescens bitkisinin yaprak ve koklerinden 12 saatlik tuz uygulamasi
sonucu gerceklestirilmistir. Protein profillerindeki degisen etkileri saptamak

icin ITRAQ teknigini uygulamislar ve 9258 adet farkli protein elde etmislerdir. Bu
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proteinlerin 726 tanesini ifadesi artarken ve 1209 tanesinin ifadesi azalmistir. Yani
1893 protein, tuz stresi uygulamasindan sonra farkli sekilde ifade gostermistir.
Yaprakta 897 kokte ise 900 adet diger bolgelerde ifade edilmeyen protein saptanmustir.
En ¢ok degisiklik gostren proteinler karbonhidrat ve enerji metabolizmasi, fotosentez
ve elektron tagima zinciri, sinyal algilama ve iletimi, protein sentezi ve stres savunma
yanitinda yer alan proteinler oldugu gosterilmistir. Proteinlerin tanimlanmasi Sivi

kromatografi kiitle spektrometresi (LC — MS / MS) analiziyle gergeklestirilmistir [127].

Bu tez ¢alismasinda farkli dozlarda bor ve tuz kombine noksanlik/stres uygulama
kosullarinda yetistirilen Puccinellia distans bitkilerinde her bir doz igin 3’er tekrarli
olarak 2-DE caligmalar1 gergeklestirilmistir. Yapilan caligmalar neticesinde ifade
farkliliklar1 belirlenmistir. Ifade farklilig1 gdsteren spotlar LIBS teknigiyle incelenmis
ve metal iyonlarina ait emisyon saptanan spotlar es zamanl yiriitilmiis tekrar
jellerinden  kesilerek MALDI-TOF analiziyle proteinlerin  Kkarakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler MASCOT veri tabaninda analiz edilerek

proteinlerin identifikasyonu gerceklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. KULLANILAN YONTEMLER

3.1.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Puccinellia distans (Jacq.) parl. tohumlar1 Eskisehir Kirka’ da bulunan bor
madenlerinde dogal olarak yetisen bir popiilasyondan toplanmistir. Toplanan
tohumlardan bitkilerin yetistirilmesi Selguk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Toprak
Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
Tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in ilk olarak %5°lik sodyum hipoklorit soliisyonu
icerisinde 10 dakika karistirilmasinin ardindan 5 kez steril distile su ile yikanmustir.
Cimlendirilen tohumlar 1/5 Hoagland besin soliisyonu icerisine 1,86 mg L™ H3BO3
ilave edilerek hidrofonik kiiltiirde biiyiitiilmiistiir. Gelisme siireleri boyunca yaklagik
22 derece sicaklik %45-55 nem ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyotunda
yetistirilmistir. 2 haftalik fideler noksanlik/BO (OuM), kontrol/B1 (30uM) ve yiiksek
seviyede/B2 (4mM) olmak iizere 3 farkli uygulanan bor dozu Tablo 3.1°de
gosterilmistir. Bor uygulamalariyla es zamanli olarak NaCl uygulamasi baslatilmistir.
Noksanlik/TO (0mM), kontrol/T1 (100mM), yiikksek tuz/T2 (250mM) NaCl
uygulamiSina maruz birakilmistir. 30 giiniin ardindan bitkiler hasat edilerek -80°C ‘de

analizler gergeklestirilene kadar saklanmistir.

Tablo 3.1 Bor ve Tuz Uygulamalarimin Konsantrasyonlari

B0 (0 uM Bor) +

TO (OmM NaCl)

B1 (30 uM Bor) +

TO (OmM NacCl)

B2 (4mM Bor) +

TO (0 mM NaCl)

B0 (0 uM Bor) +

T1 (100mM NaCl)

B1 (30 uM Bor) +

T1 (100mM NaCl)

B2 (4mM Bor) +

T1 (100 mM NaCl)

B0 (0 uM Bor) +

T2 (250mM NaCl)

B1 (30 uM Bor) +

T2 (250mM NaCl)

B2 (4mM Bor) +

T2 (250 mM NaCl)

3.1.2. Protein izolasyonu

Farkli miktarda tuz ve bor konsantrasyonlariyla muamele edilen ekstrem toleransl

Puccinellia distans bitkileri bor, tuz ve tuz-bor kombine stresinin translasyonel
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etkilerinin incelenmesi icin proteinleri izole edilmis ve izole edilen proteinlere iki

boyutlu jel elektroforezi metodu uygulanarak incelenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda bor ve tuz uygulanmis bitkilerden her bir doz i¢in 0,3 g bitki
Ornegi tartilmis ve 2 saat onceden -80 de bekletilmis soguk havanlarda sivi azot
yardimi ile toz hale getirilmistir. Orneklerin erimesi beklenmeden igerisinde %90
aseton- %10 trikloroasetik asit (TCA)- %0,07 B-Merkaptoetanol (2-met) i¢ceren 1,6 ml
soguk ezme tamponu eklenerek homojenize edilmistir. Elde edilen homojenantlar 2
ml hacimli santrifijj tiiplerine alinarak -20°C’ de 1 saat bekletilmistir. Bu 1 saat
igerisinde her 15 dakikada bir olmak {izere 3 kez tiipler ters-diiz edilmis ve tamponun
tiim orneklerle muamelesi saglanmistir. 1 saatin dolmasinin ardindan 6rnekler +4°C’
de 15.000 rcf’ de (goreceli santrifiij kuvveti) 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
pipet yardimu ile g¢ekilerek uzaklastirilmis ve kalan pellet %90 aseton %0,07 2-met
iceren soguk saflastirma tamponu ile karistirilarak iyice c¢oziinmesi saglanmistir.
Pelletin tamamen ¢6ziinmesinin ardindan 6rnekler 15 dakikada bir ters-diiz edilmek
lizere -20°C” de bekletilmistir. Ornekler 1 saatin ardindan yeniden 4°C” de 15.000
rcf’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Saflagtirma islemi 3 tez tekrarlandiktan sonra
pelletin yesil rengini kaybettigi goOriilmiistiir. Renk pigmentlerinden arindirilan
pelletler Eppendorf Concentrator Plus cihazinda 25 dakika oda sicakliginda santrifiij
tiiplerinin kapaklar1 delinerek kurumaya birakilmiglardir. Elde edilen toz protein
pelletleri  tartilarak ~ BioRad  ReadyPrep  Rehidrasyon/Protein ~ Cdzme
(Rehydration/Sample) tamponuyla her 10 mg i¢in 600 upL olacak sekilde
karistirllmistir. Karisim proteinlerin ¢ozlinmesi i¢in oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmis ve siirenin sonunda oda sicakliginda 15.000 rcf’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiyj tliplerinden slipernatantlar pipet yardimiyla yeni tiiplere alinmis

ve etiketlenerek -20°C’de saklanmistir [128-130].

3.1.3. Proteinlerin Saflastirilmasi

Izole edilen proteinlerin iki boyutlu jel elektroforezinde kullanilir hale getirilmesi igin
BioRad ReadyPrep™ 2-D CleanUp (saflastirma) Kiti kullanilmistir. Bu islem icin her
bir protein Orneginin igerisinden 100 pL alinarak yeni tiiplere transfer edilmis ve
iizerlerine 300 pL ¢okeltme ajani I (precipitation agent) eklenmistir. Ornekler pipetaj
yapilarak nazikce karistirildiktan sonra 15 dakika boyunca buzda inkiibe edilmistir.

Daha sonra tiiplere 300 pL ¢coktiirme ajan II (precipitating agent) eklenmis ve yeniden
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pipetaj yapilarak karismasi saglanmistir. Ornekler 15.000 rcf’de 5 dakika santrifiij
edilmis ve siipernatant mikropipet yardimiyla dikkatlice gekilerek uzaklastirilir.
Orneklerin tamamiyla saflasmasi igin bu islem bir kez daha tekrarlanir. Tamponlarin
kalintilarindan kurtulmak icin pelletin iizerine 40-50 pL yikama soliisyonu (wash
reagent) eklenmis ve pipetaj yardimiyla pelletin ¢éziinmesi saglanmistir. 15.000 rcf’de
5 dakika santrifiij edilmis ve pipet yardimiyla siipernatant dikkatlice cekilerek
uzaklastirilmistir. Elde edilen pelletlerin iizerine 25 uL Bio-Rad ultra saf (NANOpure)

su eklenerek ¢oziindiriilmistiir [131, 132].

Izolasyonun tamamlanmasinin ardindan pelletin tamamiyla ¢dziindiiriilmesi biiyiik
onem arz etmektedir. Biitiin pelletin ¢ozlindiiriilememesi elde edilecek olan spot
sayisini direkt olarak etkiledigi i¢in bu asama ¢ok énemlidir. 2-D elektroforezinde ilk
adim izoelektrik odaklama oldugu i¢in ¢6ziicii tampon igerisinde proteinlerin yiiklerini
degistirecek kimyasallardan kaginilmasi gerekmektedir. Tampon igerisinde iyon
iceren deterjanlardan kaginmali ve noniyonik deterjenlar kullanilmalidir. Proteinlerin
¢ozelti igerisinde birbirleriyle etkileserek olusturabilecekleri kovalent baglar
engellenmeli ve proteinleri ¢oziinmiis halde tutabilmeli yeniden katlanip kompleks
yapilar olusturmalar1 engellenmelidir. Ayrica ortamda bulunabilecek olan proteaz
aktivitelerinden korumalidir. Calismalarimizda saflastirma asamalarinin ardindan
proteinlerin ¢dziilmesi icin, Bio-Rad ReadyPrep Rehidrasyon/Protein Cézme
(Rehydration/Sample) tamponu (8 M iire, %2 CHAPS, 50 mM DTT, % 0,2 pH 3-10

amfolit ve eser miktarda bromofenol mavisi) kullanilmistir [133].

3.1.4. Bradford Protein Miktar Tayini Yontemi

Protein konsantrasyonlarmin tayin edilmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmastir.
Bradford olduk¢a yaygin olarak kullanilan ve hassas okuma Ol¢egine sahip bir
metottur. Proteinlerin yapitagi olan aminoasitlerin asidik ve bazik {initeleriyle

etkilesmesiyle meydana gelen renk degisimleriyle tayin edilmektedir [134].

Protein konsantrasyonlarinin tayini i¢in, lug/ul BSA (Bovine Serum Albumin)

stokundan artan dozlarda  hazirlanan standartlardan elde edilen

absorbans/konsantrasyon degerlerine gore standart egri grafigi ¢izilmektedir. Deneyler

96 kuyucuklu petri lizerinde gerceklestirilmis ve standart olusturulurken en az 2

tekrarli olacak sekilde 1 pg/ul, 2 pg/ul, 3 pg/ul, 4 pg/ul ve 5 pg/ul BSA kuyucuklar

icerisine duvarlara bulasmasindan kagimilacak sekilde yerlestirilmistir. Ornekler de
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yine en az 2 tekrarli olacak sekilde kuyucuklar icerisine yerlestirilmistir. Olusturulan
standartlar ve protein orneklerinin iizerine her kuyucuk igerisinde 200 pl olacak
sekilde Bradford soliisyonu ilave edilmistir. Renk olusumunun tamamlanmasi i¢in 10
dakika karanlikta bekletilmis ve Ornekler 595 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucuda (iMark™ Microplate Absorbance Reader) okutulmus ve elde edilen veriler
neticesinde bir standart egri olusturularak proteinlerimizin konsantrasyon miktarlari
elde edilmistir [134, 135].

3.1.5. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

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

SDS jel elektroforezi proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini temel alan
bir tekniktir. SDS proteinlerin igerisindeki aminoasitlere baglanarak onlar1 negatif yiik
ile yiikler ve proteinlerin yiiklerinin 6nemsiz hale gelerek sadece molekiiler
agirliklarina gore jelde dagilim gostermelerini hedeflemektedir. Jel akrilamid ve bis
akrilamid  monomerlerinin  ¢apraz  baglarla  polimerizasyonu  sonucunda
gerceklesmektedir. Polimerizasyonun ger¢eklesmesinde TEMED katalizér APS
(Amonyum persiilfat) baslatict molekiil olarak gorev yapmaktadir [136].

