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OZET
Doktora Tezi

BAZI ARMUT ANACLARINDA in Vitro KOSULLARDA TUZLULUK STRESI ALTINDA
GEN IFADE ANALIZI UZERINDE CALISMALAR

Javad JAVADISABER

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Bahce Bitkileri Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Hatice DUMANOGLU

Bu calismada, baz1 armut (Ankara armudu ve OH x F 333) (Pyrus communis L.), ahlat (Ahlat-1,
Ahlat-2, Ahlat-3) (P. elaeagrifolia Pall.) ve ayva (C. oblonga Mill.) (Quince A) genotiplerinde
farkli tuz stresi seviyelerinin in vitro kosullarda mikro siirgiinlerin biiyiime ve geligsmesi {izerine
etkileri ve tuz stresi altinda mikro siirgiinlerde dehidrin gen ifadeleri arastirilmustir. Tuzluluk
stresi, besin ortamlarma 75, 150, 225 ve 300 mM NaCl ve 7.5, 15, 22.5 ve 30 mM CaCl,.2H,0
ilave edilmesiyle olusturulmustur. Stres kosullar1 altinda mikro siirgiinler 4 hafta siireyle
tutulmustur. Bu siirenin sonunda kiiltiirlerde siirglinlerin canlilik orani, ortalama siirgiin sayisi,
uzunlugu ve kalinlik diizeyi, kallus ¢api, siirglinlerde zararlanma diizeyi ve ortalama yas agirlik
ozellikleri morfolojik olarak incelenmistir. Calismada gen ifade analizleri i¢in 225 mM NaCl +
22.5 mM CaCl,.2H,0 tuz konsantrasyonu kullanilmistir. Tuz uygulamasindan 24, 48, 96 ve 192
saat sonra mikro siirgiinlerde dehidrin gen ifade profilleri belirlenmistir.

Calismada, Ankara armudu, Quince A ve Ahlat-3 genotiplerinde tiim tuz seviyelerinde
stirgiinlerin canlilik oranmi yiiksek degerlerde (%80.5-100.0) bulunmustur. Ortalama siirgiin
sayis1 tiim genotiplerde kontrole (4.36-8.47 adet/eksplant) gore tuz uygulamalarinda istatistiksel
anlamda 6nemli diizeyde daha diisiik (1.0-2.52 adet/eksplant) bulunmustur. Genel olarak tuz
konsantrasyonunun yiikselmesi ile birlikte ortalama siirgiin kalinlik diizeyi azalmis, siirgiin
uzunlugu ise genellikle kontrol ile benzer olmustur. Tuz konsantrasyonunun yiikselmesi ile
birlikte kallus cap1 ve toplam yas agirlik degerleri diismis, siirgiinlerde zararlanma diizeyi
artmigtir. Stirgiinlerde en siddetli zararlanma diizeyi 300 mM NaCl+30 mM CaCl,.2H,0 tuz
uygulamasinda belirlenmistir.

Dehidrin gen ifadesi bakimindan Quince A, Ahlat-3, OHxF 333, Ahlat-2 (24 saat) ve Ankara
armudu (48 saat) genotipleri tuzluluk stresine daha erken cevap vermistir. Sonug olarak, Ahlat-
3, Quince A ve Ankara armudunun mikro siirgiinlerinin 6zellikle yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda canliliklarii yiiksek oranlarda devam ettirmesi bu genotiplerin tuz
stresine kars1 toleransli olabilecegi kanaatini dogurmustur. Bu genotiplerin dehidrin gen ifadesi
daha erken olan (24-48 saat) genotipler igerisinde yer almasi dikkat ¢ekmistir.

Haziran 2014, 98 sayfa

Anahtar Kelimeler: Pyrus, Cydonia, armut, anag, abiotik stres, tuzluluk, in vitro, dehidrin, gen
ifadesi



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

STUDIES ON ANALYSIS OF GENE EXPRESSION UNDER in Vitro SALINITY STRESS
IN SOME PEAR ROOTSTOCKS

Javad JAVADISABER

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Prof. Dr. Hatice DUMANOGLU

In this study, the effects of different salt stress levels on growth and development of in vitro
grown micro-shoots of some pear (Ankara pear and OH x F 333) (Pyrus communis L.), wild
pear (Ahlat-1, Ahlat-2, Ahlat-3) (P. elaeagrifolia Pall.) and quince (C. oblonga Mill. ) (Quince-
A) genotypes as well as dehydrine gene expression of micro-shoots under salt stress were
investigated. Salt stress levels were created by addition of 75, 150, 225 and 300 mM NacCl and
7.5, 15, 22.5 and 30 mM CaCl,.2H,0O to the culture media. Micro-shoots were subjected to
stress conditions for 4 weeks. The rate of viability, average shoot number, length and thickness
of shoots, diameter of callus, damage level on micro-shoots and fresh weight were determined.
For gene expression analysis, salt concentration of 225 mM NaCl + 22.5 mM CacCl,.2H,0 was
used. Dehydrine gene expression levels were determined on micro-shoots after 24, 48, 96 and
192 hours of salt applications.

The results showed that survival rate of shoots in Ankara pear, Quince-A and Ahlat-3 genotypes
were high (80.5-100.0%) in all salt concentrations. In all genotypes, average shoot number were
significantly lower (1.0 -2.52 number/explant) than the controls (4.36 - 8.47 number/explant). In
general, increased salt concentrations resulted in decreased average shoot thickness, but shoot
lengths were similar to that of the controls. The callus diameter and total fresh weight decreased
but the level of damage on shoots were increased. The highest level of damage were observed
on shoots treated with 300 mM NaCl+30 mM CaCl,.2H,0 salt concentration.

For dehydrine gene expression, the genotypes of Quince-A, Ahlat-3, OHxF 333, Ahlat-2, and
Ankara pear cultivar gave earlier response (24 - 48 hours, respectively) than other genotypes
under salt stress. As a result, high viability rates of Ahlat-3, Quince-A and Ankara pear micro-
shoots under high salt concentrations may indicate that these genotypes could be more tolerant
to salt stress than the others. Also, these genotypes were found among the genotypes which
showed earlier dehydrine gene expression (24 - 48 hours).

June 2014, 98 pages
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1. GIRIS

Bitki verimliligi ¢evresel streslerden biiylik ol¢iide etkilenmektedir. Diinya ¢apinda iirlin
kaybinin temel nedeni abiyotik streslerdir ve bir¢cok énemli iiriinde verimin %50'den
fazlasinin kaybina neden olmaktadir (Wang vd. 2003). Ozellikle, tohum ¢imlenmesi,
vejetatif gelisme, ¢igeklenme ve meyve olgunlagsmasi gibi bitkinin tiim yasaminda etkili
olabilen onemli abiyotik stres unsurlarindan birisi olan tuzluluk (Sairam ve Tyagi
2004), tarimsal faaliyetlerin basladigi ¢aglardan beri insanoglu igin en biiyilik
sorunlardan birisi olmustur. Tarihte Siimerlerde oldugu gibi bircok uygarlik tuzluluk
nedeni ile yok olmustur (Hekmetshoar 1999). Tuzluluk 6zellikle kurak ve yari kurak
bolgelerde ortaya ¢ikmaktadir (Bernstein 1975, Tal 1984, Therios ve Misopolinos 1988,
Zekri ve Parsons 1990). Bu bélgelerin 6zelligi, yagislarin az olmasiin yani sira
buharlasmanin yiiksek olmasidir ve bu durum topragin yilizeyinde tuz birikimine neden
olmaktadir. Ote yandan yanlis sulama uygulamalar1 da dzellikle drenaj kosullarinin kétii
oldugu yerlerde tuzluluga sebep olabilmektedir (Cavusoglu ve Kabar 2008). Bu soruna
kars1 uygun sulama ve drenaj programlarinin olusturulmasinin yaninda tuza toleransl
bitki genotiplerinin belirlenmesinin  6nemi biiyiiktiir. Nitekim tuza toleranslilik
bakimindan bitki tiirleri arasinda farkliliklar oldugu gibi ayni tiire giren ¢esitler arasinda
da ayrimlar bulunmaktadir (Turhan vd. 2005). Toprak tuzlulugu dogrudan bitkinin kok
sistemini etkiledigi i¢in meyve yetistiriciliginde uygun anaglarin kullanimi ile tiirlerin
tuzlu kosullarda tarimi miimkiin olabilmektedir. Genel olarak tuzluluga dayanikli
olmadig1 bilinen kiiltiir armutlarinda da (Matsumoto vd. 2006a) tuzlu kosullarda
yetistiricilik uygun anaglarin kullanimi ile basarilabilmektedir (Matsumoto vd. 2006a, b,
Musacchi vd. 2006, Matsumoto vd. 2008, Wu ve Zou 2009).

Armut, diinyada elmadan sonra en fazla yetistirilen yumusak ¢ekirdekli meyve tiirtidiir.
Bu tiirlin diinyada toplam {iretimi 2012 yil1 verilerine gore 23.6 milyon tondur. Bunun
%1.9’unu karsilayan Tiirkiye, 439.7 bin tonluk iiretim degeri ile Cin (16.3 milyon ton),
Amerika Birlesik Devletleri (778.6 bin ton), Arjantin (700 bin ton), Italya (645.5 bin
ton), Ispanya (400.6 bin ton), Giiney Kore (394.6 bin ton), Hindistan (340 bin ton),
Giliney Afrika (338.6 bin ton) ve Japonya (299 bin ton) ile birlikte diinya armut

tiretiminde sz sahibi baglica iilkeler arasinda yer almaktadir (Anonymous 2014).



Bazi gesitlerinin uzun siire depolanabilmesinin yan1 sira Kuzey ve Giiney Yarimkiire’de
birgok iilkede, yazlik ve kislik ¢ok sayida standart cesitin {iretimde yer almasi ile
pazarda tiim y1l boyunca taze olarak bulunabilen Avrupa (Pyrus communis L.) ve Dogu
Asya (P. serotina Rehder) armutlarinin yetistiriciligi diinyada Pyrus ya da Cydonia

tiirlerine dahil anaglar iizerinde gergeklestirilmektedir (Jackson 2005).

Diger meyve tiirlerinde oldugu gibi armutlarda da stres unsurlarina karsi cesitlerin
tepkisi genellikle lizerine asili olduklar1 anaglar tarafindan belirlenmektedir (Palombi
vd. 2007, Sharma ve Sharma 2008). Stres kosullar1 dogrudan bitkinin kok sistemini
etkiledigi i¢in stres unsuruna toleransli anaclarin asili fidan iiretiminde kullanimi
olumsuz toprak kosullarina kars1 mutlak bir ¢6ziim niteligi tasimaktadir (Dolcet-Sanjuan
vd. 1990, Ma vd. 2005, Matsumoto vd. 2006a, b, Musacchi vd. 2006, Matsumoto vd.
2008, Sharma ve Sharma 2008, Donnini vd. 2008, 2009, Wu ve Zou 2009). Gelecekte
de tarimsal iiretimde biiylik sorunlar yaratacak olan stres unsurlarina karsi dayanikli
genotiplerin belirlenmesinin yani sira bu dayaniklilik mekanizmalarinin agiklanmast,
dayanikli bitkisel gen kaynaklarinin korunmasi, molekiiler genetikteki ileri tekniklerin
kullanim1 ile uygun genlerin tanimlanmasi 21. yiizyilin arastirma hedefleri arasinda yer

almaktadir (Kalefetoglu ve Ekmekgi 2005).

Tarimda ekonomik etkileri biiylik olan farkli stres kosullarmmin mekanizmasini
aydinlatmak {izere son yillarda arastiricilar molekiiler ¢alismalara agirlik vermislerdir.
Abiyotik stres kosullarinda indiiklenen genlerin belirlenmesi, bitkilerde strese karsi
toleransin molekiiler mekanizmalarinin anlagilmas1 i¢in genel bir yaklasimdir.
Bitkilerde stres kosullarinda ortaya ¢ikan gen iirlinleri diizenleyici (regiilator) ve tepki
(response) proteinleridir. Diizenleyici proteinler tiim sinyal iletiminin veya dogrudan
hiicresel yanitin bir pargasi olup, kinaz, fosfataz, transkripsiyon faktorler, fosfolipaz C ve
14-3-3 proteinler grubunu igermektedir. Gergek ¢evresel stres tepkisinin aquaporinler,
osmolit biosentez i¢in enzimler, saperonlar, desaturaz, proteaz, detoksifikasyon
enzimlerini ve ge¢c embryogenez proteinlerini kapsayan ikinci grup proteinler tarafindan
yaratildigi diisiiniilmektedir. Ikinci grup olan bu proteinlerin ¢ogu yiiksek oranlarda
hiicresel dehidrasyona karsi hiicre tarafindan biriktirilmekte ve bu nedenle abiyotik stres

toleransinda rol oynamaktadir (Saaverdra vd. 2006).



Dehidrinler, siyanobakterilerden yiiksek bitkilere kadar tiim fotosentetik organizmalarda
yiiksek oranlarda bulunmaktadirlar (Yakubov vd. 2005). Dehidrin proteinlerin ifadesi,
hiicrelerde su kaybma neden olan cesitli ¢evresel faktorlerle uyarilabilmektedir. Bu
cevresel faktorler arasinda, diisiik sicaklik, don, yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk ve
asir1 buharlagsma en onemlileridir. Ayrica, absisik asit (ABA) ve agir metal icerigindeki
artiginin dehidrinlerin ifadesini artirdig1 bilinmektedir (Kosova vd. 2007, Xu vd. 2008a).

Bu tezin amaci, armuda anag olarak kullanilan bazi armut (Pyrus communis L.), ahlat
(Pyrus elaeagrifolia Pallas) ve ayva (Cydonia oblonga Mill.) genotiplerinde tuza
toleransligin, farkli konsantrasyonlarda sodyum kloriir (NaCl) ve kalsiyum kloriir
(CaCl,.2H0) ile olusturulmus tuzluluk stresi altinda in vitro kosullarda belirlenmesi ve
bu genotiplerde 225 mM NaCl+22.5 mM CaCl,.2H,0 tuz stresi altinda dehidrin geninin

ifadesinin arastirilmasidir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Stres

Diinyada tarim alanlarinin sadece %10’luk boliimiiniin her tirlii stres faktoriiniin
etkisinden uzak oldugu bildirilmektedir (Gorham vd. 1985). Stres, olumsuz etmenlerin
ve kosullarin etkisiyle ortaya ¢ikan ve bitkilerde yasamsal islevlerin zarar gérmesine
neden olan tepkilerdir. Strese neden olan faktorler abiyotik ve biyotik olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.1) (Levitt 1972).

Cizelge 2.1 Strese neden olan etmenler (Levitt 1972)

Abiyotik etmenler

Biyotik etmenler

Fiziksel Kimyasal

Kuraklik Hava kirliligi Yabanci otlar
Sicaklik Agir metaller Bocekler
Radyasyon Pestisitler Mikroorganizmalar
Su baskini Toksinler Hayvanlar
Mekanik etmenler (riizgar, Tuzlar Hastaliklar
(yagmur, kar vb.) Toprak pH’s1

Topragin manyetik etkisi

2.2 Tuzluluk

Nieman ve Shannon (1976) tuzlulugu, toprak suyunun yiiksek oranda iyon igermesi
olarak tanimlamaktadir (Hekmatshoar 1999).

Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde ortaya ¢ikmaktadir (Bernstein 1975,
Tal 1984, Therios ve Misopolinos 1988, Zekri ve Parsons 1990). Bu bdlgelerin 6zelligi,
yagislarin az olmasinin yani sira buharlagmanin yiiksek olmasidir ve bu durum topragin
yiizeyinde tuz birikimine neden olmaktadir. Nemli ve yagish iklim bolgelerinde ise
fazla yagmur, tuzlar yikamakta ve bu nedenle tuzluluk diisiik veya gegici bir sorun

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Bernstein 1975).



Diinyada 955 milyon hektar alan tuzlulugun etkisinde bulunmaktadir (Cizelge 2.2)
(Rengasamy 2006).

Cizelge 2.2 Diinyada tuzlulugun etkisinde olan alanlarin miktar1 (Rengasamy 2006)

ALAN
YER (Bin hektar) ORAN
AVRUPA 50.804 %5.3
ASYA 319.277 %33.4
Kuzey ve Orta Asya 211.686
Giiney Asya 87.608
Giiney Dogu Asya 19.983
AMERIKA 146.883 %15.4
Kuzey Amerika 15.755
Meksika ve Orta Amerika 1.965
Giiney Amerika 129.163
AFRIKA 80.538 %8.4
AVUSTRALYA 357.330 %37.4
DUNYA 954.832 %100.0

Tuzlu topraklarda tuzun fazlasi bitkilere zarar vermektedir. Bu topraklar tuzun kaynagi,
icerigi, dagilimi, toprak pH’s1 ve organik madde kapsami gibi fiziksel ve kimyasal

ozelliklere gore farklilik gostermektedir (Ponnamperuma 1984).

Tuzlu topraklar degisik konsantrasyon ve oranlarda Cl_, SO4'2, HCOg_, Na*, Ca+2, Mg+2
ve nadiren BO;® ve K* iyonlarini igermektedir (Bernstein 1975). Toprakta bulunan
tuzlar genellikle, kloriirler (NaCl, MgCl,, CaCly), siilfatlar (Na;SO4, MgSO,, K;SOy,
CaS0,), nitratlar (Na;NO3z, KNOg3), karbonatlar ve bikarbonatlar (CaCO3z;, MgCOs,
Na;NO3, K,CO3) ve boratlardir. Ancak, dogada en fazla rastlanan tuz formu sodyum
kloriirdiir (Tal 1984).

Toprak gibi suyun da tuz kompozisyonu ¢esitlilik gostermektedir. Sularin bir ¢cogunda
genel katyonlar Ca*?, Na* ve Mg*?, anyonlar ise Cl , SO42 ve HCO; dir. Sularda
tuzluluk ile Na / Na+Ca arasinda iligki bulunmaktadir. Okyanus ve denizler gibi fazla
tuzlu sularda bu oranin 1°e yakin olmasi sodyumun bu sularda etkili katyon oldugunu
gostermektedir. Ancak, tuzu az veya orta diizeyde olan sularda, bu oran 0.1-0.7

arasindadir ve bu durumda etkin katyon Ca**’dur (Grattan ve Grieve 1999).



2.2.1 Topraklarin tuzluluk bakimindan siniflandiriimasi

Tim topraklarda belirli miktarda eriyebilir tuz bilesikleri bulunmaktadir (Szabolcs
1989). Bitki gelismesini etkileyen tuzluluk diizeyi topragin hem rutubet ve hem de
eriyebilir tuz kapsamlarina baghdir. Ayrica, belirli bir miktar tuzun kumlu topraktaki
zarari, killi tinli topraktakinden daha fazladir. Bunun nedeni, kumlu topraklarin az su
tutmasindan dolay1r daha tuzlu bir ¢ozelti olusturmasidir. Toprak ¢ozeltisi genellikle
topragr doyurmaya yeterli bir miktar suyun toprakla karistirilmasindan sonra olusan
macunun siiziilmesi ile elde edilmektedir. Bu c¢ozeltinin elektrik akimini tasima
kabiliyetinden yararlanilarak tuzluluk seviyesi kolaylikla Olgiilmektedir. Bu ozellige
elektriksel iletkenlik (EC) denilmekte ve milimhos/cm (mmhos/cm veya mS/cm) ya da

dS/m (decisiemens/m) olarak ifade edilmektedir.

Topraklar, tuz diizeylerine bir baska ifadeyle elektriksel iletkenligine ve bitkiye olan
etkilerine gore 5 gruba ayrilmaktadir:

1- 0-1 mmhos/cm (¢ok az tuzlu): Tuzluluk etkisi ¢ogunlukla ihmal
edilebilmektedir.

2- 2-4 mmhos/cm (az tuzlu): Cok duyarli bitkilerin {irin verimi diisebilmektedir.
3- 4-8 mmhos/cm (tuzlu): Birgok bitkinin iiriin verimi diisebilmektedir.
4- 8-16 mmhos/cm (¢ok tuzlu): Tuza dayanikli bitkiler normal verim

verebilmektedir.
5- > 16 mmhos/cm (asir1 tuzlu): Tuza dayanikli birkag tiir verim verebilmektedir
(Mahmoudi ve Hakimiyan 1995).

2.2.2 Sulama suyunun tuzluluk bakimindan siiflandirilmasi

Su kaynaklarinin azalmasi nedeniyle kalitesi diisiik olan sularin tarimda kullanilmasi
sonucunda bitkilerde iirlin verimini azaltmaktadir (Ziska vd. 1990). Kalitesiz sulama
suyu, yiiksek diizeyde bilesikler iceren sulara denmektedir. Bu bilesiklerin en 6nemlisi

ise tuzlardir (Plau 1997).



Sulama sular1 genel olarak 4 gruba ayrilmaktadir:

1- Cl smifi (tuzu az olan sular): Bu sular birgok bitkide sorunsuz olarak
kullanilabilmektedir.
2- C2 sinifi (tuzu orta diizeyde olan sular): Drenaji1 olan topraklarda, orta diizeyde

tuza dayanikli bitkilerde kullanilmaktadir.

3- C3 smif (tuzlu sular): Drenaji sinirlt olan topraklarda kullanilmamaktadir ve
yetistiricilikte tuzluluga dayanikli bitkiler se¢ilmektedir.

4- C4 smif (tuzlu sular): Sulama suyu olarak cok istisnai durumlar diginda

kullanilamamaktadir (Mahmoudi ve Hakimiyan 1995).

Sulama sular1 tuz igerigi ve elektriksel iletkenliklerine gore de 4 gruba ayrilmaktadir

(Cizelge 2.3) (Bresler vd. 1982).

Cizelge 2.3 Elektriksel iletkenlik ve tuz igeriklerine goére sulama sularinin
smiflandirilmasi (Bresler vd. 1982)

Suyun sinifi Elekterik iletkenlik (EC) Tuz igerigi
(umhos/cm, 25°C) (ppm)
Az tuzlu 0-400 0-25
Orta tuzlu 400-1200 350-750
Yiiksek tuzlu 1200-2250 750-1450
Cok yiiksek tuzlu 2250-5000 1450-3200

2.2.3 Bitkilerin tuza dayamiklihk bakiminda simiflandirilmasi

Bitkiler tuza dayaniklilik bakimindan iki biiyiik gruba ayrilmaktadir:

1. Halofitler

2. Glikofitler

Halofitler, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasama yetenegi olan bitkilerdir (Flower
vd. 1977) ve taksonomide 75 familya altinda 220 cins ve 550 tiir ile temsil edilmektedir
(Tal 1984). Dayaniklilik durumunun genis olmasi nedeniyle halofitler, ger¢ek halofitler
ve oligohalofitler olarak ikiye ayrilmaktadirlar (Levitt 1972). Gergek halofitler, yliksek
tuz miktarina toleransliyken, oligohalofitler orta tuz miktarma dayaniklidir

(Hekmetshoar 1999). Glikofitlerlerde ise tuzun en az miktar1 biiylimeyi



engellemektedir. Bircok bahge bitkisi glikofitler grubunda yer almaktadirlar (Shannon
1984, Grattan ve Grieve 1999).

2.3 Tuz Stresi ve Bitkilerdeki Etki Mekanizmasi

Yiiksek tuz konsantrasyonu kosullari, bitki biiyiimesini osmotik stres (su stresi), iyon
toksisitesi ve beslenme (iyon dengesizligi) ile etkilemektedir (Leopard ve Willing 1984,
Tal 1984, Therios ve Misopolinos 1988, Zerki ve Parsons 1990, Lioyd vd. 1990, Banuls
vd. 1991).

2.3.1 Osmotik etki

Tuzun, hiicrenin su potansiyelini ¢cevresinden daha fazla diisirmesi sonucunda, hiicrede
su noksanlig1 meydana gelmekte ve hiicre sekonder strese maruz kalmaktadir. Bu stres
osmotik bir tepki oldugundan osmotik stres veya fizyolojik kuraklik olarak
tanimlanmaktadir (Levitt 1972). Diisiik ve orta seviyelerdeki tuzun ilk etkisi osmotik
etkilerdir. Tuzun osmotik etkisi genel olarak bitkilerde biiylime, yaprak rengi degisimi,
kok/siirglin oran1 ve olgunluk diizeyi gibi oOzelliklerde gerilige neden olmaktadir
(Shannon ve Grieve 1999). Michell vd.’ne (1995) goére Bartlett (Williams) armut
cesidinde dallarin tuz stresi altinda biiylimesinin azalmasi, su eksikliginden dolayidir ve

tuza olan bu tepki bir osmotik stres etkisidir (Myers vd. 1995).

Su potansiyeli diisiik kosullarda, hiicreler turgor basincini diisiik molekiiler agirlikli
¢ozlinebilir maddelerle koruyabilmektedirler. Bu isleme osmotik diizenleme adi
verilmektedir (Wyn ve Storey 1978). Osmotik diizenleme mekanizmalar bitki tiirlerine
gore farklilik gostermektedir (Bernstein 1975). Bazi halofitler tuzlar tiim yasamlari
boyunca Oliimlerine kadar biriktirmektedir (Hellebust 1976). Bu bitkilerde osmotik
diizenleyici genellikle Na* ve bazen de K™dur. Halofitlerin sitoplazma enzimleri
glikofitlerinki gibi yiiksek tuz konsantrasyonuna duyarli olmaktadir. Bu nedenle halofit
bitkilerde tuzlar sitoplazmada vakuollere tasinmaktadir (Wyn ve Storey 1978).



Myers vd. (1995), glikofitlerde potasyum ve organik bilesiklerin, genel osmotik
diizenleyici maddeler oldugunu bildirmektedir. Bu organik bilesikler:

1- Organik asitler: Glikofitlerde hiicre vakuollerinde yiiksek oranda organik asitler
bulunmaktadir (Hellebust 1976).

2- Cozilinebilir karbonhidratlar: Tuz stresine karsi ¢oziinebilir seker birikimi
gosterilmektedir (Chauhan 1980). Bazi ¢am tiirlerinde, osmotik potansiyelin %30-
50’sini sekerler olusturmaktadir. Bu kapsamda zeytin manitol sentezleyen bir tiirdiir
(Tattini 1995).

3- Azot bilesikleri: Bitkilerde amino asitler sadece tuz stresinin sonucunda degil,
su stresi kosullarinda da biriktirilmektedir (Flower vd. 1977). Citrus’lar amonyum
bilesikleri ve prolin betaine biriktirmektedir (Storey 1999). Ispanakta tuza tepki olarak
glisin betain konsantrasyonunda yiikselme goriilmektedir (Lioyd vd. 1990). Stewart ve
Lee’ye (1974) gore tuz konsantrasyonun artisina bagli olarak prolin miktarinda artis

meydana gelmektedir (Hellebust 1976).

2.3.2 Toksik etki

Suda eriyebilir tuzlar toprak c¢ozeltisinde birikerek bitkilerde osmotik strese sebep
olabildigi gibi CI" ve Na' gibi 6zel iyonlarmn bitki gelisimi iizerine olumsuz toksik
etkileri de meydana gelebilmektedir. Bu etki “‘spesifik iyon etkisi’’ olarak da
tanimlanmaktadir (Bernstein 1975). Tuz stresi altindaki baz1 agaglarda iyon birikimi ve
spesifik iyon etkisinden dolayr yaprak nekrozlari goriilmezken, gelismede gerileme ve

verimlilikte diisiisler meydana gelmektedir.

Munns ve Termaat’a (1986) gore tuzlu kosullarda sodyumun yani sira en yiiksek
miktarda bulunan iyon olan klor tiim bitkiler i¢in yasamsal 6neme sahip bir element
oldugu halde, sodyum iyonu sadece halofit bitkilerde ve bazi1 C4 bitkileri i¢in 6nemli bir
element olarak deger tagimaktadir (Kog 2005).

Tek yillik bitkiler, ¢cok yillik bitkilere gére sodyuma daha dayaniklidir. Asili bitkilerde
ise iyonlarin etkisi, anaglarin bu iyonlar: bitkinin tag kismina tasima durumlarina gore

degismektedir (Creda vd. 1990).



Sodyum toksisitesi bu elementin potasyuma gore daha yiiksek oranda alinmasi ile
iligkilidir. Bu durum suyun yapisinda bozulma ve proteinlerde hidrofilik ve hidrostatik
giiclerin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica, Na+, enzimlerin aktivitesini patates
(Ghosh 2001), domates (Cramer 1995) ve kasava bitkilerinde azaltmaktadir (Rai ve
Takabe 2006).

Sodyum normal olarak koklerden alinmaktadir. Ancak, sodyumun zararli etkisini
onlemek i¢in ksilemde sodyum ile potasyumun yer degistirme reaksiyonunun
gerceklesmesi ve bdylece sodyumun bitkinin ta¢ kismina tasinmasi engellenmelidir
(Awang ve Atherton 1994, Garcia-Agustin ve Primo-Millo 1995). Asma, avokado, Kivi,
elma (Chartzoulakis vd. 1995), turunggiller (Banuls vd. 1991, Awang ve Atherton 1994,
Schmutz ve Ludders 1993), nar (Schmutz ve Ludders 1993) ve antepfistiginda
(Picchoni vd. 1990) sodyumun koklerde birikimi ve ksilem yoluyla tasimiminin

onlenmesinin mekanizmasi (Chartzoulakis vd. 1995) ispatlanmistir.

Tuz stresinde sodyum iyonu yaninda klor iyonu da bitkinin gereksiniminden daha fazla
alinmaktadir. Klor, sodyuma gore yapraklara daha hizli tasinabilmektedir (Boland vd.
1997). Klora tolerans bakimindan meyve tiirleri arasinda énemli farkliliklar oldugu gibi,
cesitler arasinda da farkliliklar bulunmaktadir. Klora dayanikli bitkiler bu elementi

yavasg¢a absorbe etmektedir (Bernstein 1975).

