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Bu calismada, torf, perlit ve toprak karisimi (4:1:1) bulunan 13 L hacimli saksilara dikilen farkli
kiraz anaglarimin ve bu anacglara asili 0900 Ziraat kiraz ¢esidinin tuz stresine verdigi fizyolojik ve
molekiiler tepkiler belirlenmistir. MaxMa 14, CAB-6P ve kus kirazi anaglari ile bu anaglara asili 0900
Ziraat ¢esidi 35 mM NaCl ¢ozeltisine maruz birakilmistir. Bitkilerin dikiminden 1 ay sonra tuz stresi
uygulanmis ve 4 ay boyunca devam etmistir. Calismada hem kisa siireli (1 ay) hem de uzun siireli (4 ay)
tuz stresinin etkileri incelenmistir. Deneme sonucunda Olgiimler incelendiginde, 1 aylik tuz
uygulamasinda kus kirazi anacinda ana¢ ¢apt ¢ok az etkilenirken (%1.1 azalma) CAB-6P anaci
digerlerine kiyasla daha fazla etkilenmistir (%19 azalma). Dort aylik tuz uygulamasinda da anag cap1
bakimindan en fazla etkilenen CAB-6P anaci (%13 azalma) olmustur. Dort ay boyunca tuz stresi altinda
yetistirilen fidanlarda biiylime oraninda olduk¢a az kayip yasanmis olup 0900/CAB-6P fidaninda en
yiiksek gerileme (%16) goriilmiistiir. Calismamizda 1 aylik tuz uygulamasi sonucunda hicbir yaprak
yanikligina rastlanilmamsg, fakat yaprak goreceli klorofil igeriginde (SPAD) kayiplar yasanmigtir. Stoma
iletkenliginde en fazla kayip 0900/kus kiraz1 bitkisinde (%19) goriilmiistiir. Membran gegirgenliginde en
az artis MaxMa 14 anacinda (%12) belirlenmistir. Dort aylik tuz stresi sonucunda YOSI’ de ¢ok fazla
kaylp olmamig ve en fazla azalis 0900/CAB-6P ve CAB-6P bitkilerinde (sirasiyla %7.8 ve 6.2)
belirlenmistir. Molekiiler tepkiler incelendiginde ise, bitkiler kendi aralarinda degerlendirildiginde, tuz
uygulanan bitkilerde kontrol bitkilerine kiyasla 3 genin de ifade seviyesi artmistir. Anaglar kendi arasinda
kiyas edildiginde ise, 3 genin ifadesi sirasiyla en ¢ok kus kirazi, CAB-6P ve MaxMa 14 anacinda
belirlenmistir. Tuz uygulanan bitkiler kontrol grubu bitkileriyle karsilastirildiginda, WRKY25 gen
ifadesinde en fazla artis tuz uygulanan kus kiraz1 (4.4 kat) ve MaxMa 14 (4.3 kat) anaglarinda
belirlenmistir. Calisma sonucunda kiraz anag¢ ve fidanlarinin kisa siireli tuz stresine ¢ok hassas olmadigi
tespit edilmistir.

Genel olarak bulgular incelendiginde biitiin bitkilerde tuz stresi sonucunda bitki biiyilimesi
yavaslamis, stoma iletkenligi, yaprak oransal su icerigi ve SPAD degerinde kayiplar goriilmiis, membran
gecirgenliginde artis olmustur. Molekiiler diizeyde incelendiginde ise WRKY25, WRKY33 ve WRKY38
transkripsiyon faktorlerinin ifade seviyeleri oldukga artmigtir. Ayrica bu WRKY genlerin bitkilerin strese



karst savunma mekanizmasini tetikledigi goriilmektedir. Daha farkli genlerin ifade seviyelerinin
incelenmesi ile daha net sonuglar elde edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: kiraz, CAB-6P, kus kirazi, MaxMa 14, transkripsiyon faktorleri, tuz
stresi, WRKY genleri
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In the current study, physiological and molecular responses of cherry rootstocks and 0900 Ziraat
cherry cv. grafted onto these rootstocks which were planted in 13 L pots filled with mixture of soil,
substrate and perlite in a volume proportion of 1:4:1 against salt stress were evaluated. MaxMa 14, CAB-
6P and mazzard rootstocks and 0900 Ziraat cherry cv. grafted onto these rootstocks were subjected to 35
mM NacCl solution. Salt stress was applied to plants 1 month after planting. In the study, the effects of
both short term (1 month) and long term (4 months) salinity were assessed. End of the study, in short term
salinity rootstock diameter was barely affected in mazzard (1.1% reduction) while CAB-6P was affected
more (19% reduction) than the others. In long term salinity, the highest reduction in rootstock diameter
was oberved in CAB-6P (13%). In long term salinity, growth rates was barely affected among rootstocks
and the highest reduction was in 0900/CAB-6P (16%). End of the short term salinity, there was no
observed leaf burning, however there was reduction in relative chlorophyll content (SPAD). The highest
loss in stomatal conductance was in 0900/Mazzard (19%). The highest increase in membrane
permeability was in MaxMa 14 by 12%. In long term salinity, there was not high loss in leaf relative
water content (LRWC) and the highest reduction was determined in 0900/CAB-6P and CAB-6P (7.8 and
6.2%, respectively). Regarding with molecular responses, the expression levels of WRKY25, 33 and 38
increased in salt exposed plants compared with their control. Among rootstocks, the highest increase in
the expression levels of 3 genes was in mazzard, followed by CAB-6P and MaxMa 14. The highest
increase in the expression level of WRKY25 was in mazzard (4.4 times) and MaxMa 14 (4.3 times). The
data show cherry rootstocks are not very sensitive to short term salinity.

End of the study, salinity depressed plant growth, decreased stomatal conductivity, relative
chlorophyll and leaf water content, increased membrane permeability on cherry plants. Moreover, the
expression levels of WRKY 25,33 and 38 genes considerably increased. The WRKY genes may have
triggered plant defense mechanism against the stress. Expression of different genes may give better
results for future studies.

Keywords: sweet cherry, CAB-6P, mazzard, MaxMa 14, transcription factors, salt stress,
WRKY genes,
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1. GIRIS
1.1. Kiraz Yetistiriciligi

Kiraz (Prunus avium L.) Rosaceae (Giilgiller) familyasinin bir iiyesi olup 1liman
iklim meyve tiirleri igerisinde yer alir. Kiraz agaglar1 biiylik bir habitiise sahip olup
giiclii bir apikal dominansi gosterir (Webster, 1996; Lang, 2000). 2016 yilhi TUIK
verilerine gore lilkemizde 599.650 ton kiraz iiretimi bulunmaktadir (Anonim, 2017).

Kiraz pazar degeri yiiksek bir meyve olup erkencilik ve iy1 meyve kalitesi pazar
degerinin belirlenmesinde biiyiik bir 6nem arz eder. Erkenciligi ve meyve kalitesini
etkileyen en 6nemli unsurlardan biri dogru anag¢ kullanimidir. Kiraz yetistiriciliginde
¢ogiir ve klon anaclar kullanilmaktadir. Modern kiraz yetistiriciliginde ise erken verime
yatmalar1 ve daha az biliylime kuvvetine sahip olmalar1 sebebiyle klon anaci
kullanilabilmektedir. Kiraz ¢ogiir anaglari idris (mahalep (Prunus mahaleb L.)) ve kus
kirazi (mazzard (Prunus avium L.)) agaglarinin tohumlarindan elde edilmektedir
(Erogul, 2012). Klon kiraz anaglar1 olarak ise idris tohumlarindan seleksiyon yoluyla
elde edilmis SL 64 (Sainte Lucie 64) anaci, CAB-6P (Prunus cerasus tiiriinden 1slah
edilmis bir visne klon anaci), orta kuvvette biiyilyen MaxMa 14, Gisela anaglari, Colt,
Weiroot 158 ve 13 anaglar1 kullanilabilmektedir (Webster ve Schmidt, 1996; Moreno ve
ark., 2001; Jiménez ve ark., 2004; Erogul, 2012). Dogru anag se¢imi tizerine asili kiiltiir
cesidi, budama sistemi, bahce kurulacak olan yer ve gevresel stres faktorleri etkilidir.
Kiraz yetistiriciligi yapilacak yere segilecek anagta erken verime yatmasi, meyve verim
kalitesine etkisinin olumlu olmasi, hastalik ve zararlilara karsi dayaniminin yiiksek
olmasi gerekmektedir (Erogul, 2012). Bu sebeplerden dolayi kiraz yetistiriciliginde anag
secimi biiylik bir 6nem arz etmektedir.

Kiraz yetistiriciligi yapilan alanlarda yanlis yer se¢imi (don riskinin oldugu
bolgeler), yanlis giibreleme, sulama yetersizligi gibi sorunlarla karsilasiimakta olup
gevresel stres etmenleri biiyilk Olglide zarar verebilmektedir. Cevresel stres
faktorlerinden tuz stresi kiraz yetistiriciligininde ekonomik degeri diisiiren en 6nemli
etmenlerdendir. Ulkemizde kiraz yetistiriciligi yapilan bolgelerde yetersiz drenajla
birlikte sulama, asir1 giibreleme ve sahil kesiminde yetistiricilik yapilmasi gibi
sebeplerden dolay1 toprakta tuzlulagsma yaygin bir sekilde goriilebilmektedir. Toprak
tuzlulugu bitkilerde meyve verim ve kalitesinde kayiplara sebep olabilmektedir. Diinya
capinda sulanan alanlarin en az %20’si tuzdan etkilenmektedir. Ayrica tuzdan etkilenen
alanlarin yaklagik 830 milyon hektar oldugu bildirilmistir (Martinez-Beltran ve

Manzur, 2005). Iliman iklim meyve agaglarinin tuz stresine karsi hassas oldugu



bilinmektedir (Maas, 1986). Kiraz tiirii dahil olmak iizere Prunus cinsi tuzluluga hassas
bitkiler grubunda yer almaktadir (Gucci ve Tattini, 1997).

Tuzluluk toprak veya sudaki ¢Ozilinebilir tuz konsantrasyonunun asiri
miktarlarda olmasi durumunda gergeklesebilir. Tuzluluga sebep olan katyonlar arasinda
Na*, Ca*®, Mg™, K* ve anyonlar arasmnda CI', SO,% HCOs;, COs? ve NOs? yer
almaktadir. Ayrica B, Mo, Al gibi iz elementler de sebepleri arasinda yer almaktadir
(Tanji, 1990). En ¢ok ¢6ziinen ve en yaygin goriilen tuzluluk etmeni NaCl’diir (Munns
ve Tester, 2008).
1.2.Tuz Stresinin Bitkilerde Zararh Etkileri

Bitkiler tuzlu yetisme ortaminda biiyiime kapasitelerine gore glikofit veya halofit
olarak siniflandirilir. Bir¢ok bitki glikofit olup tuz stresini tolere edemezler. Yiiksek tuz
konsantrasyonu toprak soliisyonunun ozmotik potansiyelini azaltarak bitkide su stresine
sebep olabilmektedir. Sonrasinda siddetli bir sekilde iyon toksisitesine ve en sonunda
tuz, mineral besinlerle etkilesime girerek besin dengesizligine ve eksikligine sebep olur
(McCue ve Hanson, 1992).

Toprak tuzlulugu yiiksek konsantrasyonda ¢oziilebilir tuzlarin bulunmasi
seklinde ifade edilir. Tuzluluk oran1 EC 4’1 astig1 durumda tuzlu olarak siiflandirilir,
bu deger yaklasik olarak 40 mM NaCl’ye esittir ve 0.2 MPa’lik bir ozmotik basinca
sebep olur (Munns ve Tester, 2008).

Tuz stresinin bitkilerde potasyum alimina, fotosenteze, metabolizmaya, bitki
gelisimine ve su durumunu azaltma gibi bir¢ok zararli etkileri bulunmaktadir (Yin ve
ark., 2010; Niu ve ark., 2012). Genel anlamda tuzluluk bitkileri osmotik etki, spesifik
iyon toksisitesi ve/veya beslenme bozukluklari seklinde etkileyebilmektedir. Bitkiler tuz
stresine maruz kaldiginda biinyelerinde bircok degisiklik gosterirler. Tuzluluktan
dakikalar sonra hiicreler su kaybedip biiziilip ve ¢ekmekte, fakat saatler sonrasinda
orijinal hacmini tekrar kazanmaktadir. Bu iyilesmeye ragmen, hiicre uzamasi ve daha az
hiicre boliinmesi yaprak ve kok gelisiminde azalmalara sebep olabilir. Birka¢ giin
sonrasinda ise, hiicre boliinmesi ve uzamasinda azalmalar olup yaprak boyutunun
kiiclilmesine sebep olabilir. Bitkilerde fazla tuz alinimindan dolay1 gorsel zararlanmalar
olusabilmektedir. Haftalar sonrasinda yan siirgiin olusumu etkilenip aylar sonrasinda
bitki gelisiminde ve yaralanmalarda net farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir (Munns, 2002).

Tuz stresi hiicre membran biitlinliiglinii, enzim aktivitelerini ve bitki fotosentetik
aygitlarin fonksiyonunu etkileyebilmektedir. Bu zararlanmalarin biiyiik bir sebebi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iretilmesidir (Smirnoff ve Cumbes, 1989). ROT’lar



bitkilerin normal metabolik islemlerinde de rutin olarak olusabilmektedir. Kloroplast,
mitokondri ve peroksizomlar O,” ve H;O, gibi ROT’larin iiretim yerleridir. ROT
olusumu, O2’nin tek degerli hale indirgenmesiyle veya O;’ye fazla enerji aktarilmasiyla
baslar. Elektronlarin tasinmasi sonucunda siiperoksit radikalleri (O;"), hidrojen peroksit
(H202) veya hidroksil radikali (HO") olusur ve fotooksidatif stres olarak adlandirilir
(Mittler, 2002; Jithesh ve ark., 2006). Tuz uygulanmasi sonucunda ROT’lar iiretilerek
oksidatif stres yasandigi bir¢ok farkli tiirde belirlenmistir (Singha ve Choudhuri, 1990;
Hernandez ve ark., 1994). Aktif oksijen tiirleri oldukga reaktif olup hiicre yapisina ve
fonksiyonlarina 6nemli derecede zarar verebilir. Siiperoksit radikalleri hidroksil
radikalinin artmasina sebep olur. Hidroksil radikali olduk¢a toksik bir serbest radikal
olup DNA, protein ve diger molekiillerin yapisini bozabilir ve lipid peroksidasyonunu
baslatabilmektedir (Arora ve ark., 2002).

1.3.Bitkilerin Tuz Stresine Verdigi Tepkiler

1.3.1.Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Tepkiler

Tuz stresi ve dehidrasyon stresi fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde
incelendiginde birbirine benzerliginin ¢ok yiiksek oldugu goriiliir (Cushman, 1990).
Bunun sebebi olarak yiiksek derecede tuz stresinin bitkileri osmotik olarak etkileyerek
su kisithigr yasatmasidir. Tuz ¢ozeltisi hiicre apoplastt ve simplasti arasinda bir su
potansiyeli dengesizligi olusturarak turgorda azalmaya sebep olabilir ve bu azalma ile
bitkide gelisim gerilemesi goriilebilir (Bohnert ve ark., 1995).

Prunus cinsine giren tiirler kok bolgesindeki yiiksek tuzluluktan oldukga zarar
goriip biiyiime performansinda gerilemeler yasanabilmektedir (Tattini, 1990). Hizl bitki
gelisimi ve yliksek transpirasyon oranlari ile aktif olarak gelismekte olan siirglinlerden
tuzu disar1 génderme (exclusion) arasinda negatif bir iliski oldugu bildirilmistir (Moya
ve ark., 1999). Zeytin gibi tuza tolerant meyve agaclar1 Na* ve Cl™u siirgiinlerden yash
yapraklara gonderip biriktirerek tuzlulugu tolere edebilirler (Tattini ve ark., 1997). Bitki
bilinyesinde tuz tasinmasinin kontrol mekanizmasi yaprak su durumu ve ozmotik
diizenlemenin yaninda (Donovan ve ark., 1996) bitki biiyiime oranlari ve bitki
morfolojisiyle (Munns, 1993; Moya ve ark.,, 1999) ilgilidir. Tuzu siirglinlerden
uzaklastirma tuza tolerant glikofit bitkiler i¢in olduk¢a 6nemli bir sakinma yontemidir
(Hasegawa ve ark., 2000).

Tuzluluk, bogum aralarinin gelisimini ve yaprak genislemesini baskilayarak ve
yaprak dokiimiinii hizlandirarak siirgiin biiylimesini azaltabilmektedir (Ziska ve ark.,

1990). Ayrica, yaprak gelisim oraninda hizli bir diisiise sebep olabilir (Munns, 1993).



Bunun sebebi olarak tuz stresine maruz birakilmis bitkilerde diigiik turgordan dolay:
hiicre duvarlarinin kalinlasip su ve suda ¢6ziinen besinlerin aliminin azalmasi seklinde
yorumlanmaktadir (Cosgrove, 1997). Orta siddetli tuz stresi sonucunda, birka¢ hafta
sonra yandal gelisiminde baskilanma belirgin hale gelebilmektedir. Bu siire boyunca
yaslt yapraklar 6lebilir, fakat geng¢ yapraklarin tiretimi devam eder. Bitkilerin osmotik
etkilere verdigi bu tepkiler kuraklik stresinde de goriilebilmektedir (Munns ve Tester,
2008). Tuz stresi altinda gelisen bitkilerin yapraklari tuzlu olmayan ortamda yetisen
bitkilerin yapraklarina kiyasla daha kalin ve daha ¢ok sukulent yap1 gésterebilmektedir
(Waisel, 1991). Ayrica tuzluluk kok hipodermis ve endodermisin siiberinlesmesini
artirabilir (Walker ve ark., 1984).

Bitkilerin tuz stresine kars1 verdigi tepkilerde organlar arasinda farkliliklar s6z
konusudur. Tuz stresi altinda kok gelisiminin iyilesmesi yaprak gelisimine kiyasla daha
iyi olmaktadir, ¢iinkii yeni gelismekte olan hiicrelerde Na® konsantrasyonu daha az
toksik etki yapmaktadir (Jeschke ve ark., 1986). Tuz stresini algilayip sinyal
mekanizmasini baglatan ilk organ koktiir. Orta siddetli tuz stresine kars1 kok uclarinda
programlanmis hiicre 6limii (PCD=Programmed Cell Death) gercekleserek bitkiler
strese karst savunma mekanizmasini olusturabilir ve kok sistemindeki biitiinlik
korunabilir (Huh ve ark., 2002; Gémes ve ark., 2011). Yiiksek diizeyde tuz stresinde ise,
yeniden kok olusumu saglanarak hayatta kalinabilir. Fakat, siddetli tuz stresi uzun
stirdiigii taktirde hem hiicresel diizeyde hem de doku/organ seviyesinde oliim
gerceklesebilmektedir (Bagniewska-Zadworna ve Arasimowicz-Jelonek, 2016).

Osmotik stres altinda bitkiler osmotik potansiyeli diisiirmek amaciyla osmolit
(osmoprotektan) ismi verilen aktif bilesikleri biinyelerinde biriktirebilmektedirler.
Gliserol ve siikroz gibi molekiillerin tuzlulugun zararli etkilerinden bitkileri korudugu
belirlenmis ve daha sonrasinda tuza toleransh bitkilerde tuzluluga karsi tolerans
saglamada birgok molekiil belirlenmistir (Arakawa ve Timasheff, 1985; Wiggins,
1990). Bu molekiiller hiicre sivisinda kolayca ¢oziiniip makromolekiillerle etkilesime
girebilmektedir. Hiicreler vakuollerinde iyonik dengeyi saglamak amaciyla
sitoplazmasinda bu disiik molekiiler agirlikli bilesikleri sentezleyebilmekte ve bu
osmoprotektanlar biyokimyasal tepkimelerde suyun yerine gegebilmektedir (Yancey ve
ark., 1982; Ford, 1984; Ashihara ve ark., 1997; Hasegawa ve ark., 2000; Zhifang ve
Loescher, 2003). Bu bilesiklerden prolin (Khatkar ve Kuhad, 2000; Singh ve ark.,
2000), glisin betain (Rhodes ve Hanson, 1993; Wang ve Nii, 2000), sekerler (Kerepesi



ve Galiba, 2000), polyoller (Orthen ve ark., 1994; Bohnert ve ark., 1995) streslere karsi
bitkilerde savunma mekanizmasini saglamada biiyiik roller tistlenmektedir.

Polyoller, asimile edilen CO,’nin biiyiik bir kismini olusturmaktadir ve diisiik
molekiiler agirlikli saperon olarak osmoprotektan gibi davranma ve stresin tetikledigi
oksijen radikallerini pargalama gibi birgok islevi bulunmaktadir: (Smirnoff ve Cumbes,
1989; Bohnert ve ark., 1995). Polyollerden mannitol bir seker alkol olup tuz stresine
kars1 osmoprotektan olarak rol aldigi bildirilmistir (Zhifang ve Loescher, 2003). Bitki
biinyesinde 0.5-6 pmol g™*“a kadar birikebilmektedir (Parida ve Das, 2005).

Sekerler (glikoz, fruktoz, sakaroz) ve nisasta gibi karbonhidratlar tuz stresi altinda bitki
biinyesinde birikebilmektedir (Parida ve ark., 2002). Karbonhidratlarin en 6nemli
gorevleri, ozmotik dengeyi koruma, karbon depolama ve radikalleri temizlemedir.
Bakla bitkisinde tuzlulugun c¢oziilebilir ve hidrolize edilebilir sekerlerin miktarini
azalttigr belirlenmistir (Gadallah, 1999). Tuz stresi sonucunda bitkilerde azotlu
bilesikler de birikebilmektedir. En sik rastlanan azotlu bilesikler amino asitler, amidler,
proteinler ve poliaminlerdir. Stres kosullar1 altinda bu bilesiklerin sentezi ile osmotik
diizenleme, hiicresel makromolekiillerin korunmasi, azot depolanmasi, hiicresel pH’nin
optimum olmasi ve serbest radikallerin temizlenmesi gibi islevler ger¢eklesebilmekte ve
tuz stresi altinda bitkilerde bu bilesiklerin sentezi artmaktadir (Mansour, 2000; Parida
ve Das, 2005). Tuz stresi sonucunda amino asitler de birikebilmektedir ve sistein,
arginin, metiyonin en yaygin bulunan amino asitler olup toplam serbest amino asitlerin
%355’1ni olusturmaktadir (Parida ve Das, 2005).