Konsantrasyonlar1 belirlenen protein 6rnekleri, 6rnek kalitesinin belirlenebilmesi igin
ilk olarak %12’lik SDS poliakrilamid jellerde yiiriitiilmiistiir. Konsantrasyonlarinin
esitlenmesi i¢in her bir kuyuda 60 pg protein olacak sekilde 4X Laemmli ile 1:3
oraninda karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler 95°C' de 5 dakika bekletilir.
Bu islemin amac1 sicaklik etkisiyle hidrojen baglarinin kirilarak proteinlerin ikincil ve
ticiinclil yapilarinin bozulmasidir. DDT ve B-Merkaptoetanol proteinlerin siilfit
baglarina etki ederek yapilarinin bozulmasina sebep olmaktadir. 5 dakikalik siirenin
ardindan &rnekler oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Orneklerin oda sicakligina
gelmesinin ardindan yiirlime tamponunun igerisine batirilmis olan jellerin igerisine
yiikleme yapilmistir. Yiiklemenin tamamlanmasinin ardindan sistem ylirlime islemi
icin hazirlanarak 120 V akimda 90 dakika ylirlimesi saglanmigtir. Daha sonra jeller
sistemden ¢ikartilarak 2 saat fiksasyon soliisyonu igerisinde inkiibe edilmistir. 2 saatin
sonunda jeller 20 dakikada bir yeni distile su eklenerek 1 saat boyunca yikanmis ve
ardindan commasie parlak mavisi G-250 sollisyonunda bekletilmistir. Jellerin

boyanmasinin ardindan protein Ornekleri konsantrasyon ve bant keskinleri
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karsilastirilmistir. Esit goriintii vermeyen 6rneklerin Bradford analizi tekrarlanmis ve

yeniden SDS poliakrilamid jelde yiiriitilmistiir [136, 137].

3.1.6. iki Boyutlu Jel Elektroforezi

3.1.6.1. Protein Orneklerinin Izoelektrik Odaklanmalar

Proteinlerin izoelektrik odaklamalar1 i¢in 17 cm’lik Bio-rad marka ReadyStrip™ IPG
Stripler kullanilmistir. IPG stripler uzun siire saklanabilmesi i¢in inaktif halde temin
edilmistir. Yeniden aktif hale gelmesi i¢in 12 saatlik rehidrasyon iglemine maruz
birakilmistir. Suyunu yeniden kazanmasiyla aktiflesen striplerin porlari yeniden
olusarak proteinlerin yiiriiyebilmesi i¢in uygun ortam olugmaktadir. Protein 6rnekleri
Bio-Rad ReadyPrep Rehidrasyon/Protein Cozme tamponu ile karigtirilarak 300 pl
icerisinde 405 ng protein olacak sekilde hazirlanmistir. Ornekler elektrotlarin iki ucuna
cok fazla yaklagsmayacak sekilde odaklama tepsisine (focusing tray) kanalin tek bir
duvarindan dagitilir. Daha sonra IPG strip forseps yardimiyla 6rnegin iizerine jel kismi
alta bakacak sekilde yerlestirilmistir. Striplerin {izeri buharlasmay1 6nlemek amaciyla
mineral yagi ile kaplanmistir. Rehidrasyon islemi 20°C’de 50 volt sabit akim
icerisinde 12 saat boyunca yapilmistir. Rehidrasyonun ardindan elektrotlarin {izerine

elektrot kagitlar yerlestirilerek proteinlerin yiiriimesi baglatilmistir.

Yiirimenin bitmesinin ardindan IPG stripler forseps yarimiyla yikama tepsisine
alinarak mineral yaginin fazlasindan kurtulmak i¢in 1 kez ultra saf suyla yikanmistir.
Yikamanin ardindan stripler bagka bir kuyuya alinarak iizerine 6 ml dengeleme
tamponu (equilibrium buffer 1) 1 ilave edilerek karanlikta 15 dakika boyunca
tamponun her yere esit dagilabilmesi i¢in calkalanmasi saglanmistir. 15 dakikanin
ardindan stripler baska bir kuyuya alinarak tizerlerine 6 ml dengeleme tamponu
(equilibrium buffer 11) 2 ilave edilir ve yeniden karanlikta 15 dakika ¢alkalanmasi
saglanmistir. Bu siirenin ardindan Ornekler 2. Boyut elektroforez i¢in hazir hale

gelmistir [108].

3.1.6.2. Proteinlerin 2. Boyut Elektroforezinde Molekiiler Agiwrligina Gore
Ayirilmasi

Proteinlerin molekiiler agirligina gore ayrilmasit %12’lik SDS PAGE jeli kullanilarak
gerceklestirilmistir. Jeli tamamen polimerlesmesi i¢in en az 2,5 saat bekletilmis daha

uzun siire beklemesi gereken jeller ise kurumamasi i¢in distile su igerisinde 4°C’de
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bekletilmistir. Jellerin dokiilmesinin ardindan {izeri izopropanol ile kaplanarak jelin

hava ile temasi kesilmistir.

Izoelektrik odaklamas1 gerceklesen stripler %12°lik SDS PAGE jel iizerine yatirilarak
tizeri yaklasgik 2 mL Biorad marka overlay agaroz ile kaplanir. Overlay agaroz
icerisindeki brumofenol mavisi sayesinde olusan takip boyasi jelin yliriime durumu
hakkinda 6nemli bir belirte¢ olmaktadir. Agarozun yeniden polimerlesmesinin
ardindan sistem igerisine 1x yiirlime tamponu ilave edilerek sistem ¢alismaya hazir
hale getirilir. SDS ile negatif yiikle yiiklenen 6rnekler, elektrik akimi sayesinde pozitif
yiiklii uca dogru hareket etmektedirler. Yiiklenen 6rnekler, Biorad marka PROTEAN®
I1 xi Cell cihazi kullanilarak ikinci boyut ayrisimi gergeklestirilmektedir. Gii¢ kaynagi
olarak ise BioRad PowerPac HC kullanilmis ve 6rnekler 30 dakika 30 mA daha sonra
6 saat 4 mA sabit akimda yiiriitiilmiistiir. Ikinci boyut ayrisiminin tamamlanmasinin
ardindan ornekler 2 saat fiksasyon soliisyonunun igerisinde bekletilmistir. Fiksasyon
isleminin ardindan jeller boyama soliisyonunun igerisine alinarak protein spotlarinin
belirginlesmesi i¢in 2 giin siireyle 20 rpm hizda orbital c¢alkalayici icerisinde inkiibe

edilmistir.

3.1.6.3. 2-D Jellerin Analizi ve Spotlarin Kesilmesi

Boyadan cikartilan jeller fazla boyadan arindirmak amaciyla 30 dakika distile su
icerisinde bekletildikten sonra Biorad marka ChemiDoc™ MP Imaging System
yardimiyla beyaz 151k altinda goriintiilenmistir. Kaydedilen gortintiiler PDQuest
Advanced analiz programi ile gergeklestirilmistir. Her bir kondisyon kontroller ile
karsilagtirilarak proteinlerin anlatim dereceleri protein spotlarinin artip azalmasina
bagli olarak belirlenmistir. Artig veya azaliglart anlamli olarak degerlendirilen spotlar
analiz i¢in, steril pipet ucu yardimiyla jelden kesilerek steril bir mikro santrifiij tiipiine
alimmistir. Mikro santrifiij tlip i¢erisine 1:1 oraninda asetonitril ile karigtirtlmis 100
mM amonyum Bicarbonat soliisyonundan 100 pl eklenerek jelin igerisindeki boyanin
temizlenmesi i¢in yarim saat orbital c¢alkalayicida birakilmistir. Jelin boyadan
tamamen arindirilmasi i¢in lizerine 500 pl asetonitril ilave edilir ve jel tamamen
beyazlasana kadar bekletilmistir. Tamamen beyazlasmis olan jel yeni mikro santirifiij
tiipline alinarak {izerine spotun biiytikliigline bagl olarak 56-70 pl tripsin tamponu
ilave edilip jelin igine islemesi igin 2 saat boyunca buzdolabinda inkiibe edilir. Iki

saatin sonunda Ornekler buzdolabindan cikartilarak 37°C’de gece boyu inkiibe
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edilmistir. Ertesi giin o6rneklerin igerisine 1:2 oraninda karistirilmis 5%’lik formik
asit/asetonitril karisimi ilave edilip 15 dakika daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan Ornekler Eppendorf Concentrator Plus cihazinda vakum yardimiyla
konsantre edilerek kurutulmustur. Kurutulan spotlarin analizleri Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Anabilim Dali1 Tibbi Biyoloji Boliimii DEKART
Proteomik Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir [138, 139]. Calisma kapsaminda her

ornege ait 2’ser jel hazirlanmastir.

3.1.6.4. Zip-Tip

Proteinlerin saflagtirtlmasi i¢in Zip-tip® Millipore ™ temizleme uglar1 asagida tarif
edilen protokole gore kullanilmistir. Uglar ilk 6nce %100 asetonitiril ile iki defa
islatilmistir. %100°1ik acetonitril uzaklastirildiktan sonra %70°lik acetonitril igeren
1slatma soliisyonu ile 2 kez yikanmistir. Sonraki asamada ise %3 asetonitril ve %0,1
trifloroasetik asit igeren dengeleme soliisyonu ile muamele edilmistir. 10 ul protein
ornegi Zip Tip pipet kolonlarina ¢ekilerek 15-20 kez pipetaj yapilmis ve kolondaki
proteinlerin tuzdan arindirilmasi i¢in %5 metanol + %0,1 trifloroasetik asit igeren
yikama soliisyonu ile yikanmistir. 10 pl protein karisimi temiz bir tiipe aktarilarak
tizerine %60 acetonitril ve %0,1 trifloroasetik asit iceren eliisyon soliisyonu ile eliit
edilmistir. Ornekler Eppendorf Concentrator Plus cihazinda vakum yardimiyla

konsantre edilerek kurutulmustur [140].

3.1.7. MALDI TOF-TOF Analizi

Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) teknigi 1985 yilinda Franz
Hillenkamp, Michael Karas yaptigi ¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikmistir ve lazer
enerjisini absorbe ederek iyonizasyon olusturma mantigina dayanmaktadir. Matris
destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu geleneksel yontemlerle iyonize edilmesinde
zorluk yasanan biyomolekiillerin ve biiyiik organik bilesiklerin analizi i¢in biiyiik bir
imkan saglamaktadir. Kullanilan matriks analiz edilecek 6rneklerin birbirinden ayri
durmasini saglarken ayni zamanda birbirleriyle yeniden etkilesimde bulunmalarim
engellemektedir. Iyonize olan molekiillerin ugus zamanli kiitle analizatdrleri sayesinde
toplanarak detektor yardimiyla molekiiler agirliklarina ve yiiklerine gore analiz
edilmektedir [141, 142].

Peptit kiitle tayini icin MALDI-TOF o6lgiimleri, 5800 AbSciex MALDI-TOF / TOF
Proteomik Analiz Cihazinda gergeklestirilmistir. MASCOT veri tabanindan (Matrix
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Science., Boston, ABD) elde edilen veriler 1s18inda ProteinPilot 4.5 Beta (AB SCIEX)
programinda proteinlerin dizileri kiitle/yiik (m/z) oranlar1 kullanilarak gerceklestirilen

analizler neticesinde saptanmuistir.

Laz& Peptitiyonlan  (+) (+)— . L*J
(4] 5’__ _.,\,“.:. s

Hedef Matriks/Ornek

TOF-Analizorii Dedektor

Yansima

Dedektor

Sekil 3.1 MALDI TOF-TOF Analizinin Sematik Olarak Gosterimi[143]

3.1.8. Lazer Kaynakh Plazma Spektroskopisi (LIBS)

LIBS teknigi, O6rnek yiizeyi lizerinde diisiik enerjili lazer darbeleri yardimiyla
plazmalar elde edilmesini ve bu plazma buharinin analizini icermektedir. Teknik
ozellikle metallerin ve metal alasimlarinin analizi i¢in son yillarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde arkeoloji, ev esyalari, mermerler, camlar,
miicevherler, cesitli pigmentler, madeni paralar ve biyomateryallerin analizlerinde
kullanilmaktadir. Ornek icerisinde bulunan gesitli eser elementlerin dahi kantitatif

tayini ve metaliirjik teknolojileri hakkinda detayl bilgiler vermektedir [144].
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Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Kimya Béliimii Lazer Plazma ve Optik
Spektreskopi laboratuvarinda Lazer Kaynakli Plazma Spektroskopisi (LIBS) teknigi
kullanilarak poliakrilamid jellerin igerisindeki protein spotlari analiz edilmistir.
Kombine stres kosullar1 altinda ifade farklilig1 gosteren protein spotlarinin igerisinde
bor elementine ait emisyonlarin bulunmasi amaglanmistir. Diisiik enerjili lazer 1sinlar
kullanilarak bor elemintinin saptanmasi i¢in 249 nm’de Sl¢iimler gerceklestirilmigtir

[145, 146].