2.3.3 Beslenme etkisi

Tuz stresi ile kars1 karsiya kalan bitkilerde meydana gelen biiylime geriligi, osmotik

stresle ilgili oldugu kadar mineral madde eksikligi ile de ilgilidir (Levitt 1972).

Bircok bahge bitkisi glikofit oldugundan dolayr sadece diisiik tuz kosullarinda
gelisebilmektedir. Bu bitkilerin beslenme amaciyla mineral madde absorbsiyonu,
tasinmasi ve tiikketim mekanizmalar1 tuzlu ortamlarda etkili olamamaktadir. Tuzlu
ortamlarda Na* ve CI” konsantrasyonlari, bitki beslenmesinde ¢ok tiiketilen mineral
maddelerin yani makro elementlerin (azot, fosfor, potasyum gibi) genellikle 2-3 katidir.

Bu oranti mikro elementler i¢in ¢ok daha yiiksektir. Dolayisiyla Na* ve Cl” iyonlarinin
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yiiksek konsantrasyonlar1 toprakta makro ve mikro elementlerin aktif iyonlarini

azaltarak beslenme bozukluklarina neden olmaktadir (Grattan ve Grieve 1999).

2.4 Tuz Stresine Toleransin Molekiiler Mekanizmasi

Birgok bahge bitkisi glikofit oldugu igin topragin EC degeri 4 dS.m™’nin iizerinde (4
dS/m = 40 mM NaCl) oldugu hallerde tuza g¢ok duyarhidir. Bu bitkilerin tuzdan
etkilenme degerleri ve etkilenme seyirlerindeki farkliliklar bitkilerde tuza karsi cesitli
tolerans mekanizmalarinin bulundugunu gostermektedir. Tuzlu ortamlarda iyon
toksisitesi, osmotik stres ve besin eksikliginden ortaya ¢ikan metabolik dengesizlik
oksitatif strese neden olmaktadir (Zhu 2002). Molekiiler temellerin anlasilmasi, tuz
stresine toleranshilik islahinda yeni seleksiyon yontemlerinin gelistirilmesine yardimci
olmaktadir. Tuzluluk toleransina bagli molekiiler markorlerin  belirlenmesi, Dbitki

1slahgilarina gesit seleksiyonunda yeni olanaklar saglamistir (Sairam ve Tyagi 2004).

Hasegawa vd. (2000) tuz stresine toleransliligin belirleyicileri, tuzlu kosullarda
bitkilerin uyum reaksiyonlari ve mekanizmalarina olanak saglayan efektér molekiilleri
ve bu yollar1 kontrol eden regiilator molekiilleridir. Regiilatdr molekiiller hiicresel sinyal
komponentleri ve uzak mesafelere tepki koordinasyonunun ileticileriyken (hormonlar,
mediatorler, transkripsiyon faktorleri ve regiilator genleri), efektorler, iyon homeostazi
(iyon tagmimini ile ilgili membran proteinleri), osmotik diizenleyici ve su rejimi
regiilasyonu (osmolitler) ve toksik radikal toplama islemi (esas olarak enzimler) ile ilgili

metabolitler ve proteinlerdir.

2.4.1 Iyon homeostazisinin SOS (salt overly sensitive-tuza asir1 duyarhlik) sinyal
yolu

Sitozolun yiiksek K*/Na" orani, bitkide normal hiicresel islevler i¢in gereklidir. Tuzlu
kosullarda Na*, Na*-K" tasiyicilari ile alman K ile rekabete girmekte ve ayn1 zamanda
kok hiicrelerinin K™’a 6zel tastyicilart da bloke olabilmektedir. Bu durum, enzimatik
reaksiyonlar ve osmotik ayarlama igin yetersiz K™ konsantrasyonlarma ve sodyumun

toksik seviyelere ulagmasina neden olmaktadir (Zhu 2003).
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Tuzluluk kosullarinda hiicresel iyon homeostazisi (dengesi), 1) plazma membranina
bagl Na*/H" antiporterlari (iki yonlii iyon tastyici protein) yoluyla hiicrelerden Na*’un
atilmast veya Na' girisinin simirlandirilmasi, 2) tonoplast (vakuol zar1) Na'/H"
antiporterlar1 ile vakuol igerisine Na"’un ayrilmasi yoluyla osmotik ayarlama igin
Na“™un kullanimi ve 3) sodyum salgis stratejileri ile basarilmaktadir. Boylece, iyon

tasima sistemlerinin regiilasyonu, bitki tuz toleransinin temelidir (Zhu 2002).

Arabidopsis’in tuza asir1 duyarli (S0S) mutantlarinin genetik analizi, tuza tolerans ve

hiicresel iyon homeostazisini regiile eden SOS yolunun tanimlamasina 6nciiliik etmistir

(Zhu 2002).

Zhu’a (2001) gore, bitki Na* toleransi icin SOS yolu:

a) Yiiksek tuz stresi altinda sitozolde serbest Ca** konsantrasyonunda artisin saglamast,
b) Protein kinaz SOS2’yi aktive etmek iizere SOS3’un, Ca’"’a baglanmast,

c) Aktive olmus SOS3-SOS2 kinaz kompleksinin, tuz stresi kosullarinda SOS1 ve
muhtemelen bagka tasiyict genlerin ekspresyonunu artirmast,

d) Bu gen ekspresyonu (ayni zamanda post-translasyon diizeyinde belirgindir) ve
tagiyict aktivitesinin regililasyonunun iyon homeostazisini saglamasi ve bdylece

bitkilerde tuza toleransin artmasidir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Tuz stresi kosullarinda Arabidopsis’te iyon homeostazisi igin SOS sinyal yolu
(Chinnusamy vd. 2005)

Tuz stresi sonucu ortaya ¢ikan Ca*? sinyalleri, SOS3 tarafindan algilanmakta ve protein
kinaz SOS2’yi aktive etmektedir. Aktive edilmis SOS2, bir plasma membram Na*/H*
antiporteri (iki yonlii iyon tasiyici protein) olan SOS1’e fosfor ilave etmekte ve daha
sonra Na*’u sitozol disina tasimaktadir. SOS1’in transkript diizeyi SOS3-SOS2 kinaz
kompleksi tarafindan regiile edilmektedir. Ayrica, SOS2 Na*’u vakuol igerisine tasryan
tonoplast Na*/H" antiporterini de aktive etmektedir. Na* transporteri HKT1’den Na*’un
sitozole girisi SOS2 tarafindan engellenmektedir. ABI2, SOS2 ile etkilesmekte ve
SOS2 hedeflerinin aktiviteleri ve SOS2 kinaz aktivitesini engelleme yoluyla iyon
hemeostazisini negatif yonde regiile etmekteyken ABI1, NHX1’in gen ekspresyonunu

regiile etmektedir (Chinnusamy vd. 2005).

2.4.2 Tuza toleransin biyokimyasal belirleyicileri: enzimler, osmotik diizenleyiciler
ve koruyucu faktorler

Tuzlarin enzim reaksiyonlarma etkisi ¢ok yonlii ve komplekstir. Bu etki sitozolde pH
degisimi ile ilgilidir. Enzim aktivitesi diisiik iyon konsantrasyonlarinda artis

gostermektedir. Ancak, NaCl’lin 100 mM’den fazla olmasi durumunda bu aktivite
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engellenmektedir. Ornegin, yonca ve mercimekte DNAse ve RNAse enzimlerinin

aktivitesi 100 mM NaCl konsantrasyonunda engellenmektedir (Yupsains vd. 2001).

Halofitlerin enzimleri genel olarak glikofitlerinki kadar yiliksek tuza duyarlidir (Flower
vd. 1977). Yiiksek bitkilerin hiicre duvarindaki enzimler, sitoplazmik enzimlere goére

tuza daha tolerant olabilmektedir (Thiyagarajah vd. 1996).

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda protein sentezi ve enzimlerin duyarliligina
bakilmaksizin bitkilerin tuza toleransi, vakuoller igerisine tuzlarin hapsedilmesi ile
onemli diizeyde iliskilidir. Bu durum, sitoplazmada metabolik olaylarin normal olarak
seyretmesini olast kilmaktadir. Tuz stresine karsi osmotik diizenleyicilerin birikimi,
esas olarak sitozol ve vakuol arasindaki osmotik dengeyi ve osmotik ayarlamayi
saglayan bir metabolik adaptasyondur. Osmotik diizenleyiciler, basit sekerler (fruktoz
ve glikoz), seker alkolleri (gliserol ve metillesmis inositoller), kompleks sekerler
(trehaloz, rafinoz ve fruktantlar), polioller, kuaterner amonyum bilesikleri (prolin, glisin
betain, a-alanin betain, prolin betain) ve tersiyer siilfonyum bilesikleri gibi genis bir

degisim araligindaki organik bilesikleri kapsamaktadir (Rhodes ve Hanson 1993).

Osmotik diizenleyiciler, hidrofilik 6zelliginden dolayi, proteinlerin, protein
komplekslerin ya da membranlarin yiizeyinde suyun yerini almakta ve bdylece diisiik
molekiiler agirlikli saperonlar gibi enzimatik olmayan ve osmoprotektantlar gibi rol

oynamaktadir (Hasegawa vd. 2000).

Glisin betain (N,N,N-trimethylglcine-betaine): Tiim canlilarda bulunan protein

stabilize eden bir osmolittir (Rhodes ve Hanson 1993). Glisin betain, suda eriyebilen ve
pH’nin genis bir degisim araliginda elektriksel olarak nétral olan ve boylece
makromolekiillerin hidrofilik ve hidrofobik bolgelerinin her ikisi ile de etkilesebilen

amfoterik bir bilesiktir (Sakamoto ve Murata 2002).
Glisin betaininin, makromolekiilleri stabilize ederek ve bitki hiicresi ve ¢evresi arasinda

su dengesini saglayarak bitkiyi korudugu diisiiniilmektedir (Bartels ve Sunker 2005).

Bu organik bilesik bir¢ok halofit tiirde, 6rnegin Suaeda maritima, Atriplex nummularia,
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Spergularia marina, Salicornia europea, Salsola sola’de vakuol ve sitoplazma arasinda
osmotik dengeyi saglamak iizere sitoplazmada birikmektedir (Flowers vd. 1977).
Halofitlerde glisin betain birikimi, tuz stresi sonucunda ger¢eklesmekte ve tuzlulugun

artmasi ile birlikte miktar1 ylikselmektedir.

Yiiksek bitkiler glisin betaini kolinin iki asamali oksidasyonu yoluyla sentezlemektedir:
Kolin —» betain aldehit (toksik) ——— glisin betain. Ilk reaksiyon, bir
ferredoksin bagli kolin monooksigenaz (CMO) tarafindan ve ikinci asama bir NAD"
bagli betain aldehit dehidrogenaz (BADH) tarafindan katalize etmektedir (Yeo 1998,
Sairam ve Tyagi 2004, Bartels ve Sunker 2005, Mahajan ve Tuteja 2005).

Prolin: Sadece bitkilerde degil, diger organizmalarda da bulunan muhtemelen en
yaygin osmolittir (Bartels ve Ramanjulu 2005). Bakterilerden yiiksek bitkilere kadar
hiicre prolin diizeyi ile kuraklik ve tuz stresi arasinda giiclii iliskiler bulunmaktadir
(Sairam ve Tyagi 2004). Prolin, osmotik stres kosullarinda osmotik ayarlama gérevinin
yaninda, plazma membranlarinin korunmasi, enerji kaynagi, karbon ve nitrojen kaynagi

ve hidroksil radikal toplayici olarak da gorev yapmaktadir (Bartels ve Sunker 2005).

Bitkilerde prolin, ornitin ve glutamat yoluyla sentezlenmektedir (Sairam ve Tyagi
2004). Glutamat yolu ile prolinin sentezi, 6zellikle stres kosullarinda baskin olandir. L-
prolin, P5C (A'-pyrroline-5 carboxylate) yoluyla L-glutamik asitten sentezlenmektedir.
Bu reaksiyonlar iki enzimle, P5C synthetase (P5CS) ve P5C reductase (P5CR) ile
katalize edilmektedir (Lauchli ve Luttge 2004, Bartels ve Sunker 2005).

Polioller: Bazi halofit bitkilerde polioller (gliserol, manitol, sorbitol ve sakaroz gibi)
osmoprotektantlardir. Osmotik diizenleyiciler olarak azotlu maddelerin (prolin veya
glisin betain gibi) sentezi sinirli oldugunda polihidrik alkoller (polioller) bu kapsamda
onemli maddelerdir. Asiklik polioller, sorbitol ve manitol ve siklik polioller, myo-
inositol, D-ononitol ve D-pinitoliin sentez yollar1 sekil 2.2°de sunulmustur. Sorbitol ve
manitol direkt glikoz-6-fosfat ve fruktoz-6-fosfatdan sentezlenmektedir ve bu yiizden
sorbitol iiretimi myo-inisitol ve ardindan D-ononitol ve D-pintol sentezi ile rekabet
etmektedir (Lauchli ve Luttge 2004).
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. Manitol-1-phosphate dehydrojenase
. Mannose-6-phosphate isomerase

. Mannose-6-phosphate reductase

. Manitol-1-phosphate phosphotase

. Hexose-phosphate isomerase

. Sorbitol-6-phosphate dehydrogenase (aldose-6-phosphate reductase (NADPH))
. Sorbitol-6-phosphate phosphatase
. Glucose-6-phosphate cycloaldolase (myo-inositol-1-phosphate synthase)
. Myo-inositol-1-phosphate phosphatase (inositol monophosphatase)

10. Myo-inositol-O-methyltransferase
11. Ononitol epimerase
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Poliaminler: Putresin, spermidin ve spermin gibi poliaminler, hafif molekiiler agirlikli
organik katyonlardir ve bakterilerden, bitki ve hayvanlara kadar bir ¢ok organizmada
bulunmaktadir (Alcazar vd. 2006, Groppa ve Benavides 2008). Bir kag stres faktorii,
Ornegin potasyum eksikligi, osmotik stres, diisiik pH, besin eksikligi veya 151k,
bitkilerde poliaminlerin birikimini uyarmaktadir (Sairam ve Tyagi 2004). Bitkilerde
poliamin biyosentezinin ilk asamasi, ornitine veya argininin dekarboksilasyonudur ve
bu ornitin dekarboksilaz (ODC) veya arginin dekarboksilaz (ADC) tarafindan katalize
edilmektedir. Putresin sentezi ile sonuglanan ADC yolu, ii¢ enzimatik asamayi
icermektedir. Bunlar; ADC, agmatine iminohydrolase (AIH) ve N-carbamoyl putresin
amidohidrolazdir (CPA). Spermidin ve spermin, ilk olarak putresin ve daha sonra
spermin aminopropil gruplarinin, spermidin synthase ve spermin synthase enzimleri
yardimiyla eklenmesi ile olusturulmaktadir. Aminopropil gruplari, SAM-decarboxylase
enzimi vasitasiyla S-adenosylmethionine’den (SAM) meydana getirilmektedir. SAM
ayni zamanda bir etilen Onciil maddesidir. Etilen, ACC synthase ve ACC oxidase
enzimleri yardimiyla 1-amino-cyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) yoluyla
SAM’dan iiretilmektedir (Sekil 2.3) (Alcazar vd. 2006).

Ornithine Arginine
S ADC
onc & ALH
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1 TN ":I-]:'\-Jrlr“m: + NH_
Methionine PUTRESCINE g " '
3 . SPDS l
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i ¥
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Sekil 2.3 Bitkilerde poliaminlerin biyosentezi (Alcazar vd. 2006)

ACC: 1-amino-cyclopropane-1-carboxylic-acid, ADC: arginine decarboxylase, AIH: agmatine
iminohydrolase, CPA: N-carbamoylputrescine amidohydrolase, DAOQO: daimine oxidase, dcSAM:
decarboylated S-aden-osylmethionine, GABA: y-aminobutyric acid, ODC: ornithine decarboxylase,
PAOQ: polyamine oxidase, SAM: S-adenosylmethionine, SAMDC: S-adenosylmethionine decarboxylase,
SPDS: spermidine sythase, SPMS: spermine synthase
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Gec Embriyogenez Proteinleri (LEA) ve Dehidrinler: Halofit ve glikofit bitkilerin

sitoplazmalar1 tuzlarin osmotik ve iyonik etkilerine duyarhdirlar. Tuzlarin hiicre
metabolizmasinda olumsuz  etkileri osmotik diizenleyicilerin ve koruyucu
makromolekiillerin (6zellikle LEA proteinleri ve saperonlar) sentez ve birikimi ile
azalmaktadir. Ge¢ embriyogenez proteinleri tuzluluk, kuraklik ya da sogugun neden
oldugu osmotik strese karsi tiim bitki tiirlerinin vegetatif dokularinda birikmektedir.
LEA proteinlerinin biiylik bir kismi olduk¢a hidrofiliktir ve belli amino asitler
bakimindan (6rnegin alanin, glisin, glutamik asit ve treonin) zengin ve belli amino
asitler bakimindan (6rnegin triptofan ve sistein) ise yoksuldurlar (Kalefetoglu ve
Ekmekg¢i 2005). LEA’lar ayn1 saperonlar gibi yiiksek tuz konsantrasyonlari ve su kaybi
durumlarinda protein yapilarini stabilize etmektedirler. Bu koruyucu proteinler sadece
osmotik soktan sonra ortaya c¢ikmaktadirlar (Munns 2005). LEA proteinleri, RD (su
kaybina cevap), ERD (su kaybina erken cevap), KIN (soguk ile indiiklenen), COR
(soguk ile regiile olan) ve RAB (ABA’ya yanit) genleri tarafindan farkl bitki tiirlerinde
kodlanmaktadir (Chinnusamy vd. 2005). Osmotik stres kosullarinda LEA tip genlerin
ekspresyonu ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz sinyal iletim yollar1 tarafindan
diizenlenmektedir (Sekil 2.4).

Dehidrinler, siyanobakterilerden yiiksek bitkilere kadar tiim fotosentetik organizmalarda
yiiksek miktarda bulunmaktadir (Yakubov vd. 2005). Dehidrinler, LEA D-11 veya LEA
IT proteinler olarak bilinen, hiicrelerin su kaybina neden olan ¢esitli ¢evresel faktorler ile
ifadesi indiiklenen proteinlerdir. Bu faktorler arasinda, soguk, don, sicaklik, kuraklik,

tuzluluk ve asir1 buharlasma en 6nemlileridir (Porcel vd. 2005, Savitri vd. 2013).

2.5 Stres Kosullarinda Bitkilerde Dehidrin Geninin ifadesi

Artlip vd. (1997), yapragimi doken ve herdem yesil seftali genotiplerinde 472 amino
asidi kodlayan ppdhnl dehidrin genini belirlemislerdir. Bu genotipler soguga aligma,
mevsimsel dehidrin gen ifadesi ve protein icerigi bakimindan farkliliklar géstermistir.
Her iki genotipde de en yiiksek transkript birikimi kis mevsiminde belirlenmistir.
Mayis-Temmuz aylarinda ise birikim 6l¢iilemeyecek diizeyde olmustur. Herdem yesil
genotipte (soguga toleranst daha diisiik) transkript birikimi yapragini doken genotipten

geride kalmis ve daha erken azalmistir. Protein ifadesi de transkript ifadesi ile benzer
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Sekil 2.4 Tuz stresi kosullarinda Arabidopsis’te iyon homeostasisi i¢in SOS sinyal
yolu (Chinnusamy vd. 2005)

Tuz stresi sonucu ortaya ¢ikan Ca* sinyalleri, SOS3 tarafindan algilanmakta ve protein
kinaz SOS2’yi aktive etmektedir. Aktive edilmis SOS2, bir plasma membran1 Na*/H"
antiporteri (iki yonlii iyon tasiyici protein) olan SOS1’e fosfor ilave etmekte ve daha
sonra Na"’yu sitozol disina tasimaktadir. SOS1’in transkript diizeyi SOS3-SOS2 Kinaz
kompleksi tarafindan regiile edilmektedir. Ayrica, SOS2 Na*’u vakuol igerisine tasryan
tonoplast Na'/H™ antiporterini de aktive etmektedir. Na* transporteri HKT1’den Na**un
sitozole girisi SOS2 tarafindan engellenmektedir. ABI2, SOS2 ile etkilesmekte ve
SOS2 hedeflerinin aktiviteleri ve SOS2 kinaz aktivitesini engelleme yoluyla iyon
hemeostasini negatif yonde regiile etmekteyken ABI1, NHX1’in gen ekspresyonunu

regiile etmektedir.
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olmustur. Bununla birlikte sonbaharda herdem yesil genotipte protein ifadesi transkript
birikiminin bir hayli gerisinde kalmistir. Bu sonug, soguga alisma siirecinde dehidrin

proteinlerinin birkag seviyede diizenlenebilecegine isaret etmektedir.

Olumsuz cevre kosullarinda indiiklenen genlerin belirlenmesi bitkilerin strese karsi
toleranslarinin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmas: i¢in genel bir yaklasimdir.
Dehidrinlerle ilgili aragtirmalar cogunlukla otsu tiirlere yonelik olmustur, ancak odunsu

tirlerde yapilan ¢alismalar oldukga azdir (Yakubov vd. 2005).

Bhattarai ve Fettig (2005) yabani nohutlardan (Cicer pinnatifidum) izole ettikleri
dehidrin geninin ifadesini tohumlarin olgunlagmasi, kuraklik ve soguk streslerinde
arastirmiglardir. Yabani nohut tohumlarinda olgunlagsma sirasinda taze agirligin su
igeregi %79’dan %58’¢e azalirken, cpdhn 1 transkriptinin birikimi goriilmiistiir. Ayrica
kuraklik stresinde cpdhnl ifadesi, sulama 16 giin durdurularak izlenmis ve kontrol
orneklerinde ¢ok az cpdhnl transkripti gézlenmistir. Kuraklik stresinden 4 giin sonra
transkriptlerin agiga ¢iktig1 ve stres siiresince artti@i rapor edilmistir. Yabani nohut
bitkileri 4°C sogukta tutulup cpdhnl ekspresyonu 72 saat siireyle izlendiginde, sogukta
tutulmayan kontrol bitkilerinde hi¢ sinyal olmazken, 6 saat sogukta tutulan 6rneklerde
biiylik miktarda cpdhnl transkripti meydana gelmis ancak, sinyal hizlica azalmis ve
yaklasik 24 saat sonra yok olmustur. Cpdhnl transkript miktarinin ikinci yiikselisi 48
saatte gOriilmiistlir. Tuzluk stresi ise 200 mM NacCl solusyonu ile bitkilerin sulamasiyla
uygulanmigtir. Cpdhnl transkript birikimi tuz uygulamasindan 12 saat sonra baslamis
ve 72 saatlik periyotta miktar1 artmistir. Ayrica bu ¢alismada ABA (absizik asit) ve
MeJa (metil jasmonat) uygulamalarinin cpdhnl ekspresyonu iizerine etkileri de
aragtirtlmistir. Cpdhnl transkriptleri, hormon uygulamasindan 6 saat sonra goriilmeye
baslanmistir. ABA uygulamasindan 12, 24 ve 48 saat sonra toplanan orneklerde
transkript miktar1 artmis, daha sonra azalmistir. MeJa uygulamasindan 6 saat sonra
baslayan transkript, 12, 24 ve 48 saat sonra ¢ok diisiik miktarlarda azalmistir ancak, 72

saat sonra cpdhnl transkriptinde kiigiik bir artis meydana gelmistir.

Wisniewski vd. (2006), seftalilerde kuraklik, kisa giin kosullar1 (SD) ve don etkisi
olmayan diisiik sicaklik (LT) streslerinde ppdhn2 dehidrin genini, daha dnce Artlip ve
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Wisniewski (1997) tarafindan yine seftalilerde belirlenmis olan ppdhnl geni ile birlikte
incelemislerdir. Ppdhn2 geni kuraklikta indiiklenirken kisa giin ve disiik sicaklik
streslerinde indiiklenmemistir. Buna karsilik, ppdhnl geni kuraklik ve diisiik sicaklikta
indiiklenirken, kisa giin kosullarinda indiiklenmemistir. Bassett vd. (2009) seftalide
diisiik sicaklikta indiiklenen ticlincii dehidrin genini (ppdhn3), siirgiinlerin kabuk

dokusunda belirlemislerdir.

Saaverdra vd. (2006), Physcomitrella patens’den (yosun) dehidrin ppdhnA genini,
dejenere primer kullanarak izole etmislerdir. Calismada ABA, NaCl ve manitol

uygulamalarindan sonra ppdhnA geninin ifadesi artis gostermistir.

Daha 6nce ABA ve tuz uygulamalari yoluyla bugdayda dhn-5 proteininin uyarildiginin
gosterildigini ifade eden Brini vd. (2007), bitkiler aleminin strese toleransinda bu genin
katkisini arastirmak ig¢in bugday dhn-5 proteininin transgenik Arabidopsis bitkilerinde
ifadesini saglamiglardir. Dhn-5 genini tasiyan transgenik Arabidopsis bitkileri yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda kuvvetli bir biiyiime sergilemistir. Tuz stresi altinda yabani
bitkilerin yaprak alani ve tohum ¢imlenme orani degerleri transgenik olanlarin gerisinde
kalmistir. Bulgular, dhn-5 geninin prolin birikimini saglayarak osmotik dengeleme

yoluyla tuz ve kuraklik streslerine kars1 toleransi gelistirdigi ileri stiriilmistiir.

Absizik asit (ABA) igeriginin artis1 birgok dehidrin geninin ifadesini indiikklenmektedir
(Kosova vd. 2007). Dehidrin gen transkripti, agir metaller ile de indiiklenmektedir ve
bazi dehidrinler metallere baglanma yetenegine sahip olmaktadir. Ancak, dehidrinler ile

agir metal stresi arasindaki iliskiler hentiz bilinmemektedir (Xu vd. 2008a).

Bitkilerin agir metal stresine toleransinda dehidrinlerin 6nemini belirlemek i¢in Xu vd.
(2008a) Brassica juncea (Hint hardali) bitkisinde iki dehidrin genini (bjdhn2/bjdhn3)
klonlamislardir. Bjdhn2/bjdhn3 yaprak, sap ve koklerde diisiik bir seviyede ifade
edilmektedir ve agir metallerle ifadesi artmaktadir. Agir metallere maruz kalan B.
juncea bitkilerinde Bjdhn3 geninin susturulmasi, kontrol bitkilere gore yiiksek elektrik
iletkenlik ve malondialdehid iiretimine neden olurken toplam metaller birikimini

diistilmektedir.
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Xu vd. (2008b) B. juncea bitkilerinden klonladiklar1 bjdhn2/bjdhn3 genlerini mayalara
aktarmiglar ve transgenik mayalarin tuzluluk ve don streslerine karsi daha toleransh
olduklarin1 géstermislerdir. Bjdhn2 ve bjdhn3 gen ifadeleri, diisiik sicaklik, kuraklik, tuz
stresi ve ABA uygulamasi sonucunda artmistir. Transgenik tiitiin bitkilerinde bjdhn2 ve
bjdhn3 genleri diisiik sicaklik ve kuraklik stresinde toleransi yiikseltmistir. Bu sonuglar,
bjdhn2 ve bjdhn3 genlerinin membranlarda koruyucu olarak abiyotik streslerde rol

aldiginm1 gostermistir.

Wisniewskia vd. (2008), Royal Gala elma ¢esidinde soguk (24 saat siireyle 5°C) ve
kuraklik (2 hafta su noksanligi) stresi kosullarinda iki dehidrin  genini
(mddhnl ve mddhn3) belirlemislerdir. Mddhn3 geninin ifadesi soguk stresinde yaprak
ve kabukta, su noksanligi stresinde kok, kabuk ve yaprakta, mddhl geninin ifadesi

soguk stresinde yaprak, kabuk ve ksilemde olmustur.

Garcia-Banuelos vd. (2009) elma agaglarinda kis dinlenmesi ve soguga alisma
prosesleri ile iliskili proteinleri daha iyi anlamak {izere bu proteinlerden énemli birini
kodlayan bir dehidrin geni olan mddhn genini arastirmiglardir. Mddhn geninin ifadesi
kis ortas1 ve erken ilkbaharda siirglin kabuklarinda ve tomurcuklarda farkli olmustur.
Kis mevsiminde (dormant donem) bitkilerin dona kars1 toleranslh olduklar1 zaman soguk
stresi siiresince transkriptler birikirken ilkbaharda soguga toleransligin kaybolmasiyla
biriktirmemektedir. Arastiricilar bu ifade modelinin, mddhn geninin elmada dona
toleranshigin gelisimini izlemek i¢in bir molekiiler markdr olabilecegini gosterdigini,
ayrica, elmada tomurcuk ve stirglinler gibi dokularda kisin dehidrin gen ailesinin en az
bir iyesinin ifade edildigini belirtmiglerdir. Dehidrin genleri dona toleransligin
geligsmesi siiresince odunsu bitkilerin tomurcuk ve goévdelerinde benzer mevsimsel
ifadeler gostermektedir. En yiiksek ifade kis ortasinda olurken, ilkbaharda tespit
edilemez seviyelere diismektedir (Puhakainen vd. 2004). Tomurcuk ve siirgiinlerde
mddhn geninin ifade sekli diger yapragini doken meyve tiirlerindeki bulgular ile de
uyumludur (Artlip vd. 1997, Levi vd. 1999).