1.3.2.Molekiiler Diizeyde Tepkiler

Bitkilerin tuz stresine karsi fizyolojik veya metabolik adaptasyonlari, esasen
birgok gen ile molekiiler diizeydeki tepkilerin sonucunda gerceklesmektedir (Bray,
1997; Shinozaki ve ark., 1998). Bir¢ok bitkide stres faktorlerine karsi dayaniklilik
saglayan genler Cizelge 1.1°de gosterilmistir. Tuza tolerans ¢oklu gen Ozelliklerine
sahip olup bir¢ok gen tuzluluga karsi protein sentezlemede gérev almaktadir. Bunlar:
(1) fotosentetik enzim genleri, (2) ¢oziinebilir bilesiklerin sentez genleri, (3) vakuol

enzim genleri ve (4) radikal temizleyen enzim genleri (Parida ve Das, 2005).



Cizelge 1.1.Tuz stresine karsi bitkilere tolerans saglayan genler

Gen Bitki Kaynakg¢a
p5cs Lilium regale (Wei ve ark., 2016a)
hsp Nicotiana tabacum (Li ve ark., 2014)
OsHKT1;5, OsLti6b, .
OsAKT1 Oryza sativa (Mekawy ve ark., 2015)
GsCML27 Glycine soja (Chen ve ark., 2015)
o . (Nemoto ve  Sasakuma,
G6PDH Triticum aestivum 2000)
Sal 1 Arabidopsis thaliana (Quintero ve ark., 1996)
Bnd 22 Brassica napus (Reviron ve ark., 1992)
i i Lycopersicom (Torres-Schumann ve ark.,
TAS-12, le-16 gen esculantum 1992)
26- ve 43-kDa Nicotiana tabacum (Singh ve ark., 1985)
polipeptidleri
RAB21 Oryza sativa (Mundy ve ark., 1990)
salT Oryza sativa (Claes ve ark., 1990)
. (Bostock  ve  Quatrano,
Em Oryza sativa 1992)

Tuz stresine karsi bitkilerin molekiiler diizeyde verdigi tepkiler bir savunma
mekanizmasini saglayabilmektedir. HKT (histidin kinaz tasiyicis1) ve NHX gibi bircok
protein ve gen K" tastyicisim ve kanallarini kodlamakta olup birgok bitkide
tammlanmustir. Tuz stresi boyunca K* alimma iliskin genlerin ifade seviyesinin arttig
bir halofit olan Mesembryanthemum crystallinum bitkisinde belirlenmistir (Emilie Yen
ve ark., 2000). HKT ye ait olup plazma membranina yerlesmis bir tasryic1 Na* ve K*
taginmasinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilmektedir (Gupta ve Huang,
2014). Arabidopsis’te tanimlanan HKT tasiyicisinin, yapraklarda fazla Na* birikimini
engelledigi ve bitkileri tuz stresine karst korudugu bildirilmistir. Benzer sonuclar celtik
bitkisinde fazla Na™y1 ksilemden uzaklastirarak yaprak dokusunda toksik etkiyi
azaltmasi seklinde fayda sagladigi belirlenmistir (Schroeder ve ark., 2013). Hiicre
icindeki NHX proteinleri potasyum homeostasisini, hiicrede pH diizenlemesini ve tuza
toleransi arttirmaya iliskin Na*, K*'/H" tastyic1 proteinleridir (Gupta ve Huang, 2014).

Stres kosullar1 altinda gen ifadesinin diizenlenmesi spesifik gen triinlerinin
(protein  veya RNA) iiretiminin diizenlenmesini (artmasi veya azalmasi)
etkileyebilmektedir.  Transkripsiyonun  baslamasindan itibaren translasyonel
modifikasyonlara kadar olan siiregte birgok gen diizenlenmesi olabilmektedir. Genomik
yaklasimlar 6nemli genlerin klonlanmasini1 ve karakterizasyonunu kapsamaktadir. Tuz
stresinin tetikledigi birgok transkripsiyon faktorii (TF) ve genler tanimlanmistir (Gupta
ve Huang, 2014).

Transkripsiyon faktorlerinin  gen ifadelerini kontrol eden en Onemli

diizenleyiciler oldugu diisiiniilmektedir. Bunlarin arasinda bZIP, WRKY, AP2, NAC,



C2H2 ¢inko parmak geni ve DREB ailesi stres kosullarinda 6nemli olan transkripsiyon
faktorlerindendir. Bu transkripsiyon faktor genleri, genlerin promotdr bolgelerindeki
hedef bolgeye baglanip kontrol ederler. NAC transkripsiyon faktoriiniin bugday ve
celtik bitkilerinde asir1 ifade edildiginde stresin verdigi zarar1 iyilestirmede etkili oldugu
belirlenmistir (Nakashima ve ark., 2007). Abiyotik stres kosullar1 altinda DREB1/CBF,
DREB2 genlerin ¢eltik bitkisine tolerans saglamada Onemli roller oynadigi rapor
edilmistir (Ito ve ark., 2006; Fujita ve ark., 2011; Mizoi ve ark., 2012). OsNACS5 ve
ZFP179 transkripsiyon faktorlerinin tuz stresi altinda prolin, seker ve LEA
proteinlerinin sentezini ve birikmesini saglayarak bitkilerde tolerans sagladigi
belirlenmistir (Song ve ark., 2011).

Transkripsiyon, DNA tarafindan kodlanan genetik bilginin RNA’ya taginmasi
olayidir. Bu islem RNA polimeraz ile kataliz edilip baz1 DNA’ya baglanan proteinler ile
kontrol edilebilmektedir (Kornberg, 2007). Transkripsiyon faktorleri (TF) DNA
dizilimindeki promotor bolgesine baglanip transkripsiyon seviyesini artirir veya azaltir.
Transkripsiyon faktorleri DNA {izerinde baglandigi yere (domain) gore isimlendirilir ve
ERF, WRKY, NAC gibi isimleri alabilmektedir (Agarwal ve ark., 2011).
Transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglandiklar1 yerlerin isimlendirilmesinde {i¢
boyutlu yapilar1 (motifleri) goz o6ntinde bulundurulur (Sekil 1.1). Bu motifler igerisinde,
sarmal-donitig-sarmal (helix-turn-helix) (Sekil 1.2), ¢inko parmak (zinc finger) (Sekil
1.3), bazik 16sin fermuar1 (basic leucine zipper, bZIP) (Sekil 1.4) gibi baz1 motifler
bulunmaktadir (Biyiikgiizel, 2000).

Sekil 1.1. WRKY bolgeleri (domain)

Bazik bolgeler, bazik amino asitlerce zengin olup DNA ile dogrudan temas

halindedir. Bu bolge genellikle 16sin fermuar1 gibi bazi bolgeleri igerir, fakat bunlar



DNA ile dogrudan etkilesim iginde degildir. Sarmal-doniis-sarmal bolgesi, 2 a-sarmal
bolgesi icermektedir. Cinko koordinasyonlu bdlge ise, ¢inko (Zn*?) bulunan DNA’ya
baglanan bolgedir. Cinko, 2 sistein ve 2 histidin ile bagh bir sekilde bulunabilir.
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Sekil 1.2.Sarmal-doniis-sarmal Sekil 1.3.Cinko parmak motifi (Biiyiikgiizel, 2000)
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Sekil 1.4. Losin fermuar1 motifi (Biiyiikgtizel, 2000)

WRKY TF’leri bitkilere 6zgii bir TF ailesine aittir (Robatzek ve Somssich,
2002). WRKY TF’leri oldukea yiiksek korunan 60 aminoasitlik bdlge igerir ve ¢inko



parmak motifine sahiptir. Bu TF’leri, bitkilerde savunma mekanizmasindan sorumlu
olan birgok genin promotdr bdlgesinde bulunan W kutusuna ((T)(T)TGAC(C/T))
baglanmaktadir ve TGAC merkezi proteinin islevi ve WRKY baglanmasi i¢in ¢ok
onemlidir (Maleck ve ark., 2000; Chen ve ark., 2002). ilk WRKY cDNA’lar tath
patates (SPF1), yabani yulaf (ABF1,2), maydanoz (PcCWRKY1,2,3) ve Arabidopsis
(ZAP1) bitkilerinden klonlanmistir ve klonlamada W kutusuna baglanabilme yetenegi
esas alinmustir (Ishiguro ve Nakamura, 1994; Rushton ve ark., 1995; de Pater ve ark.,
1996; Rushton ve ark., 1996). WRKY genleri 3 farkli grup altinda toplanmaktadir: Grup
I, C2H2 ¢inko parmagi motifi iceren 2 WRKY bdlgesine sahiptir. Grup 11, C2H2 ¢inko
parmagi motifine sahip olup 2 WRKY bdolgesi icerir ve kendi i¢inde 5 gruba ayrilir: Ila,
I1b, llc, 11d ve lle. Grup III ise, bir WRKY bdélgesi igerir ve yine ¢inko parmak motifine
sahip olup yapis1t C2H seklindedir (Eulgem ve ark., 2000).

Bitkilerde birgok WRKY gen bulunabilmektedir, pamukta 26 WRKY gen
tanimlanmistir (Zhou ve ark., 2014). WRKY transkripsiyon faktorleri tohum kabugu ve
kok tiiylerinin gelisimi, biyosentetik yolaklarin diizenlenmesi, hormon sinyalizasyonu,
strese karsi tolerans saglama gibi birgok islemde 6nemli roller iistlenebilmektedir
(Johnson ve ark., 2002; Lagacé ve Matton, 2004; Zou ve ark., 2004; Xie ve ark., 2006;
Wei ve ark., 2016b). Abiyotik stres kosullarina tepki olarak WRKY ailesi TF’leri
tetiklenir ve bitkilerde tolerans saglamada gorev alabilmektedirler. Arabidopsis
bitkisinin tuz stresi altinda kok transkriptomu incelendiginde 18 WRKY gen ifade
olmustur (Jiang ve Deyholos, 2006). Ayrica absisik asit, NaCl, polietilenglikol (PEG),
soguk ve sicak stresine maruz kalmis geltik bitkilerinde WRKY TF’lerinin ifade oldugu
bildirilmistir (Xie ve ark., 2005; Xie ve ark., 2006; Ramamoorthy ve ark., 2008).
OsWRKY45 geninin bitkide stoma agikligini kapatip terlemeyi azaltarak ve absisik asit
biyosentezini veya sinyal mekanizmasini tetikleyerek dehidrasyon stresine tolerans
saglamada etkili oldugu belirlenmistir (Qiu ve Yu, 2009). OsWRKY11l geninin asir
ifade edilmesi sonucunda yiiksek sicaklik ve kurakliga tolerans sagladigi, yaprak
solmasimi yavaglattigt ve bitkinin yesil aksaminin hayatta kalmasini sagladigi rapor
edilmistir (Wu ve ark., 2009). WRKY transkripsiyon faktorlerinin bir¢ok stres faktoriine
karst hem otsu hem de odunsu bitkilerde tolerans saglamada rol aldig1 ¢izelge 1.1°de

gosterilmistir.



Cizelge 1.2.WRKY genler ile yapilan abiyotik stres caligmalari
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WRKY geni Bitki Stres Faktorii Kaynakga
WRKY17 Mahlep Kuralik (Feng ve ark., 2017)
WRKY70 Seftali Kuraklik (Ksouri ve ark., 2016)
WRKY Elma Tuz (Li ve ark., 2013b)

o . (Shekhawat ve ark.,
MusaWRKY71 Muz Tuz, soguk stresi 2011)
FYWRKY Cilek Kuraklik (Wei ve ark., 2016b)
AtWRKY25, AWRKY33 | Arabidopsis Tuz stresi go'ggg ve  Deyholos,
AtWRKY25 AtWRKY26 . . . .
AWRKY33 Arabidopsis Sicaklik stresi (Li ve ark., 2009)
HvVWRKY38 Arpa Kuraklik (Xiong ve ark., 2010)
OsWRKYO01, . .
OSWRKY02 Celtik Kuraklik (Berri ve ark., 2009)
OSWRKY07 Celtik Tuz %gg’)amoorthy ve ark,
GmWRKY13 Soya fasulyesi Tuz (Zhou ve ark., 2008)
TaWRKY2 Bugday Tuz (Niu ve ark., 2012)
AtWRKY46 Arabidopsis Srcakdicve - osmotl | (suzuki ve ark., 2005)
OsWRKY05 OsWRKY43 | Celtik Tuz (Berri ve ark., 2009)

Kirazin hem iilkemizde hem de diinyada yaygin bir sekilde yetistiriciligi

yapilmaktadir. Fakat, sahil kesiminde tuzlu alanlarda yetistiricilik, yanlis giibreleme

gibi sebeplerden dolay1 tuzlulukla sik sik karsilagilabilmektedir. Tuzlulugun diinya

capindaki zarar1 ve kiraz yetistiriciliginin ekonomik degeri géz oniine alindiginda, tuz

stresine dayanikli ana¢ kullaniminin biiyiik bir 6neme sahip oldugu gériilmektedir. Bu

sebeple tuza dayanikli anaglarin bilinmesi ve anaglarin tuza tepkilerin belirlenmesi

biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Bu amagla gerek iilkemizde gerekse diinyada kullanimi

yaygin olarak kullanilan MaxMa 14, CAB-6P ve kus kirazi anaglar1 ve bu anaclara agili

0900 Ziraat Kkiraz c¢esidini tuz stresine maruz birakilarak bunlarin tuz stresine

tepkilerinin belirlenmesi ¢alisilmistir.




11

2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.Bitkilerin Tuz Stresine Verdigi Morfolojik ve Fizyolojik Tepkiler

Tuz stresinin bitkilerde meydana getirdigi morfolojik ve fizyolojik tepkileri
belirlemek iizere bir¢ok calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda farkli anaclarin etkisi
ayrica incelenmistir. On litrelik saksilarda yetistirilen 3 yasindaki Pyrus betulaefolia
Bunge (BET) ve P. pyrifolia Nakai (PYR) anaglarina asili Cin, Japon ve Avrupa armut
cesitlerinin (Yari, Kosui ve La France) tuz stresine karsi tepkilerinin incelendigi bir
caligmada, bitkilere 25 ve 50 mM NaCl igeren %20’lik Hoagland ¢o6zeltisi
uygulanmistir. 50 mM NaCl uygulanan bitki gruplarinda bile BET anacina asili biitiin
cesitler iyi bir biiylime sergilerken, PYR anacina asili ¢esitler tuz stresinden oldukca
etkilenmistir. Ayrica ¢igek tomurcugu olusumu NaCl uygulamasi ile tesvik edilmistir.
Mineral element analizleri BET anacinin Na ve Cl’un yapraklara tasimmasinm
kisitlayarak tuza tolerans sagladigini ortaya koymustur (Okubo ve ark., 2000).

Iki yasindaki Pyrus betulaefolia Bunge (BET) ve P. pyrifolia Nakai (PYR)
anaglar1 {lizerine yapilan bagka bir calismada, 25, 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl
sollisyonu uygulanmasi ile bitkilerin hayatta kalmasi, yaprak yanikligi, mineral alim1
gibi parametreler incelenmistir. BET anacinda 100 mM NaCl sulamasinda hafif yaprak
yaniklig1 goriiliirken PYR anacinda 25 mM NaCl’da bile siddetli yaprak yanikliklar1 ve
bitki oliimleri oldugu bildirilmistir. Ayrica, 100 mM NaCl’ye maruz birakilan BET
anacindaki yaprak Na konsatrasyonu 25 mM NaCl’ye maruz birakilan PYR
anacindakine benzer oldugu belirlenmistir (Okubo ve Sakuratani, 2000).

Antepfistiginin tuz stresine karsi tepkilerini belirlemek tizere yapilan bir
calismada, 3 farkli anaca asili Kerman ¢esidi 4 farkli dozda (3.5, 8.7, 12 ve 16 dSm'l)
tuz stresine maruz birakilmistir. Yaprak alani, gévde ¢ap1 ve bitki agirligi gibi gelisme
lizerine olan parametreler tuzlulukla azalmis olup EC 12’ye gelene kadar onemli
derecede bir etki olmamistir (Ferguson ve ark., 2002).

Hidroponik ortamda yetistirilen GF 677 ve MrS anaglarina asili Armking seftali
¢esidinin tuz stresine karsi tepkilerini belirlemek {izere yapilan bir calismada, 40, 80 ve
120 mM NaCl 4 hafta boyunca uygulanmistir. Tuzluluk bitki gelisimini ve net
assimilasyon oranini azaltmistir. Ayrica tuzlulugun sebep oldugu su stresi Armking/GF
677’de daha siddetli olmustur (Massai ve ark., 2004).

Ucg yasindaki zeytin agaglarinin toprak tuzluluguna verdigi tepkilerin incelendigi
bir ¢alismada, govde ¢ap1 ve gelisimi ve yaprak CI', Na* ve K* iyonlarinin yogunluklar

degerlendirilmistir. Bitkinin yapraktaki C1" miktarmna kiyasla Na* miktarindan daha ¢ok
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etkilendigi ve zarar gordiigii belirlenmistir. Ayrica tuz uygulamas ile aga¢ gelisiminin
oldukga geriledigi goriilmiistiir (Aragiiés ve ark., 2005).

Leccino ve Barnea zeytin g¢esitlerinin tuza toleransim1 karsilagtirmak ve
tepkilerini inceleme amaciyla yapilan bir ¢alismada, bitkiler 4.0, 8.0 ve 12.0 dS m?
yogunlugunda NaCl c¢ozeltisine maruz birakilmistir. Deneme sonucunda, bitkilerin
biiyiimesinin geriledigi, bitkilerin dokularindaki K, Ca* ve Mg* miktarlarinin
olumsuz yonde etkilendigi ve zeytin bitkisinin kok sisteminde tuzu uzaklastirma
mekanizmasina sahip oldugu rapor edilmistir (Demiral, 2005).

Bes yasindaki Koroneiki ve Mastoidis zeytin ¢esitlerinin tuz stresine tepkilerinin
belirlendigi calismada, 50, 100 ve 150 mM NaCl ¢ozeltisi uygulanmistir. Tuz
uygulanan agaclarda yaprak su potansiyeli azalmis ve fotosentez orami diismiistiir.
Ayrica mannitol igeriginin arttig1 bildirilmistir (Chartzoulakis ve ark., 2006).

Bolat ve ark. (2006)’larinin Marianna GF 8-1 (Prunus cerasifera X munsoniana),
Myrobolan B (P. cerasifera) ve Pixy (P. insititia) erik anaglarinda yaptiklar1 tuz stresi
denemesinde, 1 yasindaki odun ¢eliklerini koklendirip bitkileri plastik saksilara
aktardiktan 2 hafta sonra 40 mM NaCl uygulamislardir. Caligma sonucu incelendiginde,
tuz uygulanan anaglarda daha az kuru madde ve klorofil igerigi oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, Pixy’nin diger anaglara gore tuz stresine daha toleransli oldugunu
bildirmislerdir.

GF 677 (Prunus persica x Prunus amygdalus) ve Nemared (Prunus persica)
anaglarinin tuzluluga karsi tepkilerini belirlemek {izere in vitro kosullarda yapilan bir
calismada, anaclarin stirgiinleri farkli dozlarda KCI (0, 5, 10 15, 20, 40 ve 80 mM) ilave
edilmis MS (Murashige ve Skoog) ortaminda yetistirilmistir. KCI’'nin dozu 40 mM’a
ulasana dek eksplant basma siirglin sayis1 her iki anagta da Onemli derecede
etkilenmemistir. Nemared anaglar1 GF 677’ye gore daha fazla siirglin olusturmustur. 80
mM KCIl deneme sonunda her iki anagta da gelisimde azalmalara sebep olmustur
(Sotiropoulos ve ark., 2006).

Gisela 5 (Prunus cerasus X Prunus canescens) kKiraz anacinin tuz stresine in vitro
kosullarda verdigi tepkiyi belirlemek amaciyla yapilan bir denemede, MS ortamina
farkli dozlarda NaCl (50, 100 ve 150 mM) eklenmistir. Deneme sonunda bitkicik
gelisiminin ve klorofil miktarinin azaldigi, fakat su miktarinda bir etki olmadig
belirlenmistir. Ayrica siiperoksit dizmutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz
(CAT) gibi antioksidan enzimlerin 6nemli derecede arttig1 bildirilmistir (Erturk ve ark.,
2007).



13

Yenidiinya (Eriobotrya japonica Lindl.) bitkisinin tuz stresine tepkilerini
incelemek iizere yapilan bir ¢alismada, bitkiler 5 ve 50 mM NaCl tuz stresine maruz
birakilmistir. Deneme sonucunda bitki gelisiminin azaldigi, yaprak biyokiitlesinin ve
govde capmin ozellikle etkilendigi belirlenmistir. Ayrica yaprak Na® ve CI™ iyon
miktarlarmin arttii  ve bunun bu iyonlarin kokten yapraklara taginmasinin
engellenmediginin bir kanit1 oldugu ortaya koyulmustur (Garcia-Legaz ve ark., 2008).

Farkl1 alt1 dozda tuz stresine (0, 15, 30, 45, 60 ve 75 mmol L'l) maruz birakilmis
2 badem anacinin (31 ve 41 numarali genotipler) tuz stresine toleransin1 ve meydana
gelen tepkileri belirlemek iizere yapilan bir calismada, tuzlulugun anaglarda govde
uzunlugu, bogum sayisini, kok ve siirglinlerin yas ve kuru agirhiklarini azalttig
belirlenmistir. Yaprak klorofil igeriklerinin etkilenmedigi fakat tuz stres seviyesinin
artmasiyla prolin miktarinin arttig1 bildirilmistir (Najafian ve ark., 2008).

Armut (Pyrus betulaefolia) tiiriiniin tuz stresine tepkilerinin incelendigi bir
calismada, bitkiler 4 farkli dozda NaCl soliisyonuna (50, 100, 150 ve 200 mmol/L) 27
giin boyunca maruz birakilmistir. Deneme sonucunda tuz stresinin fotosentezi, stoma
iletkenligini ve yaprak su kullanim etkinligini azalttig1, fakat transpirasyon oranini ve
yaprak sicakligini arttirdigr belirlenmistir. Ayrica, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon
radikal miktarlarinin artan tuz konsantrasyonu ile arttigi bildirilmistir (Wu ve Zou,
2009).

Pérez-Pérez ve ark. (2009) ‘Fino 49’ limon cesidinin tuz stresine verdigi
tepkileri inceledikleri bir ¢alismada, 13 yasindaki agaclar 30 mM NaCl ¢ozeltisi ile
sulanmis ve kontrol bitkileriyle karsilastirilmistir. Tuzluluk sonucunda yapraklarda gaz
aligverisinin azaldig1 ve yash yapraklarda Cl” iyonlarinin gen¢ yapraklara kiyasla daha
fazla biriktigi belirlenmistir.