3.1.9. istatistiksel Analiz
Farkli kondisyonlara ait 2DE’inden elde edilen jellerin goriintiileri PDQuest™ yazilim
araci ile normalize edilmis, istatistiksel analizler ve spotlarin ifade miktarlarinin

belirlenmesi PDQuest™ (Bio-rad ABD) yazilim araci kullanilarak yapilmistir[147].

Jeller tlizerinde yapilan analizler sonucu elde edilen protein miktar degisimlerinin
grafikleri GraphPad Prism 8 programi yardimiyla ¢izilmistir. Yine elde edilen protein
degerlerinin karsilagtirilmasi igin, tek yonlii varyans Analizi (ANOVA) yapilmistir
[148].
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4. SONUCLAR

4.1. BOR VE TUZ STRES DENEMELERINDE BiTKI GELISIMLERINE AiT
SONUCLAR

P. distans bitkileri ¢imlenme asamasinin ardindan 15 giin siireyle biiyiitiilmiis ve bu
siirenin ardindan 2 haftalik fideler noksanlik/BO (OuM), kontrol/B1 (30u) ve yiiksek
seviyede/B2 (4mM) olmak iizere 3 farkli bor dozu uygulanmistir. Bor uygulamalariyla
es zamanli olarak NaCl uygulamasi da baslatilmistir. Noksanlik/TO (OmM), kontrol/T1
(100mM), yiiksek tuz/T2 (250mM) NaCl uygulamasina 30 giin siireyle maruz
birakilmistir. 30 giin bor ve tuz kombine stres uygulamasiin ardindan bitkilerin
fiziksel gelisim ve kuru agirliklar1 baz alinarak yapilan gozlemler sonucunda BO
setinde artan tuz uygulamasina karst direncin diger kondisyonlara kiyasla azalma
gosterdigi, B2 setinde ise artan tuz uygulamasina karsit diren¢ kontrol bitkilerine
kiyasla artis gostermistir. Tiim T setlerinde en yiiksek kuru agirlik gésteren kondiisyon
B2 olarak bulunmustur. En yiiksek kuru agirlik ve fiziksel gelisime ise B2T0 dozunda

ulastlmistir.

4.2. iKi BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZ ANALIZINE AIT SONUCLAR

Farkli konsantrasyonlarda bor ve tuz uygulanan Puccinellia distans bitkilerinde iki
boyutlu jel elektroforezi sonucunda jeller PDQuest™ (Bio-rad ABD) yazilim araciyla
analiz edilmis ve normalizasyon sonrasinda 9 jel lizerinde toplam 2088 protein spotu
saptanmigtir. En ¢ok protein spotuna 282 spot ile Bor ve tuz noksanlik kondisyonuna
ait jelde saptanmistir. En az protein spotu ise B noksanlik ve yiiksek tuz
konsantrasyonuna maruz kalan bitkilerden elde edilen protein jellerinde saptanmistir.
Jellerin spot sayilarina ait detayli bilgiler Tablo 4.1°de verilmistir. Tiim kondisyonlara
ait jellerin goriintiileri ise Sekil 4.1-Sekil 4.3’te verilmistir. Saptanan 2088 spot
arasindan bor konsantrasyonundaki degisimler baz alinarak PDQuest Advanced
programi ile analiz edilmis ve istatistiksel olarak anlamli artis veya azalig gosteren 28

spot belirlenmistir.
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Tablo 4.1 Jellerde Elde Edilen Spot Sayilari

ORNEKLER JELLERDE SAPTANAN SPOT SAYILARI
BOTO 282
BOT1 237
BOT2 179
B1TO 270
B1T1 266
B1T2 195
B2T0 180
B2T1 246
B2T2 233
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Sekil 4.1 Bor Noksanlik Kosullarinda Farkli Konsantrasyonlarda Tuz Uygulanan P. distans Bitkilerinden Izole Edilen Proteinlere Ait ki
Boyutlu Jel Elektroforez Gériintiisii (A. BOTO, B. BOT1, C. B0T2)
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Sekil 4.2 Optimum Bor Iceren Kosullarda Farkli Konsantrasyonlarda Tuz Uygulanan P. distans Bitkilerinden izole Edilen Proteinlere
Ait iki Boyutlu Jel Elektroforez Gériintiisii (A. BIT0, B. BIT1, C. BI1T2)
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Sekil 4.3 Yiiksek Bor iceren Kosullarda Farkh Konsantrasyonlarda Tuz Uygulanan P. distans Bitkilerinden izole Edilen Proteinlere Ait
Iki Boyutlu Jel Elektroforez Goriintiisii (A. B2T0, B. B2T1, C. B2T2)
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Farkli konsantrasyonlarda bor ve tuz uygulanan Puccinellia distans bitkilerinde iki
boyutlu jel elektroforezi sonucunda jellerden elde edilen spotlar gosterilmistir.
Degisen bor konsantrasyonuna bagli olarak anlamli artis ve azalis gosterdigi belirlenen

28 spot secilmistir.

4.3. LAZER KAYNAKLI PLAZMA SPEKTROSKOPISI (LIBS) ANALIZINE
AIT SONUCLAR

Farkli konsantrasyonlarda stres uygulanan P. distans bitkilerinin iki boyutlu jel
elektroforez sonuglara gore ifade farkliligi gosterdikleri belirlenen 28 adet protein
spotu, izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Kimya Béliimii Lazer Plazma ve Optik
Spektroskopi Laboratuvarinda LIBS teknigi ile analiz edilmistir. Jellerden kesilen
protein spotlarinin igerisinde bulunan proteinlerin metal iyonlariyla olan etkilesimleri
incelenmistir. Bu incelemeler 15181nda segilen 28 spottan 17 tanesinin yiizeyinde metal

iyonlarina ait emisyonlar saptanmis ve ¢alismalara bu spotlarla devam edilmistir [149].

Bor ve tuz stresinin uygulandig1 Puccinellia distans bitkilerinde yapilan iki boyutlu jel
elektroforezi sonucunda elde edilen jellerden kesilen spotlara LIBS tekniginin

uygulanmasinin ardindan, bor iligkili 17 adet spot se¢ilmistir.

4.4. SECILEN PROTEIN SPOTLARININ PROTEOMIK ANALIZLERINE
AIT SONUCLAR

LIBS analizinden elde edilen protein spotlarinin tanimlanmasi i¢in jellerin es zamanl
ylriitiilmiis 2. tekrarlarindan ayni spotlar kesilerek saflastirilmis ve MALDI-TOF
analizleri yapilmistir. Segilen protein spotlarinin kontrol grubuna (B1T1) gore farkli
konsantrasyonlarda bor ve tuz stresine maruz birakilan Orneklerindeki ifade
degisimleri ve protein veri tabanlarindan eslestikleri proteinlere ait veriler Tablo

4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2 LIBS Analizine Gore Secilen Protein Spotlarinin ifade Diizeylerindeki Degisimler ve Eslestikleri Proteinler

Protein
Spot | Aksesyon . y . . .
Kiitlesi Proteinler Islev Lokalizasyon | BOTO | B1TO | B2TO | BOT1 | BAT1" | B2T1 | BOT2 | B1T2 | B2T2 | Organizma
No Numarasi
(kDa)
Cinko Parmak ]
F Transkripsyon .
1 Q7F8R0 31133 CCCH Motifi ol Nukleus 0,79 | 057 | 0,48 1,1 1 199 | 092 | 148 | 1,97 O. sativa
. aktori
Igeren Protein 14
. Ubikuitinasyon _
2 Q9FZK1 52788 F-Box Protein 6 Nukleus 3,98 491 3,45 34 1 4,22 2,65 3,33 4,26 A. thaliana
ve Stres Yaniti
Ribulaz Bifosfat
Fotosentez Nelumbo
3 Q05800 43889 Karboksilat Biiyiik Kloroplast 152 | 2,87 | 1,73 | 1,67 1 093 | 057 | 1,25 | 0,36
o Mekanizmast lutea
Alt Birimi
Peptidil-Prolil Cis / o
. Spinacia
4 P82536 4879 Trans Izomeraz Sapreon Protein Kloroplast 1,01 0,82 0,91 0,64 1 1,49 0,91 1,35 0,84 |
oleracea
TPL20
. . Antioksidan . . .
5 Q9SDD6 20861 Peroksiredoksin 2-F Akdivi Mitokondri 1,49 1,23 1,18 1,26 1 1,92 1,42 1,18 | 0,57 O. sativa
tivite
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Protein
Spot | Aksesyon . . ) . .
Kiitlesi Proteinler Islev Lokalizasyon | BOTO | B1TO | B2T0 | BOT1 | B1T1™ | B2T1 | BOT2 | B1T2 | B2T2 | Organizma
No Numarasi
(kDa)
Karotenoid 9-10 Aba Biyosentezi . .
6 065572 60869 . Sitoplazma 0,79 | 057 | 048 11 1 1,99 | 092 | 1,48 | 1,97 A. thaliana
Oksijenaz ve Stres Yaniti
Trioz-fosfat Enerji . Secale
7 P46226 26910 . . . Sitoplazma 057 | 1,24 | 155 | 0,75 1 1,36 | 0,89 | 0,92 | 0,54
izomeraz Sitozolik Metabolizmasi cereale
Oksijen Evolving Fotosentez .
8 Q00434 27253 . Kloroplast 0,74 | 112 1,01 | 0,93 1 103 | 0,71 | 0,82 | 0,76 | T. aestivum
Enhancer Protein 2 Mekanizmasi
TATA Baglayici . . .
9 Q8Wow4 22467 Protein 2 Protein Sentezi Niikleus 0,72 | 0,58 0,9 0,96 1 1,05 | 0,75 | 0,85 | 0,80 O. sativa
rotein
Rubisco Baglama
o Fotosentez .
10 P08823 57485 Proteini Alfa Alt Kloroplast 0,16 0,47 0,88 0,16 1 1,16 0,55 1,13 1,23 T. aestivum
. Mekanizmasi
Unitesi
Rubisco Baglama
o Fotosentez Secale
11 Q43831 53379 Proteini Beta Alt Kloroplast 0,19 | 0,79 0,6 0,24 1 091 | 0,34 | 1,07 0,4
Unitesi Mekanizmasi cereale
nitesi
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Protein
Spot | Aksesyon . . ) . .
Kiitlesi Proteinler Islev Lokalizasyon | BOTO | B1TO | B2T0 | BOT1 | B1T1™ | B2T1 | BOT2 | B1T2 | B2T2 | Organizma
No Numarasi
(kDa)
Ribuloz Bifosfat .
. Fotosentez Cucumis
12 Q01587 45681 Karboksilaz / Kloroplast 149 | 1,23 | 1,18 | 1,26 1 035 | 142 | 1,18 | 0,57 .
__ ’ Mekanizmasi sativus
Oksijenaz Aktivaz
Ribulaz Bifosfat
Fotosentez .
13 P26667 19120 Karboksilaz Kiigiik Kloroplast 0,38 | 0,44 | 048 | 047 1 0,49 | 058 | 0,81 | 0,46 | A.thaliana
L Mekanizmasi
Alt Birimi
) ) Antioksidan .
14 Q9ZP21 35878 Tiyoredoksin M Akdivit Kloroplast 0,94 | 0,57 1,18 1,04 1 1,23 | 0,37 1,59 1,97 | T. aestivum
ivite
15 P46226 26910 Trioz-fosfat Enerji Sitoplazma 0,42 | 0,96 1,56 | 0,86 1 1,48 | 1,19 1,14 | 0,72 Secale
izomeraz Sitozolik Metabolizmasi cereale
16 P26667 19405 Ribulaz Bifosfat Fotosentez Kloroplast 1,71 4,10 1,88 1,8 1 0,74 0,52 1,32 0,39 A. thaliana
Karboksilaz Kii¢iik Mekanizmasi
Alt Birimi
17 P85814 8930 Trioz-fosfat Enerji Sitoplazma 0,55 | 1,29 1,67 | 0,47 1 1,39 | 0,72 | 0,68 | 0,49 Platanus
izomeraz Sitozolik Metabolizmasi orientalis

*B1T1=Kontrol=1
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Segilen 17 spottan 14 tanesinin farkli proteinlere ait olduklar belirlenmistir. Spot 7,15
ve 17 ayni protein ile eslestikleri; spot 13 ve 16’nin da ayni proteinle eslestikleri

belirlenmistir.