Dehidrin genleri bitkilerin kuraklik, tuzluluk ve soguk gibi abiyotik stres unsurlarina

kars1 korunmasinda 6nemli rolleri vardir. Liang vd. (2009) elmada 12 dehidrin genini
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(mddhns) ve bunlarin farkli kromzomlardaki yerlerini belirlemiglerdir. Bu genlerden
9’unu klonlayip ifade profillerini arastirmislardir. Elmada dehidrin gen ailesine ait olan
bu 9 dehidrin geni, benzer sayilarda Arabidopsis (10 tane), arpa (13 tane) ve pringte (8
gen) de bulunmustur. Ayrica, normal biiyiime sartlar1 altinda mddhns ifadeleri ¢igek,
tohum, yaprak, meyve ve kok dokularinda aragtirllmistir. Mddhn2, mddhn4, mddhn5,
mddhn6 ve mddhn9 nispeten yiiksek ve benzer ifade seviyelerinde tiim dokularda
bulunmustur. Mddhnl ve mddhn8 tiim dokularda koklerden daha yiiksek ifade
yogunlugu gostermistir.  Mddhn7 ve mddhn3 sadece yaprak, meyve ve koklerde
nispeten diisiik seviyelerde ifade edilmistir. Dokuz mddhn geninde transkripsiyon
kuraklik stres kosullarinda zamanla yukari seviyelere yonelmis ve ifadeleri su
eksikliginin 6. giiniinde en yiiksek olmustur. Bu genlerden mddhnl, mddhn2, mddhn4,
mddhn5, mddhn6’nin ifadeleri digerlerine gore 100 kat daha fazla artmistir. Geng
bitkiler 4 °C’ye maruz birakildiginda, yapraklardaki mddhn2, mddhn4 ve mddhn6
transkriptleri 24 saat soguk stresinden sonra 200-1200 kat artmistir. Soguk stresi altinda
mddhn8 geninin transkript birikimi 18 kat artarken, mddhnl1, mddhn3, mddhn5, mddhn7

ve mddhn9 genlerinin transkript seviyeleri nisbeten sabit kalmistir.

Kumari vd. (2009), tuza toleransi birbirine benzemeyen 2 dut genotipinde (S1 ve ATP)
(Morus alba L.) 4 tuz konsantrasyonunda (%0.0, 1.0, 1.5 ve2.0) LEA proteinlerinin
(grup 1, 2, 3 ve 4) ifadesini, protein modelini, hiicre zar1 dayanikliligi ve nisbi su
kapsamini aragtirmislardir. NaCl konsantrasyonunun artmasi ile birlikte nisbi su
kapsami ve hiicre zar1 dayaniklilii ATP genotipinde S1 genotipine gore daha fazla
azalmistir. NaCl uygulamalarindan sonra dut yapraklarinin protein profili, 35, 41, 45 ve
70 kDa proteinleri bakimindan 6énemli bir artig, 14.3, 18, 23, 28, 30, 42, 47 ve 65 kDa
proteinleri bakimindan 6nemli bir azalis gostermistir. S1 genotipinde NaCl’e maruz
kalan bitkilerde LEA proteinlerinin birikimi ATP genotipinden daha yiiksek olmustur.
Tuza toleranslikla iliskili olarak en yiiksek LEA (grup 3 ve 4) kapsami %?2.0 NaCl

uygulamasinda S1 genotipinde belirlenmistir.
Yang vd. (2012), Vitis vinifera ve V. yeshanensis tiirlerinde 4 dhn geni belirlemislerdir.

Normal biiyiime kosullar1 altinda dhnl geni ifade edilmemistir ancak, kuraklik, soguk,

sicak, embriyogenesiz, ABA, salisilik asit (SA) ve MeJa uygulanmalar1 ile bu gen
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indiiklenmistir. Dhnl geni kuraklik kosullar1 altinda V. yeshanensis’de, V. vinifera’dan
daha erken ifade edilmistir. Dhnl’e benzer sekilde dhn2 geni de soguk, sicak,
embriyogenesiz ve ABA tarafindan uyarilirken, kuraklik, Erysiphe necator (kiilleme)
enfeksiyonu, SA ve Mela uygulamasma yanit vermemistir. Dhn2 normal biiyiime
kosullar1 altinda vejetatif dokularda da ifade edilirken dhn3 sadece tohum gelisimi
sirasinda ¢ok diisiik seviyelerde ifade edilmistir. Dhn4 ge¢ embriyojenesiz sirasinda
spesifik olarak ifade edilmistir. dhn3 ve dhn4 soguk, sicak, kuraklik, SA ve Mela

uygulamalarina yanit vermemislerdir.

Mayor vd. (2012), osmotik stres (NaCl ve manitol) ve ABA uygulamasi ile indiiklenen
tasl4 dehidrin geninin domates bitkisinde kuraklik ve tuzluluk toleransinda 6nemini
arastirmiglardir. Tasl4 dehidrin geni normal kosullarda biiylimeyi etkilemeden bitkinin
uzun siireli kuraklik ve tuzluluk toleransini gelistirmistir. Kuraklik kosullarinda tas14
geninin ifadesi ile ¢oziinebilir maddelerin birikimi ve osmotik potansiyelin azaltmasi,
bitkinin osmotik strese toleransini saglamaktadir. Ayrica, tasl4 geni gen¢ yapraklarda
K* ve sekerlerin birikimine neden olurken, yash yapraklarda Na® birikimini
artirmaktadir. Tasl4 geni uzun siireli stres kosullar1 altinda gen¢ ve yaslh yapraklarda

Na" birikimini saglamaktadir.

2.6 Meyve Tiirlerinde Tuz Stresine Tepkinin in Vitro Kosullarda Belirlenmesi

Shibli vd. (2000), in vitro kosullarda farkli tuz konsantrasyonlarinda (0, 50 ve 100 mM
NaCl) bazi elma (Malus domestica Borkh) gesit ve anaglarimin (Galla, MM 111, MM
106, M 26 ve M6 York) gelisimi ve siirgiinlerde mikro element miktarlarini
arastirmiglardir. Calismada M 26 ve M6 York disindaki tiim genotiplerde tuz
seviyesinin yiikselmesi ile birlikte mikro siirglinlerin kuru agirliginda artis meydana
gelmistir. Kontrol uygulamasi ile karsilagtirildiginda M 26 genotipinde 50 ve 100 mM
NaCl dozlarinda siirglin proliferasyonu 6nemli diizeyde azalirken, Galla genotipinde
100 mM NaCl dozunda azalma meydana gelmigtir. MM 111 disindaki tiim genotiplerde
tuz seviyesinin artisi ile birlikte siirglinlerde ¢inko miktar1 6nemli diizeyde azalmistir.
M6 York ve MM 111 genotiplerinde 50 mM NaCl dozunda bakir miktar1 azalmis, 100
mM NaCl’de artmistir. NaCl konsantrasyonunun artisi ile birlikte Galla ve M 26
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genotiplerinde bakir miktar1 6nemli diizeyde azalmistir. Galla, MM 106 ve M26°da 50
mM NaCl’de mangan miktar1 artis gostermis, ancak 100 mM tuzluluk seviyesinde
azalmistir. MM111 ve M6 York’da demir miktar1 50 mM NaCl’de onemli diizeyde
azalmig, 100 mM NaCl diizeyinde ise bir artig ortaya ¢ikmistir. Tuzluluk seviyesinin
yiikselmesi ile birlikte Galla ve M26 genotiplerinde demir miktar1 azalirken, MM
106’da artig meydana gelmistir.

Gonzalez-Rosas vd. (2003), Mexican ve West Indian avokado genotiplerinin olgun
embriyolarinin in vitro kosullarda ¢imlenmesi ve fidelerin canliligi {izerine MS
(Murashige ve Skoog) besin ortamina %0.1°den %1.0’a kadar %0.1 artis ile 10 farkli
konsantrasyonda 1:1 oraninda NaCl+CaCl,.2H,0 karisiminin etkisini arastirmiglardir.
West Indian genotipinde ¢imlenme ve canlilik oranlari (sirasiyla %24 ve %11),
Mexican genotipine (sirasiyla %21 ve %6) gore daha yiiksek bulunmustur. Genel
olarak tuz konsantrasyonunun artisi ile birlikte turgor potansiyel artarken osmotik

potansiyel gibi su potansiyeli de azalmistir.

Vijayan vd. (2003), 63 dut genotipinin (Morus spp.) tuza toleransini in vitro kosullarda
test etmislerdir. Siirgiin gelismesini izlemek tizere aksillar tomurcuklar %0.0, 0.25, 0.5,
0.75 ve 1.0 NaCl ilave edilmis MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Ayrica 4 farkl
NaCl konsantrasyonunda (%0.0, 0.1, 0.2 ve 0.3) koklenme durumu da belirlenmistir.
NaCl, in vitro kosullarda dut genotiplerinde siirgiin gelisimi ve koklenmesini
engellemistir. Aksillar tomurcuklarin yasama orani1 kontrolde %83.7 olurken %1.0
NaCl uygulamasinda %6.1 olarak kaydedilmistir. Ortalama kok sayis1 kontrolde 11.9,
%0.3 NaCl uygulamasinda 0.2°dir. Test edilen 63 genotipten sadece 7’si %0.3 NaCl
uygulamasinda kok gelistirebilmistir. Ayrica kok gelisimi de kontrolden (1.8 cm), %0.3
NaCl uygulamasma (0.1 cm) dogru belirgin sekilde azalmistir. Dut genotipleri
arasindan in vitro ¢alismalarda belirlenmis olan 5 tolerant ve 2 duyarli genotip ayrica
ex vitro kosullarda teste tabi tutulmustur. Arastiricilara gore sonuglar birbiri ile
benzer bulunmasi in vitro testlerin, siirli bir alanda ve zamanda genotiplerin

degerlendirilmesinde basariyla uygulanabilecegini gdstermistir.

Sotiropoulos ve Dimassi (2004), kivide siirgin proliferasyonu ve kimyasal

kompozisyonu {iizerine NaCl ve borun etkilerini in vitro kosullarda arastirmiglardir.
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Siirgiin kiltiirleri 2 bor konsantrasyonu (0.1 ve 2 mM) ile kombine edilmis 5 NaCl
konsantrasyonunu (0, 10, 20, 40 ve 80 mM) igeren MS besin ortami {izerinde 12 hafta
stireyle inkiibe edilmistir. En uzun siirgiinler, NaCl konsantrasyonu 0-20 mM araliginda
oldugunda 2 mM bor uygulamasi ile elde edilmistir. Tiim NaCl dozlarinda 2 mM B
uygulamasi ile siirgiin sayis1 artig gostermis ise de bu B konsantrasyonunun 10-20 mM
NaCl ile olusturdugu kombinasyonda daha fazla siirglin iiretimi saglanmistir.
Eksplantlar 40 mM NaCl uygulamasinda orta diizeyde klorotik goriiniim sergilemisler,
80 mM uygulamasinda ise 6lmiislerdir. NaCl konsantrasyonunun 10 mM’den 80 mM’a
cikmasiyla birlikte her iki B konsantrasyonunda eksplantlarin Na ve Cl diizeyleri
artmig, K ve Ca diizeyleri azalmigtir. NaCl seviyesinin 80 mM seviyesine ulagmasi ile
birlikte tim B diizeylerinde eksplantlarin fosfor miktar1 en yiiksek seviyesine

ulagmustir.

Shiyab vd. (2003), in vitro kosullarda turunglarda gelisme ve besin maddesi bilesimi
tizerine NaCl’iin etkilerini aragtirmislardir. Mikro siirgiinler, 8.9 uM benzil adenin ve
0.5 uM naftalen asetik asit iceren MS besin ortamina transfer edilmistir. Tuzluluk i¢in
besin ortamina NaCl 0.0 (kontrol), 50, 100, 150, 200 ve 300 mM dozlarinda ilave
edilmistir. Mikro siirglinlerde gelisme (siirglin uzunlugu, sayisi, yaprak sayist ve kuru
agirlik) 0.0 mM NaCl uygulamasindan 150 mM uygulamasma dogru hafif olarak
azalmistir. Bununla birlikte 200 ve 300 mM NaCl uygulamalarinda gelisme

parametreleri ¢ok fazla etkilenmis ve mikro siirgiinler 6lmiistir.

Dziadczyk vd. (2003), tuz stresine tolerant ¢ilek (Fragaria x ananassa Duch.)
klonlarmi in vitro kosullarda belirlemislerdir. Pau/27 klonu, Paula ¢ilek ¢esidinden
serbest tozlanma sonucunda elde edilen populasyondan 200 mM NacCl igeren ortam
iizerinde selekte edilmistir. Daha sonra kendilenen Pau/27 bitkilerinden elde edilen 18
tuza tolerant klon ayni1 ortam iizerinde belirlenmistir. Selekte edilen klonlar ile Paula ve
Senga Sengana cesitlerinin vejetatif gelismesi {lizerine orta diizeyde tuz stresinin (75
mM NacCl) etkisi incelenmistir. Tuza toleranslik bakimindan genotiplerin 4 gruba
ayrildigr ¢alismada Paula ¢esidi, Pau/27 ve 3 adet 2. generasyon klonu (Pau/27/11,
Pau/27/24 ve Pau/27/30) hassas genotipler grubunda yer almistir. Ikinci grupta yer alan

genotipler (Senge Sengana ¢esidi ve 12 adet 2. generasyon klon) tolerant, 3. grup
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kapsamindaki tek genotip Pau/27/08 yiiksek diizeyde tolerant ve 4. gruptaki 2 klon
(Pau/27/01 ve Pau/27/03) yiiksek diizeyde hassas olarak ifade edilmistir.

Shibli vd. (2003), ac1 bademde (Amygdalus communis L.) in vitro kosullarda NaCl
konsantrasyonunun 0.0 mM’den (kontrol) 50, 75 ve 100 mM seviyelerine dogru
yiikselmesi ile birlikte siirglin gelisimi (slirgiin boyu, kuru agirligi) ve koklenmenin
(koklenme orani, kok sayisi, uzunlugu) azaldigmi bildirmislerdir. Biiyiime
parametrelerindeki azalma, yaprak hiicre Ozsuyunun osmolaritesinin -4.0’den
(kontrolde), -11.1°¢ (100 mM NaCl uygulamasinda) azalmasi ile ortaya ¢ikmustir.
Ortamda NaCl dozunun artmasi ile birlikte azot, fosfor, potasyum, kalsiyum ve
magnezyum alimi azalmistir. Diger taraftan sodyumun yani sira ¢inko, bakir ve mangan
gibi mikro elementlerin miktar1 artmistir. Demir ise negatif olarak etkilenmis ve bu
elementin aliminin azalmasmin bir sonucu olarak kloroz orami artmustir. Bununla
birlikte yiiksek tuz seviyelerinde gelismenin durmamasi aci bademin tuza yiiksek

dayanim gdsteren bir tiir olduguna dikkat ¢ekmistir.

Molassiotis vd. (2006), NaCl, KCI, manitol ve sorbitol ile olusturulmus tuzluluk ve
osmotik stres kosullari altinda MM 106 elma anacinin siirgiin ucu kiiltiirlerinde
antioksidant ve anatomik yapida meydana gelen degisimleri incelemislerdir. Biitiin
bilesikler eksplantta mineral kompozisyonu 6nemli diizeyde etkilemis ve yapraklarin su
kapsamini  disiirmiistir. Mineral madde bakimindan her iki tuzlu ortamda da
siirgiinlerde CI" miktar1 yiikselmistir. Ayrica, NaCl ve KCI sirasiyla Na* ve K" icerigini
artirmistir. NaCl, K, Ca, Mg, Mn ve Fe igerigini azaltirken, KCI, Ca, Mg, Mn ve Fe
icerigini azaltmistir. Manitol, NaCl ve KCI uygulamalari yapraklarda klorofil igerigini
azaltmig ve prolin kapsamini arttirmistir. Bu maddeler yapraklarda ve govdede
superoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD) ve enzimatik olmayan antioksidant
aktivitelerini ve H,O, (hidrojen peroksit) kapsamini artirmistir. Ayrica, NaCl ve KCI
uygulanmis govde ve yapraklarda spesifik POD izoformu belirlenirken, NaCl
uygulanmis eksplantlarin yapraklarinda Mn-SOD izoformu ortaya ¢ikarmistir. Bununla
birlikte tuz uygulanmis yapraklarda katalaz aktivitesi azalmistir. NaCl, yapraklarda
epidermal ve mezofil hiicrelerinin boyutunu gok fazla arttig1 i¢in yaprak ayasinda asiri

kalinlagsma ortaya ¢ikmistir. NaCl’iin etkisiyle hiicreleraras: bosluklarin hacminde artis
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gozlenmistir. Bulgular, Na birikiminin antioksidan ve anatomik tepkilere neden olan

etmenler arasinda ilk sirada yer aldigini ortaya koymustur (Molassiotis vd. 2006).

Erturk vd. (2007), Gisela 5 kiraz anacinin (Prunus cerasus x P. canescens) NaCl’e (0,
50, 100 and 150 mM) kars1 tepkisini in vitro kosullarda arastirmiglardir. Calismada tuz
uygulamalari siirgiinlerde biliylimeyi ve klorofil igerigini azaltmig, ancak su igerigini
etkilememistir. Malondialdehit miktarindaki artig, siirgiinlerde goriilebilir tuz zarar
belirtileri ile birlikte tuzlulugun indiikledigi oksidatif strese isaret etmistir. Bulgular
superoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, peroksidaz, katalaz ve glutatyon reduktaz
gibi antioksidan enzimlerin igeriginin de oOnemli diizeyde yiikseldigini ortaya
koymustur. Her ne kadar Cl konsantrasyonunda bir degisim gozlenmemis ise de
stirgtinlerde Na konsantrasyonu 6nemli derecede artmistir. NaCl uygulamalart K, Ca ve

Mg besin maddelerini azaltmis ve K/Na ve Na/Ca oranlarinda dengesizligi uyarmistir.

Sotiropoulos (2007), M4 elma anacinda mineral madde, klorofil, prolin ve seker
kapsamlar1 tizerine NaCl ve CaCly’tin etkilerini in vitro kosullarda arastirmustir.
Siirgtinler, CaCl, (5 ve 10 mM) + NaCl’in (35, 100 and 200 mM) farkli
kombinansiyonlarini igeren besin ortamlari tizerinde 4 hafta boyunca gelistirilmistir.
Ortamda 35 mM NaCl’iin bulundugu durumda 10 mM CaCl,, 5SmM CaCl,’e gore
slirgin sayisint  ve yas agirlk miktarimi 6nemli diizeyde artirmistir. CaCl,
konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak 100 mM ve 200 mM NaCl siirgiin sayisini,
stirgiin uzunlugunu ve yas agirhik diizeyini ¢ok azaltmistir. Kontrol ile
karsilastrildiginda NaCl ve CaCl, kosantrasyonlarinin yiikselmesi ile bitkiciklerin N,
Na, Cl, prolin ve ¢oziinebilir seker kapsamlari yiikselmis, K, Mg, B, Zn ve klorofil

igerikleri azalmistir.

Al Mansoori vd. (2007), tuza tolerant bir bitki tiirii olan hurmada farkli ¢esitlerin tuz
stresine olan tepkilerini in vitro kosullarda test etmislerdir. Dort yerel hurma gesidinin
olgunlasmamis  embriyolarindan  elde  ettikleri  kalluslar ~ {izerine  NaCl
konsantrasyonlarinin (%0.0, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0) etkilerini arastirmiglardir. Tuz

konsantrasyonunun artmasi ile birlikte kallus gelisimi engellenmis, dokuda su kaybi
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belirtileri ortaya ¢ikmus, kallusta kuru agirlik orani artmistir. Na* miktar1 artarken K

miktar1 azalmistir.

Troncoso vd. (2008), tuza tolerant zeytin genotiplerinin in vitro kosullarda seleksiyonu
kapsaminda Cordoba (Ispanya)’da bulunan Diinya Zeytin Bitki Koleksiyonu’ndaki
bitkilerden aldiklar1 olgun zigotik embriyolar1 0, 4, 6 ve 8 g/L (0, 68.4, 102.6 ve 136.9
mM) NacCl ilave edilmis 1/3 kuvvetindeki MS ortami iizerinde incelemislerdir. Kontrol
ortaminda kiiltiire aliman embriyolarin %100’e yakini iyi gelisen normal bitki
olustururken, NaCl ilavesi ile gelisme azalmigtir. Tuza karsi genotiplerin tepkisi
farklilik gostermistir. Genel olarak tuzlu alanlarda gelisen bitkilerden alinan embriyolar

tuzlu ortamda daha iyi ¢cimlenmistir.

Hamrouni vd. (2008), asma genotiplerinin tuz stresine toleranslarini arastirilmak tizere
in vitro kosullarda MS ortaminda bazi anag ve gesitlere 7 farkli tuz konsantrasyonu (0,
20, 50, 80, 100, 150 ve 200 mM NaCl) uygulamislardir. Canli kalma siiresi, siirgiin
uzunlugu, goz olusumu ve koklenme kapasitesinin Olgiildiigii ¢alismada in vitro
kosullarda uygulanan NaCl konsantrasyonu arttik¢a kiiltiirlerde ¢ogalma, biiylime,
koklenme ve siirgiinlerin canliligi azalmistir. Stresin ilk simptomlarinin yapraklardaki
nekrozlar oldugu, bu nekrozlarin 80 mM NaCl uygulamasindan 10 giin sonra goriilmeye
baslandig1 ve sonucta bitkilerin kurumasina neden oldugu gozlenmistir. Tuzluluktan
dolayr bitkideki zararlanma miktari, genotip ve NaCl konsantrasyonuna bagli olarak
degismistir. Tuz uygulamalarina en dayanikli asma cesitlerinin Sejnene ve Asli, orta
hassasiyette olanlarin Saouadi ve Sakasly oldugu ve bu genotipleri ise hassas olan

Razegui, 1103P, 41B, SO4 genotiplerinin takip ettigi belirtilmistir.

Bracci vd. (2008), Frantoio ve Moraiolo zeytin ¢esitlerinin serbest tozlanma sonucu
olusmus tohum hatlarindan elde ettikleri kokli ya da koksiiz mikro siirgiinleri in vitro
kosullarda tuzluluk stresine (0, 50, 100, 200 mM) tabi tutmuslardir. Hem kokli ve hem
de kokstliz eksplantlarda siirgiinlerde gelisme NaCl dozunun artmas: ile birlikte azalmig
ancak  canliik  etkilenmemistir. ~ Koklenme  kapasitesi ~ NaCl’lin  yiiksek
konsantrasyonlarinda azalmistir. Bulgular zeytin genotiplerinin in vitro kiiltiirlerde tuza

toleranslarinin belirlenmesinde kdklenme parametrelerinin uygun olacagini géstermistir.
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Chatzissavvidis vd. (2008), CAB-6P (Prunus cerasus L.) anacinin yaprak ve govdesinin
enzimatik olan ve olmayan antioksidant aktivitesi, siirgiin proliferasyonu ve besin
maddesi birikimi lizerine NaCl ve CaCl, konsantrasyonlarinin (0, 30 ve 60 mM)
etkilerini in vitro kosullarda arastirmislardir. Bu tuzlardan sadece CaCl,
uygulamalarinda biiylime parametreleri nemli diizeyde azalmistir. CaCl, ya da 60 mM
NaCl uygulanan CAB-6P eksplantlarinda yaprak klorofil konsantrasyonunun azalmas,
su kapsaminin diismesi ve gelismenin gerilemesi muhtemelen kloriir toksititesinin bir
sonucudur. CaCl, (30 ve 60 mM) ya da NaCl (60 mM) uygulanan CAB-6P
eksplantlarinin yapraklarinda peroksidaz (POD) aktivitesindeki artig, ekstra isoformun
(POD4) acgiga ¢cikmasi ve enzimatik olmayan antioksidant aktivitesinin artisi, birlesik bir

antioksidant mekanizmasinin varligini desteklemistir.

Perez-Tornero vd. (2009), tuzlulugun etkisiyle Citrus macrophylla eksplantlarinin
fizyolojik ve biliylime degisimlerini, proliferasyon ve koklendirme ortamlarinda
arastirmislardir. Proliferasyon ortami i¢in 8.9 uM benzil adenin, 4.3 uM giberellik asit,
0.49 uM indol biitirik asit ilave edilmis DKW (Driver ve Kuniyuki Walnut) besin
ortamina 0, 30, 60, 90, 120 ve 150 mM dozlarinda, koklendirme ortami i¢in 4.9 uM
indol biitirik asit ve 5.7 uM indol asetik asit ilave edilmis DKW ortamina 0, 20, 40, 60,
80 ve 100 mM dozlarinda NaCl katilmistir. Biiylime parametreleri NaCl
uygulamalarinda azalmakla birlikte tuz zararinin goriilebilir simptomlart proliferasyon
asamasinda 60 mM NaCl, koklenme agamasinda 40 mM NaCl uygulamasinda ortaya
cikmistir. Tuzlulugun artisi ile birlikte prolifere olan siirglinlerde membran zararinin bir
isareti olarak malondialdehit (MDA) artmistir. Toplam klorofil konsantrasyonu NaCl
varliginda 6nemli diizeyde azalmis ve bu etki koklenmis bitkilerde daha fazla olarak
bildirilmistir. Eksplantlarda Na* ve CI” konsantrasyonlar1 tuzlulugun artis1 ile birlikte
onemli diizeyde yiikselmistir. ClI' seviyesi prolifere olan eksplantlarda, koklenen
eksplantlardan daha yiiksek olmustur. Proliferasyonda, eksplantlarin sodyum ve kloriir
konsantrasyonlari ile iligkili olarak prolin ve QAC (dortlii amonyum bilesikleri) daha

yiiksek bulunmustur.

Kog¢ vd. (2009), dort turung (Citrus aurantium L.) hattindan tuza tolerant yeni

somaklonal varyantlar elde etmek iizere kallus kiiltiirleri olusturmuslardir. Tuzluluk igin
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MT (Murashige ve Tucker) besin ortamina 100, 200 ve 300 mM NacCl ilave edilmistir.
Kallus materyalinin morfolojik goriiniimlerinin degerlendirilmesi ile ¢cok sayida tuza
tolerant hiicre hatt1 sec¢ilmis, 100 mM NaCl kapsayan ortamdan bu secilmis kallus

kiimelerinin embriyoidlerinden toplam olarak 67 bitkicik elde edilmistir.

Montoliu vd. (2009), ii¢ turunggil anacinda (Carrizo citrange (Poncirus trifoliata L. Raf.
x Citrus sinensis L. Osb., CC), citrumelo CPB4475 (C. paradisi L. Macf. x P. trifoliata
L. Raf., Cit) ve Cleopatra mandarin (C. reshni Hort. Ex Tan., CM)) in vitro kosullarda
tuzluluk testleri i¢in belirledikleri 60 mM NaCl konsantrasyonunda koksiiz kiiltiirlerde
stirglinlerde kloriir birikimi ve yaprak zararlanmasinin benzer oldugunu bildirmislerdir.
Oksitatif stresin bir 6l¢iimii olan malondialdehit seviyesi calismadaki hicbir genotipte

artmamuistir.

Chelli-Chaabouni vd. (2010), Pistacia vera L. ve P. atlantica Desf. tohumlarinin in
vitro kosullarda ¢imlendirilmis bitkilerini NaCl’lin diisiik dozlarini (0 ve 80 mM) i¢eren
bliylimeyi diizenleyici madde katilmamis DKW besin ortami {lizerinde 45 giin siireyle;
P. veraigin 0, 131 ve 158.5 mM ve P. atlantica i¢in 0, 131, and 240 mM olmak iizere
daha yiiksek NaCl dozlarimi iceren besin ortami iizerinde 25 giin siireyle Kkiiltiire
almiglardir. Diisiik NaCl konsantrasyonlarinda her iki tiirde de oOliimler meydana
gelmemistir. Bununla birlikte yiiksek tuz konsantrasyonlarinda P. atlantica’da 240 mM
NaCl uygulamasinda %22.86 ve P. vera’da 158.5 mM NaCl uygulamasinda %?25.8
Oltim ortaya ¢ikmistir. NaCl’iin 60 ve 80 mM seviyelerinde P. vera tiiriinde govde
uzunlugu ve yaprak sayist onemli diizeyde azalmistir. Bununla birlikte 40 ve 80 mM
NaCl’de her iki tiirde de kok sayis1 azalmistir. P. vera ve P. atlantica’nin taze agirlik
degerleri sirasiyla 40 ve 80 mM NaCl uygulamasinda 45 giin sonra ve 158.5 ve 240
mM NaCl uygulamasinda 25 giin sonra énemli diizeyde azalmistir. Bitki organlarinda
sodyum ve kloriir aliminin P. atlantica tiirinde P. vera’ya gore daha etkili kontrol
edildigi goriilmiistiir. Her iki tiirde de K™ igerigi tuz konsantrasyonunun artis1 ile birlikte
onemli diizeyde azalmistir. Diisiik NaCl konsantrasyonlarinda K*/Na® orani 2’nin
tistlinde tutulmustur, ancak tuz konsantrasyonlarinin yiikselmesi ile beraber K-Na segici
mekanizmasinin basarisizligr ile ilgili olarak bu oran carpici bigimde diismiistiir.

Ca®*/Na* oran1 P. vera tiiriinde 60 ve 80 mM NaClI ve P. atlantica tiiriinde 60 mM
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NaCl kosantrasyonunda Onemli Ol¢lide azalmistir. Her iki tiirde de yiiksek NaCl

uygulamalari (131-240 mM NaCl) prolin i¢eriginde 6nemli bir artisa neden olmustur.