Cin elma anaclarmin NaCl tuz stresine verdigi tepkileri belirlemek iizere yapilan
bir calismada, bitkilere 10 giin boyunca 200 mM NaCl soliisyonu uygulanmistir.
Deneme sonucunda yaprak sayisi, bitki uzunlugu ve bitki su durumu gibi bitki
parametreleri ve membran gegirgenligi, peroksidaz (POD), katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD) gibi enzim aktiviteleri belirlenmistir. Anaclar arasinda tuzluluga karsi
tolerans farkliliklar1 ortaya konulmus olup bu farkliliklarin antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisimlerden kaynaklandig: bildirilmistir (Yin ve ark., 2010).

GN15, GF 677 ve ac1 badem anaglarinda tuz stresi iizerine yapilan bir ¢alismada,
3 farkl dozda (25, 50 ve 75 mM) NaCl uygulanmistir. 30 giinliik tuz stresi sonucunda

parametreler incelendiginde artan tuz konsantrasyonunda yaprak, gévde ve kok kuru
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agirliklarinda ve fotosentetik asimilasyon oraninda azalmalar kaydedilmistir (Zrig ve
ark., 2011).

Turunggillerde tuzluluga karsi tepkilerin belirlenmesi amaciyla yapilan bir
calismada, 10 farkli turunggil anac1 30, 60 ve 90 mM NaCl tuz stresine 90 giin boyunca
maruz birakilmigtir. Calisma sonucunda yliksek tuz konsantrasyonlari taze ve kuru
siirglin ve kok agirliklarinda biiylik azalmalara sebep olmustur. Bu degisimler yaprak
klorofil miktarindaki azalmalarla iliskilendirilmistir. Ayrica artan tuz seviyesi ile prolin
ve seker miktarlar1 artmis ve bu osmolitlerin tuz stresine tolerans saglamada onemli
roller aldig1 belirtilmistir (Balal ve ark., 2011).

Malus prunifolia elma tiirtiniin tuz stresine tepkilerini belirlemek amaciyla
yapilan bir ¢aligmada, 9 adet genotip 10 giin boyunca 150 mM NacCl tuz stresine maruz
birakilmigtir. Bunlarin yaninda M. sieversii ve M. hupehensis anaglari da materyal
olarak kullanilmigtir. Tuzluluk kosullar1 altinda membran gecirgenligi hari¢ incelenen
tim parametreler (tuz zarari, net fotosentez, kok ve siirgiin oransal su igerigi) kontrol
grubuna kiyasla azalmistir (Fu ve ark., 2013).

Uc yaprakli anacina (Poncirus trifoliata) asili Interdonat limon ¢esidinin farkls
dozda tuz stresine verdigi fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerin incelendigi bir
calismada, 15, 30, 60 ve 120 mM NacCl tuz ¢ozeltisi uygulanmistir. Calisma sonucunda
artan tuz yogunlugu ile SPAD degerinin, stoma iletkenliginin azaldigi ve membran
gecirgenliginin arttig1 belirlenmistir. Ayrica SDS-PAGE analizinde tuz stresi sonucunda
bazi polipeptit bantlarinin yogunluklarinin arttigi ortaya ¢ikmis ve bazi proteinlerin
savunma mekanizmasinda rol alabilecegi vurgulanmistir (Aras ve ark., 2015).

MM106 anaci ve iizerine asili Golden Delicous elma cesidinin tuz stresine
tepkilerini belirlemek {izere yapilan bir calismada, bir grup bitki tuzlu ortama
(yetistirme ortamu 2.5-3.0 mS cm™ EC’ye gelene kadar NaCl igeren suyla sulanarak
ortamin tuzlu olmasi saglanilmistir) dikilmis ve diger grup da tuz icermeyen ortama
dikilip bitkilerin siirgiinleri 10 cm boyuna geldiginde 35 mM NaCl’ li sulama suyu ile
sulanmigtir. Calisma sonucunda, Uygulamadan bir ay sonra ve 4 ay sonra yapilan
Ol¢iimler sonucunda membran gecirgenliginde en yliksek degere tuzlu ortama dikilen
bitkilerde sirasityla (sirasiyla 45.3 ve 38.9) olarak belirlenmistir. En yiiksek stoma
iletkenligi her iki bitki grubunda da kontrolde (sirasiyla 322 ve 268) belirlenirken en
diisiik tuzlu ortama dikilen bitkilerde (sirasiyla 123 ve 138) tespit edilmistir (Akgay ve
Esitken, 2017).
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‘Bidane-Sefid’, ‘Sefid-Fakhri’, ve ‘Yaghooti’ iiziim gesitlerinin tuz stresine
verdigi tepkileri belirlemek {izere yapilan bir ¢alismada 3 farkli dozda (25, 50, 100 mM)
NaCl ¢o6zeltisi uygulanmistir. Kontrol grubunda ve 25 mM NaCl uygulanan bitkilerde
higbir yaprak yanikliginin goriilmedigi, fakat diger tuz konsantrasyonlarinda ise yaprak
yanikliginin biitiin bitkilerde goriildigii belirtilmistir. Sonuglar Yaghooti ¢esidinin
yaprak yanikligi, klorofil, glisin betain, membran gegirgenligi ve malondialdehit gibi
bircok morfolojik ve fizyolojik parametreler dogrultusunda tuz stresine karsi daha iyi
bir performans sergiledigi belirlenmistir (Sohrabi ve ark., 2017).

Kurt tztimi (Lycium chinense) bitkisinin tuz stresine karsi tepkilerinin
incelendigi bir calismada, 3 farkli dozda (170, 340 ve 510 mM) NaCl ¢ozeltisi
uygulanmistir. Calisma sonucunda, NaCl dozu 170 mM’1 astiginda bitki biiyiimesinin
azaldig1 ve artan tuz yogunlugu ile yaprak net fotosentezinin, transpirasyon oraninin ve
stoma iletkenliginin azaldig1r belirlenmistir. Diisiik toprak tuzlulugunda kazik kok

olusumunun uyarildig: tespit edilmistir (Feng ve ark., 2017).

2.2.Tuz Stresinin Bitkilerde WRKY Transkripsiyon Faktorlerine Etkileri

WRKY proteinleri, bitkilerin stres sonucu savunma amacli olusturduklar
molekiillerin sentezinde biiyiik rol oynamaktadir. ilk WRKY TF’leri tatli patates
(Ilpomoea batatas, SPF1), yabani yulaf (Avena fatua, ABF1,2), maydanoz
(Petroselinum crispum, PcWRKY1,2,3) ve Arabidopsis (ZAP1) bitkilerinden
klonlanmigtir (Ishiguro ve Nakamura, 1994; Rushton ve ark., 1995; de Pater ve ark.,
1996; Rushton ve ark., 1996). WRKY proteinleri bir ya da iki tanima bdolgesi igerip
DNA’nin W kutusu denilen TTGACC/T dizilerine baglanip transkripsiyonun
gerceklesmesinde gorev almaktadir. WRKY TF’leri birgok stress veya gevresel uyari
sonucu bitkilerde ifade edilmektedir. Bir calismada tuz stresine maruz birakilan
Arabidopsis bitkilerin koklerinde microarray ¢aligmasi sonucu iki transkripsiyon
faktoriinin  (WRKY25 ve WRKY33) ifadesinin arttig1 bildirilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda WRKY33’iin ABA sinyaline bagl oldugu belirlenmistir (Jiang ve Deyholos,
2009).

Soguk ve kuraklik stresine maruz birakilan arpa bitkisinde WRKY TF’lerini
incelemek iizere yapilan bir ¢aligmada, bir WRKY proteinini kodlayan Hv-WRKY38
geninin hem diisiik sicaklik hem de kuraklik stresine tepki olarak ifade edildigi ve bu
genin abiyotik strese karsi diizenleyici bir rol oynadigi belirlenmistir (Mare ve ark.,
2004).
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WRKY transkripsiyon faktorlerinin tuz stresi ile iliskisini belirlemek amaciyla
yapilan bir g¢alismada, misir (Zea mays L.) bitkisinden izole edilip tanimlanan
ZmWRKY33 geninin 498 aminoaside sahip bir proteini kodladig1 belirlenmis ve Real-
Time PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizi ile tuz stresi altinda bu genin ifade
oldugu saptanmigtir. Ayrica, bu genin Arabidopsis bitkisinde fazla miktarda ifade
edilmesi sonucu bitkilerin tuz stresine daha dayanikli hale geldigi tespit edilmistir (Li ve
ark., 2013a). WRKY genleri tuz stresi disinda birgok stres faktorii tarafindan birgok
bitkide belirli diizeylerde ifade edilebilmektedir. Yaralanma ile WRKY genleri
arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla yapilan bir ¢aligmada tiitiin bitkisinde yara
olusumundan 10 dakika sonra bir WRKY gen olan wizz geni hizli bir sekilde ifade
edilmis ve yara uygulamasindan 30 dakika sonra genin transkripsiyonu maksimum

diizeye ulasmigtir (Hara ve ark., 2000).

Besin elementleri ile ilgili bir ¢calismada, Arabidopsis bitkisinde fosfor elementi
eksikligi ile WRKY TF arasindaki iliski belirlenmistir. WRKY75 transkripsiyon
faktoriiniin fosfor eksikliginde ifade edildigi ve bu proteini kodlayan genin bitkide
susturulmas1 sonucunda bitkinin fosfor eksikligine daha hassas oldugu bildirilmistir

(Devaiah ve ark., 2007).

Bir tuz stresi ¢aligmasinda 150 mM tuz stresi uygulanan Arabidopsis bitkisinde
WRKY25 ve WRKY33 dahil olmak {izere 18 WRKY gen tespit edilmistir (Jiang ve
Deyholos, 2006). Diisiik ve yiiksek sicaklik, NaCl ve PEG uygulamalar1 gibi bir¢ok
farkli stres uygulanan farkli bugday bitkilerinden 15 adet WRKY TF kodlayan gen izole
edilip incelendiginde, bu stresler sonucunda bu genlerin yiiksek seviyede ifade edildigi

tespit edilmistir (Wu ve ark., 2008).

WRKY25 geninin yiiksek diizeyde ifade edildigi Arabidopsis bitkisinin yabani
tiplere gore sicakliga daha fazla tolerans gosterdigi, wrky25 ifade edilmeyen mutant
bitkilerde ise sicakliga hassasiyetin orta derecede oldugu belirlenmis olup bu genin

termo-toleransta rol oynadigi bildirilmistir (Li ve ark., 2009).

Soguk stresi ile WRKY TF arasindaki iliskinin belirlenmesi iizerine yapilan bir
calismada, bugday bitkileri 7 giin boyunca 4 °C’ye maruz birakilmistir. WRKY gen
ifadesinin  (Wcorl5, Wrabl7, Wrabl9 ve Wcs120) en yiiksek seviyesi soguk
uygulamasindan 15 dakika sonra belirlenmis ve bundan sonra uygulama devam ettikce
ifade seviyesi diismiistiir. Bu bitkilere disaridan 0.1 mM ABA uygulandiginda ise

WRKY gen ifadesi baskilanmistir. Calismanin sonucunda bugday bitkilerinin soguga
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dayaniklilik saglamasinda gorev alan WRKY TF’lerin ifadesinin arttig1 ve bu genlerin
soguk stresine dayaniklilikta 6nemli rol oynadiklar1 bildirilmistir (Talanova ve ark.,
2009).

Yiiksek sicaklik stresine maruz birakilan Arabidopsis thaliana bitkisinde bir
transkripsiyon faktorii kodlayan WRKY25 geni incelenmistir. Bu genin bulunmadigi
mutant Arabidopsis bitkilerine farkli zamanlarda 45 °C’lik sicaklik uygulandiginda,
sicakliga toleransin azaldigi, hipokotil ve kok gelisiminin diistiigii belirlenmistir.
Calismanin sonucunda WRKY25 geninin yiiksek sicakliga toleransta biiyiik bir rol
oynadigi rapor edilmistir (Li ve ark., 2009).

WRKY transkripsiyon faktorlerinin, bitki gelisimi ve streslere bitkilerin
adaptasyonundan sorumlu oldugu ve bir bitki hormonu olan absisik asidin sinyal
iletiminde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmis (Chen ve ark., 2012) ve baz1 Arabidopsis
WRKY TF’lerinin ABA’nin sinyal iletiminde anahtar rolii iistlendigi belirlenmistir (Ren
ve ark., 2010).

Ricachenevsky ve ark. (2010) besin elementi ile WRKY TF’leri arasindaki
etkilesimi belirlemek {izere yaptiklari bir ¢calismada, celtik bitkisine yiiksek dozda demir
elementi verilmesi sonucu bir WRKY proteinini kodladigi varsayilan OSWRKY80
geninin ifade edildigini bildirmislerdir.

Cesitli streslere (disiik sicaklik, kuraklik, tuz, ABA, H,05, etilen salisilik asit ve
metil jasmonat) maruz birakilan muz bitkisinde WRKY TF’ler incelendiginde,
MusaWRKY71 geninin ifade edildigi ve bu streslere dayaniklilikta 6nemli bir rol
tistlendigi bildirilmistir (Shekhawat ve ark., 2011).

Kuraklik stresi uygulanmis ¢eltik bitkileri WRKY genleri bakimindan
incelendiginde, WRKY13 geninin transkripsiyon diizeyinde baskilayici oldugu ve
bitkilere kurakliga kars1 dayaniklilik sagladig: bildirilmistir (Xiao ve ark., 2013).

WRKY genlerinin bitkilerde seker taginmasinda bir rolii oldugu da agiklanmistir.
Arpa bitkisinde bir WRKY TF olan SUSIBA2’nin seker tasinmasindan sorumlu olan
SURE elementlerine baglandigi belirlenmis ve SUSIBA2’nin nisasta sentezinde
diizenleyici bir transkripsiyon faktorii oldugu bildirilmistir (Sun ve ark., 2003).

Bitki biiyiimesi ve WRKY TF’lerin arasindaki etkilesim {izerine yapilan bir
calismada, ¢eltik bitkisinde biiyiimekte olup uzayan govde hiicrelerde OSWRKY78
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geninin bol miktarda ifade edildigi bildirilmis ve bu genin gévde uzamasi ve tohum

gelisiminde diizenleyici bir rol oynadigi belirtilmistir (Zhang ve ark., 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1.Materyal

Calisma Mart 2015- Eyliil 2016 tarihleri arasinda Selguk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiine ait seralarda kurulmus ve fizyolojik parametreler
ayni boliime ait laboratuarda yapilmis olup molekiiler analizler Siileyman Demirel
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitkisel Biyoteknoloji Arastirma Laboratuarinda
gerceklestirilmistir. Calismada materyal olarak tilkemizde yaygin olarak kullanilan
MaxMa 14, CAB 6P ve kus kirazi anac1 ile bu anaclar {izerine asili 0900 Ziraat ¢esidi
kullanilmis olup bitkiler Konya ilinden Dalda Fidancilik’tan temin edilmistir. Anag ve

fidanlar homojen olarak se¢ilmistir.
Arastirmada Kullanilan Anac¢ ve Kalemler

MaxMa 14 Anaci: Kus kiraz1 ve mahlep melezlenmesinden elde edilmis yar1 bodur bir
klon anacidir. Kus kirazi anacinin %70-75’1 kadar agag ta¢ hacmi olusturur. Uzerindeki
¢esidi erken meyveye yatirip meyve iriligi ve kalitesi tizerine olumlu etki yapar (Perry,
1990; Erogul, 2012).

CAB 6P Anaci: Prunus cerasus tiiriinden 1slah edilmistir. Yar1 bodur bir anagtir. Killi
topraklarda dikilebilir. Kus kirazina gore %350-60 daha kiigiik habitiis meydana
getirmektedir (Jiménez ve ark., 2004).

Kus Kirazi Anaci: Kiraz ve visne icin kuvvetli bir ana¢ olup kumlu-tinli, tinli ve
nispeten agir topraklarda kullanilmaktadir. Havasiz, cok nemli topraklari sevmez. Fazla
toprak nemine, agir topraklara ve yiiksek taban suyuna karsi idristen daha toleranslidir.
Bitki gelisimi en kuvvetli olan anagtir. Bu ana¢ kiraz ve visne g¢esitleriyle iyi

uyusabilmektedir (Webster ve Schmidt, 1996; Ozcagiran ve ark., 2005; Erogul, 2012).

0900 Ziraat Kiraz Cesidi: Ulkemizde giiniimiiziin en popiiler ¢esidi olup kuvvetli ve
yaygin dalli gelisir. Meyve sap1 ince 45 mm uzunlugunda, sap ¢ukuru genis ve orta
derinliktedir. Meyve genis kalp seklinde olup, ¢ok iri, 10-20 gram agirliginda, eni 26
mm, boyu 23 mm’ dir. Kendiyle uyusmaz olup tozlayicilari, Starks Gold, Merton Late,
Lambert, Bigarreau Gaucher, Noble ve Jubilee’dir. Ulkemizde yaygin olarak yetistirilen

ihracat sans1 yiiksek bir gesittir (Ozcagiran ve ark., 2005; Engin ve Ali, 2006).
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3.2.Yontem

Deneme 2 kez tekrarlanmis olup 2 yil boyunca siirdiiriilmiistiir. Fidanlar her iki
yilda da Mart ayinda i¢inde torf, perlit ve toprak karistmi (4:1:1) bulunan 13 L hacimli
saksilara dikilmistir. Kiraz agaclar1 1.9 EC’ lik tuzluluga maruz kaldiginda %10’luk
verim kaybi yasarken 2.2 EC’ de %25’ lik kayip yasayabilmektedir (Kotuby-Amacher
ve ark., 2000) ve bu sebeple galismamizda bitkiler dikimden 1 ay sonra orta derecede
tuzluluk yasatilacak sekilde 35 mM NaCl ¢ozeltisi makro ve mikro besin elementi
igeren giibre ¢ozeltisine (Giibretas) eklenerek bitkiler sulanmis ve toprak tuzlulugunun
2-2.5 EC arasinda kalmasi saglanmistir. Kontrol bitkilerine sadece giibre ¢ozeltisi
verilmistir. Fidanlarin bakim isleri ve zirai miicadelesi genel yetistiricilik prensiplerine
gore yapilmistir. Deneme boyunca ortam EC’si kontrol edilerek tuzluluk seviyesinin 2.5
mS/cm smirm1 gegcmemesi saglanmistir. Buna gore deneme deseni asagidaki gibi

olmustur:

Maxma 14 (Kontrol)

CAB 6P (Kontrol)

Kus Kirazi (Kontrol)

0900 Ziraat/Maxma 14 (Kontrol)
0900 Ziraat/CAB 6P (Kontrol)

0900 Ziraat/Kus Kirazi (Kontrol)
Maxma 14 (35 mM NaCl)

CAB 6P (35 mM NaCl)

Kus Kiraz1 (35 mM NaCl)

10. 0900 Ziraat/Maxma 14 (35 mM NaCl)
11. 0900 Ziraat/CAB 6P (35 mM NacCl)
12. 0900 Ziraat/Kus Kirazi (35 mM NaCl)

© © N o g b~ w0 DR

Bitkiler tuz stresine maruz birakildiktan 1 ay ve 4 ay sonra olmak iizere asagida
belirtilen parametreler incelenmis ve 2 sene boyunca tekrarlanmistir. Deneme 3
tekerrtirlii ve her tekerriirde 5 fidan bulunacak sekilde kurulmustur. Buna gore bir sene
icinde toplam 180 bitki kullanilmis olup 2 sene boyunca toplam 360 bitki kullanilmstir.
Bitkilerde yapilmis 6l¢iim ve gozlemler asagidaki gibidir:
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3.2.1. Bitkilerdeki Fizyolojik ve Morfolojik Tepkilerin incelenmesi
3.2.1.1.Ana¢ Capr

Toprak seviyesinin 5 -10 cm tizerinden (asili bitkilerde as1 noktasinin altinda
kalacak sekilde) kumpas yardimiyla ol¢tilmiistiir.
3.2.1.2. Kalem Cap1

Fidanlarin as1 noktalarindan 5-10 cm iizerinden kumpas yardimiyla lgiilmiistiir.

3.2.1.3.Siirgiin Cap1

Tuz uygulamasinin ardindan 1 ve 4 ay sonra, yillik siirgiinlerin gévde ile
birlestigi yerin 5 -10 cm iizerinden siirgiin ¢ap1 kumpas yardimiyla dl¢iilmiistiir.
3.2.1.4.Siirgiin Uzunlugu

Tuz uygulamasinin ardindan 1 ve 4 ay sonra, yillik siirgiinlerin uzunlugu cetvel
yardimiyla 6l¢tilmiistiir.

3.2.1.5.Biiyiime Orani

Bitki agirlig1 esas almarak hesaplanmustir. Ilk ve son bitki agirhiklar1 hassas
terazi yardimiyla tartilarak asagida belirtilen formiil modifiye edilerek hesaplanmigtir
(Amor ve Marcelis, 2003):

BO =100 x [(InXg-InXy1) / (t2-t1)]
BO=Biiylime Orani, t, = tuz uygulamasinin sonlandig1 giin, t; = tuz uygulamasinin

basladig1 giin, X, = bitkinin son agirligi, X1 = bitkinin ilk agirhig.
3.2.1.6.Kuru Kék/Kuru Siirgiin Orani

Kok ve siirglinlerin yas agirliklar hassas terazi yardimiyla belirlendikten sonra,
kok ve siirgiinler etiivde 70 °C’de 48-72 saat kurutulup sonra hassas terazi ile agirliklari

Ol¢iilmiis ve kuru kok agirligi kuru siirgiin agirhigina boliinerek hesaplanmagtir.

3.2.1.7.Membran Gegirgenligi Tayini

Her biri 1 cm? biiyiikliigiinde 3 yaprak diski alinmis ve cam tiipler iginde 3 kez
deiyonize sudan gegirilmistir. Bu islemin ardindan 10 ml su eklenip kapali viyallerde 24

saat 25 °C’de calkalayicida galkalanmistir. Hemen ardindan EC (Cj) dlgiilerek, ayni
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ornekler 20 dakika 120 °C’de otoklavda bekledikten sonra 25 °C’de yine EC dlgiimii
yapilmistir (C;). Membran gegirgenligi asagidaki formiille belirlenmistir (Lutts ve ark.,
1996).