4.4.1. Cinko Parmak CCCH Motifi Iceren Protein 14’e Ait Sonuclar

Spot 1 olarak analiz edilen protein spotunun Cinko Parmak CCCH Motifi igeren
Protein 14 ile eslestigi gortilmistiir. 2-D jel elektroforezi sonucunda elde edilen jellere
gore Cinko Parmak CCCH Motifi igeren Protein 14 proteinin ifade miktar1 tiim

deneme Orneklerinde degerlendirilmis olup, ifade farkliliklar1 Sekil 4.4’te verilmistir.

Bu spota ait en fazla ifade artis1 yliksek bor uygulanan 6rneklerde 100 mM ve 250 mM
NaCl uygulanan bitki 6rneklerinde gozlenirken B ve tuz noksanlik kosullarinda ve B
noksanlik ve yiiksek tuz uygulanan bitki 6rneklerinde kontroliin altinda ifade degerleri
belirlenmistir. Tuz noksanlig1 uygulanan bitkilerde bor konsantrasyonunun artigina
paralel olarak protein ifadesinde azalma tespit edilmistir. Optimum tuz
konsantrasyonu uygulanan TI1 yetistirme kosulunda ise bor konsantrasyon
noksanliginda dahi kontroliin {izerinde protein ifadesi saptanmis olup, B2T1
uygulamasinda en yiiksek protein ifadesi saptanmistir. Yiiksek konsantrasyonda tuz
uygulanan bitkilerin kombine stres konsantrasyonu olarak B noksanliginin
uygulandigr o6rneklerde kontrole gore protein ifadesinin azaldigi ancak B
konsantrasyonunun artisina paralel olarak secilen proteinin ifadesinde artis oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 4.4 Spot 1 olarak eslesen Cinko Parmak CCCH Motifi iceren Protein
14’1uin ifade degisimleri
4.4.2. F-Box Protein 6’ya Ait Sonuclar
Spot 2 olarak analiz edilen protein spotunun F-Box protein ile eslestigi goriilmiistiir.
Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar1 kontrol gurubu olan B1T1 grubuna
gore degerlendirilmis olup tiim muamelelerde protein ifadesinin arttig1 tespit edilmistir

(Sekil 4.5).

Tuz ve B noksanligi uygulanan bitkiler (BOTO) ve tuz noksanligi ve yiiksek B
konsantrasyonlarinda (B2TO0) stres kosulunda yetistirilen bitkilerde, spot 2 olarak
belirlenen proteinin ifadesinin kontrol 6rnelerine gore en az 3 kat artig gosterdikleri
tespit edilmistir. Optimum tuz konsantrasyonunun uygulandig: bitki orneklerinde B
konsantrasyonunun artigina paralelel olarak protein ifadesinde de artis gozlenmistir. B
noksanlik uygulanan bitki 6rneklerinde de spot 2 olarak eslesen F-box proteinin

ifadesinin kontrole gore 3.4 katlik bir artis gosterdigi gozlenmistir. Yiiksek tuz
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konsantrasyonun uygulandigr T2 bitkilerinde ise yine tiim muamelelerde protein
ifadesinin kontroliin iizerinde oldugu ve B konsantrasyonunun artigina paralel olarak

protein ifadesinin artis gosterdigi gozlenmistir.
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Sekil 4.5 Spot 2 olarak eslesen F-Box Protein 6’nin ifade degisimleri
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4.4.3. Ribulaz Bifosfat Karboksilat Biiyiik Alt Birimi’ne Ait Sonuclar

Spot 3 olarak analiz edilen protein spotunun Ribulaz Bifosfat Karboksilat Biiyiik Alt
Birimi proteini ile eslestigi gortilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade
farkliliklar1 kontrol grubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.6°da

verilmistir.

Kontrol grubuna gore en yiiksek protein ifadesi tuz noksanligi uygulanan B1TO
dozunda ve kontrole gore 2,87 katlhik bir artis ile tespit edilmistir. Yiksek
konsantrasyonda B ve tuz uygulanan B2T2 bitkilerinde ise kontrole gbre protein
ifadesinde anlamli bir azalma gozlenmistir (P<0.05). Tuz noksanligi uygulanan
bitkilerde, optimum bor konsantrasyonuna kiyasla Ribulaz Bifosfat Karboksilat
Biiyiik Alt Birimi proteinin ifadesinde kontrole gdre her iki stres etmeni agisindan
noksanlik uygulamasinda (BOTO) 1,52 B1TO dozunda 2,87 yiiksek konsantrasyonda B
kombinasyonu uygulanan bitki 6rneklerinde ise 1,73 katlik artis gdzlenmistir. Ribulaz
Bifosfat Karboksilat Biiylik Alt Birimi proteini sadece bor noksanligi (BOT1)
uygulanan 6rneklerde kontrole gore 1,67 kat bir atis gozlenirken yiliksek B uygulanan
bitki drneklerinde protein ifadesinin kontrol bitkilerine gore azaldig tespit edilmistir.
Yiiksek konsantrasyonda tuz stresine maruz birakilan bitkilerden sadece optimum B
konsantrasyonu ile kombine stres uygulanan bitki 6rneklerinde kontrole gore protein
ifadesinde artis saptanirken; B noksanlik ve yiiksek konsantrasyonda B uygulanan P.

distans bitkilerinde protein ifadelerinin kontrol grubuna gore azaldig1 gézlenmistir
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Sekil 4.6 Spot 3 olarak eslesen Ribulaz Bifosfat Karboksilat Biiyiik Alt
Birimi’nin ifade degisimleri
4.4.4. Peptidil-Prolil Cis / Trans izomeraz TPL20’ye Ait Sonuclar
Spot 4 olarak analiz edilen protein spotunun Peptidil-Prolil Cis / Trans Izomeraz
TPL20 proteini ile eslestigi goriilmiigtiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade
farkliliklar1 kontrol gurubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.7°de

verilmistir.

TO grubunda Peptidil-Prolil Cis / Trans izomeraz TPL20 proteinin ifadesinin B ve tuz
noksanlik uygulama grubunda kontrole es bir ifade belirlenmis olup B1TO ve B2T0
denemelerinde kontrole gore protein ifadesinde azalma meydana geldigi gézlenmistir.
Optimum tuz konsantrasyonu uygulandiginda ise Peptidil-Prolil Cis / Trans izomeraz
TPL20 proteininde bor noksanliginda kontrole goére protein ifadesinin azaldig1 ancak
yiiksek B konsantrasyonunda proteinin ifadesinin kontrole gore 1,49 kat arttigi
gosterilmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda stres uygulamasi yapilan bitkiler

arasinda ise sadece optimum B konsantrasyonu ile kombine stres uygulanan B1T2
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deneme grubundaki bitki drneklerinde protein ifadesinin kontrole gore 1,35 kat artig

gosterdigi belirlenmistir
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Sekil 4.7 Spot 4 olarak eslesen Peptidil-Prolil Cis / Trans izomeraz TPL20’nin
ifade degisimleri
4.4.5. Peroksiredoksin 2-F’e Ait Sonuglar
Spot 5 olarak analiz edilen protein spotunun Peroksiredoksin 2-F proteini ile eslestigi
goriilmiistiir. Tim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar: kontrol gurubu olan
BI1T1 grubuna goére degerlendirilmis olup Sekil 4.8 Spot 5 olarak eslesen
Peroksiredoksin 2-F’nin ifade degisimleriSekil 4.8’de verilmistir.

Peroksiredoksin 2-F proteinin kontrol grubuna gore en yiiksek ifadeleri B noksanlik
kombine stres uygulamalarinda saptanmustir. 1,49 ve 1,42 katlik artislar sirasiyla tuz
noksanlik ve yiiksek tuz uygulamasi yapilan kombine stres gruplarinda goriilmiistiir.
Tuz noksanligi kosullarinda yetistirilen bitkilerde kombine B uygulamalarinin
tiimiinde protein ifadesinin kontrol grubunun iizerinde oldugu goriilmiistiir. 100 mM
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tuz uygulamasinin yapildigi ve B noksanlik ve yiiksek B konsantrasyonundaki
kombine stres kosullarinda yetistirilen P. distans bitkilerinde protein ifadelerinin artis

gosterdigi ve bu artisin B konsantrasyonunun artmasiyla iliskili oldugu gézlenmistir.
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ekil 4.8 Spot 5 olarak eslesen Peroksiredoksin 2-F’nin ifade degisimleri
Sekil 4.8 Spot 5 olarak esl Peroksiredoksin 2-F’nin ifade degisimleri

4.4.6. Karotenoid 9-10 Oksijenaz’a Ait Sonuclar
Spot 6 olarak analiz edilen protein spotunun Karotenoid 9-10 Oksijenaz proteini ile
eslestigi goriilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar1 kontrol

gurubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.9°da verilmistir.

En yiiksek karotenoid 9-10 oksijenaz proteini ifadesi yiiksek B konsantrasyonu
uygulanan bitki 6rneklerinde gézlenmistir. 4 mM ytliksek B uygulanan ve sirasiyla 100
mM ve 250 mM tuz uygulamasi yapilan bitkilerde kontrole gore sirasiyla protein
ifadesinin 1,99 ve 1,97 katlik bir artis gosterdigi belirlenmistir. Tuz noksanligi

uygulanan P. distans bitkilerinde, kombine B stresi uygulamalariyla protein ifadesinin
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kontrol grubuna gore azaldigi gézlenmistir. Optimum tuz konsantrasyonu uygulanan
bitkilerde ise B noksanlik kombinasyonunda saptanan protein ifadesinin kontrol
grubundan farklilik gostermedigi ve B konsantrasyonunun artmasi ile protein
ifadesinin kontroliin 2 katina ¢iktig1r gézlenmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonun ve
optimum B konsantrasyonu uygulanan bitkiler ile yiiksek B konsantrasyonu ile
kombine stres uygulanan bitki 6rneklerinde protein ifadesinin kontrole gore sirasiyla

1.48 ve 1.97 katlik artig gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.9 Spot 6 olarak eslesen Karotenoid 9-10 Oksijenaz’in ifade degisimleri
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4.4.7. Triozfosfat izomeraz’a Ait Sonuclar
Spot 7 olarak analiz edilen protein spotunun sitozolik Triozfosfat izomeraz proteini ile
eslestigi goriilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar1 kontrol

gurubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.10°da verilmistir.

Sitozolik Triozfosfat Izomeraz proteinin ifadesinin tuz noksanligi kosulunda B
konsantrasyonunun artisi ile degistigi goriilmiistiir. Tuz noksanligi kosulunda 30 uM
ve 4 mM B kombine stres deneme gruplarinda kontrole gdre protein ifadesinin
sirastyla 1,24 ve 1,55 kat artig gdsterdikleri goriilmiistiir. 100 mM tuz uygulamasi
yapilan ve B noksanlik kosulunda uygulanan kombine strese maruz kalan P. distans
bitkilerinde protein ifadesinin kontrole gore azaldigi ancak yiiksek B konsantrasyonu
ile kombine strese maruz kalan bitki 6rneklerinde ise protein konsantrasyonunun
kontrol grubu bitkilerine gore 1,36 kat artis gosterdikleri saptanmistir. Yiiksek tuz
konsantrasyonu ile uygulanan tiim B stres 6rneklerinde de protein ifadesinde kontrole

gore azalma oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.10 Spot 7 olarak eslesen sitozolik Triozfosfat izomeraz’n ifade
degisimleri
4.4.8. Oksijen Evolving Enhancer Protein 2’ye Ait Sonugclar
Spot 8 olarak analiz edilen protein spotunun Oksijen Evolving Enhancer Protein 2 ile
eslestigi gorlilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar1 kontrol

gurubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.11°de verilmistir.