Ghaleb vd. (2010), tuz stresine kars1 turung (C. aurantium L.) ve Volkamer limon (C.
volkameriana Ten. & Pasq.) genotiplerinin mikro siirgiinlerinin tepkisini arastirdiklari
caligmalarinda iki tuz tipini (NaCl ve CaCly) 0, 50, 100, 150, 200 ve 300 mM
dozlarinda kullanmiglardir. Gelisme ortaminda NaCl’iin konsantrasyonu arttik¢a
dokularda Na ve CI birikiminin arttigi, Ca miktarmin azaldig:1 belirlenmistir. CaCl,
dozunun artis1 ile birlikte bu kez dokularda Ca birikiminin artti§i, Na miktarmin
azaldig her iki tuz uygulamasinda da potasyum miktarinin azaldig1 saptanmistir. NaCl,
CaCl, ya da bunlarin kombinasyonlarinin bulundugu kiiltiir ortamlarinda 2 ay sonra
bitki gelisiminin (yaprak sayisi, bitki uzunlugu, taze ve kuru agirlik) azaldigi, bitkilerde

yaprak zararinin arttig1 saptanmaistir.

Aziz vd. (2011), N36, Morris ve Sarawak ananas ¢esitlerinin, 0, 34, 68, 103, 137, 171,
205 ve 240 mM NaCl konsantrasyonlarini iceren MS besin ortami ilizerinde 4 hafta
stireyle inkiibe edilen kiiltiirlerinde tuzluluk stresinin in vitro bitkilerin K, Ca, P, Mg ve
Na, klorofil a, b ve karotenoid kapsamlari {izerine etkilerini incelemislerdir. Genel
olarak, klorofil ve karotenoid miktarlar1 68 mM NaCl seviyesine kadar NaCl’iin artmasi
ile birlikte yiikselmis ancak, daha yiiksek tuz konsantrasyonlarinda azalmistir. Klorofil
ve karotenoidlerin miktar1 N36 c¢esidinde diger cesitlere gore cok daha yiiksek

bulunmustur.

Andreu vd. (2011), Prunus anaglarinin tuz stresine toleranslarinin kok kiiltiiri ile erken
teshisi konusunda ¢alismislardir. Arastirmada genotip olarak tolerantlik diizeyi yiiksek
erik anaglart Adesoto 101 (P. insititia L.) ve Marianna 2624 (P. cerasifera Ehrh. x P.
munsoniana Wight & Hedr.), daha az tolerant visne anaglar1i Masto de Montanana ve
CAB 6P (P. cerasus L.), orta diizeyde toleranslik gosteren badem x seftali hibriti GF
677 (P. dulcis (Miller) D.A. Webb x P. persica) kullanilmigtir. Kokler, 5 uM indol
biitirik asit iceren makro element diizeyi 2 olan MS ortaminda koklendirilen mikro
stirglinlerden alinmistir. Kiiltiirler, 10 mm uzunlugundaki koklerin 0, 20, 60 ve 180 mM

dozlarinda NaCl ilave edilmis sivi besin ortamina alinmasi ile olusturulmustur. Kok
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kiiltiirleri 24 °C’de, karanlikta ve 90 rpm hizda ¢alisan calkalayici lizerinde 3 hafta
inkiibe edilmistir. Tuz ortamlarmm EC degerleri 6.0, 8.2, 12.5 ve 23.6 dS.m™ olarak
Olclilmiistiir. Kok kiiltiirlerinde hem gelisme ve hem de nisasta kapsami tuz
konsantrasyonlarindan etkilenmistir. Genotiplerin tuza tepkisi farkli olmustur. 60 mM
NaCl konsantrasyonunda erik genotipleri kontrol ile benzer kdk uzunlugu meydana
getirirken, visne ve badem x seftali hibrit genotiplerinde bu NaCl dozunda kok

uzunlugu kontroliin %40°1 diizeyinde kalmistir.

Bahmani vd. (2012), MM106 elma anacinda in vitro siirgiin proliferasyonu ve
koklenme tizerine MS besin ortaminda farkli NaCl konsantrasyonlarinin (0, 20, 40, 80,
100 ve 120 mM) etkisini aragtirmislardir. Tuz konsantrasyonunun 0 ve 20 mM’den 40-
120 mM’e yiikselmesi ile birlikte siirglin gelisimi (siirglin sayisi, uzunlugu ve taze
agirligl) ve koklenme (koklenme orani, kok sayisit ve uzunlugu) azalmistir. Kontrol ile
karsilagtirildiginda 20 mM NaCl konsantrasyonu siirgiin uzunlugu, taze agirligi ve kok
uzunlugunu o6nemli diizeyde artirmistir. Siirgiin - uzunlugu 120 mM NaCl
uygulamasinda 20 mM NaCl’de elde edilenin yaris1 kadar olurken siirgiin sayisindaki

diisiis ¢cok az olmustur.

Wang vd. (2013), kallus ve bitkicik asamalarinda iki Malus tiiriinde (anag¢ genotipi M.
robusta (Rehd) ve gesit genotipi M. domestica Borkh. cv. Fuji) gelisim ve antioksidant
tepki tizerine 150 mM NaCl tuz stresinin etkisini in vitro kosullarda MS ortami
tizerinde arastirmiglardir. Tuz stresi, Fuji ¢cesidinde katalaz (CAT) aktivitesini azaltirken
iki Malus tiiriinde de superoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD) ve glutathion
reduktaz (GR) aktivitelerinde artis meydana getirmistir. Tuz stresi ayrica her iki tiirde
nisbi biiylime oranindaki (RGR) azalisin bir sonucu olarak malondialdehit (MDA)
birikimini, hidrojen peroksit ve superoksit radikallerin (O;") kapsamini artirmistir.
Bitkicik asamasinda SOD, POD, CAT ve GR aktiviteleri kallus asamasindakinden daha
yiiksek, H,0,, O,” ve MDA kapsamlari ise daha distiktiir. Farkli asamalarda iki Malus
tiric HoO, ve Oy birikimi ve bunlarin ortadan kalkma kapasitesi i¢in farkli modeller
gosterirken, bu tiirlerde MDA ve RGR benzer birikim gostermistir. Sonuglar, her iki
tiirlin de tuz stresine karsi kallus asamasinda bitkicik asamasindan daha duyarh

oldugunu gostermistir. Belirli bir asamada her iki tiirlin tuz stresine tepkisi ise benzer
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olmustur. Kallus asamasi, nispeten hizli ve hassas tepki, kisa generasyon siiresi ve
kontrol edilebilen kosullar nedeniyle tuz stresine kars1 bitkinin tepkisini degerlendirmek

i¢in daha uygun bulunmustur.

Habibi ve Amiri (2013), iki turunggil anacinda (turung ve ii¢ yaprakli) gelisim, mineral
madde alimi ve fizyolojik tepki iizerine tuzlulugun etkisini aragtirmislardir. Bu iki
anaca ait tohumlar1 6nce in vitro kosullarda MS ortami {izerinde ¢imlendirmis ve
vejetatif embriyodan gelisen yaklagik 20 cm uzunlugundaki uniform bitkicikleri
eksplant olarak kullanmiglardir. Eksplantlar, 8.9 uM benzil adenin ve 0.5 pM naftalen
asetik asit iceren 0.0, 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl ilave edilmis MS besin ortaminda
alt kiiltiire alimmustir. Her iki tiirde de tuzlulugun artmasi ile birlikte peroksidaz enzim
aktivitesi artarken gelisme orani, yaprak klorofil kapsami, toplam protein, fotosentez
orani, stomal iletkenlik ve mineral madde alimi 6nemli diizeyde azalmistir. 200 mM
NaCl uygulamasinda {i¢ yaprakli anacinin gelisimi 5. haftada engellenmis ve daha
sonra eksplantlar 6lmiistiir. Turung¢ anaci tuzluluk stresine daha dayanikli bulunmustur.
Bu anagta tuz kosullarinda mineral madde alimi miimkiin olmustur. Ayrica turung
anacinda dokularda Na ve Cl konsantrasyonu li¢ yaprakli anacindan daha diisiik

bulunmustur.

2.7 Pyrus Tiirlerinin Tuz Stresine Tepkisi

Okubo ve Sakuratani (2000), iki Asya ¢ogilir armut anacinin canlilik, yaprak yaniklig
ve mineral madde alimi iizerine sodyum kloriiriin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada
Pyrus betulifolia Bunge (BET) ve P. pyrifolia (Burm f.) Nakai (PYR)’nin saksida
yetisen 2 yash bitkileri kullanilmistir. Bitkiler 0, 25, 50, 150 ya da 200 mM (sadece P.
betulifolia) NaCl igeren su ile sulanmuslardir. P. betulifolia 100 mM NaCl
uygulamasinda yiiksek canlilik orant ve hafif yaprak hasar1 goOstermistir.
P. pyrifolia’da ise 25 mM NaCl uygulamasinda yapraklarda siddetli zararlanma ve test
bitkilerinde 6liimler meydana gelmistir. P. betulifolia’nin 100 mM NaCl uygulamasinda
yapraklardaki Na konsantrasyonu, P. pyrifolia’da 25 mM NaCl uygulamasi ile benzer
olmustur. Sonug olarak, P. betulifolia’nin, toprak tuzlulugu yiiksek alanlarda armut

yetistiriciligi i¢in anag olarak kullanim potansiyeli bulundugu belirlenmistir.
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Okubo vd. (2000), 3 yasindaki P. betulifolia Bunge ve P. pyrifolia (Burm f.) Nakai
cogiirleri lizerine asiladiklar1 Cin, Japon ve Avrupa armut ¢esitlerinde (Yari, Kosui ve
La France) geng bitkilerin tuzlu kosullarda biiylimelerini incelemislerdir. Bitkiler kum
ile doldurulmus saksilarda yetistirilmis ve 0, 25 ya da 50 mM NacCl ilave edilmis
%20’1ik Hogland’s soliisyonu ile sulanmistir. P. betulifolia tizerine asili tiim gesitler 50
mM NaCl ile sulamada dahi iyi gelisirken P. pyrifolia {izerine asili olanlar NaCl
uygulamalarinda siddetli zarar gormiistiir. Cigek tomurcugu olusumu tiim kalem/anag
kombinasyonlarinda NaCl uygulamalar1 tarafindan uyarilmistir. Mineral madde
analizleri, P. betulifolia’nin tuza toleransini, yapraklara Na ve Cl iyonlarinin taginimini

kisitlama yeteneginden dolay1 oldugu ileri siiriilmiistiir.

Musacchi vd. (2006), Abb’e Fetel armut ¢esidinin kendi kokleri tizerinde ya da farkl
ayva ve armut anaglari iizerine asilanmis 1 yasli bitkilerinin 5.0 dS.m™' ve 1.7 dS.m™
tuzlu suya tepkisini arastirmuslardir. 5.0 dS.m™' sulama suyu anag olarak kullamilan
genotipe bagl olarak sadece vegetatif gelismeyi hafif olarak azaltmistir. Ayva ve armut
anag genotipleri, kloriir ve sodyum alimi iizerine zit bir etkiye sahiptir ve yapraklardan
bu iyonlar1 uzak tutma kabiliyetlerine gore farklidir. Ayvalar tuzlu suyla sulandiginda
sodyum ve kloriir alim1 énemli diizeyde artmaktadir. Oysa, armut kokleri Na* ve CI’
birikimini 6nlemek i¢in tuzu dislayan bir denetim mekanizmasi gelistirmistir. Ayva
lizerine asili agacglar, yapraklarinda énemli miktarda CI” biriktirmistir. Ancak, absorbe
edilen Na”un c¢ogu koklerde depolanmistir. Bu mekanizma ksileme yiikleme ve
yapraklara tasinimimi dnleyen bir mekanizmadir. Tuzlulugun potasyum (K*), kalsiyum
(Ca?") ve magnezyumun (Mg?") alimi iizerine herhangi bir etkisi kaydedilmemistir.
Bununla birlikte, yaprak potasyum konsantrasyonu, ayva iizerinde armuda gore dnemli
dlciide diigmiistiir. Armut genotiplerinin K alma yetenegi kontrol agaglarinda ortaya
¢ikmis ve tuz uygulamasi ile etkilenmemistir. Bu durum, yiiksek K*/Na" seciciliginden
dolay1 Na™u dista tutma yoniinde armutlar tarafindan gelistirilen strateji ile iliskili

olabilmektedir.
Sotiropoulos vd. (2006), BA 29 ve QA (Quince A) ayva anaglarinin tuzluluk ve bora

tepkilerini arastirdiklar1 calismalarinda 1:1 kum:perlit karisiminda yetistirdikleri

bitkileri 2 tuzluluk seviyesi (0.75 ve 4 dS.m™) ile kombine ettikleri 2 bor (0.025 ve 0.2
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mM) konsantrasyonunu iceren 250 ml Hogland besin soliisyonu ile her 2 giinde bir
sulamiglardir. Tuzluluk seviyeleri bir KCl (4 M) stok soliisyonu ile ayarlanmistir.
Tuzluluk seviyesi arttik¢a her iki anagta da yapraklarin potasyum konsantrasyonu
artmistir. Her iki B seviyesinde de yiiksek tuzluluk diizeyinde siirgiin boyu, ortalama
siirglin taze agirligi, yeni olusan yaprak sayisi 6nemli diizeyde azalmistir. Bu azalis

yiiksek B konsantrasyonunda daha belirgin olmustur.

Sotiropoulos vd. (2006), OH x F 333 (Old Home x Farmingdale 333) armut klon
anacimin (P. communis L.) gelisimi ve mineral madde kompozisyonu iizerine bor (B) ve
NaCl ile wuyarilmis tuzlulugun etkilerini in vitro sirgiin ucu kiltiirleri ile
arastirmiglardir. Siirgiinler NaCl (0, 10, 20, 40 ve 80 mM) ile birlikte B’un (0.1 ve 2
mM) farkli konsantrasyonlarini igeren MS (Murashige ve Skoog) besin ortamlari
tizerinde in vitro kosullarda 7 hafta siireyle kiiltiire alinmistir. Caligmada en uzun
stirglinler B’un 0.1 mM ve NaCl’in 80 mM konsantrasyonunda, en yiiksek siirgiin
sayist Bun 0.1 mM ve NaCl’iin 0-20 mM dozunda elde edilmistir. Kiiltiir ortaminda 20
ve 40 mM NaCl’iin bulunmasi, test edilen tiim B konsantrasyonlarinda 0 mM NacCl
uygulamast ile karsilastirildigida kiiltiirlerin yas agirligimi artmistir. Bitkilerin P, K, Ca,
Mg, Na, Fe, Mn ve Zn konsantrasyonlar1 ortamdaki B ve NaCl tarafindan farkli

bicimde etkilenmistir.

Matsumoto vd. (2006a), Asya yabani armut tiirleri P. betulaefolia Bunge, P. pyrifolia
Nakai ve P. xerophila Yu, Akdeniz yabani armut tiirleri P. amygdaliformis Vill. ve P.
elaeagrifolia Pall.’1 30 giin boyunca 75 mM ve 150 mM NaCl solusyonu ile
sulamiglardir. Bu uygulamalar sonrasinda Akdeniz tiirlerinde yaprak zararlanmasi
gozlenmezken, Asya tiirlerinde yapraklarda zararlanmalar meydana gelmistir. Her iki
NaCl konsantrasyonunda da Akdeniz tiirlerinde yapraklarin Na ve Cl igerigi Asya
tiirlerininkinden belirgin bigimde daha az olmustur. Bu nedenle, Akdeniz tiirleri P.
amygdaliformis ve P. elaeagrifolia’nin yapraklara Na ve Cl tasinimini smirlayan,
govdede tuzu dislayan mekanizmalara sahip oldugu diisiiniilmektedir. Akdeniz ve Asya
armut tiirlerinde gévde su potansiyeli ve yaprak i¢ dis CO; oranlar1 NaCl uygulamasiyla
azalmistir. Bdylece, bu tiirlerde gozlenen fotosentetik diisiise bitkideki su

potansiyelindeki azalmayla uyarilan stoma kapanmasi neden olmustur. Ancak, NaCl

36



stresi  kosullarinda Akdeniz tiirlerinde fotosentetik oran, Asya tiirlerinden daha
yiikksektir. Bu nedenle, Akdeniz tiirlerinin yapraklarinda Na ve Cl'un diisiik
konsantrasyonlari, NaCl stresi altinda fotosentetik oranlarin 6énemli diizeyde diisiislerini
engellemistir. Bulgular, yabani Akdeniz tiirleri P. amygdaliformis ve P.
elaeagrifolia’nin, yabani Asya tiirleri P. betulaefolia, P. pyrifolia ve P. xerophila’dan
daha yiiksek bir tuz toleransina sahip oldugunu gostermektedir. Calismada, yabani
Akdeniz armut tiirlerinin Japon armudu igin tuza tolerant anag olarak yarayish genetik

kaynaklar oldugu bildirilmistir.

Matsumoto vd. (2006b) bes Asya Pyrus anag¢ tiiriiniin P. betulaefolia Bunge (P.
betulaefolia C ve P. betulaefolia N) P. calleryana Dcne. (P. calleryana 8), P. pyrifolia
Nakai, P. fauriei Schneid ve P. dimorphophylla Makino (P. dimorphophylla 6) tuza
toleransini arastirmiglardir. Dort aylik ¢ogiirlere 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM
NaCl soliisyonu uygulanmis ve yaprak hasari, slirglin biiyiimesi, yaprak su potansiyeli
ve mineral madde alimi degerlendirilmistir. P.betulaefolia C, 200 mM NaCl
uygulamasinda dahi goriiniir bir simptoma sahip olmayarak tuza en yiiksek tolerans
gosteren genotip olmustur. Bunun aksine, P. calleryana 8, P. fauriei ve P. pyrifolia
dokiim ve 6liim seklinde siddetli yaprak zarar1 ile daha diisiik tuz toleransi sergilemistir.
Biitiin tlirlerde NaCl uygulamasi ile yaprak su potansiyeli azalmis ve bu bakimdan tiirler
arasinda farklilik olmamistir. Her ne kadar tiirler ve NaCl uygulamasi arasindaki
farkliliklar kiigiik olsa da NaCl uygulamasindan sonra biitiin tiirlerin koklerinde sodyum
ve Cl kapsami artmistir. Ote yandan, yapraklarda Na ve Cl icerigi tiirler arasinda
farklilik gostermistir. Alt1 hafta boyunca 150 mM NaCl uygulamasi sonrasinda tuza
tolerant P.betulaefolia C ile karsilastirildiginda tuza duyarli P. calleryana 8 ve P.
pyrifolia tiirlerinde yapraklarda daha yiiksek konsantrasyonlarda Na ve Cl birikimi
belirlenmistir. Sonuclar, P. betulaefolia C’nin, Na ve Cl’un bitkinin {ist kisimlarina
taginmasini kisitlama, siirgiin ve kok arasinda taginimi sinirlama ve/veya depolamay:
engelleme gibi NaCl’e daha yiiksek bir toleranslik saglayan anahtar bir mekanizmaya

sahip olabilecegini gostermistir.

Matsumoto vd. (2007), 0, 25 ve 100 mM NaCTI’iin P. betulaefolia, P. calleryana ve P.

pyrifolia anaglar {izerinde Japon armut ¢esidi “Akibae”’nin iyon alim1 ve gaz degisimi
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tizerine etkilerini incelemislerdir. P. betulaefolia anaci i¢in fotosentetik orandaki diisiis,
yapraktaki Na ve Cl konsantrasyonlari, diger anaglardakinden daha az olmustur. P.
betulaefolia tizerinde gelisen Akibae, P. pyrifolia ve P. calleryana iizerinde yetistirilene
gore tuza kars1 daha yiiksek bir toleranslik sergilemistir. Sonuglar, P. betulaefolia’nin
kokte tuzu dislama mekanizmasina sahip oldugunu ve bu 6zelligin asilanan c¢esitte de
korundugunu agiga ¢ikarmistir. Bu nedenle, P. betulaefolia’nin tuzlu kosullarda Japon

armut yetistiriciliginde uygun bir anag¢ oldugu belirtilmistir.

Wu ve Zou (2009) fotosentez, iyon birikimi ve reaktif oksijen tiirlerinin enzimatik
olmayan ve enzimatik temizlenmesi iizerine tuzluluk stresinin etkisini arastirmak igin
bir yagindaki P. betulaefolia Bunge c¢ogiirlerini 27 giin siireyle 0, 50, 100, 150 ve 200
mmol NaCl soliisyonu ile sulamiglardir. Deneme sera kosullarinda ve saksili bitkiler
lizerinde yiritilmistir. Tuzluluk stresi armut ¢ogiirlerinin yapraklarinda su kullanim
etkinligini, stomal iletkenligi ve fotosentez oranlarini azaltmistir. Ancak, transpirasyon
oranlari ve yaprak sicakligi artmigtir. NaCl konsantrasyonlarinin artmasiyla birlikte
hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon radikal i¢erigi artmistir. Olay, armut yapraklarinin
oksitatif zarardan magdur oldugunu gosteren malondialdehit icin de gozlenmistir.
Armut ¢ogiirleri tuzluluk stresine maruz kaldiginda siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) aktiviteleri artis seklinde hizla tepki vermistir. Cogiirlerin
yapraklarindaki toplam protein kapsami tuzluluk stresi ile sinirlanirken, askorbat igerigi
yiikselmistir. NaCl’iin diisiik sevilelerine (50 ya da 100 mmol) maruz kalan ¢ogiirlerde
tuzluluk stresi glutathion igerigini azaltirken, tuz stresinin yiiksek seviyelerinde (150
veya 200 mmol NaCl) glutathion birikimini uyarmistir. Tuzluluk stresi ¢ogiirlerde Na”,
Cl, K" ve Mg2+ birikimini artirmus, ancak 50 mmol NaCl kosullar1 altinda K*/Na*
disinda Na™a diger iyonlarin oranlarini ve Ca? diizeyini azaltmistir. Bu durum P.
betulaefolia ¢ogiirlerinin yapraklarinin sadece 50 mmol NaCl kosullar1 altinda tuzu
dislama kapasitesine sahip oldugunu ve Ca®’un tuzluluk stresi kosullari altinda ikinci

bir haberci olarak temel bir rol oynamadigini gostermistir.
Aruani vd. (2011) Arjantin’de Yukar1 Rio Negro Vadisi’nde tuzlu topraklarin fiziksel

ve fiziko-kimyasal ozelliklerini ve Williams armudunun verim ve Kkalitesi lizerine

etkilerini arastirmuglardir. Birinci parselin topragi tuzlu (10-15 dS.m™) ve yiizeyi
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sodyum yoniinden hafif zengin (degisebilir Na orani %?20), ancak yiizeyin altt bu
bakimdan ¢ok kuvvetli, organik maddesi %3.63 olarak belirlenmistir. Bu parselde birim
govde kesit alanina diisen verim 0.028 kg olarak kaydedilmistir. Tuz kapsami 1. parsele
benzeyen 2. parselin degisebilir sodyum orant %30’dan az ve daha yiiksek organik
madde (%4.32) icerdigi saptanmistir. Bu parselde verim 0.035 kg’dir. ikinci parseldeki
agaclar 1. parseldekine gore daha fazla orta irilikte ve kiiciik meyveler meydana

getirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji
II Laboratuvari ve Ankara Universitesi Biyoteknoloji  Enstitiisi Merkez

Laboratuvari’nda 2009-2014 yillar1 arasinda yiiriitiilmiistiir.

3.1 Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak armuda anag olarak kullanilan Pyrus communis L.
(Avrupa armudu), Pyrus elaeagrifolia Pall. (ahlat) ve Cydonia oblonga Mill. (ayva)

tiirlerine dahil farkli genotiplerin mikro ¢elikleri kullanilmistir.

P. communis L., diinyada armuda anag olarak en fazla kullanilan Pyrus tiirleri arasinda
yer almaktadir. Bu tiir 6zellikle ¢oglir ve klon ana¢ olarak Avrupa armutlar igin
kullanilan ¢ok sayida genotipi kapsamaktadir. Armut ¢esitleri ile as1 uyusmazligi sorunu
olmayan bu anaclar, ilizerlerine asilanan cesitleri farkli kuvvetlerde gelistirmekte,
soguga, killi topraklara ve kiregten kaynaklanan kloroza karsi genel olarak toleransli
olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada P. communis tiiriinde tuzluluk stresi denemeleri, bir
standart armut g¢esidi (Ankara armudu) ve bir klon armut anacinda (Old Home X

Farmingdale 333) yiiriitiilmistiir.

Ankara armudu, Tiirkiye’nin 6nemli standart kislik kaliteli armut gesitlerinden birisidir.
Bununla birlikte farkli klonlar1 iizerinde yiiriitiilen in vitro caligmalarda Ankara
armudunun siirgiin ucu kiiltlirii ile klonal ¢ogaltim performansinin yiiksek oldugu
belirlenmistir (Aygiin vd. 2007). Bu bulgu, Ankara armudunun kendi kokleri iizerinde
cesit ya da bir klon ana¢ olarak kullanilmak tizere in vitro kosullarda cogaltim

potansiyelinin bulundugunu gostermektedir.

Old Home x Farmingdale 333 anaci, Old Home x Farmingdale serisinde yer alan bir
klon armut anacidir. Ates yanikligi ve armut gogiiren (pear decline) hastaliklarina karsi
yiiksek diizeyde dayaniklidir. Bu anag, celik ve doku kiiltiirii yontemleri ile vegetatif
olarak ¢ogaltilabilmektedir. Uzerine asilanan gesitleri standardin yaklasik %70’i kadar
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gelistiren, yar1 kuvvetli, verimli, erkenci ve topraga tutunmasi iyi olan bir anagtir

(Lombard ve Westwood 1987).

Calismada yer alan diger bir Pyrus tiirii P. elaeagrifolia Pall.(ahlat), yaygin bulundugu
Orta Anadolu ve gecit bolgelerinde o6zellikle kurak ve kira¢ alanlarda ¢ok eski
zamanlardan bu yana farkli armut cesitleri ile asilanan ve boylece farkli yaslardaki
tohumdan gelismis bitkileri ana¢ olarak degerlendirilen bir tiirdiir (Koksal vd. 2002).
Ahlat ¢ogiirti iizerine asili armut agaglar1 standart armut anacglar1 diizeyinde kuvvetli
(%100) gelismekte ve armut ¢esitleriyle as1 uyusmazligi sorunu ortaya ¢ikmamaktadir
(Lombard ve Westwood 1987). Bu g¢alismada P. elaeagrifolia Pall. tiiriinde tuzluluk
stresi denemelerinde, tarafimizdan Ahlat-1, Ahlat-2 ve Ahlat-3 olarak tanimlanmis ti¢
farkli ahlat bitkisinin (tipinin) mikro ¢ogaltim yontemi ile olusturulmus klonlar

kullanilmastir.

Aragtirmanin diger tiirii C. oblonga Mill. (ayva), Avrupa basta olmak tizere diinyanin bir
cok yerinde armuda bodur klon ana¢ olarak en fazla kullanilan tiirdiir. Baz1 armut
cesitleri (Williams, Winter Nelis, Clapps Favorite, Farmingdale, Coscia, Dr.Jules
Guyot, Starkrimson) ile arasinda as1 uyusmazligi bulunmakla birlikte birgcok c¢esit
(Anjou, Comice, Beurre Hardy, Old Home, Abbe Fetel, Passe Crassane, Conference,
Santa Maria) ile asida uyusmazlik sorunuyla karsilasilmamaktadir. Kis soguklarina
kars1 hassas olan bu tiir, kiregten kaynaklanan kloroza duyarlidir. Agir killi topraklara
ise toleranshidir. Uzerine asilanan ¢esidi erken meyveye yatirmaktadir. Topraga tutunma
kuvveti zayif olan bu tiir, ates yamikligi hastaligina karsi oldukca hassastir ve kok
stirgiinii verme egilimi nedeniyle bu siirglinlerden ates yanikligina yakalanma riski
yiiksektir. Tepe daldirmasi, kok siirgiinii, ¢elik ve doku kiiltiirleri ile klonal olarak
cogaltilabilmektedir. Bu c¢alismada, C. oblonga Mill. tiriinde tuzluluk stresi
denemelerinde EM Quince A anaci kullanilmistir. Bu anag ingiltere’de East Malling
Arastirma Istasyonu’nda selekte edilmistir. Uzerine asilanan cesitleri standart anaclarin
(armut ¢ogiirii) yaklagik %50’si biiyiikliikte gelistiren bu ana¢ Avrupa armutlar i¢in
diinyada en yaygin kullanilan bodur klon ayva anacidir. Armut gociirene (pear decline),
kiillemeye, kok bogazi ¢iiriikliigiine, kok kanserine ve pamuklu bite dayanikli olan bu

ana¢ diger bir¢cok ayva anaci gibi ates yanikligina ve kloroza c¢ok hassas, topraga
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tutunmast zayiftir ve bazi armut cesitleriyle asi uyusmazligi sorunu bulunmaktadir

(Lombard ve Westwood 1987).
3.2 Yontem
3.2.1 Mikro ¢eliklerin elde edilmesi

Ankara armudu, OH x F 333 (P. communis L.), Ahlat-1, Ahlat-2, Ahlat-3 (P.
elaeagrifolia Pall.) ve Quince A (C. oblonga Mill.) genotiplerinin aktif durumdaki taze
stirglinlerinden yaklasik 3 cm uzunlukta toplanan siirgiin uglart 6nce ¢gesme suyu altinda
30 dakika siireyle yitkanmis ve ardindan sterilizasyon i¢in %15 klor igeren ticari sodyum
hipokloritin  %20’lik solusyonunda 15-20 dakika siireyle calkalanmistir. Sodyum
hipokloritin dokulardan uzaklagmasi igin siirgiin uglart steril saf su icerisinde 5’er
dakika siireyle 3 kez yikanmistir. Steril slirglin uglari laminar hava akisli kabin
icerisinde aseptik kosullarda meristem ve 2-3 yaprak taslagini igerecek sekilde bisturi
yardimi ile yaklasik 10 mm uzunlukta kesilerek dikime hazirlanmistir. Dikim, icerisinde
10 ml besin ortami bulunan 120 mm x 25 mm boyutlarindaki cam tiiplere yapilmis ve
tiiplerin agiz kisimlart dis ortamdan bulagmalar1 6nlemek igin stre¢ film ile sarilmistir.
Kiiltiirler 25+1°C sicaklik ve 16 saat aydinlik (35 umol-m'z-s'l), 8 saat karanlik kosullara

sahip iklim odasinda 4 hafta siireyle gelismeye birakilmistir.