Memran gegirgenligi= C1/C, X 100

3.2.1.8.Goreceli Yaprak Klorofil Miktari

SPAD-klorofilmetre (SPAD-502, Konica Minolta Sensing, Inc., Tokyo, Japan)
cihazi ile Ol¢iilmiistiir. Bu cihaz, relatif klorofil yogunlugunu yaprak dokusundaki
kirmiz1 ve infrared bolgeleri (sirasiyla 659 nm ve 940 nm dalga boyunda) 6l¢iim
yaparak belirlemektedir.
3.2.1.9.Yaprak Oransal Su Icerigi (YOSI)

Bitkilerden yaprak ornekleri alinarak yas agirliklar1 (YA), turgorlu agirliklari
(TA) ve kuru agirliklar1 (KA) belirlenmistir ve asagidaki formiile gére yaprak oransal su

igerigi tespit edilmistir (Lutts ve ark., 1996).

YOSI (%)= [(YA-KA)/(TA-KA)]x100

3.2.1.10.Stoma iletkenligi
Giiniin en sicak saatlerinde (11:00-13:00) yaprak porometresi (Leaf Porometer,
Decagon) cihazi ile dl¢iilmiistiir. Bu cihazin galisma prensibi, yaprak stomalarindan dis

cevreye c¢ikan gazlarin dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

3.2.1.11.Yaprak Sicakhg

Giiniin en sicak saatlerinde (11:00-13:00) yaprak porometresi (Leaf Porometer,

Decagon) cihazi ile dl¢tilmiistiir.

3.2.2. Bitkilerdeki Molekiiler Tepkilerin incelenmesi

Molekiiler tepkiler bitkilerin yapraklarinda incelenmis ve birer transkripsiyon
faktorii kodlayip birgok bitkide birgok stres sonucu ifade edilen WRKY25, WRKY33 ve
WRKY38 genlerin Real Time PCR ile ifade seviyelerinin incelenmesi seklinde olmustur.
Calisma sonucunda yaprak drnekleri buz igerisinde soguk zincirde tasinarak -80°C’ lik

buzdolabina gétiiriilmiis ve -80°C” de RNA izolasyonuna kadar muhafaza edilmistir.

3.2.2.1. RNA izolasyonu
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Kiraz bitkilerinin yapraklarindan toplam RNA izolasyonu Strommer ve ark.
(1993)’e gore yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in 2 g doku, sivi azot igerisinde ezilmis ve
10 ml’lik ekstraksiyon tampon ¢ozeltisine (4 M guanidinium isothiocyanate- 25 mM
sodyum sitrat (pH: 7.0) % 0.5 sarcosyl- 0.1 M mercaptoethanol) konulmustur. Soliisyon
karistirildiktan sonra 1 ml 2 M NaOAc (sodyum asetat) (pH 4.0) ilave edilerek 30
saniye boyunca vortekslenmistir. Daha sonra 10 ml saf suyla doyurulmus fenol
eklenmis ve tekrar vortekslenmistir. Bu karisima 6 ml kloroform:izoamilalkol (24:1 v/v)
eklenmis ve 30 saniye vortekslendikten sonra 5000xg’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Ust s1v1 faz (siipernatant) baska bir tiipe aktarilarak esit hacimde kloroform
izoamilalkol ilave edildikten sonra iyice karistirilmis ve tekrar 5000xg’de 10 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant baska bir tlipe aktarilarak esit hacimde
izopropanol ilave edildikten sonra karistirilmis ve -20 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.
10 000xg’de 30 dakika boyunca 4 °C’de santrifiij islemi yapildiktan sonra pelet 500 pl
RNaz’dan ari suda eritilmistir. 500 pul 4 M LiCl (lityum kloriir) eklenerek 0 °C’de 3 saat
boyunca inkiibe edilmek suretiyle RNA c¢oktiiriilmistiir. 15 000 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edildikten sonra pelet % 70’lik ethanol ile 2 kez yikanmistir. Pelet
kurutulduktan sonra 200 pul DEPC (dietil pirokarbonat) uygulanmis ve otoklav edilmis

suda eritilmis ve daha sonra kullanilmak iizere —80 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.2.2. RNA Kalite ve Kantitesinin Belirlenmesi
Spektrofotometrik yontem

RNA izolasyonu sonucunda elde edilen RNA’nin kalite ve konsantrasyonunu

belirlemek amaciyla spektrofotometrede 260 ve 280 nm’de okuma yapilmistir.

RNA kalitesi, 260 nm dalga boyunda elde edilen absorbans degerinin 280 nm
dalga boyunda elde edilen absorbans degerine boliinmesi (A260/ A280) ile
hesaplanmigtir. Buna gére A260/ A280 orani 1.8’den ve daha yiiksek olan RNA’lar

secilmistir.
RNA konsantrasyonunun hesaplanmasinda kullanilan formiil asagida verilmistir:
RNA (pg/ml)=260 nm'deki absorbans degeri x sulandirma orani x 40

Elektroforetik yontem
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RNA izolasyonu sonucunda elde edilen RNA’nin kalitesini belirlemek amaciyla
formaldehit-agaroz jel elektroforezi kullanilarak UV altinda RNA’nin kalitesi
incelenmistir. Bunun icin Ambion tarafindan hazirlanan protokol kullanilmistir. Bu
amagla % 1’lik agaroz jel kullanilmistir. 1 g agaroz 72 ml saf suda eritildikten sonra
sicakligi 60 °C’ye getirilmis ve 10 ml 10X MOPS [0.4 M MOPS (3-(N-morpholino)
propanesiilfonik asit), pH 7.0, 0.1 M sodyum asetat, 0.01 M EDTA (etilendiamin
tetraasetik asit)], 18 ml % 37’lik folmaldehit ve % 0.1 oraninda etidyum bromiir ilave
edilmistir. 2 pg RNA 06rnegi ve 2X oraninda formaldehit yiikleme soliisyonu (% 50
gliserol, ImM EDTA, % 0.25 bromofenol, % 0.25 xylene cyanol) karistirildiktan sonra
70 °C sicakliginda 10 dakika arasinda inkiibe edildikten sonra jele yiiklenmis ve 1X
MOPS soliisyonu igerisinde kosturulmustur. Jel elektroforezinde ayristirilmis RNA
orneklerinde 28S rRNA bandmin yogunlugu 18S rRNA’nin 2 kati olanlar tercih

edilmistir.

3.2.2.3.Gercek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time-PCR)

Kantitatif gercek zamanli PCR reaksiyonu bir 7300 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) cihazi ile Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x) kiti
(Biomatik) kullanilarak gerceklestirilmigtir. 20 pl’lik reaksiyon ortami 10 pl Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x), 1 pl her bir primer (10 uM), 6 ul ddH20 ve
2 pl cDNA (25 ng) dan olusturulmustur. VfEFaF ve VfEFaR primerleri orneklerin
normallestirilmesi i¢in kontrol olarak kullanilmistir. Her bir 6rnek i¢in ii¢ reaksiyon
asagida belirtildigi gibi kurulmustur:

95 °C’de 5 dakika baglama denaturasyonu ve bunu takiben 40 dongii olacak
sekilde 95 °C’de 30 saniye ve 60 °C’de 1 dakika ve 72 °C’de 1 dakika. StepOne™
Software v2-2-2 (Applied Biosystems) programi kullanilarak sonuglar analiz edilmistir.

Genlerin oransal ifadesi mukayeseli 27

metodu kullanilarak yapilmistir (Schmittgen
ve Livak, 2008). Calismada kontrol olarak p-actin geni (ileri 5'-
GAGACCTTCAACACCCCAGCC-3', geri 5-GACTTCGAGCAAGAGATGGCC-3)
(CACT1, GenBank FJ560908) kullanilmustir.
Istatistiksel Analiz

Istatistik analizler SPSS 20.0 istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen verilere tek-yonlii ANOVA (one-way ANOVA) uygulanmis ve %5’ lik seviyede

degerlendirilmistir. Ayrica veriler korelasyon testine tabi tutularak uygulamalar arasinda
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morfolojik ve fizyolojik ile fizyolojik ve molekiiler parametreleri bakimindan énemli

iliski bulunup bulunmadig1 ortaya konulmustur.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1.Arastirma Sonuclari

Bu calismada farkli kiraz anaglarinin (CAB-6P, MaxMa 14 ve kus kirazi) ve bu
anaclara asil1 0900 Ziraat kiraz fidaninin tuz stresine kars1 verdigi morfolojik, fizyolojik
ve molekiiler tepkiler arastirilmistir. Tuz stresine maruz birakilan bitkiler asagida
belirtilen 6zellikler bakimindan incelenmistir.

4.1.1.Morfolojik Tepkiler

4.1.1.1.Bitkilerin 1 Aylik Tuz Stresine Verdigi Tepkiler

Calismamizda, 1 aylik tuz uygulamasi bitkilerin morfolojisinde degisikliklere
sebep olmustur. Cizelge 4.1 incelendiginde, istatistiki olarak 6nemli olmamak kaydiyla
tuz uygulanan bitkiler kontrolleriyle karsilastirildiginda anag ¢apinda ve siirgiin ¢apinda

en fazla azalis CAB-6P anacinda (sirasiyla %16 ve %7) belirlenmistir.

Cizelge 4.1.Uygulamalarin anaglarin morfolojik gelisimine etkileri (1. y1l)

R Siirgiin
Anaglar Uygulamalar anac Capy Siirgiin Capr Uzunlugu
(mm) (mm) (cm)
Kontrol 14.2°P 2.39P 24.6 °°
CAB-6P 35 M Nacl 11.9 2.2 18.9
Kontrol 14.9°P 3.49P 28.3 9P
MaxMald a5’ M NaCl 133 35 27.2
Kus Kontrol 53 12° 3.5
Kiraz 35 mM NaCl 5.7 1.3 1.6

Asisiz anaglarda oldugu gibi, anaglar {izerine asili 0900 fidanlarinin tuz
uygulamasina bagladiktan 1 ay sonra belirlenen biiyliime 6zellikleri istatistiki olarak
onemli seviyede etkilenmemistir. 1 aylik tuz stresi siirgiin ¢apinda diisiislere sebep
olmus ve 0900/CAB-6P, 0900/MaxMa 14 ve 0900/kus kiraz1 fidanlarinda kontrol
gruplarina kiyasla sirasiyla %15, 17 ve 9’lik azalis belirlenmistir. Siirgiin uzunlugunda
tuz stresi sonucunda kayiplar yasanmis olup en az etkilenen fidan kontrol grubuna

kiyasla %0.6’lik azalma ile 0900/MaxMa 14 fidan1 olmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2.Uygulamalarin fidanlarin morfolojik gelisimine etkileri (1. y1l)

Siirgiin  Siirgiin

Fidanlar Uygulamalar An(z:rg:]rﬁ)a P CaK?I(eanm) Cam Uzunlugu
P (mm) (cm)
Kontrol 17.0°P 12.09P 4.3°° 26.2°P
0900/CAB-6P 35’ M NaCl 15.2 11.4 37 20.9
Kontrol 18.7°P 12.89P 4.5°° 30.9°P
0900/MaxMald o'\t NaCl 16.5 113 3.7 30.7
0900/Kus Kontrol 17.7°° 119a 359 19.3°P
Kirazi 35 mM NaCl 15.8 99b 3.2 14.5

Arastirmanin ikinci yilinda CAB-6P anacinda anag¢ capi ve slirgiin ¢api tuz
uygulamasindan istatistiki olarak Onemli seviyede etkilenirken diger anacglarda tuz
uygulamasinin etkisi 6énemsiz bulunmustur. CAB-6P anacinda 1 aylik tuz uygulamasi
sonucunda anag ¢ap1 ve siirgiin capi sirastyla %21 ve %14 azalmistir.

Siirgiin uzunlugu ise istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3.Uygulamalarin anaglarin morfolojik gelisimine etkileri (2. y1l)

il Siirgiin
Anaglar Uygulamalar Anag'Cap Siirgiin Capr Uzunlugu
(mm) (mm)
(cm)
Kontrol 139a 25a 26.4 9P
CAB-6P 35 mM Nacl 11.0b 22b 20.4
Kontrol 14.3°P 359P 26.6 P
MaxMald "~ a5’ M NaCl 13.0 33 245
Kus Kontrol 5.7°P 1.4°P 3.5
Kiraz 35 mM NaCl 5.1 1.1 1.6

Ikinci yilda 1 aylik tuz uygulamasinin 0900/MaxMa 14’te anag ¢apimi ve
0900/kus kirazinda ise siirgiin uzunlugunu istatistiki olarak 6nemli derecede etkiledigi
Cizelge 4.4’te goriilmektedir. 0900/MaxMa 14 ana¢ ¢apinda en fazla gerileme goriilen
fidan (%15) olmustur. Kalem ¢apina tuz uygulamasinin etkisi istatistiki olarak 6nemsiz

bulunmus olup 0900/kus kirazinda biiyiik bir azalis (%47) meydana gelmistir.

Tuz uygulanan fidanlarin siirglin c¢apindaki azalmalar birbirlerine benzer
olmakla birlikte tuz uygulanan 0900/CAB-6P, 0900/MaxMal4 ve 0900/kus kirazi
fidanlarinda kontrol bitkilerine kiyasla sirasiyla %11, 12 ve 11°lik gerileme tespit
edilmistir. Tuz uygulamasinin 0900/kus kirazinda siirgin uzunluguna istatistiki olarak
onemli etki yaptig1 ve en fazla azalisin bu fidanda meydana geldigi (%30) Cizelge
4.4°te goriilmektedir.
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Cizelge 4.4.Uygulamalarin fidanlarin morfolojik gelisimine etkileri (2. y1l)

Siirgiin  Siirgiin

Fidanlar Uygulamalar An(z:rg:]rﬁ)a P CaK?I(eanm) Cam Uzunlugu

P (mm) (cm)
Kontrol 15.99P 12.8°P 4.3°° 26.9 P

0900/CAB-6P 35’ M NaCl 14.6 11.6 3.8 23.9
Kontrol 18.2a 14.2°P 520D 32.19P

0900/MaxMald o'\t NaCl 155b 126 46 305
0900/Kus Kontrol 17.0°P 13.4°P 4.0°P 27.1a
Kirazi 35 mM NaCl 15.7 7.0 3.6 18.9b

Iki yilin ortalama verilerinde, sadece CAB-6P’de anag capina etkinin istatistiki
olarak dnemli oldugu ve ana¢ capinda en fazla azalisin (%18) bu anagta oldugu Cizelge
4.5’te goriilmektedir. Siirgiin c¢apina etki ii¢c anagta da istatistiki olarak Onemsiz

bulunmustur.

Istatistiki olarak 6nemli olmamakla beraber tuz uygulamasi ile kus kirazinin
stirgiin uzunlugunda biiylik bir azalis (%54) meydana gelmistir. Bunu CAB-6P anaci

%23’liikk azalma ile takip etmistir.

Cizelge 4.5.Uygulamalarin anaglarin morfolojik gelisimine etkileri (ortalama)

o A Siirgiin
Anaclar  Uygulamalar Anag Capi Siirgiin Capi Uzunlugu
(mm) (mm)
(cm)
Kontrol 14.1a 2.4P 25.5 9P
CAB-6P 35 M Nacl 11.4b 2.2 19.6
Kontrol 14.6 °P 3590 27.4°P
MaxMald o' M NaCl 13.2 3.4 25.8
Kus Kontrol 5.5 1.3%° 3.5
Kirazi 35 mM NaCl 5.4 1.2 1.6

Iki yilm ortalama degerlerinde, 0900/MaxMa 14 tuz uygulamasindan istatistiki
olarak onemli etkilenmis olup ana¢ ¢apr bakimindan en fazla gerileme goriilen fidan
(%14) olmustur. Fidanlarin kalem caplarina bakildiginda 0900/kus kirazi istatistiki
olarak onemli etkilenmis ve tuz uygulamasi sonucunda %19’luk bir azalma ile kalem

cap1 en fazla etkilenen fidan olmustur.

Stirgiin  ¢apt degerlerine bakildiginda en fazla disiisin 0900/MaxMa 14
fidaninda (%14) oldugu tespit edilmistir. Stirgiin uzunlugunda ise, tuz uygulamasiyla en
biiyiik azalma 0900/kus kirazinda (%28) belirlenirken, tuz stresinden en az etkilenen
0900/MaxMa 14 (%3) olmustur.
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Cizelge 4.6.Uygulamalarin fidanlarin morfolojik gelisimine etkileri (ortalama)

Ana¢ Capt  Kalem Cap1 Sirgiin  Siirgiin

Fidanlar Uygulamalar (mm) (mm) Capp Uzunlugu
(mm) (cm)
Kontrol 16.5°P 12.4°P 4.3°P 26.6°P
0900/CAB-6P 35’ M NaCl 14.9 11.5 37 224
Kontrol 185a 13.5°P 4.9°P 315
0900/MaxMald o'\t NaCl 159b 11.9 42 30.6
0900/Kus Kontrol 17.4°P 12.6a 3.89P 23.20P
Kirazi 35 mM NaCl 15.8 10.3b 34 16.7

4.1.1.2.Bitkilerin 4 Aylik Tuz Stresine Verdigi Tepkiler

Dort ay boyunca tuz stresi uygulanan bitkilerde morfolojik 6zelliklerde
kontrolden istatistiki bir farklilik belirlenememis olmakla beraber tuz uygulamasinin
olumsuz etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Birinci y1l denemelerinde, MaxMa 14 anag¢ capinda en az azalmanin oldugu
(%11) ana¢ olmustur. Siirgiin ¢ap1 bakimindan tuz uygulamasi ve kontrol arasinda
meydana gelen farklilik, MaxMa 14 anacinda %15 olurken CAB-6P anacinda %2.4
olarak tespit edilmistir. Siirgiin uzunlugu incelendiginde ise, tuz stresi uygulanan
MaxMa 14 anacinda kontrol grubuna kiyasla %15°lik bir gerileme belirlenmistir.

Anaglar biiylime oran1 bakimindan incelendiginde, MaxMa 14 anacinda kontrol
grubuna kiyasla %2’lik bir kayip oldugu Cizelge 4.7 te goriilmektedir. Kuru kok kuru
slirglin orani incelendiginde ise, en az gerileme %]17’lik kayipla kus kirazi anacinda

belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7.Uygulamalarin anaglarin morfolojik gelisimine etkileri (1. y1l)

Anag¢ Cap1 Siirgiin Cap1 Strgiin Biiyiime
Anaclar Uygulamalar Uzunlugu Kuru kok/siirgiin
(mm) (mm) (cm) Orani

CAB-6P Kontrol 17.2°° 58" 329 41 0.59
35 mM NaCl 15.2 5.7 30.5 4.2 0.42

MaxMal4 Kontrol 18.3°P 8.2°P 38.9°P 4.2°P 0.48 °P
35 mM NaCl 16.3 6.9 33.2 4.1 0.35

Kus Kontrol 9.1 3.7 21.4°° 4.5°P 0.91°°
Kiraz 35 mM NacCl 7.9 3.5 22.1 45 0.75

Ik yil verileri incelendiginde, 4 ay tuz uygulanan farkli anaglar iizerine asili
0900 fidanlarinda 0900/MaxMal4’de ana¢ c¢apt ve 0900/CAB-6P’de biiyiime orani

hari¢ morfolojik 6zelliklerinde 6nemli bir farklilik tespit edilememistir. Ana¢ capinda
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0900/kus kirazinda en az diisiis (%1.9) belirlenmistir. Kalem ¢ap1 incelendiginde ise, en
fazla gerileme 0900/MaxMa 14’da (%12) goriilirken 0900/CAB-6P’da en az diisiis
(%6.5) ortaya ¢ikmustir. Ayrica, 0900/CAB-6P’da kontrole gore tuz uygulamasinda
slirglin ¢ap1 %13 azalirken, 0900/kus kirazinda kontrole gore %17 azalma meydana
gelmigtir. Siirglin uzunlugu incelendiginde ise, tuz uygulamasi ile en fazla gerileme
0900/MaxMa 14°de (%32) saptanmustir.

Biiytime orani verilerine bakildiginda, tuz uygulamasi sonucunda 0900/CAB-
6P’de en fazla diistis (%21) belirlenirken 0900/MaxMa 14 en az etkilenmistir (%5).
Kuru kok kuru siirgiin orani incelendiginde ise, tuz uygulamasi sonucunda en fazla
etkilenen 0900/CAB-6P (%41) olmus bunu 0900/kus kirazi (%23) takip etmistir.

Cizelge 4.8.Uygulamalarin fidanlarin morfolojik gelisimine etkileri (1. yil)

Siirgiin  Siirgiin

. Anag¢ Cap1 Kalem . Biiyiime Kuru
Fidanlar Uygulamalar (mm) Cap1 (mm) ((rjr?rlr):) UZEJCT:]!]l)lgll Oram  kok/siirgiin

Kontrol 20.1°P 13.3 9P 6.6 °° 21.5°P 39a 0.66°P

0900/CAB-6P 35’ M NaCl 18.7 12.4 5.8 22.8 3.1b 0.55
Kontrol 21.1a 15.5°P T 35.39P 3.9P 0.49°P

0900/MaxMal4 o'\ NaCl 18.9 b 137 78 24.0 38 0.41
0900/Kus Kontrol 19.1°° 153°° 53°°  20.7°° 4.2°° 0.53°7
Kiraz 35 mM NaCl 18.8 14.0 4.4 19.1 3.9 0.40

Ikinci y1l verileri incelendiginde, tuz uygulamast MaxMa 14 anacinda istatistiki
olarak onemli etki yaptig1 goriilmekte olup tuz stresi sonucunda anag¢ c¢api degerinde
%11°1ik bir azalma olmustur.

Kus kirazinda tuz uygulamasinin siirgiin ¢ap1 iizerine etkisi istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Bu anagta tuz uygulamasi sonucunda %9’luk bir azalma
belirlenmistir.

Stirgiin uzunlugu incelendiginde ise, tuz uygulamasi ile en fazla diisiis MaxMa
14’de (%18) meydana gelmistir.

Biiyiime orani bakimindan tiim anaclarda tuz uygulamasinin etkisi istatistiki
olarak 6nemli bulunmamastir.