Tuz noksanlik kosulu ile artan konsantrasyonlardaki B uygulamalarinda yetistirilen P.
distans bitkilerinde oksijen evolving enhancer protein 2’nin ifadesinde kontrole gore
anlamlt bir farklilik olmadigr goézlenmistir. B noksanlik kosulunda ise protein
ifadesinin kontrole gore azaldig1 goriilmistiir. 100mM tuz konsantrasyonu ile yiiksek
konsantrasyonda B uygulamasi yapilan bitkilerin protein ifadesinin kontrolden anlamli
bir farklilik gostermedigi belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyondaki tuz uygulamasi ile

tiim farkli B konsantrasyonlarinin uygulandigi kombine stres denemelerine ait bitki
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orneklerinde oksijen evolving enhancer protein 2’nin ifadesinin kontrole gore azaldig1

belirlenmistir.
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Sekil 4.11 Spot 8 olarak eslesen Oksijen Evolving Enhancer Protein 2’nin ifade
degisimleri
4.4.9. TATA Baglayici Protein 2’ye Ait Sonuclar
Spot 9 olarak analiz edilen protein spotunun TATA Baglayic1 Protein 2 ile eslestigi
goriilmiistiir. Tim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar: kontrol gurubu olan

B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.12°de verilmistir.

Tuz noksanlik kosulunda kombine edilen tiim B kondisyonlarinda yetisen P. distans
bitkilerinde TATA baglayici protein 2’nin kontrol grubuna gore azalma profili
gosterdikleri belirlenmistir. Optimum tuz konsantrasyonu uygulanan T1 sersinde ise
tiim B uygulamalarinda protein ifade degisimlerinin kontrole gére anlamli bir farklilik

gostermedikleri goriilmiistiir. Yiiksek tuzluluk ile kombine kullanilan tim B
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konsantrasyonlarinda yetistirilen bitkilerde kontrol grubuna gére TATA Baglayici

Protein 2 proteinin ifadesinde kontrole gore azalis profili saptanmuistir.
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Sekil 4.12 Spot 9 olarak eslesen TATA Baglayici Protein 2°nin ifade degisimleri

4.4.10. Rubisco Baglama Proteini Alfa Alt Unitesi’ne Ait Sonuclar
Spot 10 olarak analiz edilen protein spotunun Rubisco Baglama Proteini Alfa Alt
Unitesi ile eslestigi goriilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklari

kontrol gurubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.13’te verilmistir.

Tuz noksanlik kosulunda birlikte uygulanan B konsantrasyonuna bagli olarak
yetistirilen tiim P. distans bitkilerinde Rubisco Baglama Proteini Alfa Alt Unitesi’nin
ifade diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigr gozlenmistir. Optimum tuz
konsantrasyonu ve yiiksek konsantrasyonda B stresi uygulamasina maruz birakilan

bitkilerde protein ifadesinin kontroliin iizerine ¢iktig1 goriilmiistiir. Yiiksek tuz
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konsantrasyonu ile uygulanan 30uM ve 4 mM B kombine stres uygulamalarinda

protein ifadelerinin sirastyla 1,13 ve 1,23 kat artig gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.13 Spot 10 olarak eslesen Rubisco Baglama Proteini Alfa Alt Unitesi’nin
ifade degisimleri

4.4.11. Rubisco Baglama Proteini Beta Alt Unitesi’ne Ait Sonuclar

Spot 11 olarak analiz edilen protein spotunun Rubisco Baglama Proteini Beta Alt

Unitesi ile eslestigi goriilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar:

kontrol gurubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.14’te verilmistir.

Tuz noksanlik ve optimum tuz kosullariyla birlikte kombine edilen tim B stresi
uygulamalarinda, Rubisco Baglama Proteini Beta Alt Unitesi’nin ifadesinin kontrol
grubuna gore azalmis oldugu goriilmiistiir. Yiiksek tuz konsantrasyonu ve 30 uM B
kombine (B1T2) uygulamasinda belirlenen protein ifadesinin kontrolden anlamli bir

farklilik gostermedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.14 Spot 11 olarak eslesen Rubisco Baglama Proteini Beta Alt Unitesi’nin
ifade degisimleri

4.4.12. Ribuloz Bifosfat Karboksilaz / Oksijenaz Aktivaz’a Ait Sonuglar

Spot 12 olarak analiz edilen protein spotunun Ribuloz Bifosfat Karboksilaz / Oksijenaz

Aktivaz ile eslestigi goriilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar

kontrol gurubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.15’te verilmistir.

Tuz noksanlig1 kosulu ile kombine olarak kullanilan tiim B konsantrasyonlarinda
yetistirilen P. distans bitkilerinde Ribuloz Bifosfat Karboksilaz / Oksijenaz Aktivaz
proteininin ifadesinde kontrole gore artis oldugu belirlenmistir. Optimum tuz
konsantrasyonu ve B noksanlik kosulunun saglandigi stres ortaminda yetistirilen
bitkilerde protein ifadesinin 1,26 kat artis gosterdigi gozlenmistir. Yiiksek
konsantrasyonda tuz ile uygulanan B noksanlik ve optimum B kombine stres

uygulamalarina maruz birakilan P. distans bitkilerinde protein ifadelerinin kontrole
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gore anlamli artig gosterdikleri saptanirken, yiiksek B konsantrasyonu uygulanan stres

grubunda yetistirilen bitkilerde protein ifadesinin kontrole gore azaldig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.15 Spot 12 olarak eslesen Ribuloz Bifosfat Karboksilaz / Oksijenaz
Aktivaz’in ifade degisimleri

4.4.13. Ribulaz Bifosfat Karboksilaz Kiiciik Alt Birimi’ne Ait Sonuclar

Spot 13 olarak analiz edilen protein spotunun Ribulaz Bifosfat Karboksilaz Kiiciik Alt
Birimi ile eslestigi goriilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar
kontrol gurubu olan BI1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.16’da

verilmistir.

Noksanlik ve optimum tuz kosullariyla birlikte kullanilan tiim B kosullarinda protein
ifadesinin kontrole gore artis gosterdikleri belirlenmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonu
ile kombine uygulanan B noksanlik ve yiiksek konsantrasyonda B igeren ortamlarda

yetistirilen P. distans bitkilerinde protein ifadesinin kontrole gore azaldigi ancak
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optimum B ile kombinasyon kosulunda yetisen bitkilerin protein ifadelerinin kontrole

gore artig gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.16 Spot 13 olarak eslesen Ribulaz Bifosfat Karboksilaz Kiiciik Alt
Birimi’nin ifade degisimleri
4.4.14. Tiyoredoksin M’e Ait Sonuglar
Spot 14 olarak analiz edilen protein spotunun Tiyoredoksin M ile eslestigi goriilmiistiir.
Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar1 kontrol gurubu olan B1T1 grubuna

gore degerlendirilmis olup Sekil 4.17°de verilmistir.

Tuz noksanlhig1 ve yiiksek konsantrasyonda B kombine stres uygulamasindaki
bitkilerde Tiyoredoksin B protein ifadesinin kontrole gore artis oldugu belirlenmistir.
100 mM Tuz uygulamasi ile kullanilan B noksanlik ve yiiksek B kombine
uygulamalarindaki protein ifadelerinin de kontroliin {izerinde olduklar1 gézlenmistir.

Yiiksek konsantrasyonda tuz uygulamasi ile B noksanlik kosullarinda yetisen
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bitkilerin protein ifadelerinin kontrole gore azalma gdsterdigi ancak protein ifadesinin
B konsantrasyonunun artmasi ile kontrole goére sirasiyla 1,59 ve 1,97 kat artis

gosterdikleri belirlenmistir.
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Sekil 4.17 Spot 14 olarak eslesen Tiyoredoksin M’nin ifade degisimleri

4.4.15. Trioz-fosfat izomeraz’a Ait Sonuclar
Spot 15 olarak analiz edilen protein spotunun sitozolik Trioz-fosfat izomeraz proteini
ile eslestigi goriilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklar: kontrol

gurubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.18°de verilmistir.

Yiiksek B konsantrasyonu ile kombine edilen tuz noksanlik ve optimum tuz
konsantrasyonundaki stres uygulamalarina maruz kalan P. distans bitkilerinde

sitozolik Trioz-fosfat izomeraz protein ifadelerinde kontrole gore artis saptanmistir.
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Yiiksek tuz konsantrasyonu ile kombine kullanilan B noksanlik ve 30 uM B stres

kosullarinda protein ifadesinin kontrole gore artis gosterdigi yliksek B kosullarinda ise

protein ifadesinin kontrole gore azalma egilimi gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.18 Spot 15 olarak eslesen sitozolik Trioz-fosfat izomeraz’in ifade

degisimleri

4.4.16. Ribulaz Bifosfat Karboksilaz Kiiciik Alt Birimi’ne Ait Sonuclar

Spot 16 olarak analiz edilen protein spotunun Ribulaz Bifosfat Karboksilaz Kiiciik Alt

Birimi ile eslestigi goriilmistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklari

kontrol gurubu olan BI1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.19°da

verilmistir.

B2T1, BOT2 ve B2T2 kodlu P. distans bitkileri haricinde diger tiim kombine stres

uygulamasinda yetistirilen P. distans bitkilerinde Ribulaz Bifosfat Karboksilaz Kiigiik

Alt Birimi ile eslesen protein ifadesinin kontrole gore artis gosterdigi belirlenmistir.
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Kontrol grubuna gore en belirgin artigin tuz noksanligi ile kombine edilen optimum B

kondisyonunda oldugu ve kontrole gore 4 kat artis gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.19 Spot 16 olarak eslesen Ribulaz Bifosfat Karboksilaz Kiiciik Alt
Birimi’nin fade degisimleri
4.4.17. Trioz-fosfat izomeraz’a Ait Sonuclar
Spot 17 olarak analiz edilen protein spotunun sitozolik Trioz-fosfat izomeraz ile
eslestigi goriilmiistiir. Tiim deneme gruplarinda protein ifade farkliliklart kontrol

gurubu olan B1T1 grubuna gore degerlendirilmis olup Sekil 4.20°de verilmistir.

Optimum ve yiiksek B konsantrasyonlar1 ile kombine edilen deneme gruplarinda
yetistirilen P. distans bitkilerinde segilen 17 numarali protein spotu ile eslesen
sitozolik Trioz-fosfat izomeraz proteinin kontrole gore artis gosterdikleri

belirlenmistir.
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Protein ifade Degisimleri
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Sekil 4.20 Spot 17 olarak eslesen sitozolik Trioz-fosfat izomerazin fade
degisimleri
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5. TARTISMA

Ozellikle son 10 yil igerisinde bitkiler iizerinde proteomik arastirmalarin dnemi her
gecen giin daha iyi anlasilmaktadir. Bugiine kadar genomik arastirmalar biiyiik bir ilgi
odagi olarak goriilmesine ragmen bu durum yavas yavas degisim gostermektedir.
Cogu bitkinin genom analizleri ve genomik calismalar1 bulunmasina ragmen
proteomik bilgileri ise son derece kisitlidir. Proteinlerin kantitatif olarak daha yiiksek
dogrulukla saptanmasina imkan saglayan proteomik tekniklerin gelismesi ile,
proteomlarin, bitki gelisimi, biyotik ve abiyotik stresler sirasindaki modiilasyonlarini
ve etkilesimlerini karakterize etmek i¢in 6zellikle etkili olmaktadir. Bununla birlikte,
gen ekspresyon verileri tek basina incelendiginde, bitkilerin molekiiler yanitlarinin
tam olarak anlasilmasina imkan vermemektedir. Transkripsiyonel ¢alismalara ek
olarak, mRNA'nin proteinlere doniistiiriilmesi, posttranskripsyonel modifikasyonlar
ve protein modifikasyonlar: strese verilen yanitlarin diizeyini belirleyen esas
diizenleyici mekanizmalar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Genlerin ekspresyon diizeyleri
her zaman protein miktarlari ile esit diizeyde degisiklik gdstermemektedir. Dolayisiyla,
protein ifadesi transkript verilerine bakilarak tahmin edilememektedir. Proteinlerin
translasyon sonrasi modifikasyonlarinin (PTM'ler) tanimlanmasi yalnizca proteomik
teknikler kullanilarak gerceklestirilmektedir. Bizim ¢alismamizda iki boyutlu jel
elektroforez analizini tercih etmemizin sebebi de stres yaniti olarak protein

degisiminin saptanabilmesine olanak vermesidir [150-153].