[k dikim (baslangi¢) asamasinin sonunda gelisen saglikli siirgiinlerin tamami 4’er hafta
ara ile alt kiiltiire alinmistir. Alt kiiltiirler i¢in yaklagik 2 cm uzunlugunda hazirlanmis
mikro siirgiinler, igerisinde 50 ml ortam bulunan 250 ml’lik cam erlenmayerlere
dikilmistir. Dikim sonrasinda erlenmayerlerin agiz kisimlar1 aliiminyum folyo ile
kapatilmis ve folyonun kenarlari stre¢ film ile sarilmistir. Alt kiiltiirler de 25+1°C
sicaklik ve 16 saat aydinlik kosullara sahip iklim odasinda 4 hafta gelismeye

birakilmustir.
Baslangi¢ ve ¢ogaltim asamalarinin her ikisinde de besin ortami olarak 1.0 mg/l BA

(benziladenin) ve 0.5 mg/l GAs (gibberellik asit) i¢eren, pH’s1 5.7’ye ayarlanmis, %3

sakaroz ve %0.7 agar katilmis modifiye edilmis MS temel besin ortami kullanilmigtir
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(Cizelge 3.1) (Dodds ve Roberts 1993). Armut ve ahlat genotipleri igin MS temel besin

ortaminin amonyum nitrat icerigi 1/3 diizeyinde alinmistir. Ortamlarin sterilizasyonu

otoklav ile 121°C ve 1 atmosfer basing altinda 20 dakika siireyle yapilmistr.

Cizelge 3.1 Modifiye edilmis MS (Murashige ve Skoog) temel besin ortaminin igerigi

(Dodds ve Roberts 1993)

MS
(A) MAKRO ELEMENTLER g/mol Ortam

mg/I
Amonyum nitrat (NH4;NO3) 80.04 1650
Amonyum siilfat (NH4SO,) 132.14 -
Potasyum nitrat (KNO3z) 101.11 1900
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl,.2H,0) 147.02 440
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) 136.09 170
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO,4.7 H,0) 246.48 370
(B) DEMIR
Soydum-demir EDTA (C1oH1,N,FeNa) 367.1 36.7
Sodyum EDTA (Na,ETDA) 372.24 -
Demir siilfat heptahidrat (FeSO, 7 H,O 278.02 -
(C) MIKRO ELEMENTLER
Mangan siilfat monohidrat (MnSO,. H,0) 169.02 16
Cinko siilfat heptahidrat (ZnS0O,4.7H,0) 287.54 8.6
Borik asit (H;BO3) 61.83 6.2
Potasyum iyodiir (KI) 166.01 0.83
Sodyum molibdat dihidrat (Na,Mo00,.2H,0) 241.95 0.25
Bakir siilfat pentahidrat (CuSO,4.5H,0) 249.68 0.025
Kobalt kloriir heksahidrat (CoCl,. 6H,0) 237.9 0.025
(D)VITAMINLER
Myo-Inositol (C¢H1,06) 180.16 100
I- inositol 180.16 -
Glisin (C,HsNOy) 75.07 2
Thiamin klorid hidroklorid (C1,HgC;,N4OsxH,0) 337.27 0.1
Nikotinik asid (CsHsNO,) 123.11 05
Pridoksol hidroklorid (CgH1,CINO3) 205.64 0.5
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3.2.2 Tuzluluk stresinin olusturulmasi

Calismada tuzluluk stresi, NaCl (molekiil agirligt M=58.44) ve CaCl,.2H,0 (M=147.01)
tuzlarinin kombinasyonu ile olusturulmustur. /n vitro kosullarda tuzluluk stresi,

1) 0 mM NaCl + 0 mM CaCl,.2H,0 (kontrol),

2) 75 mM NaCl + 7.5 mM CaCl,.2H,0,

3) 150 mM NaCl + 15 mM CacCl,.2H,0

4) 225 mM NaCl + 22.5 mM CaCl,.2H,0 ve

5) 300 mM NaCl + 30 mM CacCl,.2H,0

seklinde diizenlenmis bir plan kapsaminda NaCl + CaCl,.2H,0’nun katilimi ile 1.0 mg/1
BA ve 0.5 mg/l GAs igeren, pH’s1 5.7’ye ayarlanmisg, %3 sakkaroz ve %0.7 agar ilave
edilmis MS temel besin ortaminda olusturulmustur. Besin ortamlar1 50’ser ml olarak
250 ml’lik cam erlenmayerlere dagitilmis ve 121°C ve 1 atmosfer basing altindaki

otoklavda 20 dakika siireyle sterilize edilmistir.

Siirgiin ucu kiiltiirii ile aseptik kosullarda ¢ogaltilmis siirglinlerden tepe tomurcugunu
igerecek sekilde hazirlanmis yaklagik 25 mm uzunlugundaki mikro ¢elikler eksplant
olarak besin ortamlarina dikilmistir. Kiiltiirler 25+1°C sicaklik ve 16 saat aydmlik
kosullara sahip iklim odasinda 4 hafta siireyle gelismeye birakilmistir. Siirenin sonunda
kiiltiirlerde siirgtinlerin canlilik orani (%), ortalama siirgiin sayisi (¢ogalma durumu)
(adet/eksplant), ortalama siirgiin uzunlugu (mm) ve ortalama siirgiin kalinlik diizeyi (1-
3) (1=ince, 2=orta ve 3=kalin), kallus ¢ap1 (mm), siirgiinlerde zararlanma diizeyi (0-4)
(0= zararlanma yok, 1= az, 2=orta, 3=¢ok, 4=siddetli) ve ortalama yas agirlik

(g/eksplant) 6zellikleri morfolojik olarak incelenmistir.

In vitro tuzluluk stresi denemeleri “Tesadiif Parselleri Deneme Deseni”ne gore
kurulmustur.  Bes farkli uygulamanin 6 farkli genotip lizerine yaptig1 etkinin
arastirildiglr denemeler 5 tekerriirlii olarak kurulmustur. Denemelerde her birine 6’sar
mikro ¢eligin (eksplant) dikildigi erlenmayerler bir tekerriir olarak degerlendirilmistir.
Boylece her bir genotip i¢in tuzluluk stresi denemelerinde 30’ar adet mikro ¢elik
(eksplant) kullanilmistir. Bu denemede veriler, varyans analizi yontemi ile SPSS Paket
Programu ile F testine (P < 0.001, 0.01 ve 0.05) gore kontrol edilmistir. Ortaya ¢ikan
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onemli farkliliklar Duncan testi ile %5 hata sinir1 esas alinarak saptanmis ve farkliliklar
harfler yardimiyla belirlenmistir. Analizlerde ylizde oranlarin agi degeri karsiliklar

kullanilmustir.

Tuzluluk stresi denemeleri 2 kez yinelenmistir.

3.2.3 Gen ifade analizleri

Tuzluluk stresi denemeleri sonucunda tiim genotiplerde tuzluluk stresinin belirlendigi
225 mM NaCl + 22.5 mM CaCl,.2H,0 tuz uygulamas1 molekiiler ¢alismalar i¢in esas
alimmistir. Bu tuz konsantrasyonunu igeren besin ortami {izerinde olusturulan
kiiltiirlerden O (kontrol), 24, 48, 96 ve 192 saat sonra bitki Ornekleri alinarak

calismalarda kullanilmistir.

Projede gen ifadesine esas molekiiler yaklasim genel olarak asagidaki asamalarda
gerceklestirilmistir:

) Yaprak 6rneklerinden total RNA izolasyonu,

o RNA’dan cDNA (Komplementer DNA) sentezlenmesi,

o Dehidrin genine yonelik cDNA sentez primerleri olusturulmast,

. Dizayn edilen primerler kullanarak cDNA’dan, ilgili gen bdlgesinin

cogaltilmasi,
. Gen bolgesinin tA klonlama sistemi kullanilarak vektore (plasmit) klonlanmasi,
o Vektoriin  (plasmit) hiicreye (Esherichia coli) transformasyonu, hiicrelerin

bliyiitiilmesi, mavi/beyaz koloni se¢imleri, gliserol stoklarinin olusturulmasi,
o Vektor (plasmit) icerisindeki gen bdlgelerinin  ¢ogaltimi  (TempliPhi
Amplifikasyonu),

o Vektor (plasmit) igerisindeki gen bolgelerin dizi analizi,
. Dizilerden real time PCR problarinin olusturulmasi, gen ifadesi tespiti ve
analizleri.

Yaprak orneklerinden CTAB (Hekzadesil Trimetil-Amonyum Bromiir) metodu ile

RNA izolasyonu: Caligmada genotiplerin RNA izolasyonu Gambino vd. (2008)
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yontemine gore yapilmistir. RNA kalite ve miktar ol¢timleri %1°lik jel ve Nanodrop

ND-1000 spektrofotometre kullanilarak gergeklestirilmistir (Gambino vd. 2008).

RNA izolasyonunun asamalart:

1. 2 ml’lik bir tipe 882 ul ekstraksiyon buffer (Cizelge 3.2) ve 18 ul B-
merkaptoethanoliin ilave edilmis ve su banyosunda +65 °C’de 1sitilmus,

2. Tiipe 150 mg s1v1 azotta ezilmis bitki 6rnegi ilave edilmis,

3. Ornekler +65 °C’de 10 dakika bekletilmis,

4. Tiip igindeki mevcut sivi ile ayn1 miktarda kloroform:isoamil alkol (24:1 v/v)
tiipe eklenmis ve karistirilmas,

5. Tiip kapsami +4 °C 11000 g’da 10 dakika siireyle santrifiij edilmis,

6. Siipernatant yeni tiipe aktarilmis ve son karigimdaki (supernatant + LiCl ) LiCl
(lityum kloriir) konsantransyonu 3 M olacak sekilde iizerine yeterli miktarda LiCl
eklenmis,

7. Karisim 30 dakika buz i¢inde bekletilmis,

8. Daha sonra 20 dakika 21000 g’da santrifiij edilmis,

9. Tiipiin tistiindeki s1v1 bosaltilmis ve pelet, 500 ul’de SSTE (Sodium sulfate-Tris-
HCI-EDTA) bufferda (Cizelge 3.3) +65 °C’deki su banyosunda ¢oziilmiis,

10.  Uzerine 500 pl kloroform:isoamil alkol (24: 1 v/v) eklenmis ve +4 °C 11000
g’da 10 dakika siireyle santrifiij edilmis,

11.  Siipernatant yeni tiipe aktarilmig ve lizerine buzdolab: sicakligindaki isopropanol
eklenmis,

12. +4 °C 21000 g’da 15 dakika siireyle santrifiij edilmis,

13. Pelet %70 etil alkol ile yikanip, kurutulmus,

14, RNA peleti, DEPC (Diethylpyrocarbonate) ilave edilmis suda (50 pl)

¢Ozilmiistiir.

Cizelge 3.2 RNA ekstraksiyon buffer

icerik Miktar
CTAB %2
PVP-40 %2.5
NaCl 2M
Tris-HCI pH 8.0 100 mM
EDTA pH 8.0 25 mM
B-mercaptoethanol %2
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Cizelge 3.3 SSTE buffer

Icerik Miktar
Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTA pH 8.0 10 mM
SDS (Sodium dodecyl %1
sulfate)

NaCl 1M

Elde edilen RNA’lar %1 lik agaroz jelde gorsel olarak kontrol edilmis, miktar ve saflik
tayinleri ise Nanodrop ND—1000 spektrofotometre aletinde belirlenmistir.

RNA’dan ¢cDNA sentezlenmesi: Real time PCR’1n ilk asamasi olarak, orneklere ait

cDNA sentezi yapilmistir. cDNA sentezi igin First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche,
Cat No: 04897030001) kullanilmistir. Bu asamada farkli cDNA sentez primerleri olan
RandomHexamer Primer ve Anchored-oligo(dT);g ayr1 ayr1 denenmistir. cDNA sentezi

asagida aciklandigi sekilde gerceklestirilmistir.

RHA 1pL RHA 1pL
Primer 2 pL (Random hexamer) Primer 1 pL (Oligo (dT)18)
su 1oL = Su ML 2
Total: 13 pL Total: 13 pL
65°C l 10 k. Isil islem 65°C l 10 dk.

5 sn buzile soklama 5 snbuz ile soklama

RNA miktarr artirildiginda hacim su ile ayarlanmigtir.

R eaksiyon baffer

R Hase Inhilitor

<dNTPs

Trarnscripdor BT

Total:

i

4 pL

\J

0.5 pL

2 pL
0,5 pL

LVRY)

TpL+ 13 pL= 20 pL

Sartrifiij islemi

RT-PCR protokolii kullanilan primere gore asagidaki sekilde farklilagmistir.
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Random hexames Archored-oligo{dTy18

| |

259210k 55 %C 30 dk (4 kibfden kigik
. oldu dunemca)

55 %C 30 dk (4 kib'den kigik 85 C 5 dk ( enzim inkibisyonu)

aldugu dunen da) 4 T forewver

85 *C 5k [ enzim iniibisyoru)

+4 C forever

Dehidrin genine yonelik ¢cDNA sentez primerleri olusturulmasi: Primer 3 programi

kullanilarak 3 ayr1 lokus bolgesine gére primerler olusturulmustur (Anonymous 2009).

FJ468294 Lokusu: LOCUS FJ468294 792 bp mRNA linear PLN 16-DEC-2008
DEFINITION Pyrus pyrifolia dehydrin mRNA, complete cds.

1 atcaaaacac ttcatcaaaa tcaaatatca gttcagaatg gcgaattatc agactaaata

61 tggtacaacg ccccaagaca tagatgagta tgggaacccg attcaacagg gtactaccgg
121 aggcttaggt ggtgccacca ctggtactge gtacggggca acaggagggce agcaacaaca
181 agagagaggt actggcatga ctggaagtgg ttacgggact actgatgccc cgtacacagg
241 agggcagcaa caacaagagc gagggatgat ggacaagatc aaggaaaaga ttccaggaac
301 tggtggtgga cgtagggatg acgaccccta ctcatcgaat gcccagaccg gtactgggat
361 gactggaact gggtacggta ctactgacgc cccgtacact ggaggggagt acgaagaaag
421 ggggatgatg gacaaggtca aggacaagat gccggggact gggcagaggg atgaaaccca
481 ctcatctcag acgaccacca ccacacctta cggtggcacc accggagage accaggaaaa
541 gaagggcgcc atggacaaaa tcaaagaaaa gcttcctgga tatcgecatt aaatatatat

601 acgtgtgcgt gcgeatatgt attctagggt cttttgatgt gctaataacc ggtgettggt

661 gtgattgtgt gaacgtaatt tctttcttac gtgcgcgage gagcactceg cagggtcagt

721 gtgtgttttg taatcggtac cttgtggttt tatcaataga gcgatagtat tctggtttct

781 gtaaaaaaaa aa

FJ468294 icin olusturulan primerler:
PPDhydF1: atggcgaattatcagactaa
PPDhydR1: ttaatggcgatatccaggaag

PPDhydF2: atggcgaattatcagactaaatatgg
PPDhydR2: ttaatggcgatatccaggaagcttt
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AF386513 Lokusu: LOCUS AF386513 604 bp mRNA linear PLN 21-JAN-2002
DEFINITION Pyrus communis putative desiccation protectant protein (LEA14) mRNA,
complete cds. VERSION AF386513.1 G1:18252326

1 tgaaatctct cttggattcg atcaaaaatc tttcattttt tggttgtagg tttgcgtttg

61 aaaaatggcc gagcaaggtt tcatggataa ggccaagaac tttgtcacag ataagatatc

121 aaatgtggcg aaaccagaag cagaagtcac agatgttgat ttcaagaaga tgggcttgag

181 ccatgtggag tacctttcca aggtgtccgt gaccaatcec tacagecatt ccatceccat

241 ttgtgatatc aaatacaccc tcaaaagcgt taacagggag attgcatcgg ggactatacc

301 ggaccctgga tcactaaagg caagtgacat aactgtgctg gaggtgctat tgaaggtgee

361 acatagcata ttggtgacat tggcaaagga tctgggtgca gattgggact ttgactatga

421 gttggacata ggcctcacta ttgaccttce tgtcatcgge aacttcacca caccactcaa

481 caagaaggga gagttcaagc ttcccaccct cttctaatca ccatgtcttt tcagatgcag

541 tttcttttge tattttgtat tttgttgttt gttgatatat gtataacttc attatggaat

601 ggat

AF386513 i¢in olusturulan primerler:
PCDhydnF1: atggccgagcaaggtttcatggata
PCDhydnR1: ttagaagagggtgggaagcttga

DQ660905 Lokusu: LOCUS DQ660905 993 bp mRNA linear PLN 01-JAN-2007
DEFINITION Malus x domestica dehydrin mRNA, complete cds. VERSION
DQ660905.1 GI1:110238586.

1 acatcatccc aaacaaatca taagtattgt cactgaagtt ttattagtcg caacttcgca

61 aggcattgtt attacagttt catttgtttg tttatctttt gaaatatgtc gaattatggt

121 aatacaacag ccgaaaaaac taccgatgag tacgggaacc caacttacaa cggtagcgcea

181 ggagccgata ggaccgacga gttcgggaac geggttcaac acggtcggac taataccgge

241 tacgggactg ctgatcctaa gactcgtgat gaagggattg ttgggcatca tggeggeccc

301 gcetgtgcettc agegetcagg aagctcetage tettcgtetg aagatgatgg getaggtggg

361 agaaggaaga agggactgaa agagaagata aaggagaagc taccaggtgg tggtaacaag

421 gatgaccagt actctggtgg aacgcagacc actacccctt acggtggtgg gacgacttac

481 aaggtaggag agcaacgcca ggagaagcta ccaggtggtg gtaacaagga tgaccagtac

541 tctggtggaa cgcagaccac taccecttac gggtgtggga cgacttacaa agtaggcgag
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601 caacaccagg agaagggtac gacggacaag atcaaggaga agctgccagg tgggaatagg
661 gatgaccagt attctcatga cacgtcaact actgctgcag cttatggtgg gactgggege

721 accggagagc cccaggaaaa gaagaacatg atggacaaga tcaaagaaaa gettcetggt
781 ggccacgecg agtagataat catcecgttt cacataacta taagtaaatg ccagtctgta

841 taataaaaga gtgtctggtc ggacctcggt tgcgtgatee gtgegtgggt gatccacegt

901 tgcgeactgt tgttttggtt tetgttatgt gtaattttgt gtgtegttee ctttgtatta

061 atagtatatt tgtttttgtt aaaaaaaaaa aaa

DQ660905 i¢in olusturulan primerler:
MDDhydrF1: atgtcgaattatggtaatacaacagc
MDDhydrR1: ctactcggcgtggccacccaggaa

Oligodt yontemi ile elde edilen ¢cDNA’lerin PCR’1: Calismada Ahlat 3, Ankara
armudu ve Quince A genotiplerin RNA’larindan elde edilen cDNA’larinda, MDDhydr,
PCDhydn, PPDhydl ve PPDhyd2 primerleri ile PCR yapilmigtir. PCR firiinleri %2

agaroz jelde 60 dakika ladder ile beraber yiiriitiilmiis ve primerden elde edilen bantlar
genelde 400-500 bg (baz cifti) biiyiikligiinde bulunmustur. Daha sonra agaraoz jelde

istenilen bantlar kesilerek temizlenmistir. Bu amagla kullanilan PCR kosullar1 agagida

verilmistir.

PCR kosullari:

Buffer Sul
Primer (ileri) 2 ul
Primer (Ters) 2 ul
dNTP 1.5ul
MgCl, 1.5l
Taq Polimeraz 0.75 ul
Kalip cDNA 3ul
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PCR programu:

94 °C 3 dakika

94 °C 1 dakika

65 °C 1 dakika

72 °C 2 dakika — 34 dongii
72 °C 10 dakika

4°C Stirekli

olarak uygulanmustir.

PCR iiriinlerinin temizlenmesi (Wizard SV Gel ve PCR Clean-up Sistemi): PCR

tirlinlerinin bantlarinin temizlenmesi amaci ile “Wizard SV Gel ve Clean-up Sistemi”
kullanilmis, protokol asagida belirtildigi sekilde uygulanmustir:

1. 25 ul PCR iiriinii %2 agaroz jelde 60-90 dakika siireyle yiiriitiilmiis,

2. UV 1511 altinda istenilen bolge kesilip, agirliklart 6l¢iilmiis,

3. Uzerine 1:1 oraninda (agirlik : hacim) membran binding soliisyonu eklenmis ve
65 °C’de eritilmis,

4. Klonlar temiz tiipe takilmis ve iizerlerine drnekler yiiklenip 1 dakika ekletilmis,
5. 14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edilmis,

6. Alt soliisyon uzaklastirilmig ve klonlara 700 pl membran wash soliisyonu
eklenmis,

7. 14000 rpm’de, oda sicaklifinda 1 dakika santrifiij yapilmig, alt sollisyonu
uzaklastirilmastir.

8. Membran wash soliisyonundan 500 upl eklenmis ve 14000 rpm’de, oda
sicakliginda 5 dakika santriflij yapilmus,

9. Klonlar temiz tiiplere takilmis ve membrana degmeyecek sekilde klonun ortasina
25 ul nuclease free su eklenip, 1 dakika bekletilmis,

10. 14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dakika santrifiij yapilmas,

11.  Klonlar atilip, tiiplerin kapaklar1 kapatilmis ve +4 °C saklanmistir.

12.  cDNA’larin miktar ve safligi Nanodrop Spektrofotometrede dl¢tilmuistiir.

13. Temizlenen PCR iirlinlerinin klonlanmas1 asamasina gec¢ilmistir.
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PCR iiriinlerinin klonlanmasi:

Ligasyon (PCR iiriinlerinin pGEM-T Easy vektoriine klonlamasi): PCR iiriinlerinin
ligasyonu igin T/A klonlama vektorii olan pGEMT-Easy kullanilmistir. Enzim, PCR
tirlinlerinin serbest 3 iistiine deoxyadenosin 5 phosphate’1 eklemekte, pGEM vektoriiniin
3 distiine baglanmasini saglamaktadir. Ligasyonda ilk basta PCR driinleri iki farkli
oranda (1 ve 6.3 pl) kullanilmistir ve denemelerde 6.3 pl PCR fiirlinlinden basariyla

sonug alinmistir. Ligasyon reaksiyonu Cizelge 3.4’de verilen sekillerde uygulanmistir.

Cizelge 3.4 Ligasyon kosullar1

Ahlat-3, Ankara

Icerik Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
armudu ve QA
PGEM ( pGEM T Easy Vektor) 0.5 ul 1 ul 1l
PCR Uriinii 6.3 ul - -
T4 DNA (T4 DNA Ligase) 0.7 ul 1l 1l
2 X buffer 7.5 ul Sul S5ul
Pozitif kontrol - 2 ul -
Su - 1 pl 3ul
Toplam Hacim 15 pl 10 pl 10 pl

Toplam reaksiyon 15 pl’e tamamlanacak sekilde distile su eklenerek ligasyon kosullari

+4 °C’de 16 saat olarak belirlenmistir.

Transformasyon: Bu asamada E. coli (competent) susuna ligasyon iriinii (plasmit)

aktarilms ve bunun igin bakteri besi yeri ortamlar1 asagida belirtildigi sekilde
hazirlanmistir.

1. 1 litre LB Agar i¢in:

10¢g NaCl
109 Trypton
59 Yeast Extract

1 litreye saf su ile tamamlanip, pH=7 ayarlanmis, 20 g agar eklenerek 121 °C 25
dakika otoklavlanmig ve daha sonra 25’er ml olarak 100 ml’lik petrilere dagitilmistir.
2. 1 litre NZY™ Broth igin:

10¢g NZ Amine
59 Yeast Extract
59 NaCl
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1 litreye saf su ile tamamlanip, pH=7.5 ayarlanmis, 20 g agar eklenerek 121 °C
25 dakika otoklavlanmustir.
3. 0.5 litre Terrific Broth i¢in:

23.8 g Terrific Broth

300 mlsafsu

4 ml glyserol

121  °C 25 dakika otoklavlanmustir.
4, 1 litre XGAL igin:

80 g XGAL + 2 ml DMF karisim1 0.2 pum filtre ile filtre edilmistir.
S. 1 litre IPTG 1 litre i¢in:

476 g IPTG + 20 ml saf su karigim1 0.2 um filtre ile filtre edilmistir.
6. 1 litre Ampicilline igin:

100 mg Ampicilline + 10 ml saf su, 0.2 um filtre ile filtre edilmistir.
Ortamlar  hazirlandiktan  sonra  transformasyon asagidaki  protokole  gore
gerceklestirilmistir:
1. 50 ml’lik falkonlar 6nce buz igerisinde sogutulmus ve daha sonra igerisine 10 ml
NZY™, 125 pl MgCl,, 125 pl 1 M MgSO4 ve 200 ul %20 glukoz eklenip, +42 °C su

banyosunda tutulmustur,

2. E. coli kompotent hiicre buz iizerinde eritilmis ve bundan bir tiip igine 50 pl
alinmstir,
3. Uzerine 2 pl mercaptoethanol eklenmis,

4. Karigim 10 dakika buzda tutulmus,

5. Uzerine ligasyon fiiriiniinden 2 pl eklenmis ve 30 dakika buz iizerinde
bekletilmis,
6. +42 °C’de su banyosunda 30 saniye tutulmus ve 2 dakika buz iizerinde
tutulmustur.

7. Su banyosunda 1sitilmis NZY’dan 450 pl eklenip, +37 °C 225 rpm’de 60
dakika galkalanmustir.

8. Petrilere 70 pl NZY" ile 10 pl ligasyon E. coli karisimi eklenip, petrilere
dagitilmistir.

9. +37 °C’de 16-18 saat inkiibasyona birakilmistir.

10.  Daha sonra mavi hiicrelerin belirginlesmesi igin 2 giin +4 °C’de bekletilmistir.
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Tek hiicre koloni ve gliserol stoklarinin olusturulmasi: Bu asamada;

1.

18 ml TB (Terrific Broth) ve Ampicilline (50mg/ml) kiivette karistirilmis ve 150
ul platelere dagitilmistir.

Otoklavlanmis kiirdanlarin, rekombinat hiicrelerin (beyaz) ortasina sokulmasiyla
bulastirilmasindan sonra bu kiirdanlar platelere yerlestirilmis,

Kiirdanlar igerisinde TB bulunan platelerde 3-4 dakika tutulduktan sonra
birbirine degmeyecek sekilde uzaklastirilmistir.

Plateler, tizerleri kapatildiktan sonra +37 °C’de 300 rpm’de 16-18 saat
inkiibasyona birakilmigtir.

Inkiibasyonun sonunda plateler igindeki Orneklerin {izerlerine %75’lik
gliserolden 50°ser pul eklenmis, vorteks yapilip, -80 °C’de derin dondurucuda

muhafaza edilmistir.

Templiphi ampilifikasyon Kiti ile plazmitlerin ¢ogaltilmasi: Bu asamada;

1.

Gliserol ornek stoklar1 -80 °C’den ¢ikartilmus, eritildikten sonra 1/50 oraninda
sulandirilmis ve bir plate i¢ine aktarilmis,

5 ul denatiire buffer eklenmis ve hizli devirde 1 dakika vorteks yapilmustir.
Plateler +95 °C’de 3 dakika denatiire edilmis ve 3 dakikanin sonunda hemen buz
lizerine alinmustir.

Plateler sogutulduktan sonra 5 pl TempliPhi premix eklenmis ve 3 dakika
vortekslenip, santrifiij edilmistir.

Plateler nemli havlu kagidina sarilarak saklama kutularina yerlestirimis ve 18
saat +37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Premiksin DNA polimerazin inhibe olmasi i¢in +65 °C’de 10 dakika bekletilip,
buz iizerine alinmustir.

Platelerin tizerine 10 pl steril su eklenmis ve 2 dakika vortekslenmistir.

Sekans PCR: Vektor (plasmit) igerisindeki gen bolgelerin dizi analizi igin sekans PCR

islemi yapilmistir. Bunun asamalari:

1.
2.

Stok templiPhi 1400 devirde 2 dakika vortekslenmis,
5 ul stok templiPhi DNA’lardan 6rnekler alinip (Ahlat-3, Ankara armudu Klon

19 ve QA), +94 °C’de denatiire edilmis,
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Ornekler hemen buz igine alinmis ve her tiip basina;
5 ul sekans premiks

2 ul T7 primeri

8 ul ddH,0

eklenmistir. Son hacim distile edilmis su ile 20 ul’ye tamamlanmis ve PCR asagidaki

programa gore yapilmistir.

96 °C 3 dakika

96 °C 20 saniye

55°C 20 saniye

60 °C 4 dakika, toplam 34 dongii olarak uygulanmistir.

Sekans PCR iiriinlerinin temizlenmesi: Asagidaki asamalara gore yapilmistir:

1
2
3
4.
5
6

10.