Tuz uygulamasi kus kirazinda kuru kok kuru siirgiin oranini istatistiki olarak
onemli derecede etkilemis ve kontrole gore azalma %13 olarak belirlenmistir (Cizelge
4.9).
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Cizelge 4.9.Uygulamalarin anaglarin morfolojik gelisimine etkileri (2. y1l)

Anag¢ Cap1 Siirgiin Cap1 Sirgiin Biiyiime
Anaclar Uygulamalar ¢ %-ap g P Uzunlugu Y Kuru kok/siirgiin
(mm) (mm) (cm) Oram
Kontrol 17.4°° 6.3 33.8°P 4.4°P 0.61°°
CAB-6P 35 mM Nacl 15.1 5.8 29.0 4.2 0.52
MaxMald Kontrol 18.8a 8.3 39.4a 4.2 0.53 9P
35 mM NaCl 16.7 b 7.4 32.3b 4.2 0.44
Kus Kontrol 9.3%° 3.9a 25.5°7 4.8°P 0.92a
Kiraz1 35 mM NaCl 8.9 36b 21.3 4.7 0.80b

Asili bitkiler ana¢ ¢ap1 bakimindan incelendiginde, 0900/MaxMa 14’de en fazla
diisiis (%9.8) oldugu tespit edilmistir. Kalem ¢ap1 incelendiginde, 0900/CAB-6P’de tuz
uygulamasinin etkisi énemli olmazken 0900/MaxMal4 ve 0900/kus kirazinda tuz
uygulamasinin olumsuz etkisi istatistiki olarak onemli olarak bulunmustur. Siirgiin
capina tuz uygulamasinin etkisi incelendiginde, sadece 0900/kus kirazinda etki dnemli
olarak belirlenmis ve kontrolde 6.2 mm olan siirglin ¢capinin tuz uygulamasinda 4.8
mm’de kaldig1 saptanmistir.

Stirgiin  uzunlugunda 0900/CAB-6P’de tuz uygulamasmin olumsuz etkisi
istatistiki olarak 6nemli olmazken, diger iki anagta tuz stresinin olumsuz etkisi dnemli
olarak bulunmustur. Siirgiin uzunlugu 0900/MaxMal4’de kontrolde 38.8 cm iken, tuz
uygulamasinda 28.9 cm ve 0900/kus kirazinda kontrolde 26.9 cm iken, tuz
uygulamasinda 22.1 cm olarak belirlenmistir.

Biliylime orani1 {i¢ ana¢ lizerine asili 0900 cesidinde tuz uygulamasindan
istatistiki olarak onemsiz derecede etkilenirken kuru kok:siirgin orani Gigiinde de tuz
uygulamasindan 6nemli derecede etkilenmistir. Tuz uygulamasi sonucunda kuru kok
kuru siirgiin oraninda en az diisiis %13’liik azalma ile 0900/CAB-6P’de oldugu Cizelge
4.10° da goriilmektedir.

Cizelge 4.10.Uygulamalarin fidanlarin morfolojik gelisimine etkileri (2. y1l)

Siirgiin  Siirgiin

. Anag¢ Capi Kalem < Biiyiime Kuru
Fidanlar Uygulamalar (mm) Cap1 (mm) (Crr?rlr:l) UZE::I:T]]I)lgu Oram  koK/siirgiin

Kontrol 20.3°° 14.9°P 6.7°° 28.9 9P 4.1°° 0.74a

0900/CAB-6P 35 mM NaCl 18.7 14.2 5.6 23.8 3.7 0.64b

Kontrol 21.2°P 16.4 a 7.6°7 38.8a 4.2°° 0.58 a

0900/MaxMald 551z Nacl 19.2 143D 7.0 28.9b 38 0.47b

0900/Kus Kontrol 198 a 16.1a 6.2a 26.9 a 4.3°P 0.62 a

Kirazi 35 mM NaCl 18.3 b 145b 48Db 22.1b 3.8 0.48b
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Iki yiln ortalama verileri incelendiginde, ana¢ cap1 bakimindan tuz
uygulamasinin etkisi yalniz MaxMal4 anacinda énemli bulunmus, diger iki anacta etki
istatistiki olarak onemsiz olarak saptanmistir. Anag¢ ¢apina tuz uygulamasinin olumsuz
etkisi en az kus kirazinda (%8) belirlenmistir. Siirglin ¢apinda tuz uygulamasinin
olumsuz etkisi kus kirazinda istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Siirgiin uzunlugu
bakimindan tuz uygulamasi ile istatistiki olarak Onemli derecede azalma sadece
MaxMal4 anacinda ortaya ¢ikmis ve kontrolde 39.1 cm iken tuz uygulamasinda 32.8
cm olarak saptanmustir.

Iki yilin ortalama verilerine gore, biiyiime oranina tuz uygulamasinin etkisi {i¢
anagta da istatistiki olarak 6nemsiz bulunurken, kuru kok:siirgiin oranina tuzun etkisi
CAB-6P ve kus kirazinda 6nemli bulunmustur. CAB-6P’de kuru kok kuru siirgiin
oraninin tuz uygulamasi ile 0.59°dan 0.47’ye ve kus kirazinda 0.91°den 0.78’e geriledigi
belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11.Uygulamalarin anaglarin morfolojik gelisimine etkileri (ortalama)

Anag¢ Cap1 Siirgiin Cap1 Sirgiin Biiyiime
Anaglar Uygulamalar ¢ %-ap g P Uzunlugu Y Kuru kok/siirgiin
(mm) (mm) (cm) Oram
CAB-GHR Kontrol 173 6.1 334 % 4.2 059a
35 mM NaCl 15.1 5.8 29.8 4.2 0.47b
MaxMald Kontrol 185a 8.3 39.1a 4.2°P 0.50 P
35 mM NaCl 16.5b 7.2 32.8b 4.1 0.39
Kus Kontrol 9.2°P 3.8a 23.4°P 4.6 °P 091a
Kiraz1 35 mM NaCl 8.4 35h 21.7 45 0.78 b

Iki yilin ortalama verilerinde, ii¢ anag iizerine asili 0900 bitkilerinde anag ¢ap1
lizerine tuz uygulamasinin etkisi istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Kalem ¢ap1
bakimindan ise, tuz uygulamasinin etkisi CAB-6P iizerine asili 0900’de O6nemsiz
olurken, MaxMal4 ve kus kiraz1 tizerine asili 0900’de etki istatistiki olarak Onemli
olarak tespit edilmistir. Kalem ¢apinin MaxMal4 iizerine asilt 0900’de 15.9 mm’den
13.9 mm’ye kus kirazina asili 0900’de 15.7 mm’den 14.3 mm’ye geriledigi
belirlenmistir.

Sadece 0900/kus kirazinda siirgiin ¢ap1 tuz uygulamasindan istatistiki olarak
onemli seviyede etkilenirken, diger iki anagta tuzun etkisi 6nemsiz olmustur. Kus

kirazina asili 0900°de siirgiin ¢apinin tuz uygulamasi ile kontrole gére %19 oraninda
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azaldig1 tespit edilmistir. Ana¢ capinda oldugu gibi Siirgiin uzunlugunda da ii¢ anag
tizerine asil1 0900°de tuzun etkisi istatistiki olarak 6nemli bulunmamastir.

Tuz uygulamasinin biiyiime orani iizerine etkisi CAB-6P’ye asili 0900°de
onemli olmazken, diger anaglara asili 0900’de etki istatistiki olarak Onemli olarak
belirlenmistir. Biiyiime oran1 0900/MaxMal4’de kontrolde 4.1 iken, tuz uygulamasinda
3.8 ve 0900/kus kirazinda 4.2 iken 3.9 olarak tespit edilmistir. Kuru kok:siirglin orant
bakimindan ise tuz uygulamasinin olumsuz etkisi sadece 0900/CAB-6P’de istatistiki
olarak Onemli olurken, diger anaglar {izerine asili 0900°de etki Onemsiz kalmustir.
0900/CAB-6P’de tuzun kuru kok kuru siirgiin oranini kontrole gore yaklasik %16
azalttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12.Uygulamalarn fidanlarin morfolojik gelisimine etkileri (ortalama)

Siirgiin  Siirgiin

Cap  Uzunlugu Biiyiime Kuru

Fidanlar Uygulamalar ~ Ama¢ Capt  Kalem Cap:

(mm) (mm) Oram  kok/siirgiin
(mm) (cm)
Kontrol 20.2°P 14.1 °P 6.7 °P 25.2 9P 4.0°° 0.70 a
0900/CAB-6P 30’ M NaCl 187 133 5.7 233 34 0.59 b
Kontrol 21.2°P 159a el 37.1P 41a 0.54 °P
0900/MaxMald  5o° 1 Nacl 19 13.9b 7.4 26.4 38b 0.44
0900/Kus Kontrol 19.4°° 15.7a 57a  238°° 4.2a 0.57 %"
Kiraz 35 mM NaCl 18.6 14.3b 46b 20.6 39b 0.44

Dort aylik tuz stresi sonucunda kiraz ana¢ ve fidanlar1 kendi kontrol bitkileriyle
karsilastirildiginda hem toprak istii aksamida hem de koklerinde biiylimenin azaldigi
goriilmektedir (Sekil 4.1-12).



Sekil 4.1.CAB-6P (Kontrol)

Sekil 4.2.CAB-6P (Tuzlu)
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Sekil 4.3.MaxMa 14 (Kontrol)

Sekil 4.4.MaxMa 14 (Tuzlu)
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Sekil 4.5. Kus Kirazi (Kontrol)

Sekil 4.6.Kus Kirazi (Tuzlu)
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Sekil 4.7.CAB-6P+0900 (Kontrol)

Sekil 4.8.CAB+0900 (Tuzlu)
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Sekil 4.9.MaxMa 14+0900 (Kontrol)

Sekil 4.10.MaxMa 14+0900 (Tuzlu)
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Sekil 4.11.Kus Kirazi+0900 (Kontrol)

Sekil 4.12.Kus Kirazi+0900 (Tuzlu)
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4.1.2.Fizyolojik Tepkiler

4.1.2.1.Bitkilerin 1 Aylik Tuz Stresine Verdigi Tepkiler

Tuz uygulamalarinin fizyolojik ozelliklere etkisi anaglara gore farklilik
gostermis olmakla beraber, ¢ogunlukla tuzun etkisinin agik olmadigi goériilmektedir.
Buna bagli olarak tuz uygulamasmin fizyolojik oOzellikler iizerine etkisi genelde
onemsiz bulunmustur. Yalniz CAB-6P anacinda membran gegirgenligi tuz uygulamasi
ile istatistiki olarak Onemli derece etkilenmis, diger Ozelliklere {i¢ anacgta da tuz
uygulamasinin etkisi istatistiki olarak dnemsiz olarak belirlenmistir. Istatistiki olarak
onemli olmamasina ragmen tuz uygulamalar fizyolojik Ozelliklerde farklilagsmalara
sebep olmustur. Birinci yilda kontrole gore tuz uygulamasinda SPAD degeri en fazla
azalan ana¢ MaxMa 14 olmustur. Stoma iletkenli§inde kus kirazi anacinda tuz
uygulamasi sonucunda fazla bir degisim (%2.5 azalma) olmazken CAB-6P anacinda
%5111k bir azalma tespit edilmistir.

Tuz uygulamasi ile membran gegirgenligi artist CAB-6P anacinda istatistiki
olarak 6nemli bulunmus Ve artis %49 olarak belirlenmistir. Yaprak oransal su igeriginin
tuz uygulamasi ile azaldigi ancak bu azalisin istatistiki olarak 6nemli olmadigi
belirlenmistir. Bununla beraber en fazla azalma CAB-6P’de belirlenmis ve kontrolde

%82.2 olan YOSI tuz uygulamasinda %70.7 olarak saptanmuistir.
Cizelge 4.13.Uygulamalarin anaglarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (1. yil)

Yaprak Membran

Anaclar  Uygulamalar SPAD St?ﬂ?;gllergffsl.lll)l &t Sicakhigr  Gegirgenligi SE?A)S)I
(°C) (%)

CAB-6P Kontrol 44.1°° 289.9a 335°° 22.8b 82.2%
35 mM NaCl 433 143.2 b 335 340a 70.7

MaxMald Kontrol 48.3°P 352.4a 32.5°P 18.2°P 86.9°°
35 mM NaCl 42.9 207.6 b 34.0 21.0 78.2

Kus Kontrol 34.4°° 3935 30.7°7 22.5°7 85.1°"
Kirazi 35 mM NaCl 345 390.9 30.7 23.6 79.6

Birinci yil asili bitkilerde tuz uygulamasindan 1 ay sonra bazi fizyolojik
ozelliklerde yapilan analizlerde higbir 6zelligin tuz uygulamasindan istatistiki olarak
onemli seviyede etkilenmedigi belirlenmistir. Bununla beraber tuz uygulamasi ile
SPAD degerinde 0900/CAB-6P ve 0900/MaxMa 14’de %13’liikk bir azalma
belirlenmistir. Stoma iletkenliginde ise tuz uygulamasi ile 0900/kus kirazinda %9 ve
0900/MaxMa 14’de %10’luk azalma tespit edilmistir.
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Fidanlar membran gecirgenligi bakimindan incelendiginde, diger anaglar iizerine
asili 0900°de ciddi bir artis olmamasina ragmen tuz stresine maruz birakilan
0900/MaxMa 14’de kontrol grubuna kiyasla biiyiik bir oranda artis (%76) belirlenmistir.
Yaprak oransal su igerigi incelendiginde ise, kus kirazina asili 0900 yapraklarinda
kontrolde %78.2 olarak belirlenen YOSI tuz uygulamasinda %64.1’e diistiigii, buna
karsihik diger anaglar iizerindeki 0900 bitkilerinde YOSI diisiisiiniin ¢cok sinirli kaldig
saptanmustir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14.Uygulamalarin fidanlarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (1. y1l)

Yaprak  Membran

Fidanlar Uygulamalar  SPAD Stoma lletkg'f}lgl (mmol m Sicakhigr  Gegirgenligi Y(?SI
Kontrol 37.0°° 175.39P 31.7°P 21.3°P 75.9°P

0900/CAB-6P 5o M NaCl 323 155.9 313 25.6 66.5
Kontrol 32.4°P 180.4°P 31.3%P 18.9b 73.0°P

0900/MaxMald oo’ \iNaCl 282 162.7 31.9 333a 707
0900/Kus Kontrol 33.8°° 228.9°P 29.1°P 23.59P 78.2a
Kiraz 35 mM NaCl 325 210.3 27.2 26.6 64.1b

Ikinci y1lda CAB-6P ve MaxMa 14’de stoma iletkenligi ve YOSI ve CAB-6P’de
membran gegirgenligi ilizerine tuz uygulamasinin etkisi istatistiki olarak Onemli
bulunurken, kus kirazinda hicbir ozellik tuz uygulamasindan Onemli seviyede
etkilenmemistir. Stoma iletkenliginde kus kirazi hari¢ diger iki anagta tuz uygulamasi
ile 6nemli oranda azalmalar belirlenmis ve bu oran CAB-6P anacinda %45 olurken,
bunu %39 azalma ile MaxMa 14 takip etmistir. Anaglar membran gecirgenligi
bakimindan incelendiginde, CAB-6P anaci istatistiki olarak 6nemli derecede etkilenmis
olup tuz uygulamasiyla membran gecirgenligi %50 artmustir. Yaprak oransal su
icerigine bakildiginda, CAB-6P (%14) ve MaxMal4’de (%12) tuz uygulamasi ile
azalma istatistiki olarak 6nemli olurken, kus kirazi anacinda (%6) tuzun etkisi 6nemsiz

olmustur (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15.Uygulamalarin anaglarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (2. y11)

Yaprak Membran

Anaglar  Uygulamalar SPAD Stoma Illetlfze nll 1l Sicakhi@i  Gegirgenligi YgSI
(mmol m™s™) ©C) (%) (%)

CAB-6P Kontrol 43.1% 355.7 a 33.2% 22.9b 85.7a

35mM NaCl  41.9 195.0 b 33.6 345a 74.1b

MaxMald Kontrol 46.4°° 411.3a 32.4°P 21.1°° 88.9a

35mM NaCl  42.7 251.3b 32.7 23.3 778b

Kus Kontrol 34.4%° 544.3 °° 31.0°° 23.8°7 77.6 %0

Kirazi 35 mM NaCl 32.7 497.3 31.3 25.3 73.1
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Ikinci yilda 1 aylik tuz uygulamasmin agili bitkilerde fizyolojik &zelliklerin
hicbirisini 6nemli derecede etkilemedigi, ancak tuz uygulamasi ile kontrol arasinda
kiiciik farkliliklarin ortaya c¢iktigi belirlenmistir. SPAD degeri bakimindan tuz
uygulamasinin en fazla diisiisii 0900/MaxMal4’de yaptigr ve %14 azalmanin oldugu
belirlenmistir. Stoma iletkenligi incelendiginde de, yine 0900/MaxMal4’de kontrole
gore tuz uygulamasinda en biiyiik azalma meydana gelmis ve kontrolde 301.7 mmol m’

%s" ! olan stoma iletkenligi tuz uygulamasinda 230 mmol m?st

e dismistiir (Cizelge
4.16). Tuz uygulamasi farkli anaglar tizerine asili 0900°de membran gegirgenligini
onemli derecede etkilememistir. Yaprak oransal su igerigi incelendiginde ise, Cizelge
4.16’da goriildiigl gibi tuz uygulamasi sonucunda istatistiki olarak 6nemli olmamakla

beraber en fazla azalig 0900/CAB-6P fidanlarinda (%12) belirlenmistir.

Cizelge 4.16.Uygulamalarin fidanlarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (2. yil)

 Sigipd Yaprak Membran .
Fidanlar Uygulamalar SPAD Iletkenhg.l Sicakhigr  Gegirgenligi YOSI
(mmol m 3 o (%)
251y °0) (%)
Kontrol 35.99P 240.3°P 31.0°° 24.1°P 76.1°P
0900/CAB-6P 35’ )M NaCl 325 190.0 316 26.7 66.9
Kontrol 33.4°P 301.7°P 31.8°P 24.8°P 73.4°P
0900/MaxMald 50 1 Nacl 28.8 230.0 32.0 28.6 66.7
0900/Kus Kontrol 34.4°P 289.7°°  28.3°° 2237 76.7°7
Kiraz 35 mM NaCl 30.9 232.3 28.9 25.4 67.6

Iki yilin ortalama verileri incelendiginde, aym ilk yil sonuglarinda oldugu gibi
kus kiraz1 anacinda tuz uygulamasinin etkisi hicbir 6zellikte 6nemli ¢ikmazken, stoma
iletkenligi ve YOSI’nin CAB-6P ve MaxMal4’de ve membran gegirgenliginin CAB-
6P’de tuz uygulamasindan istatistiki olarak dnemli seviyede etkilendigi tespit edilmistir.
Stoma iletkenligi incelendiginde tuz stresine maruz birakilan bitkilerde kontrole kiyasla
en fazla azalis CAB-6P anacinda (%47.6) belirlenmis olup bunu MaxMal4 anaci
(%39.9) izlemistir. ki yiln ortalama verilerinde anaglarda membran gegcirgenligi
incelendiginde, tuz uygulanan kus kirazinda kontrol grubuna gore olduk¢a az bir
yikselme (%5.7) Dbelirlenirken, CAB-6P anacinda kontrolde %?22.9’dan tuz
uygulamasinda %34.3’e yiikseldigi tespit edilmistir. Yaprak oransal su icerigi
incelendiginde ise, tuz uygulamasinin etkisi CAB-6P (%14) ve MaxMal4’de (%]11)
onemli bulunurken kus kirazinda tuzun etkisi 6nemsiz olarak saptanmistir (Cizelge

4.17).
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Cizelge 4.17.Uygulamalarin anaglarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (ortalama)

Yaprak Membran

Anaclar  Uygulamalar SPAD St?r;nrzolllertnlffsl.lll)l & Sicakhigt  Gegirgenligi ‘Eg/)os)l
(°C) (%)

CAB-6P Kontrol 436 322.8a 33.4% 22.9b 83.9a

35mM NaCl  42.6 169.0 b 335 34.3a 72.4b

MaxMald Kontrol 47.3°° 381.9a 32.4°P 19.7°° 87.9a

35mM NaCl  42.8 229.5b 33.4 22.2 78.0b

Kus Kontrol 34.4°P 469.0 °° 30.9°7 23.1°P 81.3°P
Kiraz 35 mM NaCl 336 444.0 31.0 24.5 76.4

Asili bitkilerde iki yilin ortalama verileri incelendiginde, 1 aylik tuz uygulamasinin bazi
fizyolojik Ozelliklerde istatistiki olarak Onemsiz seviyede farkliliklara neden oldugu
belirlenmistir. SPAD degeri incelendiginde, tuz uygulamasi ile 0900/MaxMal4’de en
fazla azalmanin (%13) meydana geldigi tespit edilmistir. Stoma iletkenliginde tuz
uygulamasi sonucunda fidanlardaki azalma anaglarda belirlenen kadar diisiik
bulunmamistir. Tuz uygulamasi sonucunda 0900/MaxMal4’iin stoma iletkenliginde
%19’luk bir azalma belirlenmistir.

Yaprak sicakligina bakildiginda, tuz uygulamasinin etkisinin ii¢ anag {izerine asili 0900
bitkilerinde gok sinirli kaldig: goriilmektedir. Ayrica membran gegirgenligi ve YOSI de

istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18.Uygulamalarin fidanlarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (ortalama)

Yaprak Membran

Fidanlar Uygulamalar ~ SPAD Stoma Iler;lffsl_lll)lgl (mmol Sicakhgr Gegirgenligi ‘igos)l
(9 (%)
Kontrol 36.5°° 198.1°P 31.49P 22.79P 76.0°P
0300/CAB-6P o0/ \M NaCl  32.4 182.6 314 26.6 66.7
Kontrol 329°P 241.0°P 31.5°P 21.9°P 73.2°P
0900/MaxMald o0 \iNacl 285 196.3 31.9 30.9 68.7
0900/Kus Kontrol 34.1°° 259.3%° 28.7°7 22.9°7 77.4°°
Kiraz 35mM NaCl 317 221.3 28.1 26.0 65.9

4.1.2.2 Bitkilerin 4 Aylik Tuz Stresine Verdigi Tepkiler

Tuz uygulamalarinin fizyolojik ozelliklere etkisi anaglara gore degismekle
birlikte 1 aylik sonuglarda farklar cok net ortaya ¢ikmamasina karsin, 4 aylik sonuglarda
daha acik bir sekilde ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Birinci y1l SPAD degeri bakimindan
sadece kus kirazinda yapilan tuz uygulamasinin etkisi istatistiki olarak dnemli olurken,
diger iki anagta tuzun etkisi 6nemsiz bulunmustur. Kus kirazinda tuzun SPAD degeri

tizerine etkisi%35 diizeyinde belirlenmistir. Stoma iletkenliginin tuz uygulamasindan
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istatistiki olarak onemli seviyede etkilenmedigi tespit edilmekle beraber azalmalarin
oldugu bulunmustur (Cizelge 4.19).