Hizla artan diinya niifiisuna bagli olarak tarimsal gelisimlerin artan gida talebine ayak
uydurabilmesi igin, stresin bitkiler {izerindeki verim azaltici etkilerinin daha iyi
anlasilmas1 ve azaltilmasi i¢in onlemler alinmasi oldukca dnemlidir. Bitki proteomigi
oldukg¢a dinamik bir arastirma alanidir ve her gegen giin protein veri bankalarina yeni
proteinler eklenmesine ragmen halen tanimlanmamis binlerce protein bulunmaktadir.
Bu dogrultuda bitkilerle yiiriitiilen proteomik caligmalari agirligint model bitkilerden
ticari degeri olan bitkilere dogru aktarmaktadir. Proteomik ve 6zellikle de kantitatif
proteomik, stres ve stres toleransiyla ilgili proteinlerin hizli bir sekilde tanimlanmasina

imkan saglayan giiclii bir stres tolerans arastirmasi alani olarak kullanilmaktadir [152,

154].

Bu tez ¢aligmasmin amaci, Puccinellia distans bitkilerinde daha 6nce g¢alisiilmamis

olan bor ve tuz noksanliginin yani sira bor ve tuz kombine stresinin protemik
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yanitlarinin arastirilmas1 ve oOzellikle, ekstrem toleransli Puccinellia distans
bitkilerinin tolerans mekanizmalarinda B ile iliskili olarak ifade farkliligi gosteren
proteinlerin tanimlanmasi hedeflenmistir. Yine bu c¢alisma P. distans bitkisinde
gerceklestirilen proteomik c¢alismalar arasinda kombine stres denemesi olmasi
sebebiyle 6nemli bir yere sahiptir. Calismamizda gesitli organizmalarla homoloji
gosteren farkli metabolik yolaklarda islev goren 14 fakli protein saptanmistir. Bu

proteinler detayli olarak tartisilmistir.

Spotl’in eslestigi Cinko parmak CCCH motifi igeren protein 14’tin, RNA’ ya
baglanarak bitki biiytimesi, gelisimi, hormonal degisim, RNA stabilizasyonunda ve
ozellikle stres yanitinda gorev alan bir¢ok genin diizenlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir. Jiang ve dig. (2017)’nin Brassica oleracea bitkisinde yaptiklar
calismada, aktardiklart C3H-tip ¢inko parmak geninin yiiksek anlatiminda bitkilerin
tuza kars1 toleransinda 6nemli rol oynadigini bildirmislerdir. Benzer bir sekilde Sun
ve dig. (2007)’nin de Arabidopsis bitkisinde yapmis olduklari ¢alismada C3H-tip
¢inko parmak genleri olan AtSZF1 ve AtSZF2’nin tuz uygulamasi ile hizli bir bigimde
indiiklendikleri ve tuz stresi toleransinda son derece énemli olduklar1 gosterilmistir.
Ayrica Guo ve dig. (2009) yaptiklar: calismada GhZFP1 geninin tuz stresine toleransta
onemli rol oynadigin1 ve bdylelikle bu genin abiyotik ve biyotik stres cevabinda
onemli bir regiilator olarak gorev yaptigini ifade etmislerdir. Bu bulgular
calismamizdaki CCCH ¢inko parmak motifi igeren proteinlerin ifadelerinin yiiksek tuz
konsantrasyonuna maruz birakilan P. distans bitkilerindeki artisini desteklemektedir.
Ayrica artis gozlenen bitkilerin optimum B (B1) ve yliksek B (B2) kombine stres
kosullarinda yetistirilen P. distans bitkileri olmasi da proteinin ifadesinin B
konsantrasyonuna paralel olarak artis egiliminde oldugunu da ¢alisma kapsaminda
gostermistir. CCCH ¢inko parmak motifi igceren proteinlerin bor uygulamasi
kapsaminda ifadesinin degistigini gosteren ¢ok az sayida ¢aligma vardir. Lu ve dig.
(2015), CCCH ¢inko parmak motifi iceren protein 22 nin bor noksanligina iliskin bitki
cevabinda 6nemli rol oynadigini bildirmistir [155-162]. Ancak g¢alismamizda hem
BOT1 hem de BOT2 bitki orneklerinde saptanan protein ifade seviyeleri ile kontrol

arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 gézlenmistir.

F-Box protein ailesinin iiyeleri E3 ubikiitin ligaz kompleksinin bir bilesenidir.

Ubikiitin bagimli proteolizin, hiicre dongiisii gegisi, sinif I antijen isleme, reseptor
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aracili endositoz, transkripsiyonel diizenleme, sinyal transdiiksiyonu ve gelisimi dahil
cesitli diizenleyici mekanizmalart modifiye ettigi bilinmektedir. G1 siklinlerini, Cdk
inhibitorlerini ve diger birgok proteini ubikiitinlemek i¢in E2 enzimi Cdc34 ile
kombinasyon halinde islev gérmektedirler. E3 ubikuitin ligazlarinin bilesenleri olarak
F-kutusu proteinleri, proteoliz sistemi yoluyla bitki gelisimini ve gesitli abiyotik stres
tepkilerini diizenler. Birka¢ F-kutusu proteininin ABA'ya bagl stres yanitlarini
diizenledikleri bilinmektedir. F box protein 6, ABA’ya bagli stress yanitlarinin
regiilasyonunda Onemli bir rol oynamaktadir. F-box Kkutusu proteinleri proteoliz
yoluyla bitki gelisimini ve abiyotik stres tepkilerini diizenlemektedir. Yapmis
oldugumuz c¢alismada, tiim stres uygulamalarinda F-Box protein 6’nin ifadesinin
anlamli derecede artis gosterdikleri belirlenmistir (P<0.05). Artan protein ifadesinin B
ve tuz streslerine cevaben ABA’ya bagli stres yanitinin gelistigini gostermektedir. Bu
sonuglar Kayihan ve dig. (2017)’de B’a kars1 toleransli olan Bolal-2973 ve hassasiyet
gosteren Atay-85 bugday hatlarinda yaptig1 ¢aligmalarda artan bor dozlari altinda her
iki cinsin de F-Box protein 6 miktarinda artis gosterdigini bildirmektedir. Lu ve dig.
(2014)’de Citrus sinensis 'de yaptiklari ¢aligmalarda ise artan miR394 aktivitesinin F-
Box protein anlatimini diisiirerek bor noksanligina karsi direng sagladigim
belirmektedir. Koops ve dig. (2011)’de Arabidopsis thaliana’'da yaptig1 ¢calismada F-
box proteinini kodlayan EDL3 geninin tuzluluk stresi altinda gen anlatiminin arttigini
gostermektedir. Song ve dig. (2013), tuz stresi ile yaptiklar1 galismada F-box proteinin
stomatal kapanmada rol oynadigini ve tuz stres cevabinda gorev aldigim
belirtmektedir. Bizim calismamizda da ubikiitine bagimli protein yikim yolunun
kombine bor ve tuz stres kosullar1 altinda hasarlanan ve tamir edilemeyen proteinlerin

yikimlarint gergeklestirmek tizere anlatim diizeylerini arttirdigint disiindiirmektedir
[163-166].

Klololastlarin ana proteini olan ribuloz 1,5-bisfosfat karboksilaz, atmosferik
karbondioksitin fiksasyonunu katalize eden iki tip alt birimden olusur. Biri, 55 kd
biiyiikk alt birim (spot 3) digeri, 12-15 kd kii¢iik alt birimden (spot 13 ve 16)
olugsmaktadir. Rubisco proteini Calvin reaksyonunda gorev alarak 2 dnemli reaksiyonu
katalizler. Bunlardan ilki karbondioksitin fiksasyon asamasinda D-ribuloz 1,5-
bifosfatin karboksilasyonu digeri ise, fotorespirasyon sirasinda bes sekerli pentoz
substuratin oksidasyonunu saglayarak gorev yapmaktadir. Rubisco aktivaz (spot 12)
ise yanlis katlanmalara karst Rubisco'nun konfiglirasyonunu degistirmek i¢in ATP
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hidrolizinden gelen enerjiyi kullanan bir motor proteini olarak gérev yapmanin yani
sira bakteriyel savunma yaniti, yaprak yaslanmasi, soguga tepki, jasmonik aside cevap
gibi biyolojik siireclerde de rol almaktadir. Aktivaz proteini, C3 ve C4 bitkileri ve yesil
algler de dahil olmak iizere tiim bitki tlirlerinde tespit edilmistir. Rubisco aktivaz,
Rubisco'nun katalitik aktivitesini baslatmak ve siirdiirmek igin, Mg?* ve RuBP'nin
baglanmasina izin vererek katalitik bolgelerin bir lizin rezidiileri karbemilatlanmasin
gerceklestirmektedir. Rubisco'nun katalitik bolgelerinden sikica bagl inhibitor seker
fosfatlarinin ATP'ye bagli olarak uzaklastirilmasimi katalizleyerek Rubisco'nun
aktivasyon durumunu modiile etmektedir. Calismamizda ribuloz bifosfat
karboksilaz/biiylik alt biriminin ifadesinin yliksek B kosullarinda kontrole gore

azaldig1 goriilmiistiir.

Rubisco aktivaz aktivitesi ise, hem ATP / ADP oranina hem de kloroplastin redoks
durumuna baghdir ve yiiksek sicakliga son derece duyarlidir. Atik ve dig. (2011),
Hordeum vulgare (arpa) ile artan dozlarda bor uygulamasi altinda yaptiklar1 proteomik
calismalarinda ribulaz bifosfat karboksilat biiyiik alt biriminin ifadesinin arttigini
belirtmektedir. Rubisco aktivaz proteinin ifadesindeki artisin, stresle azalan fotosentez
aktivitesini geri ¢cevirmek i¢in arttig1 diisiiniilmektedir. Chen ve dig. (2014) ve Sang
ve dig. (2015) yaptiklart ¢aligmalarinda artan bor konsantrasyonuna bagli olarak
Rubisco aktivaz ifadesinde azalma gozlediklerini belirtmislerdir. Chen ve dig.
(2014)’nin galismalarinda protein ifadesinde gézlenen azalmanin noksanlik kosuluna
kiyasla ytiiksek B stresi altinda oldugu rapor edilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise B2

setinde sadece B2T0 dozunda kontroliin tizerinde ifade gostermektedir [167-171].

Ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz / oksijenazin kiigiik alt birimi ise elektron transfer
sistemlerinde gorev alan ve fotosentezin regiilasyonunda etki gdsteren onemli bir
proteindir. Rubisco biiyiik alt birimiyle beraber islev gérmesine ragmen tek basina
katalitik aktivitenin gerceklesmesinde rol oynayamaz. Katalitik rezidiilerinin
bulunmamasma ragmen katalitik aktivitenin verimliliginin ve 06zgilliigliniin
diizenlenmesinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Kore-eda ve dig. (2014),
Mesembryanthemum crystallinum bitkisi ile gerceklestirdikleri ¢alismada Ribuloz-
1,5-bisfosfat karboksilaz / oksijenazin biiyiik ve kiigiik alt birimlerinin kontrole oranla
yaklagik 7 kat azaldigini bildirmektedir. Sobhanian ve dig. (2010)’nin soya lizerindeki

calisma sonuglarina paralel olarak bizim ¢alismamizda da Rubisco kiigiik alt birimi
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ifadesinin tiim stres ve noksanlik dozlarinda kontrol bitkisine gore azaldigi
kaydedilmistir. Tim kondiisyonlar1 degerlendirildiginde de bor ve tuz

uygulamalarinda benzer sonuglar karsimiza ¢ikmaktadir [125, 172-175].