20 ul sekans PCR firtinii sample plateye aktarilmus,

11 pl dilute stop soliisyonu (Cizelge 3.5) eklenmis,

20 ul Agencourt Clean SEQ eklenmis,

%85’lik EtOH’den 62 pl eklenmis ve 7-8 kez pipetaj yapilmas,

Sample Plate, SPRIplate iizerine yerlestirilip 5 dakika bekletilmis,

Alkol uzaklagtirilmis ve 100 pl %85°lik EtOH eklenmis ve bu kez 3 dakika
SPRIplate tizeride bekletilmis,

SPRIplate tizerindeyken, alkol uzaklastirilmis ve Sample Plate ters cevrilerek, 10
dakika oda kosullarinda kurutulmus,

Uzerine 40 pul SLS (Sample Loading Solusyonu) eklenmis ve pipetajla
¢Oziilmiis,

(Coziilen ornekler Beckman Sample Plateye aktarilmistir ve {izerlerine birer
damla mineral yag eklenmis,

Beckman Buffer Platenin 3/4’i dolacak sekilde buffer ilave edilmis ve cihaza

yiiklenmistir.

Cizelge 3.5 Dilute stop soliisyonu

icerik Miktar
ddH2o0 50 pl
3 M Sodium Acetate pH=5,2 20 pl
100 mM Na2-EDTA pH=8,0 20 ul
20 mg/ml Glycogen 10 pl
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Dizi analizi islemi Beckman CEQ 8000 otomatik dizi analizi sisteminde
gerceklestirilmistir. Sekans sonucu elde edilen diziler blast yontemi ile gen
bankasindaki genlerle karsilastirilarak, dehidrinler ile benzerlik gosterip gostermedigi

tespit edilmistir (Anonymous 2012).

Dizilerden real time PCR problarinin olusturulmasi, gen ifadesinin tespiti ve

analizleri: Real time PCR analizleri temel olarak;

1. Stres uygulanmis ve kontrol bitki 6rneklerinden toplam RNA’larin izolasyonu,
2. Toplam RNA’lardan cDNA’larin elde edilmesi ve
3. cDNA’larin Real time PCR analizinde kullanilmasi ve genetik analizler

olmak tizere 3 asamada gerceklestirilmistir. Birinci ve 2. asamalar dnceki boliimlerde
verilen yontemler dogrultusunda uygulanmustir. Ugiincii asama ise gen dizilerinden
olusturulan yeni primer ve problar kullanilarak Roche LightCycler ® 480 Real-Time
PCR system protokolii ve yazilimlarina (software) gore uygulanmis ve gen ifadesi
diizeyleri tespit edilmistir.

Real time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, standart egrilerin ¢izilebilmesi amaciyla
uygulanan strese gore kontrol cDNA’lardan 6 logaritmik konsantrasyon 1/10, 1/100,
1/1000, 1/10000 ve 1/100000 oranlarinda seri diliisyonlar ile hazirlanmistir. Olgiimlerin
degerlendirilmesi asamasinda real time PCR aletine ait analiz programi ile her bir
primer igin ayr1 ayr1 standart egriler ¢izilmistir. Iyi bir standart egri grafigi ¢izilebilmesi
icin en az 1 logaritmik konsantrasyonun egri tizerinden ge¢gmesi ve etkinlik (efficiency)
degerinin 1.7 ile 2 arasinda, Slope degerinin ise -3.3’e yakin olmasina dikkat edilmistir.
Etkinlik degeri 2’ye yaklastikca standart egri grafiginin giivenirligi de artmistir.

22T metoduyla (Livak ve Scmittgen

Dhn geni ifade seviyelerine iliskin bu sonuglar
2001), aktin genine goére normalize edilerek elde edilmistir. Relatif ekspresyon
seviyesindeki degisiklikler (REL) one way ANOVA (tek yonli ANOVA) testine gore
istatistiki olarak degerlendirilmistir. Dunnet testinde de P < 0.05 olan degerler istatistiki

olarak 6nemli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Tuzluluk Stresine Kars1 Pyrus spp. ve Cydonia oblonga Genotiplerinin in Vitro
Kosullarda Siirgiin Gelisim Performanslari

In vitro tuzluluk stresi denemelerinde siirgiinlerde canlilik orani, ortalama siirgiin saysi
ve ortalama silirgiin uzunlugu o6zelliklerinde “genotip x uygulama” arasindaki
interaksiyon; kallus ¢api, siirgiin zararlanma diizeyi ve ortalama yas agirlik
Ozelliklerinde “genotipler” ve “uygulamalar” arasindaki farkliliklar; ortalama siirgiin
kalinliginda sadece “uygulamalar” arasindaki farkliliklar istatistiksel bakimdan 6nemli

bulunmustur (Cizelge 4.1-4.2).

4.1.1 Canhlik oram

Bu c¢alismada Ankara armudu (Klon 19), QA ve Ahlat-3 genotiplerinde tim tuz
seviyelerinde siirglinlerin canlilik orani yiiksek degerlerde olmustur. Bu genotiplerde
%80.50 ile %100.0 arasinda degisen canlilik orani degerleri arasindaki farklilik
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamistir. OHxF 333 genotipinde sadece 300 mM
NaCl + 30 mM CaCl,.2H,0 uygulamasinda canlilik orani diger tuz seviyelerinden
onemli diizeyde daha diisiik (%77.66) bulunmustur. Ahlat-1 ve Ahlat-2 genotipleri ise
tuz stresinden en fazla etkilenen genotipler olmustur. Bu genotiplerden Ahlat-1, 150
mM NaCl + 15 mM CaCl,.2H,0 uygulamasindan itibaren siirgiinlerinin canliligini
onemli diizeyde kaybetmistir. Ahlat-2’nin ise tiim tuz seviyelerinde siirgiinlerinin
canlilik oram1 kontrole gore onemli diizeyde diisiik olmustur. Calismada siirgiinlerin
canlilik oran1 bakimindan 6nemli diizeyde en diisiik degerler Ahlat-2 genotipinde 150
mM NaCl + 15 mM CaCl,.2H,0 (3), 225 mM NaCl + 22.5 mM CaCl,.2H,0 (4) ve 300
mM NaCl + 30 mM CaCl,.2H,0 (5) uygulamalarinda sirasiyla %41.50, %35.83 ve
9%29.60 olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Pyrus spp. ve Cydonia oblonga Mill. genotiplerinde in vitro kosullarda tuz stresi uygulamalarinin mikro siirgiinler tizerine

etkisi
I Ortalama Sirgiinlerde
oty YA CantiOran (DTS OSSN urgiik  Gapy “UTS Orne Yo
(adet/eksplant) (mm) (1_3)2'* (I?(;J_ZL)JI;TJ?) (g/eksplant)
1 100.0£0.0a 4.63+0.77¢c  14.93+1.00 defghij 2.13+0.13 4.62+0.71 0.0£0.0 0.35+0.06
Ankara 2 100.0+0.0 a 2.52+0.29 d 16.05+0.44 cdef 1.86+0.10 2.53+0.52 0.27+0.21 0.23+0.02
Armudu 3 94.50+5.50 ab 1.40+0.11d 16.26+1.17 cdef 1.61+0.17 1.88+0.41 0.91+0.41 0.16+0.01
(Klon 19) 4 94.50+5.50 ab 1.16+0.06 d 16.13+0.38 cdef 1.38+0.15 1.19+0.44 1.75+0.32 0.10+0.01
5 80.50+12.52 abcd 1.00+0.00 d 20.36+1.32 ab 1.47+0.19 0.61+0.39 2.63+0.29 0.11+0.02
1 100.0+£0.0 a 5.11+0.60 bc 18.15+1.55 abcd 2.41+0.16 2.73+0.40 0.0+0.0 0.29+0.03
2 100.0+0.0 a 1.63+0.10d 17.16+0.89 bcde 1.77+0.07 0.65+0.21 0.08+0.05 0.10+0.01
OHXxF 333 3 100.0£0.0 a 1.77+0.15d 14.64+1.56 defghijk 1.57+0.11 0.46+0.21 0.80+0.17 0.10+0.01
4 94.33+£3.58 ab 1.49+0.09 d 15.39+1.31 defghi 1.33+£0.10 0.15+0.11 1.38+0.30 0.07+0.01
8 77.66+11.95 bede 1.36+0.16 d 16.67+0.95 cdef 1.20+0.10 0.00+0.00 2.06+0.23 0.05+0.01
1 100.0+£0.0 a 8.47+1.71a 11.31+0.74 jkI 2.25+0.13 4.13+0.45 0.0£0.0 0.51+0.09
2 97.16+2.83ab 2.43+0.22 d 11.07+0.76 kI 1.90+0.16 1.47+0.52 0.50+0.28 0.28+0.04
QA 3 91.71+5.64ab 1.50+0.20 d 13.41+1.34 efghijkl 1.78+0.09 0.72+0.42 1.01+0.46 0.11+0.02
4 91.60+5.71ab 1.69+0.18 d 11.83+0.84 hijkl 1.47+0.21 0.76+0.34 1.44+0.65 0.09+0.02
5 91.50+3.80 ab 1.15+0.05d 14.45+0.85 defghijk 1.38+0.18 0.34+0.28 2.06+0.77 0.05+0.01

“1: Kontrol; 2: 75 mM NaCl + 7.5 mM CaCl,.2H,0; 3: 150 mM NaCl + 15mM CaCl,.2H,0 ; 4: 225 mM NaCl + 22.5 mM CaCl,.2H,0; 5: 300 mM NaCl + 30 mM
CaC|2.2H20

* Kalinlik diizeyi (1-3) (1=ince, 2=orta ve 3=kalin).

“* Zararlanma diizeyi (0-4) (0= zararlanma yok, 1=az, 2=orta, 3=¢ok, 4=siddetli).

" Farkl1 harfler Duncan testine gore istatistiksel bakimdan 6nemli farkliliklar1 gostermektedir.
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Cizelge 4.1 Pyrus spp. ve Cydonia oblonga Mill. genotiplerinde in vitro kosullarda tuz stresi uygulamalarinin mikro siirgiinler tizerine
etkisi (devam)

* Ortalama Ortalama Siirgiin .. Oftalama Sirgiinlerde Ortalama Yas
Genotip Uygulama Canllz)l/;)()ram Siirgiin Sayis1 Uzunlugu Surg;ll_liZIZailmhk Kal(l;sm(,;‘apl Zalr)aﬁrzlznima Agiriik
(adet/eksplant) (mm) (1_3)?& (Kuruma) {0_ 0" (g/eksplant)
1 100.00+.00 a 6.55+1.44 b 9.86+0.70 | 2.18+0.09 3.54+0.99 0.00+0.00 0.33+0.06
2 80.50+5.04 abcd 1.70+0.10d 11.79+0.52hijkl 2.05+0.27 1.36+0.62 1.13+0.42 0.18+0.02
Ahlat-1 3 61.00+8.22 ¢ 1.36+0.08 d 12.28+1.10 ghijkl 1.31+0.17 1.11+0.52 1.62+0.62 0.10+0.01
4 44.3345.66 f 1.00+0.00 d 18.24+1.08 abcd 1.61+0.27 1.25+0.56 1.95+0.87 0.09+0.01
5 64.00+£7.96 de 1.02+0.02 d 15.53+0.73 defgh 1.52+0.23 0.95+0.44 3.33+0.66 0.05+0.008
1 94.33+3.58 ab 5.66+0.85 bc 11.74+0.89 ijkl 2.45+0.18 4.43+0.78 0.0+0.0 0.42+0.05
2 69.16+10.94 cde 1.31+0.11 d 14.60+1.27 defghijk 1.70+0.13 1.30+0.60 1.75+0.56 0.18+0.02
Ahlat-2 3 41.50+7.27f 1.29+0.18 d 15.81+2.41 cdefg 1.44+0.15 1.09+0.51 1.38+0.62 0.09+0.006
4 35.83+5.22 f 1.13+0.09 d 20.67+1.85 a 1.41+0.20 0.50+0.22 2.25+0.81 0.07+0.006
8 29.60+9.91f 1.00+0.00 d 19.254+1.01 abc 1.50+0.22 0.20+0.02 3.80+0.20 0.05+0.0005
1 100.0+0.0 a 4.36+0.86 ¢ 13.11+0.62 fghijkl 2.13+0.15 4.59+0.74 0.0£0.0 0.43+0.07
2 91.66+5.66 ab 1.38+0.11 d 14.88+0.60 defghij 1.88+0.07 1.41+0.32 2.13+0.39 0.24+0.04
Ahlat-3 3 86.16+6.63 abc 1.30+0.17 d 15.45+0.54 defghi 1.86+0.15 0.95+0.37 2.88+2.88 0.18+0.03
4 97.16+2.83 ab 1.08+0.08 d 15.23+1.06 defghi 2.03+0.15 0.95+0.40 2.80+0.49 0.18+0.03
5 97.16+2.83 ab 1.05+0.05 d 16.57+0.88 cdef 1.70+0.14 0.58+0.30 2.95+0.49 0.13+0.008
P 0.000"" 0.03" 0.000™" - - - -

“1: Kontrol; 2: 75 mM NaCl + 7.5 mM CaCl,.2H,0; 3: 150 mM NaCl + 15mM CaCl,.2H,0 ; 4: 225 mM NaCl + 22.5 mM CaCl,.2H,0; 5: 300 mM NaCl + 30 mM CaCl,.2H,0
“ Kalinlik diizeyi (1-3) (1=ince, 2=orta ve 3=kalin).
Zararlanma diizeyi (0-4) (0= zararlanma yok, 1=az, 2=orta, 3=cok, 4=siddetli).

ok

* Farkl1 harfler Duncan testine gore istatistiksel bakimdan 6nemli farkliliklari gdstermektedir.



Cizelge 4.2 Pyrus spp. ve Cydonia oblonga Mill. genotiplerinde in vitro kosullarda farkli tuz stresi uygulamalarinin mikro siirgiinler
tizerine ortalama etkisi

09

Ortalama Siirgiinlerde
Uygulama”™ Canhhk Oram O rF.aIama Ortalama S}l rgun Siirgiin Kahnhk  Kallus Cap1 Zara.r Ian.m a Ortal? ma Yas

(%) Siirgiin Sayisi Uzunlugu Diizeyi (mm) Diizeyi Agirhk

(adet/eksplant) (mm) ox (Kuruma) (g/eksplant)
(1-3) (0-4)"

1 99.05+0.65 5.80+0.48 13.18+0.58 2.26+0.06a  4.01+0.29a 0.00£0.00 a 0.39+0.03 a
2 89.75+2.84 1.83+0.10 14.26+0.47 1.86+0.06 b 1.46+0.21 b 0.98+0.18 b 0.20+0.01b
3 79.14+4.23 1.44+0.06 14.64+0.60 1.59+0.06 ¢ 1.04+0.18 ¢ 1.44+0.21bc 0.12+0.01c
4 76.29+4.73 1.26+0.05 16.25+0.64 1.54+0.08 ¢ 0.80+0.16 c 1.93+0.24 ¢ 0.10+0.01cd
5 74.65+4.96 1.10+0.03 17.08+0.51 1.46+0.07 ¢ 0.46+0.13 c 2.78+0.21 d 0.08+0.01d

P - - - 0.000™" 0.000™" 0.000™" 0.000™"

“1: Kontrol; 2: 75 mM NaCl + 7.5 mM CaCl,.2H,0; 3: 150 mM NaCl + 15mM CaCl,.2H,0 ; 4: 225 mM NaCl + 22.5 mM CaCl,.2H,0; 5: 300 mM NaCl + 30 mM

CaCl,.2H,0

“ Kalinlik diizeyi (1-3) (1=ince, 2=orta ve 3=kalin).

“* Zararlanma diizeyi (0-4) (0= zararlanma yok, 1=az, 2=orta, 3=¢ok, 4=siddetli).
Farkli harfler Duncan testine gore istatistiksel bakimdan énemli farkliliklar1 gostermektedir.

ok



19

Cizelge 4.3 Pyrus spp. ve Cydonia oblonga Mill. genotiplerinde in vitro kosullarda tuz stresi uygulamalarinin mikro siirgiinler tizerine

ortalama etkisi

Ortalama Siirgiinlerde
Genotip Canliik Oram O r.t.alama Ortalama SP rgun Siirgiin Kalinhk  Kallus Cap1 Zara..r Ian.ma Ortal? ma Yas
(%) Siirgiin Sayisi Uzunlugu Diizeyi (mm) Diizeyi Agirhk
(adet/eksplant) (mm) ox (Kuruma) (g/eksplant)
3 (0-4)"
Ankara Armudu 93.90+3.04 2.14+0.29 16.75+0.52 1.69+0.08 2.17+0.33a 1.11+0.21 abc 0.19:0.02 abc
OH x F 333 94.40+2.81 2.27+0.29 16.40+0.58 1.66+0.09 0.80+0.21 ¢ 0.86+0.16 a 0.12+0.01d
QA 94.39+1.85 3.05+0.60 12.42+0.45 1.76+0.08 1.494+0.31b 1.01+0.25 ab 0.21+0.03 ab
Ahlat-1 69.96+4.33 2.33+0.47 13.54+0.65 1.73+0.11 1.65+0.33 ab 1.61+0.32 bc 0.154+0.02 cd
Ahlat-2 54.93+5.58 2.12+0.38 16.32+0.91 1.71+0.10 1.55+0.36 ab 1.77+0.32 cd 0.17+0.02 bed
Ahlat-3 94.43+2.00 1.83+0.28 15.05+0.38 1.92+0.06 1.70+0.33 ab 2.15+0.26 d 0.23+0.02 a
P - - - - 0.001™" 0.000™" 0.000""

“ Kalinlik diizeyi (1-3) (1=ince, 2=orta ve 3=kalin).
Zararlanma diizeyi (0-4) (0= zararlanma yok, 1=az, 2=orta, 3=cok, 4=siddetli).
“ Farkli harfler Duncan testine gore istatistiksel bakimdan 6nemli farkliliklar1 gostermektedir.



Ankara Armudu

OHXF 333

Quince A

Ahlat-3
75mM NaCl+ 150mM NaCl+ 225mM NaCl+ 300mM NaCl+

7.5mM CaCl,.2H,0 15mM CaCl,2H,0  22.5mM CaCl,.2H,0  30mM CaCl,.2H,0

Sekil 4.1 Armut (Ankara armudu, OHxF 333), ahlat (Ahlat-1, Ahlat-2, Ahlat-3) ve ayva
(Quince A) genotiplerinde in vitro kosullarda tuz stresi altinda mikro
stirgiinlerin gortiniimii

4.1.2 Ortalama siirgiin sayisi

Caligmada genotiplerin tamaminda tiim tuz seviyelerinde ortalama siirglin sayilar
kontrole gore istatistiksel anlamda Onemli diizeyde diigmiistiir. Kontrolde en fazla
ortalama siirglin sayis1t QA genotipinde (8.47+1.71 adet/eksplant) kaydedilmis, bunu
Ahlat-1 (6.55+1.44 adet/eksplant), Ahlat-2 (5.66+£0.85 adet/eksplant) ve OHxF 333
(5.11+0.60 adet/eksplant) genotipleri izlemistir. Bununla birlikte ortalama siirgiin sayisi
tuz uygulamalan ile birlikte tiim genotiplerde 1.00+£0.00 ile 2.52+0.26 adet/eksplant
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arasinda degismistir. Bu bakimdan farkli genotip x uygulama kombinasyonlarindan elde

edilen bulgular arasinda istatistiksel anlamda bir farklilik bulunmamistir (Cizelge 4.1).

4.1.5 Ortalama siirgiin uzunlugu

Bu caligmada “genotip x uygulama” interaksiyonlar1 degerlendirildiginde en yiiksek
ortalama siirgiin uzunlugu degerleri (20.67+1.85 mm-18.15+1.55 mm) “Ahlat-2 genotipi
X 225 mM NaCl+22.5 mM CaCl,”, “Ahlat-2 genotipi x 300 mM NaCl+30 mM CaCl,”,
“Ankara armudu genotipi x 300 mM NaCl+30 mM CaCl,” ve “OHxF 333 genotipi x
kontrol” kombinasyonlarinda belirlenmistir. En diisik degerler (9.86+0.70 mm-
13.41+1.34 mm) ise Ahlat-1 genotipinde (kontrol, 75 mM NaCl+7.5 mM CaCl,.2H,0 ve
150 mM NaCl+15 mM CaCl,.2H,0), QA genotipinde (kontrol, 75 mM NaCl+7.5 mM
CaCl,.2H,0, 150 mM NaCl+15 mM CaCl,.2H,0 ve 225 mM NaCl+22.5 mM
CaCl,.2H,0), Ahlat-2 ve Ahlat-3 genotiplerinde kontrolde saptanmistir. Genel olarak,
genotiplerde tuz uygulamalarinda kaydedilen ortalama siirgiin uzunlugu degerlerinin,

kontrole gore daha diisiik olmadig1 gézlenmistir (Cizelge 4.1).

4.1.6 Ortalama siirgiin kalinhk diizeyi

Bu caligmada ortalama siirgiin kalinlik diizeyleri, genotiplerin ortalamasi olarak
uygulamalara gore istatistiksel anlamda 6nemli farklilik gostermistir. En yiiksek deger
2.26+0.06 ile kontrolde belirlenmistir. Bunu 75 mM NaCl+7.5 mM CaCl, uygulamasi
1.86+0.06 ile izlemistir. Diger tuz uygulamalari (1.46+0.07-1.59+0.06) bu bakimdan ayni
istatistik grup icerisinde yer almistir. Genel olarak tuz konsantrasyonlarinin ylikselmesi

ile birlikte ortalama siirgiin kalinlik diizeyi azalmistir (Cizelge 4.2).

4.1.5 Kallus cap1

Bu o6zellik bakimindan genotiplerin ortalamasi olarak uygulamalar ve uygulamalarin
ortalamas1 olarak genotipler arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli

olmustur. Kalus ¢apinda da genel olarak tuz konsantrasyonlarinin yiikselmesi ile birlikte

bir diisiis gézlenmistir. Kontrolde 4.01+£0.29 mm olan kallus ¢ap1 75 mM NaCl+7.5 mM
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CaCl; uygulamasinda 1.464+0.21 mm olmustur. Bununla birlikte 150 mM NaCl+15 mM
CaCl, uygulamasindan itibaren kaydedilen degerler (1.04+0.18 mm-0.46+0.13 mm)
ayni istatistik grupta yer almistir (Cizelge 4.2). Uygulamalarin ortalamasi olarak
calismada en distik kallus diizeyi (0.80+£0.21 mm) OHxF 333 genotipinde
kaydedilmigtir. Ankara armudu ise en iri (2.17£0.33 mm) kallusa sahip genotip

olmustur (Cizelge 4.3).

4.1.6 Siirgiinlerde zararlanma diizeyi

Siirglinlerin  zararlanma diizeyleri bakimindan da genotiplerin ortalamasi olarak
uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda O6nemli bulunmustur.
Siirglinlerin  zararlanma diizeyi tuz konsantrasyonunun artmasi ile birlikte Onemli
diizeyde yiikselmistir. En siddetli zarar diizeyi 300 mM NaCl+30 mM CaCl,.2H,0
uygulamasinda kaydedilmistir. 75 mM NaCl+7.5 mM CaCl,.2H,0 uygulamasinda
0.98+0.18 olan zarar diizeyi c¢alismanin en yliksek dozu olan bu tuz uygulamasinda
2.78+0.21°¢ ulagmistir (Cizelge 4.2). Bu ¢alismada tuz uygulamalarinin ortalamasi
olarak genotipler arasindaki farkliliklar da istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur.
Siirgilinlerinin zararlanma diizeyi (0-4), 0.86+0.16 ile 1.11+0.21 arasinda degisen OHxF
333, QA ve Ankara armudu, 1.44+0.21 ile 2.78+0.21 arasinda degisen ahlat

genotiplerine gore tuz stresinden daha az etkilenmistir (Cizelge 4.2).

4.2.7 Ortalama yas agirhk

Caligmada ortalama yas agirlik degerleri bakimindan genotiplerin ortalamasi olarak
uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur. Tuz
konsantrasyonunun artmasi ile birlikte ortalama yas agirlik 6nemli diizeyde diisiis
gostermistir. En diisiik degerler, 300 mM NaCl+30 mM CaCl, ve 225 mM NaCl+22.5
mM CaCl,.2H,0 uygulamalarindan sirasiyla 0.08+0.01 ve 0.10+0.01 g/eksplant olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Uygulamalarin ortalamasi olarak bu ¢aligmada istatistiksel
bakimdan 6nemli bir farklilikla en yiiksek ortalama yas agirlik degerleri Ahlat-3, QA ve
Ankara armudu genotiplerinde sirasiyla 0.234+0.02, 0.21+0.03 ve 0.19+0.02 g/eksplant
olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.3).
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4.3 Tuzluluk Stresi Altinda Pyrus spp. ve Cydonia oblonga Genotiplerinde Mikro
Siirgiinlerde Dehidrin Geni Ifadesi

4.2.1 izole edilen RNA’nin miktar ve Kkalitesi, RNA’dan ¢cDNA sentezlenmesi

Ahlat 3, Ankara Armudu (Klon 19) ve Quince A o6rneklerinden izole edilen RNA iki
bant halinde, yeterli miktar ve saflikta elde edilmistir (Sekil 4.2-Cizelge 4.4).

Sekil 4.2 Ahlat-3, Ankara Armudu (Klon 19) ve Quince A (soldan-
saga) genotiplerinde RNA bantlariin goriintimii

Cizelge 4.4 Ahlat-3, Ankara Armudu (Klon 19) ve Quince A genotiplerinde RNA’nin
spektrofotometrik degerleri

Ornek ng/ul A260 A280 260/280  260/230
Ahlat-3 (kontrol) 301.27 7.532 3.432 2.19 2.04
Ankara Armudu (Klon 19) (192 saat) 350.91 8.773 3.972 2.21 2.25
QA (96 saat) 183.1 4577 2.036 2.25 2.29

4.2.2 cDNA sentezi, PCR ile cogaltilmasi, klonlanmasi ve sekansinin elde edilmesi

LOKUS: AF386513.1
PRIMERLER: PCDhydnF1: atggccgagcaaggtttcatggata

PCDhydnR1: ttagaagagggtgggaagcttga
Quince A
gtcgcattgctccecggecgecatggeggecgegggaattcgattttagaagaggegtgggaagcettgaactctgecctacttg
ttgagtggtatggtaaagttgccgatgacgggtaggtcaatgatgaggcctatgtccagcetcatagtcgaagteccagtetgea
cccagatcctttaccaatgtcaacaatatgctgtgtggaaccttcaatagcacctccagcagagttacattcacttgectttatgga

tccggggttceggtattgtcceggatgcaacttecctggttaaacgectttgagggtgtatttgatatcacagatcgggatggagt
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ggctgtaaggattggtcacggatatcttggcaaggtactccacagagctcaagctaaccttcttgaaaatcaacatctgtgacttc
tgcttctgggtttcgecatgtttectatettttctgccacgaagttettggecttatccatgaaaccttgetcggecataatcactagty

aaatccgcggceegcectgeacgtegace

NCBI/BLAST/tblastx Sonucu

Lokus En yiiksek Toplam Query coverage E degeri
AF386513.1 116 1417 %87 6e-57

Ankara Armudu (Klon 19)
tggcggecgegggaattcgattatggccgagcaaggtttcatggataaggccaagaacttcgtggcagaaaagataggaaac

atggcgaagccagaagcagaagtcacagacgttgatttcaagaaggtgagcttgagetctgtggagtaccttgecaaggtate
cgtgaccaatccctacagecactcgatccccatctgtgatatcaaatacaccctcaaaagegttaacagggagattgcatcegg
gaccataccggaccctggatccataaaggcaagtgatgtaactgtgctggaggtgctactgaaagttccacacageatattgtt
gacattggtaaaggatctgggtgcagactgggacttcgactatgagttgggceataggectcatcattgacctaccegtcategg

caacttcaccatcccactcaacaagaaaggagagttcaagcttcccaccctcttctaaaatcactagtga

NCBI/BLAST/tblastx Sonucu

Lokus En yiiksek Toplam Query coverage E degeri
AF386513.1 325 1644 %95 2e-86
Ahlat-3

tatccgtgaccaatccctacagccaactcggateccecatctgtgatatcaaatacaccctcaaaagegttaacagggagattge
atccgggaccataccggaccctggatccataaaggcaagtgatgtaactgtgetggaggtgctattgaaggttccacacagea
tattgttgacattggtaaaggatctgggtgcagactgggacttcgactatgagttggacataggcectcatcattgacctacccgte
atcggcaacttcaccataccactcaacaagaagggagagttcaagcttcccaccetcttctaaaatcactagtgaattcgegge

cgcctgeaggte
NCBI/BLAST/tblastx Sonucu
Lokus En yiiksek Toplam Query coverage E degeri
AF386513.1 215 1112 %90 2e-53
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LOKUS: DQ660905.1
PRIMERLER: MDDhydrF1: atgtcgaattatggtaatacaacagc

MDDhydrR1: ctactcggcgtggccacccaggaa
Quince A
gcatgctccecggecegecatggtcggecgegggaattcgattatgtcgaattatggtaatacaacagccgaaaaaactacagag
gagtactacgggaacccgacttacaacggtagcgccggagecggtaggaccgacgagttcgggaacgeggttcaacacgg
tcggaccgataccggctacgggactgcetgatgccaagactgetgatgaagggattgttgggeatcatggeggececcgeegtg
cttcagcgctcaggaagctctagctcttcttctgaagatgatgggcetaggtgggagaaggaagaagggactgaaagacaaga
taaaggagaagctaccaggtggtcgtaacaaggatgaccagtactctggtggaacgcagaccactacccecttacggtggtgg
gacgacttacacaggtgaaggagagcaacgccaggagaagggtacgatggacaaaatcaagaagaagctgccaggtggg
aatagggatgaccagtattctcatgacacgtcaactactgctgcaccttatggtggga