Tuz uygulamasiyla membran gegirgenligi artisi CAB-6P ve kus kirazi
anaclarinda istatistiki olarak onemli bulunmus ve artis sirasiyla %58.6 ve 64.2 olarak
gerceklesmistir. Yaprak oransal su igerigi ii¢c anagta da tuz uygulamasindan Onemli

derecede etkilenmemistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19.Uygulamalarin anaglarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (1. y1l)

Yaprak Membran

Anaglar  Uygulamalar SPAD St?r;]nr?];ller;lf;;}ll)l &t Sicakhgr  Gegirgenligi ‘Egos)l
(°C) (%)

CAB-6P Kontrol ~ 49.3°" 529.7 %P 34.2% 18.6 b 88.3 "
35mM NaCl 418 488.8 34.7 295a 83.1

MaxMald Kontrol 44,9 °P 422.3°P 33.5%P 17.3°P 91.9°P
35mM NaCl  40.4 379.7 33.3 20.8 87.6

Kus Kontrol 386a 677.8°° 34.5°P 16.5b 81.6 °°
Kirazi 35 mM NaCl 25.2b 638.0 34.8 27.1a 78.9

[lk y1lda asili bitkiler incelendiginde, tuz stresinin 4 ay boyunca devam ettirildigi
uygulamalarda fizyolojik 6zelliklerde yaprak sicakligi hari¢ diger 6zelliklerde anaglara
gore degismekle beraber meydana gelen farkliliklar istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. SPAD degeri MaxMa 14 (41.7°den 32.9’a) ve kus kirazma (38.1°den
27.4°¢) asili 0900°de tuzluluk ile istatistiki olarak 6nemli derece azalirken, CAB-6P’ye
asili 0900°de meydana gelen azalma onemsiz bulunmustur. Stoma iletkenliginin SPAD
degerinde oldugu gibi tuz uygulamasi ile 0900/MaxMal4 ve 0900/kus kirazinda
istatistiki olarak onemli seviyede farkliliklara sebep oldugu goriilmektedir. Stoma
iletkenligi incelendiginde, tuz uygulanan bitkilerdeki azalis birbirlerine benzer olmakla
birlikte, en az diisiis 0900/CAB-6P’de (%11) belirlenmistir.

Fidanlarda membran gegirgenligi dikkate alindiginda, CAB-6P anaci iizerine
asili 0900°de Onemli bir artis olmamasmna ragmen, tuz stresine maruz birakilan
0900/MaxMal4 ve 0900/kus kirazinda kontrol grubuna kiyasla belirlenen artiglar
onemli bulunmustur. Membran gegirgenligi tuz uygulanan 0900/MaxMa 14’de kontrol
grubuna gore %62.8 artarken, 0900/kus kirazinda kontrol grubuna gore %57.7 artis
belirlenmistir. Yaprak oransal su icerigi incelendiginde ise, 0900/CAB-6P ve
0900/MaxMal4’de istatistik olarak Onemli seviyede azalmanmn oldugu, 0900/kus

kirazinda ise azalmanin 6nemsiz kaldig1 tespit edilmistir. (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20.Uygulamalarin fidanlarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (1. y1l)

Stoma Yaprak Membran YOSi
Fidanlar Uygulamalar ~ SPAD Iletkenligi Sicakhigr  Gegirgenligi (%)
(mmol m?s™) (°C) (%) 0

Kontrol 36.9°° 357.7°P 34.9°P 26.1°P 94,1a

0900/CAB-6P 35’ M NaCl 31.2 317.9 34.7 35.4 85,8 b

Kontrol 41.7a 44433 34.4°P 23.2b 82,7a

0900/MaxMald oo’ \iNacl 329D 373.1b 35.2 378a 80,7 b

0900/Kus Kontrol 38.1a 574.9a 3529 20.6b 76,7°°
Kiraz 35 mM NaCl  27.4b 479.9b 35.0 325a 75,7

Ikinci yilda tuz uygulamalarinin SPAD degerlerini her 3 anagta da kontrole gore
onemli derecede azalttigi goriilmiistiir. Ote yandan ikinci yilda tuz uygulamasinin
MaxMal4 anacinin stoma iletkenligi ve membran gecirgenligine etkisi Onemsiz
bulunmustur. SPAD degerinin CAB-6P’de 47.8’den 39.7°ye, MaxMa 14’de 47.5’den
41.4’e ve kus kirazinda 40.2’den 32.5’¢e diistiigii belirlenmistir.

Stoma iletkenligi incelendiginde, CAB-6P ve kus kirazi istatistiki olarak énemli
etkilenmigtir. Tuz stresi sonucunda CAB-6P anacinda %15°lik azalma yasanirken bu
oran kus kirazinda %13 olarak belirlenmistir. Yaprak sicakligina bakildiginda, tuz
uygulamasi sonucunda artig olmakla beraber tuzun etkisi 6nemsiz bulunmustur.

Ikinci yilda anaglar membran gecirgenligi bakimindan incelendiginde, tuz
uygulamasi sonucunda en fazla kus kirazinda artis (%50) gergeklesmis bunu CAB-6P
(%35) takip etmistir. Yaprak oransal su igerigi incelendiginde ise, tuzun Onemli
etkisinin yalmz CAB-6P’de oldugu, diger iki anagta etkinin Onemsiz oldugu

saptanmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21.Uygulamalarin anaglarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (2. y1l)

Yaprak Membran

Anaclar  Uygulamalar SPAD St?rglrzgller;lfzesl}ll)l & Sicakhgr  Gegirgenligi ‘Eg/)os)l
o (0)
(°C) (%)
CAB-6P Kontrol 478 a 618.6 a 33.6°P 18.4b 89.2a
35mM NaCl 39.7b 526.3 b 34.2 248 a 83.5b
MaxMald Kontrol 475a 525.7 9P 33.1%° 20.9°P 87.2%P
X 35mM NaCl 41.4b 458.3 33.3 22.2 83.8
Kus Kontrol 40.2 a 706.0 a 345 17.9b 85.6 "
Kirazz 35 mM NaCl 325b 615.6 b 34.8 26.7a 79.9

Ikinci yilda 1 ay tuz stresine maruz birakilan asili bitkilerde incelenen fizyolojik
ozelliklerde onemli derecede farklar meydana gelmezken, tuz stresinin 4 ay boyunca

uygulandig1 asili bitkilerde incelenen bu fizyolojik 6zelliklerde anacglara bagli olarak
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istatistiksel olarak Onemli degisimlerin oldugu goriilmiistiir. SPAD degeri {i¢ anag
tizerine asil1 0900 bitkilerinde tuz uygulamasindan 6nemli derece etkilenmis ve tuzluluk
ile SPAD degerinin azaldigi bulunmustur. Stoma iletkenliginde ise, tuz uygulanan
bitkilerde kontrole kiyasla en fazla 0900/kus kirazinda azalma (%21) gerceklesmis ve
bunu 0900/CAB-6P fidan1 (%20) takip etmistir.

Kus kirazina asilt 0900 hari¢ diger iki anaca asili 0900°de tuz uygulamas: ile
membran gegirgenliginin 6nemli derecede arttigi tespit edilmistir. Membran
gecirgenliginde oldugu gibi YOSI 0900/CAB-6P ve 0900/MaxMal4’de tuz

uygulamasindan istatistiki olarak 6nemli seviyede azaldigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.22.Uygulamalarin fidanlarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (2. yil)

_Sloga Yaprak Membran .
Fidanlar Uygulamalar SPAD Iletkenhg.l Sicakhigr  Gegirgenligi YOSI
(mmol m o o (%)
251y °C) (%)
Kontrol 39.1a 509.0 a 33.89P 25.3b 90.6 a
0900/CAB-6P 40 M NaCl  32.9b 407.8b 345 325a 84.4b
Kontrol 42.6a 521.3°P 34.8°P 22.3b 82.4a
0900/MaxMald 50 1 Nacl 36.5b 467.7 35.3 36.5a 80.6 b
0900/Kus Kontrol 43.0a 648.8a 34.3°7 22.1°° 78.0 %P
Kirazi 35 mM NaCl 34.2b 514.5b 34.7 31.2 76.7

Iki yilin ortalama verilerinde anaclar SPAD degeri bakimindan incelendiginde,
ikinci yilin verilerinde oldugu gibi tuz uygulamasi 3 anagta da istatistiksel olarak dnemli
farkliliklara sebep oldugu goriilmektedir. Tuz uygulanan MaxMal4’te kontrol grubuna
gore az bir diistis (%11) belirlenirken, kus kirazinda kontrolde 39.4’ten 28.9’a diistiigi
tespit edilmistir. Stoma iletkenliginde ise, tuzlulukla azalmalar olmasina ragmen hicbir
anacta tuzun etkisi istatistiki olarak dnemli olmamustir.

Membran gecirgenliginde, tuz uygulanan CAB-6P ve kus kirazi anaglarinda
kontrol grubuna goére 6nemli bir artis (sirasiyla %47 ve 56) belirlenirken MaxMa 14
anacinda artig 6nemsiz bulunmustur. Yaprak oransal su igeriginde ise, tuz uygulamasi
YOSI’yi istatistiksel olarak 6nemli derecede sadece CAB-6P’de etkilemis, MaxMa 14

ve kus kirazi anaglarinda etki 6nemsiz olmustur.
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Cizelge 4.23.Uygulamalarin anaglarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (ortalama)

Yaprak Membran

Anaclar  Uygulamalar SPAD Stoma Iletlfze nll 18t Sicaklhigt  Gegirgenligi YOSI
(mmol m™s™) ©C) (%) (%)

CAB-6P Kontrol 485 a 553.7 P 33.9% 185D 88.7a

35mM NaCl 408D 528.0 345 272a 83.3b

MaxMald Kontrol 46.2 a 474.0 °° 3339 19.1%° 89.6 °°
35mM NaCl  40.9b 419.0 33.3 215 85.7

Kus Kontrol 39.4a 672.0 " 34.5°P 17.2b 83.6 °°
Kirazi 35 mM NaCl  28.9D 646.7 34.8 26.9a 79.4

Asilt bitkilerde iki yilin ortalama verileri incelendiginde, 4 aylik tuz
uygulamasinin yaprak sicakligi ve YOSI iizerine etkisi ii¢ anag iizerine asili 0900°de
istatistiki olarak 6nemsiz olurken, diger 6zelliklerde tuzun etkisi anaglara bagli olarak
onemli bulunmustur. Dort aylik tuz uygulamasi sonucunda SPAD degerinde 6nemli
derecede azalma 0900/MaxMa 14°de belirlenmis, buna karsilik diger anaglar {izerine
asilt  0900°deki azalma Onemsiz olmustur. Stoma iletkenligi kontrol ve tuz
uygulamasinda 0900/kus kirazinda swrasiyla 611.9 ve 497.2 mmol m?%s ' ve
0900/MaxMa 14’de sirasiyla 483 ve 420 mmol m?s ! olarak lgiilmiis ve bu fark
istatistiki olarak onemli bulunmustur.

Yaprak sicakligi incelendiginde, iki yilda da oldugu gibi tuz uygulamasinin
etkisi Ui¢ anac¢ Tlzerine asili 0900 bitkilerinde smirli kaldigi Cizelge 4.24°te
goriilmektedir. Iki yilin ortalama verilerinde, fidanlar membran gegirgenligi bakimmdan
incelendiginde, en yiiksek artig %64 ile 0900/MaxMa 14’te olmustur ve bunu %50°1lik
artisla 0900/kus kirazi takip etmistir. Yaprak oransal su icerigi incelendiginde ise, tuz

uygulamasinin etkisi {i¢ anag lizerine asili 0900 bitkilerinde 6nemsiz kalmaistir.

Cizelge 4.24.Uygulamalarin fidanlarin fizyolojik 6zelliklerine etkileri (ortalama)

Yaprak Membran

Fidanlar Uygulamalar SPAD Stoma Ileﬂ_(ze 1_1111g1 (mmol Sicakh@r  Gegirgenligi YOSI

m?s™) ° (%)

(&O) (%)

Kontrol 38.0°P 433.3°P 34.4°° 25.7°°P 92.4 9P

0900/CAB-6P 35’ M NaCl 32.1 362.9 34.6 33.9 85.1
Kontrol 422 a 482.8 a 34.6°P 227b 82.6°P

0900/MaxMald oo’ \iNacl 347D 4204 b 35.2 37.2a 80.6
0900/Kus Kontrol 40.5°° 611.9a 34.8°° 21.3%° 773%°

Kiraz 35 mM NaCl 30.8 497.2b 34.9 31.9 76.2
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4.1.3.Molekiiler Tepkiler

Dort aylik tuz stresine maruz birakilan kiraz ana¢ ve fidanlarinda WRKY25,
WRKY33 ve WRKY38 genlerinin ifade seviyeleri incelenmistir (Cizelge 4.25, 4.26 ve
4.27). Tuz uygulamalarmin molekiiler Ozelliklere etkisi anaglara gore farklilik
gostermekle birlikte, 4 aylik tuz stresi WRKY25, WRKY33 ve WRKY38 genlerinin ifade

seviyelerinde biiyiik oranda artiglara sebep olmustur.

Calismanin birinci yilinda anaglar incelendiginde, kontrole goére WRKY25
geninin ifade seviyesinde en fazla artis gosteren anaglar MaxMal4 ve kus kiraz1 (4.5
kat) olmustur. WRKY33 geninin ifade seviyesinde tuz uygulamasi sonucunda MaxMal4
ve kus kiraz1 5.9 kat artig gosterirken, CAB-6P anacinda 5.6 kat artig belirlenmistir. Tuz
uygulamasi ile WRKY38 geninin ifade seviyesinin artist MaxMal4 anacinda oldukca

yiiksek (16.9 kat) bulunmustur.

Asili fidanlar kendi aralarinda degerlendirildiginde, tuz uygulamasi sonucunda
0900/kus kirazinda kontrol grubuna kiyasla WRKY25 gen ifade seviyesinde %3.6’lik bir
artis belirlenmigtir. WRKY33 geninin ifade seviyesi incelendiginde, MaxMal4’e asili
0900’de diger asili fidanlara kiyasla tuz uygulamasi sonucunda daha az bir artig (3.9
kat) gerceklesmistir. Kus kirazina asili 0900 bitkisinde tuz uygulamasi sonucunda
WRKY38 geninin ifade seviyesinde diger asili bitkilere kiyasla olduk¢a fazla bir artis
(4.8) meydana gelmistir (Cizelge 4.25).

Cizelge 4.25.Uygulamalarin WRKY25, WRKY33 ve WRKY38 genlerinin ifadelerine etkileri (1. y1l)

Uygulamalar Oransal ifade seviyeleritstandart hata

WRKY25 WRKY33 WRKY38

Maxma 14 (Kontrol) 3.9+0.1 3.6+0.2 2.9+0.1

CAB-6P (Kontrol) 6.4+0.2 5.0+0.2 4.7+0.2

Kus Kirazi (Kontrol) 7.9+0.5 6.9+0.4 6.1+£0.5
0900/Maxma 14 (Kontrol) 4.8+0.3 4.1£0.3 4.0+0.3

0900/ CAB-6P (Kontrol) 7.2+0.3 5.7+0.2 7.2+0.7
0900/Kus Kirazi (Kontrol) 8.9+0.6 7.8+£0.5 6.9+0.4
Maxma 14 (35mM NacCl) 17.7+0.8 21.1+0.7 15.2+0.9
CAB-6P (35mM NaCl) 23.9+1.1 27.9+1.3 21.1+1.1
Kus Kirazi (35mM NaCl) 36.1+1.2 40.8+1.4 32.3+1.3
0900/Maxma 14 (35mM NaCl) 11.9+0.8 15.9+0.9 11.5+0.8
0900/ CAB-6P (35mM NaCl) 21.3£1.0 31.8+1.2 14.1£0.8
0900/Kus Kiraz1 (35 mM NaCl) 32.2+1.1 43.9+1.5 33.2+1.4
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Sekil 4.13.WRKY25 geninin ifade seviyesinin grafigi (1. yil)
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Sekil 4.14.WRKY33 geninin ifade seviyesinin grafigi (1. yil)
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Sekil 4.15.WRKY38 geninin ifade seviyesinin grafigi (1. yil)
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Ikinci yilda 4 aylik tuz uygulamasi hem anaglarda hem de asili bitkilerde
genlerin ifade seviyelerinde biiyiik farkliliklara neden olmustur. Anaglarda kontrole
gore WRKY25 geninin ifade seviyesinde en fazla artis MaxMal4’te (4.5 kat)
belirlenmistir. WRKY33 geninin ifade seviyesi bakimindan tuz uygulamasinin en fazla
artis1 kus kirazinda yaptig1 ve 5.8 kat artis oldugu belirlenmistir. WRKY38 genin ifadesi
incelendiginde, MaxMal4’de kontrole gore tuz uygulamasinda en biiyiik artis meydana

gelmis ve kontrolde 3.1 olan ifade seviyesi tuz uygulamasinda 15.8’¢ yiikselmistir.

Dort aylik tuz uygulamasinin asili bitkilerde gen ifadesi iizerine etkileri
incelendiginde, tuz uygulamasi ile genlerin ifade seviyelerindeki artis anaglardaki
yiikselislerden daha az oldugu belirlenmistir. Tuz stresi sonucunda WRKY25 geninin
ifade seviyesindeki artis en fazla kus kirazina asili 0900°de (3.5 kat) bulunmustur. Asili
bitkilerde WRKY33 gen ifade seviyesi incelendiginde, tuz uygulanan 0900/MaxMal4’te
kontrol grubuna gore 3.7 kat artis belirlenirken, diger anaglara asil1 0900°de yaklasik 5.5
kat artig tespit edilmistir. WRKY38 ifade seviyesi incelendiginde ise, tuz uygulamasi ile
0900/CAB-6P’de 2.1 artis gerceklesirken, 0900/kus kirazinda 4.8 kat artis oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26.Uygulamalarin WRKY25, WRKY33 ve WRKY38 genlerinin ifadelerine etkileri (2. y1l)

Uygulamalar Genlerin oransal ifade seviyeleritstandart hata
WRKY25 WRKY33 WRKY 38

Maxma 14 (Kontrol) 4.1+£0.2 3.8+0.2 3.1+0.1

CAB-6P (Kontrol) 6.9+0.3 5.1+0.1 4.9+0.3

Kus Kiraz (Kontrol) 8.4+0.5 7.2+0.5 6.2+0.6

0900/Maxma 14 (Kontrol) 4.9+0.3 4.2+0.4 3.9+0.4

0900/ CAB-6P (Kontrol) 7.6+0.4 5.9+0.1 7.1£0.6

0900/Kus Kirazi (Kontrol) 8.7+0.5 7.9+0.4 6.7+0.4
Maxma 14 (35mM NaCl) 18.3+0.9 21.440.8 15.8+0.8
CAB-6P (35mM NaCl) 245411 28.5+1.2 20.4+1.2
Kus Kirazi (35mM NaCl) 35.3+1.4 41.4+1.3 31.2+1.3
0900/Maxma 14 (35mM NaCl) 12.2+0.9 15.4+0.9 10.5+0.7
0900/ CAB-6P (35mM NaCl) 20.3+1.1 32.6x1.1 14.6+£0.9
0900/Kus Kirazi1 (35mM NaCl) 30.2+1.2 44.1£1.4 32.3+1.5
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Sekil 4.16.WRKY25 geninin ifade seviyesinin grafigi (2. yil)
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Sekil 4.17.WRKY33 geninin ifade seviyesinin grafigi (2. yil)
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Sekil 4.18.WRKY38 geninin ifade seviyesinin grafigi (2. yil)
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Iki y1lin ortalama verileri incelendiginde, WRKY25 geninin ifade seviyesinde tuz
stresine maruz birakilan anaglarda kontrole kiyasla en fazla artis kus kirazinda (4.4 kat)
belirlenmis olup bunu MaxMal4 anaci (4.3 kat) izlemistir. Tuz uygulamasi sonucunda
WRKY33 ifade seviyelerinin artis1 anaglar arasinda birbirlerine benzer oranda olup tuz
uygulanan MaxMal4, CAB-6P ve kus kiraz1 anaglarinda kontrollerine kiyasla sirasiyla
5.7, 5.6 ve 5.8 kat artis belirlenmistir. WRKY38 gen ifadesi anaglar arasinda
degerlendirildiginde, en fazla artis MaxMal4 ve kus kirazinda (5.2 kat) oldugu Cizelge
4.27°de goriilmektedir.

Tuz uygulamas:t sonucunda genlerin ifade seviyeleri asili bitkiler arasinda
degerlendirildiginde, WRKY25 geninin ifade seviyesi en fazla 3.5 kat artis ile kus
kirazina asili 0900 bitkisinde belirlenmistir. WRKY33 gen ifade seviyesi bakimindan tuz
uygulamasi sonucunda en fazla artis 5.6 kat yiikselme ile 0900/CAB-6P ve 0900/kus
kiraz1 bitkilerinde bulunmustur. WRKY38 geninin ifade seviyesi tuz stresi sonucunda
MaxMal4, CAB-6P ve kus kirazina asili 0900 bitkisinde kontrollerine kiyasla sirasiyla

2.8, 2 ve 4.8 kat artis géstermistir.
Cizelge 4.27.Uygulamalarin WRKY25, WRKY33 ve WRKY38 genlerinin ifadelerine etkileri (Ortalama)

Uygulamalar Genlerin oransal ifade seviyeleritstandart hata
WRKY25 WRKY33 WRKY38

Maxma 14 (Kontrol) 4.15+0.1 3.7+0.2 3.00+£0.1

CAB-6P (Kontrol) 6.65+0.2 5.05+0.1 4.8+0.2

Kus Kiraz (Kontrol) 8.15+0.5 7.05+0.4 6.15+0.5
0900/Maxma 14 (Kontrol) 4.85+0.3 4.15+0.3 3.95+0.3
0900/ CAB-6P (Kontrol) 7.4+0.3 5.8+0.1 7.15+0.6

0900/Kus Kirazi (Kontrol) 8.8+0.6 7.9+0.5 6.8+0.4
Maxma 14 (35mM NaCl) 18.00+0.8 21.25+0.7 15.5+0.8
CAB-6P (35mM NaCl) 24.2+1.1 28.2+1.2 20.75+1.1
Kus Kirazi (35mM NaCl) 35.7+1.3 41.1+1.3 31.75+1.3
0900/Maxma 14 (35mM NacCl) 12.05+0.8 15.65+0.9 11.00+0.7
0900/ CAB-6P (35mM NaCl) 20.8+1.0 32.2+1.1 14.35+0.8
0900/Kus Kirazi (35mM NaCl) 31.2+1.2 44.0+1.5 32.8+1.5
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Sekil 4.19.WRKY25 geninin ifade seviyesinin grafigi (ortalama)
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Molekiiler analizler sonucunda, her iki yilda da gerek kontrol gerekse tuz
uygulanan bitkiler dikkate alindiginda, hem kus kirazi anacinin hem de kus kirazina
asili 0900 Ziraat bitkilerinin iic WRKY geninin ifadesi bakimindan diger iki anagtan
daha yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Boylece kus kirazi anacinda ii¢
WRKY geninin ifadesinin yiiksek olmasinin yani sira, {izerine asili bitkilere de bu
ozelligini yansittig1 goriilmektedir.
4.1.4.incelenen Parametreler Arasidaki Iliskiler

Tuz uygulamasi sonucunda bitkilerin morfolojik ve fizyolojik Ol¢limleri
arasindaki iligkiler korelasyon analizi yapilarak belirlenmis ve Cizelge 4.28 ve 4.29°da
verilmistir. Cizelgeler incelendiginde morfolojik ve fizyolojik unsurlari arasinda pozitif
ve negatif korelasyonlar oldugu goriilmektedir. Anaglarin degerleri incelendiginde,
SPAD degeri ile anag ¢ap1 (r=0.762, p<0.01), siirgiin ¢ap1 (r=0.655, p<0.01), siirgiin
uzunlugu (r=0.680, p<0.01) arasinda pozitif korelasyonlar belirlenirken, biiyiime orani
(r=-0.593, p<0.01) arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir. Buna kars1 olarak stoma
iletkenligi ile ana¢ capt (r=-0.692, p<0.01), siirgiin cap1 (r=-0.637, p<0.01), siirgiin
uzunlugu (r=-0.499, p<0.05) arasinda negatif korelasyonlar belirlenirken, biiyltime orani
(r=0.571, p<0.01) ve kuru kok kuru siirgiin oran1 (0.688) arasinda pozitif korelasyonlar
tespit edilmistir. Calismada yaprak sicakligi ve membran gegirgenligi ile morfolojik
parametreler arasinda belirlenen pozitif ve negatif korelatif iligkiler istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Ayrica, SPAD degerlerindeki korelasyonlara benzer sekilde,
yaprak oransal su igerigi ile anag ¢ap1 (r=0.680, p<0.01), siirgiin ¢ap1 (r=0.763, p<0.01),
stirglin uzunlugu (r=0.772, p<0.01) arasinda pozitif korelasyonlar belirlenirken, biiylime
orani (r=-0.577, p<0.05) ve kuru kok kuru siirgiin oran1 (r=-0.479, p<0.05) arasinda
negatif korelasyon tespit edilmistir (Cizelge 4.28).