Peptidil-prolil cis / trans izomeraz TLP20 (spot 4) proteini, tek bir PPlaz alan1 igeren
20 kDa'lik bir kiitleye sahiptir. PPlazlarin siklofilin ailesine dahil olan bu protein
TPL40 ile tilakoid liimen iizerinde lokalize olmaktadir. Bitkilerde yapilan bir¢ok
calisma sonucunda hem kloroplastik hem de sitosolik birgok siklofilin
tanimlanmaktadir. TLP20, kloroplast tilakoid liimenindeki ana prolil izomeraz
aktivitesinden sorumlu genel protein katlama katalizorliigiinii gergeklestirmektedir.
PPlazlar substrat baglanma bdlgesinin hidrofobik dogasi sayesinde proline yiiksek
baglanma kabiliyetine sahip olmaktadir. Stresle iliskili proteinlerin katlanmasini
kolaylagtirmak igin ekspresyonunun arttigi goriillmektedir. Stres sonucu bozulan
ozmotik denge ve olusan reaktif oksijen tiirevleri, proteinlerde yapisal bozunmalara
neden olmaktadir. Olusan bu yapisal hasarlarin giderilmesi, yapis1 bozulan
proteinlerin degredasyondan korunmast ve birikerek plak olusturmalarim
onlemektedir. Alves ve dig. (2011), Lupinus albus’da yiiriittiikleri ¢alismada TPL 20
proteinin sadece bor noksanliginda ifade edildigini; diger kosullar altinda ise ifade
edilmedigini belirtmislerdir. Trivedi ve dig. (2014) yiirittikleri c¢alismada
Piriformospora indica mantarindan TPL 20 proteinini kodlayan PiCypA genini
transgenik tiitiin bitkilerine klonlayarak yiiksek derecede eksprese olmasini saglamistir.
Yiiksek ekspresyon sonucunda tuz stresine karsi toleransin gerceklestigi tespit
edilmistir. Alavilli ve dig. (2018)’nin Arabidopsis thaliana’da gergeklestirdikleri
caligmalarda TPL 20 proteininin soguk, sicak, kuraklik ve tuzluluk streslerinde rol
oynadiklar1 gosterilmektedir [176-180]. Bizim ¢alismamizda da TPL 20 proteinin
ifadesi Ozellikle B2T1 ve B1T2 olarak yetistirilen bitkilerde kontrole gore artig

gostermislerdir.

Peroksiredoksin (spot 5) peroksit tiirevlerini ayristirmak icin katalitik bolgesindeki
sistein rezidiilerini kullanan bir antioksidan enzimdir. H202'nin suya detoksifiye
edilmesinde anahtar enzimlerdendir. Metabolik ativiteler sonrasi ya da stres sonucu
olusan hidrojen peroksit miktarini azaltmak icin katalaz ve glutatyon peroksidaz ile
etkili bir sekilde rekabet etmektedir. Fotosentetik elektron tasiyicilarinin redoks

durumunu, fotosentetik molekiillerin hasar gérmesini 6nlemek i¢in dengelemekte
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gorevlidir. Fotosistem [ tepkimeleri esnasinda, ortaya c¢ikan siiper oksit Oz
molekiiliiniin etkisiz hale getirilmesi i¢in askorbat peroksidaz ile yarigmaktadir.
Uretilen Oz, Ferredoksin veya siiperoksit dismutaz tarafindan H,0O iiretmek amaciyla,
H20> ya doniistiiriiliir. Peroksiredoksin proteini mitokondriyal matriste lokalizedir ve
mitokondrinin anti-oksidatif mekanizmasinda rol oynamaktadir. Bir antioksidan
olarak hareket eder ve toksik peroksitlerin zararlarii azaltarak, bitki gelisim
fonksiyonlari, adaptasyon mekanizmalar1 ve savunma tepkilerinde O6nemli roller
oynamaktadir. H,O,, Ferrodoksin bagimli yolda PRx tarafindan SOD bagimli yolda
ise askorbat peroksidaz tarafindan ayristirilarak H>O elde edilir. Tioredoksin (spot 14)
veya diger indirgeyiciler oksitlenmis Prx konsantrasyonunu azaltmaktadir.
Antioksidan aktivitesinde 6nemli bir bilesik olan Tioredoksin (Trx), oksitlenmis
proteinlerin disiilfiir baglarini indirgeyip elektronlar kopartarak, bu elektronlart H2O>
detoksifikasyonunda islev goren diger enzimlere dondr olarak gorev yapmaktadir. Trx
m'nin oksidatif pentoz fosfat yolunun glikoz-6-P dehidrojenaz inhibitorii olarak islev
gormekte ve klorofil stabilitesinde 6nemli rol oynamaktadir. H2O. protein tiyol
gruplari i¢in gii¢lii bir oksitleyicidir. Tiyoredoksin M, peroksidaz (Prx) ve katalazla
birlikte H202 inin hiicre icerisinde indirgenmesi i¢in rol oynamaktadir. Yapilan
calismalarda tiyoredoksin protein ifadesinin tuz stresine bagli olarak arttig1
bildirilmektedir. TO deneme serisinde yiiksek konsantrasyonda B uygulamasindaki
bitkilerde Tiyoredoksin M protein ifadesinin kontrole gore artis oldugu belirlenmistir.
T1 deneme serisinde ise B noksanlik ve B2 kombine uygulamalarindaki protein
ifadelerinin de kontroliin iizerinde olduklar1 gdzlenmistir. T2 uygulamasinda yetisen
bitkiler arasinda B noksanlik kosullarindaki bitkilerin protein ifadelerinin kontrole
gore azalma gosterdigi ancak B1 ve B2 kombine uygulamalarinda yetisen P. distans
bitkilerinde protein ifadelerinin kontrole gore artis gosterdikleri belirlenmistir [181,
182]. Bizim ¢alismamizda da bozulan redoks aktivitesini diizenlemek ve ortaya ¢ikan
H20. molekiillerinin zararindan korunmak i¢in protein ifadesinde artigin saptandigi

diistiniilmektedir.

Prx ise iyon homeastisizindeki degisiklerden ¢ok c¢abuk etkilenen bir protein oldugu
i¢in protein ifadesinin tiim deneme kosullarinda kontrole gore artig gdsterdigi ancak
deneme gruplarinin kendi iglerinde degerlendirilmesiyle Bor konsantrasyonunun
artmasi1 ile paralel olarak protein ifadesinin azaldigi ve bu durumun tuz stresi
konsantrasyonundan bagimsiz olarak gerceklestigi gozlenmistir. Chen ve dig. (2014),

77



Arabidopsis thaliana 'da bor noksanlik ve stres gruplart olusturmuslardir ve yaptiklari
analizler sonucunda bor noksanligi ve bor stresi kosulunda Prx proteininin ifadesinin
calismamiz verileri ile benzer olarak artis gosterdikleri belirtilmistir. Yiiksek B ve tuz
uygulamasi olan B2T2 deneme grubunda ise protein ifadesinin kontrole gore ciddi
oranda azalma gosterdigi ve hiicresel iyon homeostazisinin yiiksek oranda bozulmus
olmasi sebebiyle enzimin antioksidan aktivitesinin yetersiz kalmasi sebebiyle
olabilecegi diisiiniilmektedir Literatiir taramasi sonucunda peroksiredoksin ve
tioredoksin M proteinlerinin bor stresi iizerine etkilerini inceleyen bagka bir calisma

bulunmamaktadir [172, 181, 183-187].

Karotenoidlerin oksidatif yarilmasindan kaynaklanan apokarotenoidler, ¢esitli
biyolojik siireglerde onemli sinyal ve yardimci molekiiller olarak hizmet eder. Bu
reaksiyonlar katalize eden enzimler karotenazlar veya karotenoid oksijenazlar (spot
6) olarak adlandirilmaktadir. Karotenoid oksijenaz (CCD) ailesi olusturan dokuz gene
sahiptir. Yiiksek bitkilerde karotenoid boliinme firlinleri sinyal gorevi gormektedir.
Cicek kokusu, meyve rengi ve aromaya aracilik ederek, dagitici tozlayicilart ve
vektorleri cekmektedir. Apokarotenoidler biiylime ve gelismeyi diizenlemede 6nemli
gorevler Ustelenmektedirler. Ksantoksin, sitoplazmada dehidrojenaz / rediiktaz ile
absisik aldehite doniistiiriilmektedir. Absisik aldehid, aldehid oksidaz (AO) ile ABA’
ya oksitlenir. Asir1 CCD1 ekspresyonu endojen ABA diizeylerini artirarak, stoma
kapanmasin1 tetiklemektedir. Baba ve dig. (2015)’nin Arabidopsis bitkilerinde
yuriittiikleri ¢aligmada, Arabidopsis thaliana bitkisinde karotenoid oksijenazin
anlatiminin tuz stresi altinda artt1g1 bildirilmistir. Yine ayni ekip tarafindan elde edilen
transgenik bitkilerde karotenoid oksijenaza asiri anlatim yaptirilmis ve bu asir
ekspresyonun tuz stresi toleransinda énemli rol oynadigi gosterilmistir. Kong ve dig.
(2017), Gossypium hirsutum’da (pamuk) artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak
protein ifadesinin arttigin1 rapor etmiglerdir. Karotenoid oksijenaz, ABA
biyosentezinde rol aldig1 i¢in abiyotik streslere karsi yanitta rol oynayan dnemli bir
proteindir. Bizim ¢alismamizda da ABA sentezinin diizenlenmesinde kritik bir adim
olan karotenoid oksijenaz ifadesinin yiiksek tuz ve yiiksek bor kosullarinda (B2T1 ve
B2T1) kontrole gore artis gosterdigi belirlenmistir. Yapilan tez ¢alismasinda
karotenoid oksijenaz enziminin ifadesinin tuz konsantrasyonuna nazaran daha ¢ok B

konsantrasyonundan etkilendigi elde edilen verilere gore diisiiniilmektedir. Guo ve dig.
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(2014) Citrus grandis’de bor stresinin karotenoid oksijenaz ifadesinde azalmaya
neden oldugunu bildirmislerdir [188-190].

Trioz-fosfat izomeraz (spot 7-15-17) (TPl veya TIM), trioz fosfat izomerleri
dihidroksiaseton fosfat ve D-gliseraldehit 3-fosfatin tersinir doniisiimiinii katalize eden
bir enzimdir. TPI glikolizde 6nemli bir rol oynar ve verimli enerji iiretimi igin
gereklidir. Trioz fosfat izomeraz, fotosentetik karbon dioksit fiksasyonunda temel bir
reaksiyon olan gliseraldehid-3-fosfat ve dihidroksiaseton fosfatin geri doniisiimlii
izomerizasyonunu katalize etmektedir. Sitosolik TPI izoenzimi Oncelikle glikoliz ve
glukoneogenezde etki gosterirken, plastid TPI bu yollarda islev gérmesine ek olarak
fotosentezin iiretken fazinda da 6nemli bir role sahiptir. Reaktif oksidatif tiirleri (ROS)
ve S- glutatyonilasyon, bitkilerde sitozolik triosefosfat izomerazlarinin (cTPI)
aktivitesini modiile etmektedir. Stres varhiginda goriillen Metil gikosal varliginda
ekspresyonu kisa periyotta artis gostermektedir. Duan ve dig. (2017), Triticum
aestivum ile yaptiklar1 proteomik ¢aligmasinda uygulanan tuz stresi sonucunda TIM
ifadesinin azaldigin1 bildirmislerdir. Yousuf ve dig. (2016) Brassica juncea’da
(Hardal) da yaptig1 calismada glikolizin 6nemli basamaklarindan biri olan bu
proteininin azalan fotosentez oranina baglh olarak azaldigini belirtmektedir. Enerji
metabolizmasi, abiyotik streslerden ilk etkilenen sistemlerden biridir. Wang ve dig.
(2011)’in Brassica napus’da (kanola) gergeklestirdikleri transkriptomik analizlerde
bor noksanligi kosullart altinda Trioz-fosfat izomeraz proteinini kodlayan genin
ekspresyonunun azaldig ifade edilmistir. Bizim ¢calismamizda bor noksanligi kosullar
altinda protein ifadesinin kontrole gore azalig gdsterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar,
bu genin ifadesinin tuz konsantrasyonundan bagimsiz olarak bor noksanlik kosullar

altinda azaldigini1 desteklemektedir [191-195].