NCBI/BLAST/tblastx Sonucu

Lokus En yiiksek Toplam Query coverage E degeri
DQ660905.1 166 2057 %093 3e-61

Ankara Armudu (Klon 19)
gcatgctceccggecgecatggeggecgegggaattcgattttagaagagggtgggaagcttgaactcteecttettgttgagtg

gtatggtgaagttgccgatgacgggtaggtcaatgatgaggectatgtccaactcatagtcgaagtcecagtctgcacccagat
tcctttaccaatgttcaacaatatgctgtgtggaaccttcaatagcacctccageacagttacatcacttgectttatggatccagg
gtccggtatggtceccggatgceaatcteectgttaacgctctttgagggtgtatttgatatcacagatggggatacgagtggetgta
gggattggtcacggataccttggcaaggtactccacggagctcaagctcaccttcttgaaatcaacgtctgtgacattctgettet
ggcttcgecatgtttectatcttttctgccacgaagttcttggecttatccatgaaaccttgetcggecataatcactagtgaattcge
ggccgectgcaggtcgaccatatgggagagcetcccaacgegttggatgeat

NCBI/BLAST/tblastx Sonucu

Lokus En yiiksek Toplam Query coverage E degeri
DQ660905.1 168 1322 %100 le-45
Ahlat-3

gctceccggecgecatggeggecgegggaattegattatgtcgaattatggtaatacaacagcaaaaactaccgaggagtacta

cgggaacccgacttacaatggtagcgccggagecggtaggaccgacgagticgggaacgeggttcaacaaggtcggactg
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ataccggctacgggactgctgatgccaagactggtgatgaagggattgttgggeatcatggcggeccegeggtgcttcageg
ctcaggaagctccagctcttcgtctgaagatgatgggcetaggtgggagaaggaagaagggactgaaagagaagattaaagg
agaagctaccaggtggtggtaacaaggatgaccagtactctggtggaacgcagaccactaccccttacggtggtgggacga
cttacacaggtgaaggagggcaacgccaggagaagggtatgacggacaagatcaaagaagaagcetgccaggtgggaata
gggatgaccagtattctcatgacacgtcaactactgctgeaccttatggtgggacagggegcacaggagagecccaggaaa

NCBI/BLAST/tblastx Sonucu

Lokus En yiiksek Toplam Query coverage E degeri
DQ660905.1 160 1893 %99 2e-76

LOKUS : FJ468294.1
PRIMERLER : PPDhydF2: atggcgaattatcagactaaatatgg

PPDhydR2: ttaatggcgatatccaggaagcttt
Quince A
tccecggecgecatggeggecgegggaattcgattatggcgaattatcagactaaatatggtacaacgecccaagacacagat
gagtatgggaacccgattcaacagggtactaccggaggcttcggtagtgccaccactggtactggatacgggaccactgaag
cccecgtacacaggagggcagcagcaacaagagagaggtactggcatgactggaagtggttacgggactactgatgecccg
tacacaggagggcagcaacaacaagagagagggatgatggataagatcaaggacaagattccaggaactgctggtggacg
tagggatgacgacccctactcaacgaatgcccagaccggtactggcatgactggaactgggtacgggactactgacgeecc

gtacactggaggggagtacgaagaaagggggatgatggacaaggtcaaggaccaagattccgggggactgggeagagg
gatgaaaaccctactcatctcagacgacc

NCBI/BLAST/tblastx Sonucu

Lokus En yiiksek Toplam Query coverage E degeri
FJ468294.1 209 1753 %093 2e-76
Ahlat-3

tgctcceggecgecatggeggtecgegggaattcgattatggegaattatcagactaaatatggtacaacgecccaagacaca
gatgagtatgggaacccgattcaacagggtactaccggaggcttcggtggtgccaccactggtactgggtacggggceaaca
ggagggcagcagcaacaagagagaggtactggcatgactggaagtggttacgggactactgatgcecegtacacaggagg
gcagcaacaacaagagagagggatgatggacaagatcaaggaaaagattccaggaactggtggtggacgtagggatgac
gacccctactcatcgaatgcccagaccggtactgggatgactggaactgggtacggtactactgacgecccgtacactggty
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gggagtacgaagaaagggggatgatggacaaggtcaaggacaagatgccggggactgggcagagggatgaaacceact

c
NCBI/BLAST/tblastx Sonucu
Lokus En yiiksek Toplam Query coverage E degeri
FJ468294.1 351 1746 %95 3e-94

4.2.3 Real time PCR

Primer Tasarim: Yukaridaki dizi analizi sonuglarina gore stresle daha iligkili oldugu
diisiiniilen DQ660905 lokusu prob ve primer dizayni i¢in secilmis ve internal kontrol
olarak da Aktin mRNA kullanilmistir. DQ660905 lokusu igin ise primer ve problar:
AKTIN PRIMERI: F; ctgctggcattcatgagact

R; tctggtggagctacaacctt
AKTIN PROBU: UPL 125
DEHIDRIN PRIMERI: F; caacgccaggagaagctac,

R; attcccacctggcagct

DEHIDRIN PROBU: UPL 31

RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi: Tuzluluk stresi uygulanmis mikro siirgiinlerden
izole edilen RNA’larin miktar ve kalite 6zellikleri ¢izelge 4.5’de, goriintimii sekil 4.3’de

sunulmustur.

Sekil 4.3 Izole edilen RNA’larin gériiniimii
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Cizelge 4.5 Izole edilen RNA’larin miktar ve kalite dzellikleri

Ornek ng/ pl A260 A280 260/280  260/230
Ahlat-1 (24 saat, 1.tekerriir) 975.89 24.397 10.802 2.26 2.32
Ahlat-1 (24 saat, 2.tekerriir) 505.77 12.644 5.66 2.23 2.26
Ahlat-1 (24 saat, 3.tekerriir) 852.8 21.32 9.536 2.24 2.34
Ahlat-1 (48 saat, 1.tekerriir) 1053.16 26.329 11.719 2.25 2.34
Ahlat-1 (48 saat, 2.tekerriir) 1920.47 48.012 21.452 2.24 2.27
Ahlat-1 (48 saat, 3.tekerriir) 1403.65 35.001 15.603 2.25 2.3
Ahlat-1 (96 saat, 1.tekerriir) 1391.58 34.789 15.468 2.25 2.27
Ahlat-1 (96 saat, 2.tekerriir) 806.86 20.172 8.898 2.27 2.3
Ahlat-1 (96 saat, 3.tekerriir) 1753.04 43.826 19.549 2.24 2.32
Ahlat-1 (192 saat, 1.tekerriir) 502.78 12.57 5.654 2.22 2.37
Ahlat-1 (192 saat, 2.tekerriir) 621.12 15.528 6.881 2.26 2.2
Ahlat-1 (192 saat, 3.tekerriir) 979.78 24.495 10.888 2.25 2.23
Ahlat-2 (24 saat, 1.tekerriir) 493.49 12.337 5.389 2.29 2.36
Ahlat-2 (24 saat, 2.tekerriir) 917.89 22.947 10.116 2.27 2.32
Ahlat-2 (24 saat, 3.tekerriir) 807.17 20.179 8.88 2.27 2.3
Ahlat-2 (48 saat, 1.tekerriir) 776.19 19.405 8.555 2.27 2.32
Ahlat-2 (48 saat, 2.tekerriir) 1491.18 37.28 16.542 2.25 2.32
Ahlat-2 (48 saat, 3.tekerriir) 520.4 13.01 5.741 2.27 2.26
Ahlat-2 (96 saat, 1.tekerriir) 749.29 18.732 8.289 2.26 2.32
Ahlat-2 (96 saat, 2.tekerriir) 862.79 21.57 9.492 2.27 2.29
Ahlat-2 (96 saat, 3.tekerriir) 1618 40.45 18.004 2.25 2.31
Ahlat-2 (192 saat, 1.tekerriir) 3952.78 98.819 48.734 2.03 2.06
Ahlat-2 (192 saat, 2.tekerriir) 527.21 13.18 5.871 2.25 2.23
Ahlat-2 (192 saat, 3.tekerriir) 384.04 9.601 4.364 2.2 2.24
Ahlat-3 (24 saat, 1.tekerriir) 288.21 7.205 3.31 2.18 2.33
Ahlat-3 (24 saat, 2.tekerriir) 523.7 13.093 5.818 2.25 2.37
Ahlat-3 (24 saat, 3.tekerriir) 515.27 12.882 5.713 2.25 2.36
Ahlat-3 (48 saat, 1.tekerriir) 1325.99 33.15 14.776 2.24 2.31
Ahlat-3 (48 saat, 2.tekerriir) 539.8 13.495 6.006 2.25 2.29
Ahlat-3 (48 saat, 3.tekerriir) 647.75 16.194 7.108 2.28 2.32
Ahlat-3 (96 saat, 1.tekerriir) 2167.33 54.183 24.196 2.24 2.29
Ahlat-3 (96 saat, 2.tekerriir) 1030.62 25.766 11.218 2.3 2.28
Abhlat-3 (96 saat, 3.tekerriir) 2156.23 53.906 24.014 2.24 2.29
Ahlat-3 (192 saat, 1.tekerriir) 1645.7 41.143 18.201 2.26 2.36
Abhlat-3 (192 saat, 2.tekerriir) 1352.36 33.809 14.817 2.28 2.32
Ahlat-3 (192 saat, 3.tekerriir) 1145.81 28.645 12.577 2.28 2.36
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Cizelge 4.5 Izole edilen RNA’larm miktar ve kalite 6zellikleri (devam)

Ornek ng/ pl A260 A280 260/280  260/230

OHXxF 333 (24 saat, 1.tekerriir) 716.28 17.907 8.019 2.23 2.4
OHxF 333 (24 saat, 2.tekerriir) 399.62 9.99 4.564 2.19 2.3
OHXxF 333 (24 saat, 3.tekerriir) 343.51 8.588 3.922 2.19 2.27
OHxF 333 (48 saat, 1.tekerriir) 733.25 18.331 8.086 2.27 2.37
OHxF 333 (48 saat, 2.tekerriir) 546.33 13.658 6.084 2.25 2.37
OHXxF 333 (48 saat, 3.tekerriir) 465.48 11.637 5.304 2.19 2.27
OHXF 333 (96 saat, 1.tekerriir) 720.64 18.016 7.976 2.26 2.32
OHXF 333 (96 saat, 2.tekerriir) 528.39 13.21 5.87 2.25 2.32
OHXxF 333 (96 saat, 3.tekerriir) 919.53 22.988 10.224 2.25 2.32
OHxF 333 (192 saat, 1.tekerriir) 573.79 14.345 6.401 2.24 2.24
OHxF 333 (192 saat, 2.tekerriir) 867.57 21.689 9.67 2.24 2.35
OHxF 333 (192 saat, 3.tekerriir) 808.28 20.207 8.952 2.26 24
Ankara Armudu (19) (24 saat, 1.tek) 795.26 19.881 8.736 2.28 2.32
Ankara Armudu (19) (24 saat, 2.tek) 1457.14 36.429 16.197 2.25 2.3
Ankara Armudu (19) (24 saat, 3.tek) 2109.98 52.749 23.71 2.22 2.26
Ankara Armudu (19) (48 saat, 1.tek) 117351 29.338 12.994 2.26 2.27
Ankara Armudu (19) (48 saat, 2.tek) 1270.28 31.757 14.085 2.25 2.29
Ankara Armudu (19) (48 saat, 3.tek) 1666.59 41.665 18.519 2.25 2.28
Ankara Armudu (19) (96 saat, 1.tek) 1221.89 30.547 13.483 2.27 231
Ankara Armudu (19) (96 saat, 2.tek) 1010.83 25.271 11.063 2.28 2.32
Ankara Armudu (19) (96 saat, 3.tek) 2671.13 66.778 30.133 2.22 2.25
Ankara Armudu (19) (192 saat, 1.tek) 1390.3 34.758 15.485 2.24 2.19
Ankara Armudu (19) (192 saat, 2.tek) 829.99 20.75 9.113 2.28 2.37
Ankara Armudu (19) (192 saat, 3.tek) 862.96 21.574 9.414 2.29 2.32
Quince A (24 saat, 1.tekerriir) 114.67 2.867 1.279 2.24 243
Quince A (24 saat, 2.tekerriir) 499.08 9.982 4.536 2.2 2.25
Quince A (24 saat, 3.tekerriir) 134.84 3.371 1.537 2.19 2.29
Quince A (48 saat, 1.tekerriir) 638.2 15.955 7.125 2.24 2.33
Quince A (48 saat, 2.tekerriir) 458.21 11.455 5.129 2.23 231
Quince A (48 saat, 3.tekerriir) 401.19 10.03 4.536 2.21 2.29
Quince A (96 saat, 1.tekerriir) 328.02 8.201 3.716 2.21 2.32
Quince A (96 saat, 2.tekerriir) 178.01 4.45 2.041 2.18 2.27
Quince A (96 saat, 3.tekerrtir) 237.45 5.936 2.66 2.23 24
Quince A (192 saat, 1.tekerriir) 268.4 6.71 3.008 2.23 2.27
Quince A (192 saat, 2.tekerriir) 249.7 6.242 2.79 2.24 2.39
Quince A (192 saat, 3.tekerriir) 158.88 3.972 1811 2.19 2.22
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Primer Optimizasyonu: Dehidrin ve ACT primerleri, problar1 kullanilarak optimize

edilmistir. Optimizasyon igerikleri ve real time PCR programinda kullanilan baglanma

dereceleri (Tm) ¢izelge 4.6 ve 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.6 Dehidrin primer optimizasyon kosullari

Primer Optimizasyon Kosullan (TM 57 0C)

cDNA
fleri primer (10

pmol)

Geri primer (10 pmol)

FL Prob
LC Prob

Enzim (2x)
Toplam hacim

2 ul
0.5 ul
0.5l
0.5l
0.5l
5l
10 pl

Cizelge 4.7 ACT Primer optimizasyon kosullari

ACT Primer Optimizasyon Kosullar1 (TM 55 0C)

cDNA

fleri primer (10 pmol)
Geri primer (10 pmol)

FL Prob
LC Prob

Enzim (2x)
Toplam hacim

2 ul
0.5 ul
0.5 ul
0.5 ul
0.5 ul
5ul
10 pl

Orneklerin Cihaza Yiiklenmesi: PCR reaksiyonu Light Cycler 480 (Roche) aracilig

ile cizelge 4.8’de sunulan programla gergeklestirilmistir. Bunun icin 6rnekler plate

yerlestirilmig, 1 dakika 14.000 rpm’de santirifiij edilmis ve Roche Light Cycler 480

aracaligi ile uygun sicaklikta ylriitiilmiistiir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Real time PCR programi

Program
Program Cycles Analiz Modu
On inkiibasyon ~ Acquisition  Cycle Hold(hh:mm:ss) Ramp Rate
Mode
95°C None 1 00:10:00 4.4
Amplifikasyon Acquisition ~ Cycle Hold(hh:mm:ss) Ramp Rate  Quantifcation
Mode
95 °C None 00:00:10 4.4
57°C None 45 00:00:10 2.2
72 °C Single 00:00:05 4.4
Sogutma Acqusition Cycle Hold(hh:mm:ss) Ramp Rate
Mode
40 °C None 1 00:00:30 2.5 None
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Standart Egri: Kullanilan primerlere ait bazi standart egri grafikleri sekil 4.4 ve 4.5°de
sunulmustur. Standart egri grafiklerinin etkinlik (efficiency) degerleri yaklagik 2 ve
slope degerleri ise -3.3’e yakin bulunmustur. Ilgili primerler igin real time PCR

reaksiyon kosullarinin ve standart egrilerin uygun oldugu belirlenmistir.

|—Std.c:urve * Samples |

Error: 0.00101
Efficiency: 2.064
Slope: -3.177
TIntercept: 42.24
Link: 0.000

1 2 3 4
Log Concentration

Sekil 4.4 Real time PCR cihazindan alinan aktin primerine ait standart egri grafigi,
etkinlik ve slope degerleri
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Log Concentration

— Std. curve  # Samples

Error: 0.0299

o Efficiency: 2.063
35 Slope: -3.180
4_ Yntercept: 39.88

Link: 0.000
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Sekil 4.5 Real time PCR cihazindan alinan dehidrin primerine ait standart egri grafigi,
etkinlik ve slope degerleri

Gerc¢ek Zamanh Amplifikasyon Egrileri: ACT ve dehidrin primerlerinde standart ve
orneklere ait amplifikasyon egrileri sekil 4.6 ve 4.7°de sunulmustur. Amplifikasyon
egrilerinde Ct degerleri 21-28 dongiiler arasinda elde edilmis ve analizlerle bu Ct

degerlerinin anlamli degerler olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Amplification Curves

— E4:19T41 — B3 197-2 E6: 197-4 — E7: 1978 EG Ah1-T-1 —E9: AR1-T-2
E10: Ah1-T-4  — E11: AR1-T-8 E12 Aho-T-1  — E13 Aho-T-2 — E14: &ho-T-4  — E15% Aho-T-8
— E16: OH¥F-T-1 — E17: OHXF-T-2 E18: OHXF-T-4 — E19; CHXF-T-8 E20: Ah3-T-1 — E21: Ah3-T-2
E2Z Ah3-T-4  — E23 ARhG-T-B E24: QA-T-1 —F1 QA2 — FZ GA-T-4 — F3: QA-T-8
— F4: 10000

7767
7067
£.367
5667
4 967
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3567
2.867
2167
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0767

Fluorescence (483-533)

0067 s —— e

Cycles

Sekil 4.6 Dehidrin primerinde standart ve 6rneklere ait amplifikasyon egrileri

Amplification Curves

— D1 Ah1-T-1 — D2 Sample 74— D3 Sample 75— D4; Sample 76— DS &ho-T-1 DE; Sample 78
— D7 Sample 79 D& Sample 80— DS OHXF-T-1 M0 Sample 82 — D11 Sample 83 012 Sample 54
— D13 AH3-T-1  — D14 Sample 86 — D15 Sample 57 — D16: Sample 88 — D17 QA-T-1 D18: Sample 90
— D18 Sample 91 D20 Sample 92 — D21: 18-T4 022 Zample 94 — D23 Sample 95 D24: Sample 96
— E1: BHO-K — E2 BH1-K — EF AH3-K — Ed: 19K — E5: OHXF-K EG: Gi&-H
— E7: 5TC 10000
58544
5084
72844
Z 6454
w
#5604
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8
g 4054
§ 3284
-
2 2484
& 18547
0854
0054 ==,
5 10 15 20 % 0 35 40 45
Cycles

Sekil 4.7 ACT primerinde standart ve 6rneklere ait amplifikasyon egrileri analizleri



Real Time PCR ifade Analizleri: Tuz stresi uygulanmus 6 farkli genotipte
gerceklestirilmis olan quantitative real time PCR analizi sonuglari ve gen ifade
seviyeleri sekil 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11°de sunulmustur. Degisen dehidrin gen ifade
seviyeleri, kontrol ile karsilastirildiginda tuz stresi siirelerine gore sadece OHxF 333
genotipinde istatistiksel anlamda 6nemsiz bulunmus (P > 0.05), diger tiim genotiplerde

ise degerler arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur.

Yirmidért saat (1 giin) tuz uygulamasindan sonra dehidrin gen ifadesi:

Bu siirenin sonunda gen ifade seviyeleri kontrole gére en yiiksek Quince A genotipinde
goriilmiistiir. Bu genotipte gen ifadesi kontrole gore 14 kat artmistir. En diisiik miktar
ise Ankara Armudu (Klon 19) ve Ahlat-1 genotiplerinde belirlenmistir. Genotiplerin 24
saat (1 giin) stres uygulamasindan sonra dehidrin gen ifade seviyelerinin, kontrole gore
siralamast QA>AH-3>0OHxF333>AH-2>AN-19>AH-1 seklinde olmustur (Sekil 4.8).

14

12 -

10 -

2 -

6 -

4 -

. = B 8

0 T T T T T T T
Ah1l Ah3 Ah2 QA

OHXF

Tuz Stresi 1. Giin Tum Genotipler

Normalize edilmis relatif
ekspresyondegerleri

Kontrol 19K

Sekil 4.8 Kontrole gore genotiplerde stres uygulamasindan 24 saat sonra dehidrin
geninin ifade seviyeleri

Kiarksekiz saat (2 giin) tuz uygulamasindan sonra dehidrin gen ifadesi:

Bu siirenin sonunda gen ifade sevileri kontrole gore en yiikksek Ankara Armudu (Klon
19) ve Ahlat-1 genotiplerinde goriilmiistiir. En diisiik miktar ise Ahlat-3, OHXF 333 ve
Ahlat-2 genotiplerinde belirlenmistir. Genotiplerin 48 saat (2 giin) stres uygulamasindan
sonra dehidrin gen ifade seviyelerinin, kontrole gore siralamast AN-19>AH-1>AH-
3>0HxF333>QA>AH-2 seklinde olmustur (Sekil 4.9).
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Tuz Stresi 2. Glin Tum Genotipler

o

Sekil 4.9 Kontrole gore genotiplerde stres uygulamasindan 48 saat sonra dehidrin
geninin ifade seviyeleri

Doksanalti saat (4 giin) tuz uygulamasindan sonra dehidrin gen ifadesi:

Bu siirenin sonunda gen ifade sevileri kontrole gore en yiikksek Ankara Armudu (Klon
19) ve Ahlat-1 genotiplerinde goriilmiistiir. En diisiik miktar ise Ahlat-2, Quince A ve
Ahlat-3 genotiplerinde belirlenmistir. Genotiplerin 96 saat (4 giin) stres uygulamasindan
sonra dehidrin gen ifade seviyelerinin, kontrole gére siralamast AN-19>AH-1>AH-3>
QA >OHxF333>AH-2 seklinde olmustur (Sekil 4.10).

[}
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1

[y
wu
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o

Kontrol 19K Ahl OHXF Ah3 Ah2 QA

Tuz Stresi 4. Glin Tum Genotipler

Sekil 4.10 Kontrole gére genotiplerde stres uygulamasindan 96 saat sonra dehidrin
geninin ifade seviyeleri
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Yiizdoksaniki saat (8 giin) tuz uygulamasindan sonra dehidrin gen ifadesi:

Bu siirenin sonunda gen ifade sevileri kontrole gore en yiiksek Ahlat-1 ve Ankara
Armudu (Klon 19) genotiplerinde goriilmiistiir. En diisiik miktar ise Ahlat-3, Ahlat-2 ve
Quince A genotiplerinde belirlenmistir. Genotiplerin 192 saat (8 giin) stres
uygulamasindan sonra dehidrin gen ifade seviyelerinin, kontrole gore siralamast AH-
1>AN-19>0HxF333>QA>AH-2>AH-3 seklinde olmustur (Sekil 4.11).

[y
M
1

=
=]
1

Normalize edilmis relatif
ekspresyondegerleri

O N B Oy 00
1

Kontrol 19K Ahl OHXF Ah3 Ah2 QA

Tuz Stresi 8. Glin Tum Genotipler

Sekil 4.11 Kontrole gore genotiplerde stres uygulamasindan 192 saat sonra dehidrin
geninin ifade seviyeleri
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5 TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, bazi armut (Ankara armudu ve OH x F 333) (P. communis L.), ahlat
(Ahlat-1, Ahlat-2, Ahlat-3) (P. elaeagrifolia Pall.) ve ayva (C. oblonga Mill.) (Quince
A) genotiplerinde farkli tuz stresi seviyelerinin (75 mM NaCl+7.5 mM CacCl,.2H,0,
150 mM NaCl+15 mM CaCl,.2H,0, 225 mM NaCl+22.5 mM CaCl,.2H,0 ve 300 mM
NaCl+30 mM CacCl,.2H,0) in vitro kosullarda mikro siirgiinlerin biiylime ve gelismesi
tizerine etkileri ve 225 mM NaCl+22.5 mM CaCl,.2H,0 tuz uygulamasinda mikro
stirgiinlerde dehidrin gen ifadeleri arastirilmistir. Genotiplerin tuza tepkilerinin
belirlenmesinde in vitro kosullar, deneme alani, siiresi ve homojenligi bakimlarindan
uygun bulundugu i¢in birgok odunsu bitki tiiriinde tercih edilmektedir. Bu tip
caligmalarda bitkisel kaynak olarak ise mikro siirgiinler ya da in vitro bitkicikler yaygin
olarak kullanilabilmektedir (Sivritepe ve Eris 1999, Shibli vd. 2000, 2002 ve 2003,
Vijayan vd. 2003, Perez-Tornero vd. 2009).

Tuz  stresi  denemelerinde  genotiplerin  tuza  dayanikliligini/hassasiyetini
degerlendirmede dikkate alinan 6nemli bir kriter olan canlilik oran1 (Munns 2002)
bakimindan bu ¢alismada yer alan genotiplerin NaCl+CaCl,.2H,0 konsantrasyonlarina
tepkilerinin farkli oldugu belirlenmistir. Ankara armudu, QA ve Ahlat-3 genotiplerinde
tim tuz seviyelerinde siirglinlerin canlilik orani yiiksek degerlerde (%80.5-100.0)
bulunmus ve OHXF 333 genotipinde sadece en yiiksek tuz seviyesinde (300 mM
NaCl+30 mM CacCl,.2H,0) canlilik oran1 6nemli diizeyde diisiis (%77.66) gostermistir.
Ahlat-1 ve Ahlat-2 genotiplerinde ise ¢alismamizin diisiik tuz seviyelerinde (sirasiyla
150 mM NaCl+15 mM CaCl,.2H,0 ve 75 mM NaCl+7.5 mM CaCl,.2H,0) siirgiinler
canliligin1 6nemli diizeyde (%61.0 ve %69.16) kaybetmistir (Cizelge 4.1). Bu sonug,
canlilik oran1 bakimindan Ankara armudu, QA ve Ahlat-3 genotiplerinin digerlerine
gore yiiksek tuz seviyelerine karsi daha tolerant oldugunu gostermektedir. Siirgiinlerin
canlilik oranlar ile ilgili bulgularimiz ahlat genotipleri arasinda bu bakimdan 6nemli
farkliliklar bulunduguna isaret etmektedir. Okubo ve Sakuratani (2000) saksida
yetistirdikleri 2 yash bitkilerde Pyrus betulifolia genotipinde 100 mM NaCl
uygulamasinda yiiksek canlilik orani ve hafif yaprak hasari belirlerken, P. pyrifolia
genotipinde 25 mM NaCl uygulamasinda yapraklarda siddetli zararlanma ve test
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bitkilerinde 6liimler saptadiklarini bildirmislerdir. Calismamizda ise 75 mM ve 150 mM
NaCl konsantrasyonlarinda sadece Ahlat-1 ve Ahlat-2 genotiplerinde canlilik oranlari
digerlerinden daha diisiik olmus ve bu degerler de %60 seviyelerinde kaydedilmistir.
Tuzluluk stresinin in vitro kosullarda test edildigi bir diger ¢alismada da Vijayan vd.
(2003) dutun mikro siirgilinlerinin tuzluluga tepkisinin genotiplere gore biiyiikk degisim
gosterdigini belirlemiglerdir. Arastiricilar, Englishblack dut genotipinde %1.0 NaCl
(215.5 mM) seviyesinde siirgiinlerin %50.0’sinin canli kaldigini, Kolitha-3 genotipinde
ise bu canlilik diizeyinin %0.25 NaCl seviyesinde (43.1 mM) saptandiginm
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada ortalama siirgiin sayisi genotiplerin tamaminda tiim tuz seviyelerinde
kontrole gore istatistiksel anlamda 6nemli diizeyde daha diisiikk bulunmustur. Bu bulgu,
turung (Shiyab vd. 2003), kivi (Sotiropoulos vd. 2004), armut (Sotiropoulos vd. 2006),
GF 677 ve nemared (Sotiropoulos vd. 2006), elma (Sotiropoulos 2007), CAB-6P (visne)
(Chatzissavvidis vd. 2008), Citrus macrophylla (Perez-Tornero vd. 2009) genotiplerinde
elde edilen bulgular ile uyumluluk gostermektedir. Sotiropoulos vd. (2006), OH x F 333
armut klon anacinda in vitro kosullarda MS besin ortaminda en yiiksek siirgiin sayisini
borun 0.1 mM ve NaCl’iin 0-20 mM dozlarinda (2.6-2.7 adet) elde etmislerdir. Borun
tuzluluk stresi amaciyla besin ortamina katilmadigi ¢alismamizda ise in vitro kosullarda
bu genotipte kontrol uygulamasinda siirgiin sayis1 5.11 adet/eksplant olarak

belirlenmistir.

Calismamizda, genotiplerin ortalamasi olarak tuz konsantrasyonlariin yiikselmesi ile
birlikte ortalama siirgiin kalinlik diizeyi azalmistir. Bununla birlikte ortalama siirgiin
uzunlugu, tuz uygulamalarinda kontrole goére daha diisiik degerlerde kaydedilmemistir.
Baz1 “genotip x tuz uygulamas1” interaksiyonlarinda yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
ortalama siirgiin uzunlugu daha yiiksek degerlerde bulunmustur. Bu sonug¢ Sotiropoulos
vd.’nin (2006) bulgular ile uyumluluk gostermistir. Arastirict OH x F 333 armut klon
anacinda en uzun siirgiinleri denemedeki en yiiksek tuz konsantrasyonu olan 80 mM
NaCl ile uygulamasinden elde ettigini bildirmistir. Bu bulgularin tersine dut (Vijayan vd.
2003), ac1 badem (Shibli vd. 2003), Citrus (Shiyab vd. 2003, Perez-Tornero vd. 2009,
Ghaleb vd. 2010), kivi (Sotiropoulos vd. 2004), armut (Sotiropoulos vd. 2006), GF 677
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ve nemared (Sotiropoulos vd. 2006), elma (Sotiropoulos 2007), Gisela 5 (Erturk vd.
2007), zeytin (Troncoso vd. 2008) ve ayvada (Sotiropoulos vd. 2008) yiiriitilmiis
caligmalarda tuz konsantrasyonlarinin artmasi ile birlikte mikro siirgiinlerin

uzunluklarinda azalma saptanmustir.