Cizelge 4.28. Anaglarin morfolojik ve fizyolojik parametreleri arasindaki iliskiler

Anag¢ Cap1 Siirgiin Cap1 Siirgiin Biiyiime Kuru
Uzunlugu Oram kok/siirgiin
SPAD 0.762** 0.655** 0.680** -0.593** -0.413
Stoma -0.692** -0.637** -0.499* 0.571* 0.688**
iletkenligi
Yaprak -0.206 -0.061 -0.138 0.022 0.086
Sicakhigr
Membran -0.187 -0.224 -0.303 -0.069 -0.2
Gegirgenligi
YOSi 0.680** 0.763** 0.772*%* -0.577* -0.479*

*p<0.05 seviyesinde dnemli, ** p<0.01 seviyesinde onemli
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Fidanlarin degerlerine bakildiginda, SPAD degeri ile anag cap1 (r=0.677, p<0.01),
stirglin uzunlugu (r=0.560, p<0.05) ve biiylime orani (r=0.643, p<0.01) arasinda pozitif
korelatif iliskiler belirlenmistir. Stoma iletkenligi ile biiyiime oran1 (r=0.758, p<0.01)
arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir. Yaprak sicakligi ile morfolojik
parametreler arasinda belirlenen pozitif ve negatif korelatif iligkiler istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Membran gecirgenligi incelendiginde ise biiyiime orani (r=-
0.546, p<0.05) ile arasinda negatif korelasyon goriilmektedir. Yaprak oransal su
igeriginde ise kuru kok kuru siirgiin oran1 (r=0.593, p<0.01) arasinda pozitif korelasyon

tespit edilmistir (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29. Fidanlarin morfolojik ve fizyolojik parametreleri arasindaki iligkiler

Anag¢ Cap1 Siirgiin Cap1 Siirgiin Biilyiime Kuru
Uzunlugu Oram kok/siirgiin

SPAD 0.607** 0.341 0.560* 0.643** 0.264

Stoma 0.099 -0.23 -0.062 0.758** -0.12
iletkenligi

Yaprak -0.319 0.022 -0.307 -0.015 -0.082
Sicakhigr

Membran -0.31 -0.248 -0.2 -0.546* -0.397

Gecirgenligi
YOSi 0.328 0.264 0.199 -0.193 0.593**

*p<0.05 seviyesinde dnemli, ** p<0.01 seviyesinde 6nemli

Uygulamalara gore wrky genlerinin ifade seviyeleri ile fizyolojik parametreler arasinda
belirlenen negatif ve pozitif korelasyonlar Cizelge 4.30 ve 4.31°de verilmistir. Anaglarin
korelasyon degerleri incelendiginde, 3 genin de (WRKY25, 33 ve 38) ifade seviyesi ile
SPAD (sirastyla r=-0.862, p<0.05; r=-0.848, p<0.05 ve r=-0.864, p<0.05) ve yaprak
oransal su igerigi (sirastyla r=-0.869, p<0.05; r=-0.850, p<0.01 ve r=-0.864, p<0.05)
arasinda negatif korelatif iliskiler oldugu ve membran gegirgenligi arasinda (sirasiyla
r=0.914, p<0.01; r=0.924, p<0.01 ve r=0.912, p<0.01) pozitif korelasyon oldugu
belirlenmistir. Stoma iletkenligi ve yaprak sicakligi ile genlerin ifade seviyeleri arasinda

belirlenen pozitif korelatif iligkiler istatistiksel olarak 6nemli bulunmamastir.

Cizelge 4.30. Anaglarin molekiiler ve fizyolojik parametreleri arasindaki iligkiler

PAD  kentii S Gecirgentigi YOS
WRKY25 -0.862* 0.23 0.596 0.914* -0.869*
WRKY33 -0.848* 0.174 0.554 0.924** -0.850*
WRKY38 -0.864* 0.222 0.584 0.912* -0.864*

*p=<0.05 seviyesinde 6nemli, ** p<0.01 seviyesinde 6nemli
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Fidanlarin korelasyon degerleri incelendiginde, 3 genin de (WRKY25, 33 ve 38) ifade
seviyesi ile SPAD (sirastyla r=-0.901, p<0.05; r=-0.919, p<0.01 ve r=-0.830, p<0.05)
arasinda negatif korelatif iligski oldugu belirlenmistir. Stoma iletkenligi, yaprak sicakligi,
membran gegirgenligi ve YOSI ile genlerin ifade seviyeleri arasinda belirlenen pozitif

ve negatif korelatif iliskiler istatistiksel olarak 6nemli bulunmamastir.

Cizelge 4.31. Fidanlarin molekiiler ve fizyolojik parametreleri arasindaki iligkiler

PAD  ikentii  Sewings  Gecirgenii YOS
WRKY25 -0.901* -0.182 0.292 0.578 -0.426
WRKY33 -0.919** -0.268 0.286 0.629 -0.398
WRKY38 -0.830* -0.065 0.336 0.504 -0.464

*p<0.05 seviyesinde 6nemli, ** p<0.01 seviyesinde 6nemli
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4.2. Tartisma
4.2.1.Morfolojik ve Fizyolojik Tepkiler

Calismada, 35 mM NaCl tuz soliisyonu uygulanan farkli kiraz anag¢ ve bu
anaglar tizerine asili 0900 Ziraat bitkilerinin verdigi morfolojik, fizyolojik ve molekiiler
tepkiler incelenmistir. Bitkilerin vejetatif gelisimleri NaCl soliisyonu ile azalmis ve tuz
toksisitesinin bir belirtisi olan yaprak yanikligi 1 aylik tuz uygulamasi sonucunda
goriilmemis olup 4 aylik uygulama sonucunda ortaya ¢ikmistir. Calisma sonucunda elde
ettigimiz verilere gore kiraz anag¢ ve fidanlarmin kisa siireli tuz uygulamasinda belirgin
stres belirtilerinin ortaya ¢ikmadigr goriilmektedir.

Tuz stresi sonucunda bitki bitylimesinde gerilemeler goriilmektedir (Yin ve ark.,
2010)ve odunsu bitkilerde bu biiylimedeki azalmalar anaglara bagli olarak
degismektedir (Maas, 1993). Yapilmis bir¢ok ¢alisma tuz stresinin 1liman iklim meyve
agaclarinda biiylimeyi azalttigimi gostermistir (Massai ve ark., 2004; Sotiropoulos ve
ark., 2006; Najafian ve ark., 2008; Yin ve ark., 2010). Toprak tuzlulugundaki artigin
ardindan bitki biiylimesinin baskilanmasi, kok bdolgesinde bulunan tuzun ozmotik
etkisinden kaynaklanmis olabilecegi disiiniilmektedir. Munns (1992) tuz altinda
yetistirilen bitkilerde biiyiimenin dogrudan etkilenmedigini, fakat turgor, fotosentez
ve/veya spesifik enzim aktivitelerinin olumsuz etkilenerek biiyiimenin dolayli olarak
geriledigini bildirmistir. Toprak tuzlulugunda ani bir artig yapraklarda su kaybina sebep
olmaktadir (Munns ve Tester, 2008). Tuzlulugun bitki kuru agirliginda 6nemli kayiplara
sebep oldugu da bildirilmistir (Chartzoulakis ve Klapaki, 2000).

Najafian ve ark. (2008) tuzlulugun artisinin badem anaglarinda bitki uzunlugu,
kalem ¢ap1, kok ve siirgiin yas ve kuru agirliklarinda 6nemli kayiplara sebep oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda da, hem 1 aylik hem de 4 aylik tuz uygulama sonucunda
benzer sonuclar elde edilmistir. Bir aylik tuz uygulamasinda kus kirazi anacinda anag
cap1 ¢ok az etkilenirken (%1.1 azalma) CAB-6P anaci digerlerine kiyasla daha fazla
etkilenmistir (%19 azalma). Dort aylik tuz uygulamasinda da anag ¢api bakimindan en
fazla etkilenen bitki CAB-6P anaci (%13 azalma) olmustur. Elde edilen bu sonuca gore,
CAB-6P anacimin tuz stresi ile karsilastiginda oldukca siddetli bir tepki vermesine
ragmen, daha sonra bu duruma belli oranda uyum sagladigi ve biiylimesini nispeten
biraz arttirdig1 da soylenebilir. Seftali ¢ogiiriinde 100 mM NaCl uygulanarak yapilan bir
calismada, tuz stresi uygulanan bitkilerde kontrol grubuna kiyasla ana¢ capt %19
azalma belirlenmistir (Ye ve ark., 2016). Buna benzer sonug, yenidiinya bitkisinde tuz

yogunlugu arttikga ana¢ ¢apinda azalmanin oldugu ¢alismada bildirilmistir (Garcia-
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Legaz ve ark., 2008). CAB-6P anaciin doku kiiltiiriinde tuz stresi ¢aligmasinda, tuz
konsantrasyonu arttikga siirglin uzunlugunun azaldigi bildirilmistir (Sotiropoulos ve
ark., 2006). Baska bir doku kiiltiirii ¢calismasinda, Gisela 5 kiraz anacinda ortamdaki tuz
yogunlugu arttik¢a siirgiin uzunlugu azalmistir (Erturk ve ark., 2007). Calismada, tuz
stresi altinda anag, kalem ve siirgiin ¢aplarinda ve siirgiin uzunlugundaki azalmalar bitki
bilinyesindeki karbon asimilasyon oraninda azalmalardan dolayr da ger¢eklesmis
olabilir. Ayrica siirgiindeki biliyiime gerilemesi bir adaptasyon sekli olup kok-siirgiin
arasinda biiyime dengesi saglanip kokten siirgiinlere gidecek su ve mineraller de
azaltilmis olmaktadir (Engels ve Marschner, 1992).

Ayrica farkli bitkilerle yapilan baska ¢aligmalarda tuz stresi altinda biiyiime
oraninda da benzer sonuglar gosterdigi rapor edilmistir (Ruiz ve ark., 1997;
Fernandez-Garcia ve ark., 2004; Massai ve ark., 2004). Calismamizda, kiraz anaglari
arasinda goriilen biiyiime oranindaki farklilik tuz stresinin yaninda anaclarin biiyiime
ozellikleri ile iligkili olabilir. Bircok arastirmaci farkli anaglarin biinyelerindeki
hormonlar araciligiyla (Kamboj ve ark., 1999), mineral besin durumuyla (Jones, 1971)
ve/veya su durumuyla (Olien ve Lakso, 1986) bitki biiyiimesini kontrol ettigini ve
anacin kuvvetine gore kok ve siirglin gelisiminin oldukc¢a degistigini bildirmislerdir
(Solari ve ark., 2006). Bununla birlikte biiylime oranindaki azalisin sebebi stomalarin
kapanmas1 ve fotosentezin azalmasina da bagli olabilir. Yaprak su potansiyeli ve
fotosentezde azalisa bagli olarak bitki biiyiimesinde gerilemeler oldugu bir¢ok
calismada belirlenmistir (Cramer ve ark., 1990; Romero ve Maranon, 1994; Ruiz ve
ark., 1997). Calismamizda, dort ay boyunca tuz stresi altinda yetistirilen anaglarda
(CAB-6P, kus kiraz1 ve MaxMa 14) biiyiime oraninda oldukga az kayip (%0.66, 0.90 ve
1.98, sirastyla) yasanmis olup 0900/CAB-6P fidaninda en yiiksek gerileme (%15.65)
goriilmiistiir. Ayrica anaglar, kendilerine asili kalemli fidanlarla karsilastirildiginda
biiylime oraninda tuzdan kaynaklanan azalmanin daha diisiik oldugu ve burada kalemle
anacin karsilikl etkilesimi sonucunda asil1 bitkilerde tuza verilen tepkilerin asisiz anaca
gore degistigi goriilmektedir. Buna baglh olarak sadece anaglarin degil iizerine asili
farkl gesitlerin de tuz stresine tepkilerinin belirlenmesinde fayda vardir. Massai ve ark.
(2004) farkli Prunus anaglarma asili Armking seftali ¢esidinin tuz stresine verdigi
tepkileri incelemek iizere yaptiklar bir ¢alismada, 120 mM NaCl soliisyonu uygulanan
bitkilerde biiylime oraninda %35’e kadar gerileme oldugunu bildirmislerdir. Baska bir
caligmada, tuz stresinin Antep fistig1 bitkisinde bitki biiylime oranini oldukg¢a azalttig1

belirtilmistir (Hokmabadi ve ark., 2005).
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Thornley (1972) ileri siirdiigii bitki biiylime modeline gore, biiyiime,
strgiinlerden elde edilen karbon ve kokten gelen azot kaynagina bagli olarak
degismektedir. Kok araciligiyla ksilem azotu siirglinlere gonderirken, siirgiinler floem
vasitastyla karbonu koke gonderir. Bu modele gore, karbon konsantrasyonundaki artig
kok agirhigmin arttigini gosterirken, bitki blinyesindeki azot miktarindaki artis siirgiin
agirh@inin arttigiin bir gostergesidir (Marschner ve ark., 1996). Kus kirazinin bitki
biliyiimesi tuz stresinden fazla etkilenmemistir. Ayrica, tuz stresi kuru kok/siirgiin
oranini azaltmistir. Anaglar arasinda bitki agirliginda 6nemli kayiplar olmus ve
siirglinler koklere kiyasla daha az etkilenerek kok/slirglin orani diisiik bulunmustur.
Buna gore, tuz stresine maruz kalmis kiraz anaglari yapraklarda iiretilen karbonun
onemli miktarin1 daha ¢ok siirgiinlerde muhafaza etmis olabilir ve karbonun koklere
taginmasi tuz stresi sonucunda azalmis olabilir. Bu yiizden, kiraz bitkilerinde tuzlulugun
bitki biinyesinde kuru madde dagilimini siirgiinlere yonlendirdigini sdyleyebiliriz.
Ayrica stres kosullart altinda kok sisteminin toprak iistii aksamindan daha fazla
etkilendigi belirlenmistir (Franco ve ark., 2011). Tuz stresi sonucunda bitkilerde etilen
sentezi tetiklenmektedir. Etilen sentezi ile kokteki metabolik aktivitenin ve fizyolojik
islemlerin siirgiine kiyasla daha fazla zarar gordiigii biber bitkisinde belirlenmigtir
(Siddikee ve ark., 2011). Calismamizda tuz stresi sonucunda koklerde etilen sentezi
daha fazla artip kok gelisimini siirgiinlere kiyasla daha fazla engellemis olabilir. Tuz
uygulanan kus kirazi bitkisi kontrol bitkisine kiyasla kuru kok:siirgiinde %14.9 azalma
gostererek en az etkilenen bitki olmustur. Ayrica kontrol grubu bitkileri kendi arasinda
incelendiginde, kus kiraz1 bitkilerinde kuru kok:siirgiin oraninin diger bitkilere kiyasla
oldukca yiiksek oldugu ve bu anacin kok gelisiminin siirgiin gelisimine gore daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bizim sonuglara benzer sekilde, aci badem ¢ogiir
anacinda tuz yogunlugu arttik¢a kok:siirglin oraninda kayiplar yasandigi belirlenmistir
(Zrig ve ark., 2011).

Tuz stresi altinda toprak alt1 ve {istii organlarin biiyiimesi karsilastirildiginda ise,
kuru kok:siirglin oranindaki azalmanin anag, kalem ve siirglin ¢apr ve siirgiin
uzunlugundaki azalmalardan daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durumda tuz stresi
altinda kiraz bitkisinin koklerinin toprak {iistii aksamina kiyasla daha fazla zarar
gordiiglinii soyleyebiliriz.

Yaprak yanikligi NaCl stresinin verdigi zararin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Wahome ve ark., 2001). Calismamizda 1 aylik tuz uygulamasi sonucunda

hicbir yaprak yanikligina rastlanilmamig fakat yaprak goreceli klorofil igeriginde
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(SPAD) kayiplar yasanmistir. 1 aylik tuz uygulamasi sonucunda nekroz gozlenmemis
olup hafif kloroz goriilmiistiir. Bunun yapraklarin SPAD degerinin azalmasiyla iligkili
oldugunu diisiinmekteyiz. Dort aylik tuz uygulamasinda ise biitiin bitkilerin
yapraklarinda yaniklik goriilmiistir. SPAD degerinin azalmasma iligkin olarak
klorofildeki azalma fotosentezde kullanilan enzim aktivitelerinde azalma (Murkute ve
ark., 2006) ve/veya klorofil sentezinde kullanilan minerallerin alimindaki azalmadan
(El-Desouky, 1998) dolay1 gergeklesmis olabilir. Bununla birlikte, klorofil membran ile
gevrili olup klorofilin miktar1 membran stabilitesi ile iligskili de olabilir. Klorofil
parg¢alanmasinda klorofilaz enzimi gorev almaktadir ve tuz stresi sonucunda bu enzimin
aktivitesinin artarak Klorofilin pargalandigi bildirilmistir (Santos, 2004). Calismamizda
da klorofilaz enzim aktivitesi tuz stresi sonucunda artip klorofil miktarin1 azaltmis
olabilir. Yetistirme ortamindaki tuz yogunlugu arttikca SPAD degerinde azalma oldugu
In vitro olarak yetistirilen kiraz anaglarinda gosterilmistir (Erturk ve ark., 2007).

Stoma iletkenligindeki azalma stres faktorlerine karsi koruyucu bir etki olarak
rol almaktadir (Chaves ve ark., 2009). Stoma iletkenligi azalarak bitki turgorunu
muhafaza etmek amaciyla terlemeyi azaltir (Mahouachi, 2009). Bununla beraber, stres
altinda stomayi agik tutabilen bitkilerin daha toleransli olduklar1 goriilmektedir (Brumos
ve ark., 2009). Boylece tuz uygulamasinda stoma iletkenligi daha az etkilenen bitkilerin
daha toleransli oldugu sdylenebilir. Stres altinda kok yapraklara sinyal gonderme
amaciyla absisik asit gdnderip stoma agikligini azaltir ve yaprak gaz aligverisinde diisiis
meydana gelir (Saradadevi ve ark., 2014; Feng ve ark., 2017). Calismamizda da tuz
uygulanan biitiin bitkiler kendi kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda stoma iletkenligi
azalma gOstermistir. Ayrica bitki biliylimesindeki azalma hem stoma acikliklarmin
azalmast hem de SPAD degerindeki disiisten kaynaklanmig olabilir. Stoma
iletkenliginde en fazla kayip 0900/kus kirazi bitkisinde (%18.7) tespit edilmistir. Stoma
iletkenligindeki azalma, tuz stresinin sebep oldugu su stresinin bir sonucu olarak ortaya
cikmaktadir (Gucci ve ark., 1997). Massai ve ark. (2004) Prunus larda tuz stresi altinda
stoma iletkenliginin azaldigini bildirmislerdir.

Dehidrasyon stresi sonucunda yaprak sicakliginin arttigr misir bitkisinde rapor
edilmistir (Dalil ve Ghassemi-Golezani, 2012). Benzer sonug tuz stresinin sebep oldugu
dehidrasyonda da goriilmektedir. Bitkiler su kaybini azaltmak amaciyla stoma
acikliklarini kapatip terlemeyi azaltir (Lourtie ve ark., 1995)ve bunun sonucunda yaprak
sicakligr artis gosterir. Yaprak sicakligi artist hem C; hem de C,4 bitkilerindeki rubisco

enzim aktivitesini diisiirerek fotosentezi azaltir (Salvucci ve Crafts-Brandner, 2004).
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Fotosentez, yiiksek sicakliktan stres sonucu olusan diger belirtilere kiyasla daha once
etkilenir (Camejo ve ark., 2005). Calismamizda da hem 1 aylik hem de 4 aylik tuz stresi
sonucunda istatistiki olarak 6nemsiz olmakla beraber yaprak sicakligi artmistir. Stoma
acikliginin  kapanmasiyla yaprak sicakligi artmasi arasinda iliski oldugu bir¢ok
¢alismada belirtilmistir (Hashimoto, 1982; Hashimoto ve ark., 1984; Liu ve ark., 2011).