OEE1, OEE2 ve OEE3'ten olusan oksijen gelistirici arttirict protein (OEE), PSII'de
suyun 151k kaynakli oksidasyonunda onemli roller oynamaktadir. EEO2 (spot 8)
protein ailesinin iiyeleri lokalizasyon ve islevlerine gore; PsbO (33 kDa), PsbP (23
kDa) ve PsbQ (17 kDa) olmak {izere 3 cesittir. Fotosistem II'nin liiminal tarafinda
bulunan PsbP, suyun oksidasyonundan sorumludur ve yan iiriin olarak fotosistem II’de
kullanilmak {izere molekiiler oksijen iiretmektedir. Abiyotik streslerin neden oldugu
kloroplastlarin redoks durumundaki dengesizlik, aralarinda serbest kalsiyum iyonlari

ve ROS gibi ikincil habercilerin iiretilmesine yol a¢maktadir. Bu molekiiller,
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kloroplastlardan ¢ekirdege dogru sinyalizasyonda rol oynamakta; PsbP protein, artan
kalsiyum iyonlarmi kofaktor olarak kullanmakta ve kloroplastlarda sinyalin
baskilanmasinda gorev almaktadir. Literatiirde farkli cesitler iizerinde yapilan
caligmalarda farkli ekspresyon profilleri ile karsilasilmaktadir. Bandehagh ve dig.
(2011) Brassica napus’'da yaptiklar1 ¢aligmalarda PsbP proteininin ifadesinin 175mM
ve 350 mM tuz stresi altinda azaldigimi yaptiklar1 proteomik analizler ile
gostermislerdir. Bai ve dig. (2017), Avena sativa iizerinde gerceklestirdikleri
caligmalarinda OEE1, OEE2 ve OEE3 proteinlerinin anlatiminin azaldigini
bildirmislerdir. Ozellikle OEE2'nin, NaCl varliginda PSII kompleksinden kolayca
ayrilabilecegi bilinmektedir. Calisma kapsaminda kullanilan kombine stres
denemelerinde kontrole gore protein ifadesinde biiyiik farkliliklar gézlenmemistir.

Literatiir taramalar1 sonucunda PsbP proteininin borla iligkisini gostren yayinlar

bulunmamaktadir [182, 196-198].

TATA baglayici protein (spot 9) (TBP) ve transkripsiyon faktorii 1IB (TFIIB),
Okaryotik transkripsiyon baglatma komplekslerinin gergeklesebilmesi i¢in kilit gorev
oynamaktadir. RNA polimeraz II ve yardime faktorler icin kalip gorevi goren daha
kararli kompleks olusturmak i¢in, TBP pozitif yiiklii lizin ve arginin amino asit
rezidiileri araciligryla DNA omurgasindaki negatif yiiklii fosfatlarla baglanmaktadir.
DNA'daki keskin biikiilme, fenilalanin rezidiislinliin kiigiik oluga baglanmasiyla
gerceklesmektedir. DNA biikiildiikge TBP ile temas1 artar, boylece DNA-protein
etkilesimi artar. Bunu, RNA polimeraz II ve RF2A gibi yardimci faktorler i¢in kalip
gorevi goren daha kararli bir tglii kompleks olusturmak i¢cin TBP promotor
kompleksine TFIIB transkripsyon faktorii baglanmasi gergekleserek transkripsyonu
baglatmaktadir. Tuz stresine bagli olarak bozulan osmatik denge ve hiicresel hasarlar
sonucunda, protein ifadesindeki artis tuz konsantrasyonuna bagli olarak azalmaktadir
[199, 200]. Elde ettigimiz analiz sonuglarina gére TPB protein ifadesi, tiim deneme

kosullarinda kontrol grubuna gore azalma gostermistir

Saperoninler, ¢ift halkali bir yap1 olusturan oligomerik protein kompleksleridir.
ATPin hidrolizi yoluyla yeni sentezlenmis veya denatiire polipeptitlerin merkezi
bosluklarinda katlanmasini diizenlemektedir. Molekiiler saperonin olusumu sirasinda
Rubisco biiyiik alt birim baglama protein alfa (spot 10) ve beta (spot 11) alt tiniteleri,
6 ila 8 6zdes alt birimden olusan halkalar seklinde bulunmaktadir, bu halka yapilari
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Mg?* ve ATP varliginda kendi kendini uyararak bir araya gelmektedir. Kloroplastlar
tarafindan yapilan yeni sentezlenmis Rubisco biiyiik alt birimleri, Rubisco biiyiik alt
birim baglama protein (CPN60) olarak adlandirilan baska bir proteine kovalent olarak
baglanir. RbcL-Cpn60 ikili kompleksi, Rubisco holoenzimine birlestirilmeden 6nce
zorunlu bir ara madde olarak kabul edilmektedir. Silindirik CPN60 tetradecamerin
merkezi boslugu, protein katlanmasi igin izole edilmis bir ortam olarak gorev
yapmaktadir. Alfa ve beta alt iiniteleri, proteinlerin yeniden katlanmasinda gorev alan
stres yanitinda rol alan 6nemli saperonin proteinler olarak islev gérmektedir. Stres
nedeniyle olusan ROS tiirevlerinden etkilenerek yapisal bozukluga ugrayan veya
yanlis katlanan proteinlerin diizeltilmesi i¢in alfa, beta alt tiniteleri birlikte GroEL ve
GroS benzeri kompleks olusturmaktadir. Yiiksek tuz ve bor konsantrasyonlarina bagl
olarak olusan osmotik stres sonucunda artan reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi, D1
proteinini yeniden sentezini baskilayarak PSII'nin onarimini inhibe etmektedir. Shen
ve dig. (2018), Avicennia marina’da (mangrov) gerceklestirdikleri proteomik
analizlerinde 100 mM tuz uygulamasinin ardindan Rubisco Baglama Proteini Alfa ve
Beta Alt Unitesinin protein ifadelerinin arttigini tespit etmislerdir. Wang ve dig. (2016),
Kandelia candel ile yaptiklar ¢alismalarda RuBisCO Baglayici Protein Alfa ve Beta
Alt iinitesinin, RuBisCO kompleksinin olusumunda ¢ok 6nemli oldugunu ve tuz
uygulamas1 sonucunda arttigimni bildirmiglerdir. Tez ¢alismamizda ise RuBisCO
Baglayici Protein Beta Alt initesinin tiim deneme kosullarinda kontrol grubuna gore
azalma gosterdikleri ancak RuBisCO Baglayici Protein Alfa Alt {initesinin ise yiiksek
bor ve yliksek tuz kosullarinda kontrole gore artis gosterdikleri belirlenmistir. Oksitatif
stres sonucu olusan hasar1 engellemek ya da tersine ¢evirmek amaciyla protein ifadesi
artmaktadir. Alves ve dig. (2011), bor noksanligina tabi tutulmus Lupinus albus
orneklerinde RuBisCO Baglayici Protein alfa alt {initesinin ilk defa ifade edildigini
normal kosullarda protein ifadesinin bulunmadigin1 belirtmektedir. Bizim
calismamizda ise tam tersi bir etki goriilmekte olup bor noksanlik kosullar1 altinda

protein ifadelerinin kontrole ve diger dozlara gore son derece diisiik olduklar

goriilmektedir [179, 201-204].

Ozet olarak, yiiriitiilen bu tez ¢alismasi ile ekstrem B toleransl bir bitki olan P. distans
bitkilerinde B ve tuz kombine stres etmenleri altinda farkli ifade olan protein profilleri

ve Ozellikle B iliskili proteinlerin saptanmas1 hedeflenmistir.
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Uygulanan kombine stres kosullarinda farklilik gosterdigi belirlenen proteinlerin stres
tolerans mekanizmalarinda en etkin metabolizma yollarinin belirlenmesi amaciyla

proteomik ve B iliskili proteinlerin secilmesi amaciyla da LIBS teknigi kullanilmistir.

Tekli stres denemelerine ait litertaiirde daha yaygin bilgi olmasina ragmen, ¢oklu stres
kosullarinda yetistirilen P. distans bitkilerinden elde edilen bu verilerin literatiire katki
saglayacagi ancak daha ileri analizler ile de verilerin degerlendirilerek P. distans
bitkisinin  tolerans  mekanizmalarinin  aydinlatilmasmin  faydali  olacag:

disiiniilmektedir.
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EKLER

Tablo 5.1 Kullanmilan Cihazlarin Listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santrifiij 5417R Eppendorf
Santrifiij (Biiyiik) 5810R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez Gel XL ultra V-2 BioRad
sistemi
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10ul) | EH52836 Thermo
Mikropipet (20ul-200ul)| EH46925 Thermo
Mikropipet (200p1] T27274 Thermo
1000p1)

Otoklav 0TO32 Niive

Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab

Distile Su Cihazi TANKPEOQ30 Millipore Direct Q;
S5UV

pH Metre Alll Thermo

Derin Dondurucu 2041D Argelik

Buzdolabi1 (No frost) 4263TMB Argelik

Vorteks SA8 Stuart/ProLab

Dry heat sterilizer FN120 Niive

Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
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Gii¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator Heracell Thermo
Dondurucu (-80°C) Ultra Low Temperature Freezer] New Brunswick
U725 innova Scientific
Elektroforez Aletleri BioRad
Tablo 5.2 Kullanilan Kimyasallarin Listesi
ADI URUN KODU | FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
[zopropanol K44518295 321 | MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 | MERCK
Akrilamid / Bis-Akrilamid 30% ¢ozelti | A9099 SIGMA-ALDRICH
Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem
DMSO K46505343 517 | MERCK
DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
EDTA A2937 Applichem
S1g1r Serum Albumin (BSA) A2153-10G SIGMA-ALDRICH
SDS (Sodyum dedosil siilfat) UN1888 Applichem
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Page Ruller Plus Prestained Proteir] 26619 Fermentas

Ladder

Agaroz A9539 SIGMA-ALDRICH
Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH
Ethidium Bromide E1510 SIGMA-ALDRICH
Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM

1 kb Marker SM1163 Fermentas

6X yiikleme Tamponu R0631 Fermentas
Amonyum Asetat 1,110115,1000 | MERCK

Sodyum Kloriir A2941 Applichem

Tween 20 S6740684 348 | MERCK

TEMED A1148,0100 Applichem

Glisin 3570 CALBIOCHEM
Millipore Falcon Centrifugal Filters 4FC901024 MERCK
Hidroklorik Asit K43804717 239 | MERCK
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Tablo 5.3 %12' Lik SDS-PAGE Jel i¢erigi

Yigma Jeli %4 Ayirma Jeli %12
(1jel igin) (1 jel igin)
Distile Su 1,5 mL 3,4 mL
Akrilamid/Bisakrilamid 0,335 mL 4 mL
(%30, %0,8 w/v)
%10 SDS 0,025 mL 0,1 mL
1.5 M Tris-HCL, pH 8,8 - 2,5mL
0,5 M Tris-HCL, pH 6,8 0,625 mL -
TEMED 5ul 10 pl
%10 APS 50 pl 80 pul

Tablo 5.4 4X Laemmli icerigi

Tris (1.0 M, pH 6.8) 10 mL

SDS 40¢g

Gliserol 20 mL
B-Merkaptoetanol 10 mL

Bromofenol Mavisi 0.1g

Distile Su 50 mL’e tamamlanir.

Tablo 5.5 Fiksasyon Soliisyonu Icerigi

Etanol

%350

Fosforik Asit

%2
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Tablo 5.6 Boyama Soliisyonu i¢cerigi

Metanol %34
Fosforik Asit %2
Amonyum Siilfat %17
Comasie mavisi %0.05

Tablo 5.7 Rehidrasyon/Protein C6zme Tamponu Ve Dengeleme Tampon icerigi

Rehidrasyon/Protein Co6zme Dengeleme
Dengeleme tamponu 1

Tamponu tamponu 2

8 M tlire 6 M iire 6 M iire

%2 CHAPS %2 SDS %2 SDS
0.375M

50 mM DTT _ _

) . 0.375 M Tris-HCL pH 8.8 Tris-HCL pH

(Diklorodifeniltrikloroetan) 88

%0,2 amfolit pH 3-10 %20 gliserol %20 gliserol
%2,5

Bromofenol mavisi %2 DTT . )
iodoasetamid
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