Membran iglevinin toprak tuzlulugu tarafindan etkilenmesi bir¢cok biyokimyasal
islemin sonucunda ger¢eklesmekte (Karabal ve ark., 2003) ve hiicre membran stabilitesi
abiyotik streslere karsi toleransla iliskilidir (Premachandra ve ark., 1992). Yiiksek
membran stabilitesi yapraklarda daha az sodyum birikiminden dolayr gerceklestigi
yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Liu ve ark., 2012). Membran gecirgenligindeki artis
oksidatif zararlanmanin bir sonucu olup stres altindaki zararlanmanin gostergesi olarak
kabul edilmektedir (Karabal ve ark., 2003). Tuz stresi membranlarin lipidlerini
pargalayip gli¢siiz hale getirmekte ve boylece iyonlar hiicre disina sizip membran
gecirgenligini artirmaktadir (Verma ve Mishra, 2005). Dort ay boyunca tuz uygulamasi
sonucunda anaglarin membran gegirgenliginde en az artis MaxMal4 anacinda (%12.6)
belirlenmigtir. Tuz stresi altinda membran gegirgenligindeki artig, yapilmis baska
calismalarda da gosterilmistir (Kaya ve ark., 2002; Bolat ve ark., 2006; Yin ve ark.,
2010; Sabra ve ark., 2012). Bir aylik tuz uygulamasinda membran gecirgenliginde
biiyliik artiglar ortaya ¢ikmig olup tuz uygulanan CAB-6P anacinda kontrole gore
%49.7°1ik artis belirlenmigstir. Ayrica, yine 1 aylik tuz uygulamasinda tuz stresine maruz
birakilan bitkiler kendi arasinda incelendiginde, CAB-6P anaci en yiiksek membran
gecirgenligine (%34.3) sahip olmustur.

Yaprak oransal su igerigi bir dehidrasyon stres gostergesi olup hiicresel
diizeydeki zararlanmay1 temsil etmektedir (Balestrasse ve ark., 2010). Tuz stresi altinda
YOSI’deki azalis limon (Aras ve ark., 2015), yenidiinya (Garcia-Legaz ve ark., 2008),
cilek (Karlidag ve ark., 2009) gibi birgok meyve tiirlinde gosterilmistir. Caligmamizda,
4 aylik tuz stresi sonucunda YOSI’de ¢ok fazla kayip olmamis ve en fazla azalis
0900/CAB-6P ve CAB-6P bitkilerinde (sirasiyla %7.9 ve 6.2) belirlenmistir. Tuz
uygulanan bitkiler arasinda 0900/kus kirazi stoma agikligini en fazla (%18.8) azaltip
YOSIi’de en az diisiisin (%1.5) ortaya ¢ikmasm saglamistir. Boylece yapraklar
terlemeyi azaltip su miktarinda fazla bir kayba sebep olmamistir. Stoma ag¢ikliginin
dogrudan hiicrelerin turgorunu sagladigi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Franks ve
ark., 1995; Bielsa ve ark., 2016). Bu sebeple bu bitkide fotosentez fazla kisitlanmamis

ve karbon asimilasyonunda fazla bir azalma olmamustir. Fakat, fidan kuru kok:siirgiin
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oraninda en fazla kayip (%22.9) bu bitkide yasanmistir ve bu sonuglar altinda tuz
stresinin 0900/kus kirazinda karbon asimilasyonunda fazla bir kayba sebep olmadigini
ve asimilatlarin siirgiinde tutuldugundan ve koke gonderiminin az oldugundan dolayi
tuz stresi sonucunda kuru kok:siirgiin oraninda daha fazla  diisiis oldugunu
sOyleyebiliriz.

4.2.2.Molekiiler Tepkiler

Tuzluluk, kuraklik, diisiik sicaklik gibi bir¢ok abiyotik stres iiriin verimliligini
smirlandirir ve bitkilerde birgok genin ifadesini etkiler (Zhu, 2001; Yamaguchi-
Shinozaki ve Shinozaki, 2006). Tuz stresinin Kiraz bitkilerinde WRKY transkripsiyon
faktoriine etkilerini incelemek tizere yaptigimiz ¢aligmada, kontrol ve 4 ay boyunca tuz
sollisyonu uygulanmis bitkilerin yapraklarindan RNA izole edilmistir. Ardindan
WRKY25, 33 ve 38 genlerinin primerleri ile cDNA olusturularak bu genlerin ifadesi
belirlenmistir.

WRKY, DREB, MYB, NAC, bZIP gibi birgok transkripsiyon faktoriiniin stres
faktorlerine karsi bitkilerde savunma mekanizmasini tetikledigi bildirilmistir (Heim ve
ark., 2003; Xu ve ark., 2007; Lata ve Prasad, 2011; Zhu ve ark., 2013; Kiranmai ve ark.,
2016; Seeve ve ark., 2017). Tuz stresi uygulanan kiraz bitkisinde PacMYBA geninin
ifadesinin artmasi ile tuza toleransin arttig1 belirlenmistir (Shen ve ark., 2017). Celtik
bitkisinde OsDREB geninin ifade edilmesiyle bitkilerin yiiksek tuz stresine tolerans
sagladigi belirlenmistir (Dubouzet ve ark., 2003). Transkripsiyon faktorlerinden WRKY
TF’leri bitkilerde 6nemli bir transkripsiyon faktor siiper ailesinde yer almakta ve bitki
biliylimesinde 6nemli roller iistlenmektedir. Ayrica, WRKY TF’lerin hem biyotik hem
de abiyotik stres faktorlerinde onemli gorevlere sahip oldugu bildirilmistir (Eulgem ve
ark., 2000; Miller ve ark., 2008). WRKY genlerin kompleks yapis1 ve islevleri 6zellikle
Arabidopsis, c¢eltik gibi otsu bitkilerde yogun bir sekilde agiklanmig (Eulgem ve ark.,
2000; Ryu ve ark., 2006), fakat odunsu tiirlerde yeterince ¢alisma yapilmamustir.

WRKY genlerin abiyotik stres kosullarma karsi bitkilerde tolerans saglamada
onemli roller {iistlendigini gosteren birgok ¢alisma bulunmaktadir. Arabidopsis’te
AtWRKY70 ve AtWRKY54 genlerin ozmotik strese karsi sinyal mekanizmasinda rol
aldig1 ve bu genlerin aktarildigr wrky54wrky70 mutant bitkilerde ozmotik strese karsi
toleransin arttigi bildirilmistir (Li ve ark., 2013a). Bu genlerle benzer yap1 gosteren
FVWRKYS56 geninin ifadesinin NaCl ve kuraklik uygulamasiyla arttig1 ¢ilek bitkisinde
yapilan bir ¢alisma belirlenmistir (Wei ve ark., 2016b). WRKY25, WRKY26 ve WRKY33

genlerinin pozitif bir sekilde birbirleri arasinda etkilesimde oldugu ve etileni ve 1s1 soku
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proteinlerini uyararak sicaklik stresine dayanikliligi artirdigr belirlenmistir (Li ve ark.,
2011).

WRKY TF’leri stres kosullar1 altinda sinyal rolii iistlenmektedirler. Salisilik asit
ve metil jasmonat gibi biiyiime diizenleyicilerine tepki olarak pamuk fidelerinde
GhWRKY15 transkriptleri birikmistir (Yu ve ark., 2012). Tuz, absisik asit, soguk,
dehidrasyon gibi stres faktorleri sonucunda muz bitkilerinde MusaWRKY71 geninin
ifadesi artmistir (Shekhawat ve ark., 2011). Bunlara benzer sekilde GhWRKY34 gen
ifadesinin tuz stresi sonucunda arttig1 bildirilmistir (Zhou ve ark., 2014). Calismamizda
da tuz stresine maruz kalmis kiraz anag ve fidanlarinda WRKY25, 33 ve 38 gen ifadeleri
olduk¢a artmistir. Tuz uygulanmayan kontrol bitkilerinde de bu genlerin ifadesi
gerceklesmis olup stres sonucunda genlerin ifadesi 4-5 kat artis gostermistir. Bu 3 genin
kiraz bitkilerinde tuz stresine karsi onemli bir rol alip bitkilerde pozitif etkide
bulundugunu sdyleyebiliriz.

WRKY TF’leri farkli yollarla bitkilerde stres faktorlerine karsi savunma
mekanizmalarmi tetiklemektedir. TAWRKY93 geninin strese karsi tolerans saglamasi
bakimindan bitki hiicrelerinde membran stabilitesini sagladigi ileri siiriilmiistiir (Qin ve
ark., 2015). (Song ve ark., 2009) tuzlulukla artan OSWRKY08 gen ifadesinin yan kok
gelisimini artirdig1 bildirilmistir. Son zamanlarda yapilmis bir calisma, AtWRKY53
geninin ifade edilmesiyle bitkideki H,O,’nin azalarak stomalarin kapanmasinin
engellendigi rapor edilmistir (Sun ve Yu, 2015).

Calismamiz sonucundaki fizyolojik ve molekiiler verilerin korelasyon analizleri
incelendiginde hem asili hem de asisiz bitkilerde 3 genin de ifade seviyesi ile SPAD
degeri arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Ayrica anaglarda 3 genin ifade seviyesi
ile membran gecirgenligi ve yaprak oransal su icerigi arasinda da dnemli korelasyonlar
belirlenirken asili bitkilerde bu iliskiler tespit edilememistir. Anaglarla g¢esitlerin
karsilikli etkilesimi sonucunda asisiz anaglarin tepkilerinden ¢ok farkli 6zellikler ortaya
cikabilmektedir. Elde edilen bu sonuclar asisiz bitkilerin streslere verdikleri tepkilerle
asilt bitkilerin verdigi tepkiler arasinda farkliliklarin agiklanmasina yardimer olabilir.
Nitekim bizim ¢alismamizda da tuz stresine asili ve asisiz bitkilerin verdigi tepkilerde
farkliliklar bulunmaktadir. Boylece, bizim meyve agaglarimiz gibi iki farkli genetik
yapiya sahip bitkilerin kaynagmasi ile meydana gelen bitkilerde streslerin etkileri
incelenirken sadece anaglarin degil ayni zamanda iizerine asili cesitlerinde beraber

degerlendirilmesi gereklidir. Bu durum anag-kalem arasindaki karsilikli etkilesime bagh
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olarak WRKY ve benzeri genlerin ifadelerinde meydana gelen degisimlerle baglantili
olabilir.

Bu sonuglara gore, tuz stresi sonucunda yaprak klorofil igeriginin azalmasi ile
yapraktaki WRKY25, 33 ve 38 genlerinin ifadesi tetiklenmis ve savunma mekanizmasi
saglanmis olabilir. Stres faktorleri altinda yetistirilen bitkilerde klorofil miktarinin
azalmasi ve wrky genlerinin ifade seviyesinin artmasi {izerine bir¢ok ¢alisma (Archana
ve ark., 2009; Bera ve ark., 2013; Zhou ve ark., 2015) bulunmakta olup klorofil
miktarinin azalmasmin bu genlerin ifadelerinin artmasini tetikledigine dair herhangi bir
caligma literatlirlerde bulunmamaktadir. Ayrica anaglarda yaprak oransal su iceriginin
azalmast ve membran gegirgenliginin artarak membran stabilitesinin bozulmasi
sonucunda da bu genlerin ifadesi tetiklenmis olabilir. SPAD degerine benzer sekilde,
stres faktorleri altinda bitkilerde membran stabilitesinin bozulmasi, yaprak su miktarinin
artmasi ve Wrky genlerinin ifade seviyesinin artmasi tizerine ¢alismalar (Prabu ve ark.,
2011; Wang ve ark., 2013; Qin ve ark., 2015) bulunmaktadir, fakat hiicre membraninin
stabilitesinin bozulmasinin veya yaprak su miktarinin azalmasimin wrky genlerinin
ifadesini tetikledigine dair bir bilgi bulunmamaktadir.

Bir diger bakis agis1 ile, tuz stresi altindaki bitkilerde WRKY genlerinin ifade
seviyesinin ylikselmesi klorofillerin korunmasi, membran stabiletesi ve yapraklarda
suyun muhafazasi agisindan 6nemli gorevler tistleniyor olabilir. Bu sekilde tuz stresinin
etkisinin goriilmeye baslamasi ile beraber WRKY genlerinin ifadesinin artmasi ile
klorofil parcalanmasinin smirlandirilmasi, membranlarin yapisinin muhafazasi ve
yaprakta su miktarinin azalmasi 6nlenemsi ile koruyucu etki ortaya c¢ikmis olabilir.
Ancak bu konuda onceki yapilan ¢aligmalarda buna benzer iligkiler aranmamistir ve
boyle iliskilerin varligi ilk defa bizim caligmamizda ortaya konulmustur. Bununla
beraber, asili bitkilerde membran gegirgenligi ve YOSI ile WRKY genleri arasinda bir
korelasyonun bulunanmamasi ¢esidin tuza tolerans durumu ile iligkili olabilr. Cesidin
tuza tolerans durumu bu ve buna benzer genlerin ifadesini anacin tepkisinden ayri
olarak etkileyebilir. Bundan dolayt benzer ¢alismalarin daha fazla anag-kalem
kombinasyonlari ile yapilmasi bu sorularin cevaplanmasi agisindan 6nemlidir.

WRKY TF genleri bitkilerin farkli yerlerinde ifade edilebilmektedir. WRKY25
ve WRKY33 yaprak ve koklerde ifade edilebilmekte ve WRKY25 6zellikle govdede ifade
edilirken WRKY33 ¢icekte en fazla ifade edilebilmektedir (Jiang ve Deyholos, 2009).
WRKY25, WRKY I protein grubunda yer almakta olup 394 aminoasit igermekte ve
¢ekirdekte bulunmaktadir (Zheng ve ark., 2007). Hem biyotik hem de abiyotik stres
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faktorlerinin WRKY25 geninin ifadesini artirabilmektedir (Rizhsky ve ark., 2004;
Andreasson ve ark., 2005; Zheng ve ark., 2007; Jiang ve Deyholos, 2009).

Calismamizda kontrol grubu bitkileri kendi arasinda degerlendirildiginde, asili
fidanlarda anaclara kiyasla 3 genin de ifade seviyesi artmistir. Anacglar kendi arasinda
kiyas edildiginde ise, 3 genin ifadesi sirasiyla en ¢ok kus kirazi, CAB-6P ve MaxMal4
anacinda belirlenmistir. Tuz stresine maruz birakilan asili bitkiler de kendi arasinda
kiyas edildiginde yine ayni siralama gorilmistiir. Tuz uygulanan bitkiler kontrol
bitkileriyle karsilastirildiginda, WRKY25 gen ifadesinde en fazla artis tuz uygulanan kus
kiraz1 (4.4 kat) ve MaxMa 14 (4.3 kat) anaglarinda belirlenmistir. WRKY33 gen
ifadesinde en fazla tuz uygulanan kus kirazi anacinda (5.8 kat) ve WRKY38 gen
ifadesinde ise en fazla kus kirazi (5.2 kat) ve MaxMa 14 (5.2 kat) anaglarinda
gOriilmiistiir.

WRKY25 ve WRKY33 genlerinin gekirdekte bulundugu (Jiang ve Deyholos,
2009) ve bu genler arasinda sinerjist iliski bulundugu bildirilmistir (Li ve ark., 2011;
Wei ve ark., 2016b). Calismamizda da bu genlerin stres kosullarinda ifade seviyeleri

artmis ve bu genler birbirlerini tesvik etmis olabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bitkiler yetistirilme sezonu boyunca kuraklik, tuzluluk, diisiik ve yiliksek sicaklik
gibi bircok c¢evresel stres faktorlerine maruz kalmaktadir. Tuzluluk en 6nemli stres
etmenlerinden biri olup bitkilerin meyve verim ve kalitesini olduk¢a diisirmektedir.
Bitkiler uzun siireli tuz stresine maruz kaldiginda ise bitkinin Oliimiine sebep
olabilmektedir. [liman iklim meyve tiirleri tuz stresine nispeten duyarl olup kiraz bitkisi
hassas grup i¢inde yer almaktadir.

Kiraz bitkisi, sahil kesimlerindeki tuzlu alanlarda, yanlis giibreleme ve yetersiz
sulama yapilan alanlarda yetistirildiginden dolay1 tuzluluk problemiyle karsilagmakta ve
bitki biiyiime, gelisme ve veriminde énemli azalmalar meydana gelmektedir. Ozellikle
nitrath giibrelerin kullanilmasi tuzluluk problemini arttirmaktadir. Tuz stresinin zararini
azaltmaya yonelik farkli anaclarin kullanimi giderek yayginlasmaya baslamistir.
Ulkemizde kiraz yetistiriciliginde ozellikle CAB-6P, MaxMal4, kus kirazi, Gisel A
anaglar1 kullanilmaktadir.

Anaglarm tuz stresine verdigi tepkiler oldukga biiylik bir 6nem arz etmektedir.
Tepkilerin hem fizyolojik hem de molekiiler yonden degerlendirilmesi sonuglarin daha
net bir sekilde ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu sebeple yapilan ¢aligmada yaygin
olarak kullanilan kiraz anaclarinin ve bu anacglara asili 0900 Ziraat kiraz ¢esidinin orta
siddetli tuz stresine verdigi tepkiler belirlenmistir. Uygulamalarin morfolojik, fizyolojik
ve molekiiler etkileri farklilik gostermistir. Calismanin ilk yilinda elde edilen veriler
ikinci yildaki verilere benzer bulunmustur. Tuz stresi sonucunda bitkilerin biiylimesi
oldukca gerilemistir. Anag, kalem ve siirglin ¢aplart ve slirgin uzunluklar1 azalmistir.
Dort aylik tuz uygulamasinda anag¢ ¢apr bakimindan en fazla etkilenen bitki CAB-6P
anact olmustur. Ayrica calismamizda, dort ay boyunca tuz stresi altinda yetistirilen
anaglarda (CAB-6P, kus kirazi ve MaxMal4) biiylime oraninda oldukca az kayip
yasanmis olup 0900/CAB-6P fidaninda en yiiksek gerileme goriilmiistiir. Kus kirazi
bitki agirligini artirmis ve/veya bitki biiyiimesi fazla etkilenmemistir.

Calismamizda 1 aylik tuz uygulamasi sonucunda hicbir yaprak yanikligina
rastlanilmamus, fakat yaprak goreceli klorofil igeriginde (SPAD) kayiplar yasanmustir. 1
aylik tuz uygulamasi sonucunda nekroz gézlenmemis olup hafif kloroz goriilmiistiir.
Bunun yapraklarin SPAD degerinin azalmasiyla iliskili oldugunu diisiinmekteyiz. Dort
aylik tuz uygulamasinda ise biitlin bitkilerin yapraklarinda yaniklik goriilmiistiir. Stoma
iletkenliginde en fazla azalma 0900/kus kirazi bitkisinde goriilmiistiir. Calismamizda

hem 1 aylik hem de 4 aylik tuz stresi sonucunda yaprak sicakligi ciizi olarak artmistir.
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Membran gegirgenliginde en az artis MaxMal4 anacinda belirlenmistir. Caligmamizda,
4 aylik tuz stresi sonucunda yaprak oransal su igeriginde ¢ok fazla kayip olmamis ve en
fazla azalis 0900/CAB-6P ve CAB-6P bitkilerinde belirlenmistir.

Calismamizda tuz stresi sonucunda 3 genin de ifade seviyesi artmistir. Anaglar
kendi arasinda kiyas edildiginde ise, 3 genin ifadesi sirasiyla en ¢ok kus kirazi, CAB-6P
ve MaxMal4 anacinda belirlenmistir. Tuz uygulanan bitkiler kontrol bitkileriyle
karsilastirildiginda, WRKY25 gen ifadesinde en fazla artis, tuz uygulanan kus kirazi ve
MaxMa 14 anaglarinda belirlenmistir. WRKY33 gen ifadesi en fazla tuz uygulanan kus
kiraz1 anacinda ve WRKY38 gen ifadesi ise, en fazla kus kiraz1 ve MaxMal4
anaglarinda ifade edildigi goriilmiistiir.

Genel olarak sonuglar incelendiginde, biitiin bitkilerde tuz stresi sonucunda bitki
biiylimesi yavaslamis, stoma iletkenligi, yaprak oransal su icerigi ve SPAD degerinde
disiisler olmus, membran gecgirgenliginde artis olmustur. Molekiiler diizeyde
incelendiginde ise, WRKY25, WRKY33 ve WRKY38 transkripsiyon faktorlerinin ifade
seviyeleri olduk¢a artmustir. Stoma agikligmmin kapanmasi, SPAD degerinde kayip
yasanmasi ve yaprak oransal su iceriginin azalmasina bagli olarak bitki biiylimesinin
azaldigin1 digiinmekteyiz. Denemede kullandigimiz tuz yogunlugu kiraz bitkileri i¢in
orta siddette tuz zararlanmasina sebep olmus ve uzun siireli stres gerceklestiginde
yapraklarda yaniklik seklinde zararlanmalar oldugu saptanmustir. Kiraz bitkisinde tuz
stresine karst meydana gelen fizyolojik ve molekiiler degisimler, bitkinin stres
kosullarinin sebep oldugu zararlardan korunmak amaciyla gelistirdigi savunma
mekanizmalar: olarak nitelendirilebilir. WRKY25, 33 ve 38 gen ifadelerindeki artis,
savunma mekanizmasinin devreye girdiginin gostergesi olabilir. Kirazda yaptigimiz bu
calismada asili ve asisiz bitkilerin tepkilerinin farkli oldugu goriilmiistiir. Asisiz
bitkilerde denemede kullandigimiz ii¢c WRKY geni ile SPAD, membran gegirgenligi ve
YOSI arasinda 6nemli korelasyonlar bulunmasi, asisiz kiraz anaclarinda bu genlerin bu
ozellikler lizerinden savunma mekanizmasina katki yaptigin1 gosterebilir. Ayrica, asili
bitkilerde sadece SPAD ile bu genlerin 6nemli iliskili bulunmasi, kalemin genetik
ozelliklerine bagli olarak tepkilerin degistigini ifade edebilir. Bununla beraber hem asil1
hem de asis1z bitkilerde bu genler ile SPAD arasinda korelasyonlarin énemli bulunmasi
bu genlerin stres altindaki bitkilerde ozellikle klorofillerin korunmasinda 6nemli
gorevler iistlendiginin bir gostergesi olabilir. Gergeklestirilen bu tez ¢aligmasi ile farkl
kiraz anaglarinin ve bu anaglara asili 0900 Ziraat kiraz cesidinin tuz stresine verdigi

tepkiler ortaya konmustur. Ayrica stres toleransinda goérev alan bazi transkripsiyon
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faktorleri incelenmis olup bu transkripsiyon faktorlerinin toleranstan sorumlu oldugu
goriilmektedir. Ayrica, tuz stresine verilen tepkilerin baska genler araciligiyla molekiiler

olarak degerlendirilmesi ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi faydali olacaktir.
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