Bu calismada mikro silirgiinlerin dip kisminda kallus olusumu besin ortamindaki
tuzlardan etkilenmistir. Kalus ¢api, tuz konsantrasyonlarinin yiikselmesi ile birlikte genel
olarak diisiis goOstermistir. Benzer sonug, bugday (Barakat ve Abdel-Latif 1996) ve
kirmizi fasulyede (Thiagarajan vd. 2013) de belirlenmistir. Bu bakimdan bulgularimiz

aragtiricilarin bulgulart ile paralellik gostermistir.

Calismamizda mikro siirglinlerin zararlanma diizeyi tuz konsantrasyonunun artmasi ile
birlikte 6nemli diizeyde yiikselmistir. En siddetli zarar diizeyi 300 mM NaCl+30 mM
CaCl,.2H,0 uygulamasinda belirlenmistir. Bu bakimdan genotipler arasindaki
farkliliklarin da 6nemli bulundugu ¢aligmamizda OHXF 333, QA ve Ankara armudu
genotiplerinin, ahlat genotiplerine gore tuz stresinden daha az etkilendigi saptanmaistir.
Matsumoto vd. (2006a), tuza dayaniklilik bakimindan dis kosullarda tiirler arasinda
yaptiklar1 karsilastirmalarda Asya yabani armut tiirlerinin (P. betulaefolia Bunge, P.
pyrifolia Nakai ve P. xerophila Yu), Akdeniz yabani armut tiirlerine (P. amygdaliformis
Vill. ve P. elaeagrifolia Pall.) gore stresten daha fazla etkilendigini, 30 giin boyunca 75
mM ve 150 mM NaCl solusyonu ile sulamadan sonra Akdeniz tiirlerinde yaprak
zararlanmasi1 gozlenmezken, Asya tilirlerinde yapraklarda zararlanmalar meydana
geldigini belirlemislerdir. Arastiricilarin kokli bitkilerde dis kosullarda elde ettikleri
bulgular ¢alisgmamizda ulastigimiz bulgular ile kismen uyumluluk gostermektedir.
Calismamizda da in vitro kosullarda koksiiz mikro siirgiinlerde 75 mM ve 150 mM
NaCl seviyelerinde genel olarak diger Avrupa armut genotiplerinin yani sira ahlat

genotiplerinde de yiiksek diizeylerde zararlanma meydana gelmemistir.

Bu c¢aligmada tuz konsantrasyonunun artmasi ile birlikte genotiplerin ortalamasi olarak
yas agirlik degerleri onemli diizeyde diisiis gostermis ve en yiiksek degerler Ahlat-3,
QA ve Ankara armudu genotiplerinden elde edilmistir. Oysa, Sotiropoulos vd. (2006),
OH x F 333 armut klon anacinda 0.1 bor ile birlikte 80 mM NaCl tuz uygulamasinda

81


http://link.springer.com/search?facet-author=%22M.+N.+Barakat%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22T.+H.+Abdel-Latif%22

taze agirlik degerini (0.135 g), 0 mM NaCl uygulamasina (0.103 g) gore 6nemli
diizeyde daha yiiksek bulmuslardir. Bununla birlikte arastiricilarn 0 mM NaCl
uygulamasindan elde ettikleri yas agirlik degeri, ¢alismamizda bu genotipte kontrol
uygulamasinda belirledigimiz degerden (0.39 @) bir hayli disiiktiir. Bulgularimiz ile
uyumlu olarak tuzluluk stresi altinda dut (Vijayan vd. 2003), armut (Sotiropoulos vd.
2006), GF 677 ve nemared (Sotiropoulos vd. 2006), elma (Sotiropoulos 2007), ayva
(Sotiropoulos vd. 2008) ve Citrus (Perez-Tornero vd. 2009, Ghaleb vd. 2010)

genotiplerinde de siirgiinlerin yas agirliginin azaldig bildirilmistir.

Calismamizda ayrica 225 mM NaCl+22.5 mM CaCl,.2H,0 tuz stresi altinda armut,
ahlat ve ayva genotiplerinde 24, 48, 96 ve 192 saat dilimlerinde dehidrin gen ifade
seviyeleri de aragtirilmigtir. Tuz stresi kosullarinda genotipler zaman dilimi iginde farkli
ifadeler gostermistir. Benzer sekilde tuz stresi altinda yabani nohut (Bhattarai ve Fettig
2005) ve fasulye (Hernandez-Lucero vd. 2014) bitkilerinde de zaman dilimi iginde
dehidrin gen ifadelerinin farkli oldugu gosterilmistir. Bulgularimiz, Quince A, Ahlat-3,
OHXF 333, Ahlat-2 (24 saat) ve Ankara armudu (48 saat) genotiplerinin dehidrin gen
ifadesi bakimindan tuzluluk stresine daha erken cevap verdigini, Ahlat-1 Ankara
armudu ve OHxF 333 genotiplerinde 192 saatlik dilimde gen ifadelerinin diger
genotiplerden daha yiiksek diizeyde oldugunu gdstermistir. Dehidrin geninin ifadesi
bakimindan tuz stresine erken cevap veren genotiplerden ozellikle QA, Ahlat-3 ve
Ahlat-2’de 24 saatten sonraki zaman dilimlerinde gen ifadesi diisik seviyelerde
olmustur. Shen vd. (2004) Boea crassifolia bitkilerinde in vitro kosullarda 150 mM
NaCl tuz stresi altinda 8 saatlik uygulamada BcDh2 gen ifadesinin yiikseldigini, ancak
24 saat sonra bunun diisiise gectigini bildirmislerdir. Oztiirk vd. (2002) de arpada
benzer bulgular elde etmislerdir. Hernandez-Lucero vd. (2014) de fasulyede 2 ve 5 giin
sireyle 200 mM NaCl uygulamasi sonrasinda dehidrin gen ifadesinin 2 giinliik
uygulamada artis, 5 gilinlik uygulamada ise diislis gosterdigini belirtmislerdir.
Bulgularimiz arastiricilarin bulgular ile parelellik gdstermektedir. Calismamizda ayrica
Ankara armudu ve Ahlat-1 genotiplerinde ilk 24 saatte gen ifadesinin diisiik oldugu,
ancak 48 saat uygulamasindan sonra bunun artig gosterdigi, 192 saat uygulamasindan

sonra ise hala yiiksek seviyelerini korudugu belirlenmistir. Bu bulgumuz ise Xiao vd.
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(2007), piringte 200 mM NaCl uygulamalarindan sonra (1, 3, 6, 18, 36 ve 72 saat)

dehidrin geninin ifadesinin zaman i¢inde artis gosterdigi bulgusu ile uyumludur.

Sonu¢ olarak, bu caligmada yer alan armut, ahlat ve ayva genotiplerinin mikro
strgiinleri  in  vitro kosullarda besin ortamimnda NaCl+CaCl,.2H,0 tuz
konsantrasyonlarinin artisi ile birlikte farkli diizeylerde siirgiinlerde biiyiime ve gelisme
Ozellikleri bakimindan gerilik ve zararlanmalar gostermistir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda ortamda ¢6ziinebilir madde kapsamindaki artisinin bir sonucu
olarak osmotik potansiyelin yiikselmesi ve iyonlarin toksik etkisi nedeniyle tuzlu
kosullarda bitkiler strese girmektedir (Sotiropoulos vd. 2006). Bitkiler tuzluluga karsi
cesitli mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalar bir enerji tiikketimini
gerektirmektedir. Stres altinda osmotik diizenlemeler icin kullanilan organik
bilesiklerin ~ yapiminda ihtiyag  duyulan enerji, bitkilerin = gelisimi igin
kullanilamadigindan onlarin biiylime ve gelismelerini sinirlandirabilmektedir (Stavarek
ve Rains 1984). Ayrica gévde su potansiyeli ve yaprak i¢ dis CO; oranlarinin NaCl
uygulamasiyla azalmasi fotosentetik diisiise ve bitkideki su potansiyelindeki azalmayla
uyarilan stoma kapanmasina neden olabilmektedir. Farkli bitki genotiplerinin tuz
stresine toleranshigi bu bitkilerde yapraklara Na* ve CI” tagmimini smirlayan, gévdede
tuzu diglayan mekanizmalara sahip oluslari ile agiklanabilmektedir (Matsumoto vd.
2006b, Chatzissavvidis vd. 2008).

Calismamizda Ahlat-3, Quince A ve Ankara armudu genotiplerinin mikro siirglinlerinin
ozellikle yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (225 mM NaCl+22.5 mM CaCl,.2H,0 ve
300 mM NaCl+30 mM CaCl,.2H,0) canliliklarini yiiksek oranlarda (%97.16-80.50)
devam ettirmesi bunlarin tuz stresine karsi toleransli olabilecegi kanaatini
dogurmaktadir. Bu genotiplerin, 225 mM NaCl+22.5 mM CaCl,.2H,0 tuzluluk stresi
altinda dehidrin gen ifadesi daha erken olan genotipler kapsaminda yer aldig: dikkat
cekmektedir. Ileriki c¢alismalarda tuz stresinin  molekiiler ~mekanizmasinin
aydinlatilmas1 amaciyla bu genotiplerde dehidrin gen ifadesi i¢in tuz stresi altinda uzun
zaman dilimlerinin yaninda daha kisa zaman dilimlerinin (0-48 saat) detayh

incelenmesi Onerilmektedir.
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Bu ¢alismada, mikro siirgiinlerin koksiiz olmasi nedeni ile stres cevabini alabilmek i¢in
uygulanmis olan yiiksek tuz konsantrasyonu (225 mM NaCl+22.5 mM CacCl,.2H,0)
muhtemelen osmotik stres oranlarinin iizerinde kalmistir. Bu yliksek tuz uygulamasi ile
iyon dengesinin bozulmasi, buna ek olarak genotip farkliliklari, gen ifadesinde 6zellikle
zamana gore farkliliklar olusturmustur. Bu nedenle ileri donemlerde koklii mikro
stirglinler ya da bitkiler ile diislik tuz konsantrasyonlarinda yiiriitiilecek ¢aligmalar ile

dehidrin gen ifadesi-zaman iliskileri daha net ortaya ¢ikabilecektir.

84



KAYNAKLAR

Al Mansoori, T.A., Alaa EIl-Deen, M.N. and Caligari, P.D.S. 2007. Evaluation of in
vitro screening techniques for salt tolerance in date palm. Acta Horticulturae,
736; 301-307.

Alcazar, R., Marco, F., Cuevas, J.C., Patron, M., Ferrando, A., Carrasco, P., Tiburcio,
A.F. and Altabella, T. 2006. Involvement of polyamines in plant response to
abiotic stress. Biotechnology Letters, 28; 1867-1876.

Andreu, P., Arbeloa, A., Lorente, P. and Marin, J.A. 2011. Early detection of salt stress
tolerance of Prunus rootstocks by excised root culture. HortScience, 46 (1); 80-
85.

Anonim. 2014. Web Sitesi: http://www.khgm.gov.tr, Erisim Tarihi: 20.04.2014.

Anonymous. 2009. Web Sitesi: http://frodo.wi.mit.edu, Erigim Tarihi: 01.02.2009.

Anonymous. 2012. Web Sitesi: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, Erisim Tarihi:
15.03.2012.

Anonymous. 2014. Web Sitesi: http://faostat.fao.org, Erisim Tarihi: 20.04.2014.

Artlip, T.S., Callahan, A.M., Bassett, C.L. and Wisniewski, M.E. 1997. Seasonal
expression of a dehydrin gene in sibling deciduous and evergreen genotypes of
peach (Prunus persica [L.] Batsch). Plant Molecular Biology, 33; 61-70.

Artlip, T.S. and Wisniewski, M.E. 1997. Tissue-specific expression of a dehydrin gene
in one-year-old ‘Rio Oso Gem’ peach trees. Journal of The American
Society for Horticultural Science, 122; 784-787.

Aruani, M.C., Barnes, N., Striebeck, G., Osre, B. and Machuca, Y. 2011. Physical and
physico-chemical properties of saline soils and effects on yield and quality of
‘Williams” pear in the Upper Rio Negro Valley, Argentina. Acta Horticulturae,
909; 303-308.

Awang, Y.B. and Atherton, J.G. 1994. Salinity and shading effects on leaf water
relations and ionic composition of strawberry plants grown on rockwool.
Journal of Horticultural Science, 62(2); 377-383.

85


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bassett%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16452071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wisniewski%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16452071

Aygiin, A., San, B., Koltarla, A., Erdogan, V., Giines, N. ve Dumanoglu, H. 2007.
Ankara armudu klonlarinin siirglin ucu kiiltiirii ile in vitro ¢ogaltim1.V. Ulusal
Bahge Bitkileri Kongresi. 4-7 Eyliil 2007. Bildiriler Kitab, Cilt: 1, s. 202-206;
Erzurum.

Aziz, B.A., Suraya, A.N. and Zain, H.S.M. 2011. The effect of NaCl on the mineral
nutrient and photosynthesis pigments content in pineapple (Ananas comosus)
in vitro plantlets. Acta Horticulturae, 902; 245-251.

Bahmani, R., Gholami, M., Mozafari, A.A. and Alivaisi, R. 2012. Effects of salinity on
in vitro shoot proliferation and rooting of apple rootstock MM 106. World
Applied Sciences Journal, 17(3); 292-295.

Banuls, J., Legaz, F. and Primo-Millo, E. 1991. Salinity-calcium interactions on growth
and ionic concentration of Citrus plants. Plant and Soil, 133; 39-46.

Barakat, M.N. and Abdel-Latif, T.H. 1996. In vitro selection of wheat callus tolerant to
high levels of salt and plant regeneration. Euphytica, 91; 127-140.

Bartelsa, D. and Sunkara, R. 2005. Drought and salt tolerance in plants. 2005. Critical
Reviews in Plant Sciences, 24; 23-58.

Bartels, D. and Sunkar, R. 2005. Drought and salt tolerance in plants. Critical Reviews
in Plant Sciences, 24; 23-58.

Bassett, C.L., Wisniewski, M.E., Artlip, T.S, Richart, G., John, L., Norelli, G.J and
Farrell, J.R. 2009. Comparative expression and transcript initiation of three
peach dehydrin genes. Planta, 230(1); 107-118.

Bernstein, L. 1975. Effects of salinity and sodicity on plant growth.
The Annual Review of Phytopathology, 13; 295-312.

Bhattarai, T. and Fettig, S. 2005. Isolation and characterization of a dehydrin gene from
Cicer pinnatifidum, a drought-resistant wild relative of chickpea. Physiologia
Plantarum, 123; 452-458.

Boland, A.M., Martin, S. and Jerie, P. 1997. Effects of saline irrigation on fruit growth
of peach and nectarine. Acta Horticulturae, 449; 615-622.

86


http://link.springer.com/search?facet-author=%22M.+N.+Barakat%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22T.+H.+Abdel-Latif%22
http://link.springer.com/journal/10681
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Bartels%2C+D
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Sunkar%2C+R

Bracci, T., Minnocci, A. and Sebastiani, L. 2008. In vitro olive (Olea europaea L.) cvs
Frantoio and Moraiolo microshoot tolerance to NaCl. Plant Biosystems, 142;
563-571.

Bresler, E., McNeal, B.L. and Carter, D.L. 1982. Saline and Sodic Soils-Principles-
Dynamics-Modeling. Springer, 236 p., Berlin.

Brini, F., Hanin, M., Lumbreras, V., Amara, I., Khoudi, H., Hassairi, A., Pages, M. and
Masmoudi, K. 2007. Overexpression of wheat dehydrin DHN-5 enhances
tolerance to salt and osmotic stress in Arabidopsis thaliana. Plant Cell Reports,
26(11); 2017-2026.

Chartzoulakis, K.S., Therios, I.N. and Misopolinos, N.D. 1995. Growth, ion content
and photosynthetic performance of salt-stressed kiwifruit plants. Irrigation
Science, 16; 23-28.

Chatzissavvidis, C., Veneti, G., Papadakis, I. and Therios, I.N. 2008. Effect of NaCl and
CacCl; on the antioxidant mechanism of leaves and stems of the rootstock CAB-
6P (Prunus cerasus L.) under in vitro conditions. Plant Cell Tissue and Organ
Culture, 95; 37-45.

Chauhan, R.P.S., Chauhan, C.P.S. and Kumar, D. 1980. Free proline accumulation in
cereals in relation to salt tolerance. Plant and Soil, 57; 167-175.

Chelli-Chaabouni, A., Mosbah, A.B., Maalej, M., Gargouri, K., Gargouri-Bouzid, R.
and Drira, N. 2010. In vitro salinity tolerance of two pistachio
rootstocks: Pistacia veraL. andP. atlantica Desf. Environmental and
Experimental Botany, 69; 302-312.

Chinnusamy, V., Jagendorf, A. and Zhu, J.K. 2005. Understanding and improving salt
tolerance in plants. Crop Science, 45; 437-448.

Cramer, M.D. and Lips, S.H. 1995. Enriched rhizosphere CO, concentrations can
ameliorate the influence of salinity on hydroponically grown tomato plants.
Physiologia Plantarum, 94; 425-432.

Creda, A., Nieves, M. and Guillen, M.G. 1990. Salt tolerance of lemon tress as affected
by rootstock. Irrigation Science, 11; 245-249.

Cavusoglu, K. ve Kabar, K. 2008. Baz1 bitki biiylime diizenleyicilerinin tuzlu kosullar
altindaki arpa tohumlarinin ¢imlenmesi tizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi.

Firat Universitesi Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi, 20(1); 43-55.

87


http://www.researchgate.net/researcher/57070791_T_BRACCI
http://www.researchgate.net/researcher/2003860139_A_MINNOCCI
http://www.researchgate.net/researcher/2043125521_L_SEBASTIANI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brini%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17641860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amara%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17641860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hassairi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17641860
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847210001218
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847210001218
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847210001218
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847210001218
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847210001218
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00988472
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00988472

Dodds J.H. and Roberts, L.W. 1993. Experiments in Plant Tissue Culture. Cambridge
University Press, 231 p., New York.

Dolcet-Sanjuan, R., Mok, D.W.S. and Mok, M.C. 1990. Micropropagation of Pyrus and
Cydonia and their responses to Fe-limiting conditions. Plant Cell Tissue and
Organ Culture, 21; 191-199.

Donnini, S., Cinelli, F., Sensale, L., Muleo, R., Zocchi, G. and Ranieri, A. 2008. Pear
plantlets cultured ‘in vitro’ under lime-induced chlorosis display a better
adaptive strategy than quince plantlets. Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
93; 191-200.

Donnini, S., Castagnab, A., Ranierib, A. and Zocchia, G. 2009. Differential responses in
pear and quince genotypes induced by Fe deficiency and bicarbonate. Journal
of Plant Physiology, 166; 1181-1193.

Dziadczyk, P., Bolibok, H., Tyrka, M. and Hortynski, J.A. 2003. In vitro selection of
strawberry (Fragaria x ananassa duch.) clones tolerant to salt stress.
Euphytica, 132; 49-55.

Erturk, U., Sivritepe, N., Yerlikaya, C., Bor, M., Ozdemir, F. and Turkan, I. 2007.
Responses of the cherry rootstock to salinity in vitro. Biologia Plantarum,
51(3); 597-600.

Flower, T.J., Troke, P.F. and Yeo, A.R. 1977. The mechanism of salt tolerance in
halophytes. Annual Review of Plant Physiology, 28; 89-252.

Gambino, G., Perrone, I. and Gribaudo, I.A. 2008. Rapid and effective method for RNA
extraction from different tissues of grapevine and other woody plants.
Phytochemical Analysis, 19(6); 520-525.

Garcia-Agustin, P. and Primo-Millo, E. 1995. Selection of a NaCl tolerant Citrus plant.
Plant Cell Reports, 14; 314-318.

Garcia-Banuelos, M.L., Gardea, A.A., Winzerling, J.J. and Vazquez-Moreno, L. 2009.
Characterization of a midwinter-expressed dehydrin (DHN) gene from apple
trees (Malus domestica). Plant Molecular Biology Reporter, 27; 476-487.

Ghaleb, W.S., Sawwan, J.S., Akash, M.W. and Al-Abdallat, A.M. 2010. In vitro
response of two Citrus rootstocks to salt stress. International Journal of Fruit
Science, 10(1); 40-53.

88


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Silvia+Donnini%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Fabrizio+Cinelli%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Luca+Sensale%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Rosario+Muleo%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Graziano+Zocchi%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Annamaria+Ranieri%22
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161709000285
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161709000285
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161709000285
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161709000285#aff2
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161709000285
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161709000285
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01761617
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01761617
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Alfonso+A.+Gardea%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Joy+J.+Winzerling%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Luz+Vazquez-Moreno%22

Ghosh, S.C., Asanuma, K., Kusutani, A. and Toyota, M. 2001. Effect of salt stress on
some chemical components and yield of potato. Soil Science and Plant
Nutrition, 47; 467-475.

Gonzalez-Rosas, H., Salazar-Garcia, S., Ramirez-Reyes, G., Rodriguez-Ontiveros, J.L.
and Ramos-Villasenor, A.C. 2003. Preliminary results on in vitro selection for
tolerance to chloride excess in avocado. Revista Chapingo Serie Horticultura,
9(1); 39-43.

Gorham, J., Wyn Jones, R.G. and Mcdonnell, E. 1985. Stone mechanisms of salt
tolerance in crop plants. Plant and Soil, 89; 15-40.

Grattan, S.R. and Grieve, C.M. 1999. Salinity-mineral nutrient relation in horticultural
crops. Scientia Horticulturae, 78; 127-157.

Groppa, M.D. and Benavides, M.P. 2008. Polyamines and abiotics stress: recent
advances. Amino Acids, 34; 35-46.

Habibi, F. and Amiri, M.E. 2013. Influence of in vitro salinity on growth, mineral
uptake and physiological responses of two Citrus rootstocks. International
Journal of Agronomy and Plant Production, 4; 320-1326.

Hamrouni, L., Abdallah, F.B., Chedly Abdelly, C. and Ghorbel, A. 2008. In vitro
culture: a simple and efficient way for salt-tolerant grapevine genotype
selection. Plant Biology and Pathology, 331(2); 152-163.

Hasegawa, P.M., Bressan, R.A., Zhu, J.K. and Bohnert, H.J. 2000. Plant cellular and

molecular responses to high salinity. Annual Review of Plant Physiology, 51;

463-499.

Hekmetshoar, H. 1999. Plant Physiology Under Stress. Tabriz University Press, 345 p.,
Tabriz.

Hellebust, J.A. 1976. Osmoregulation. Annual Review of Plant Physiology, 27; 485-
506.

Hernandez-Lucero, E., Rodriguez-Hernandez, A., Ortega-Amaro, M.A. and Jimenez-
Bremont, J.F. 2014. Differential expression of genes for tolerance to salt stress
in common bean (Phaseolus vulgaris L.). Plant Molecular Biology Reporter,
32; 318-327.

Jackson, J.E. 2005. Biology of Apples and Pears. Cambridge University Press, 488 p.,
New York.

89


http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Habibi%2C+F.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Amiri%2C+M.+E.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=do%3A%22International+Journal+of+Agronomy+and+Plant+Production%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=do%3A%22International+Journal+of+Agronomy+and+Plant+Production%22
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1631069107003411
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1631069107003411
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1631069107003411
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1631069107003411

Kumari, G., Jyothsna, K.G., Giridara, K.S., Thippeswamy, M., Annapurnadevi, A.,
Thimma, N.S. and Chinta, S. 2007. Effect of salinity on growth and proteomic
changes in two cultivars of mulberry (Morus alba L.) with contrasting salt
tolerance. Indian Journal of Biotechnology (1JBT), 6; 508-518.

Kalefetoglu, T. ve Ekmekei, Y. 2005. The efffects of drought on plants and tolerance
mechanisms (Review). Gazi Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 18(4); 723-
740.

Kog, S. 2005. Fasulyelerde Tuzluluga Tolerans Bakimindan Genotipsel Farkliliklarin
Erken Bitki Gelisim Asamasinda Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi. Cukurova
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana.

Koc, N.K., Bas, B., Koc, M. and Kusek, M. 2009. Investigations of in vitro selection for
salt tolerant lines in sour orange (Citrus aurantium L.). Biotechnology, 8; 155-
159.

Kosova, K., Vitamvas, P. and Prasil, I.T. 2007. The role of dehydrins in plant response
to cold. Biologia Plantarum, 51(4); 601-617.

Koksal, A.I., Dumanoglu, H. ve Giines, N. 2002. Ankara Armudu. Ankaralilar Vakfi
Yaymlari, No: 3, Ajans-Tiirk Basin ve Basim A.S., 51 s., Ankara.

Lauchli, A. and Luttge, U. 2004. Salinity: Environment-Plants-Moleculles. Kluwer, 552
p., The Netherlands.

Leopard, A.C. and Willing, R.P. 1984. Evidence for toxicity effects of salt on
membranes, In: Salinity Tolerance in Plant. Staplea, R.C. and Toenniessen,
G.H. (eds), John Wiley and Sons, Inc., 67-76, New York.

Levi, A, Panta, G.R., Parmentier, C.M., Muthalif, M.M., Arora, R., Shanker, S. and
Rowland, L.J. 1999. Complementary DNA cloning, sequencing and expression
of an unusual dehydrin from blueberry floral buds. Physiolgia Plantarum,
107(1); 98-109.

Levitt, J. 1972. Responces of Plants to Environmental Stresses. Academic Press, Inc.
697 p., New York.

Liang, D., Xia, H., Wu, S. and Ma, F. 2012. Genome-wide identification and expression
profiling of dehydrin gene family in Malus domestica. Molecular Biology
Reports, 39; 10759-10768.

90


http://nopr.niscair.res.in/handle/123456789/38
http://www.springerlink.com/content/?Author=P.+V%c3%adt%c3%a1mv%c3%a1s

Lioyd, J., Kriedeman, P.E. and Aspinall, D. 1990. Contrast between Citrus species in
response to salinisation: an analysis of photosynthesis and water relations for
different rootstock-scion combination. Physiologia Plantarum, 78; 236-246.

Lombard, P.B. and Westwood, M.N. 1987. Pear rootstocks, In: Rootstocks for Fruit
Crops. Rom, R.C. and Carlson, R.F. (eds), A Wiley-Interscience Publication,
John Wiley and Sons, Inc., 145-183, New York.

Mahajan, S. and Tuteja, N. 2005. Cold, salinity and drought stresses: an overview.
Archives of Biochemistery and Biyophisics, 444; 139-158.

Mahmoudi, S. and Hakimiyan, M. 1995. Principles of Soil. Tehran Univerity Press, 475
p., Tehran.

Matsumoto, K., Tamura, F., Chun, J.P. and Tanabe, K. 2006a. Native Mediterranean
Pyrus rootstock, P. amygdaliformis and P. elaeagrifolia, present higher
tolerance to salinity stress compared with Asian Natives. Japanese Society for
Horitulcultural Science, 75(6); 450-457.

Matsumoto, K., Chun, J.P., Tamura, F., Kamamoto, Y. and Tanabe, K. 2006b. Salt
tolerance in Pyrus species is linked to levels of Na and CI translocation from
roots to leaves. Japanese Society for Horitulcultural Science, 75(5); 385-391.

Matsumoto, K., Tamura, F., Chun, J.P., Ikeda, T., Imanishi, K. and Tanabe, K. 2007.
Enhancement in salt tolerance of Japanese pear by using Pyrus betulaefolia
rootstock. Horticulture Research, 6(1); 47-52.

Matsumoto, K., Tamura, F., Chun, J.P., Zhang, C. and Tanabe, K. 2008. Influences of
NaCl on the growth, photosynthesis, ion and water relations in rootstocks of
Japanese pear. Acta Horticulturae 772; 231-235.

Mayor, A., Pineda, B., Garcia-Abellan, J.O., Anton, T., Garcia-Sogo, B., Sanchez-Bel,
P., Flores, F.B., Atares, A., Angosto, T., Pintor-Toro, J.A., Moreno, V.
and Bolarin, M.C. 2012. Overexpression of dehydrin tas14 gene improves the
osmotic stress imposed by drought and salinity in tomato. Journal of Plant
Physiology, 169(5); 459-468.

Molassiotis, A.N., Sotiropoulos, T., Tanou, G., Kofidis, G, Diamantidis, G. and
Therios, E. 2006. Antioxidant and anatomical responses in shoot culture of the
apple rootstock MM 106 treated with NaCl, KCI, mannitol or sorbitol.
Biologia Plantarum, 50; 331-338.

91


http://www.jstage.jst.go.jp/search/?typej=on&typep=on&typer=on&d3=au&dp3=Kenji+Tanabe&ca=999999&alang=all&rev=all&pl=20&search=%8C%9F%8D%F5%8E%C0%8Ds
http://www.jstage.jst.go.jp/search/?typej=on&typep=on&typer=on&d3=au&dp3=Kazuhiro+Matsumoto&ca=999999&alang=all&rev=all&pl=20&search=%8C%9F%8D%F5%8E%C0%8Ds
http://www.jstage.jst.go.jp/search/?typej=on&typep=on&typer=on&d3=au&dp3=Jong-Pil+Chun&ca=999999&alang=all&rev=all&pl=20&search=%8C%9F%8D%F5%8E%C0%8Ds
http://www.jstage.jst.go.jp/search/?typej=on&typep=on&typer=on&d3=au&dp3=Fumio+Tamura&ca=999999&alang=all&rev=all&pl=20&search=%8C%9F%8D%F5%8E%C0%8Ds
http://www.jstage.jst.go.jp/search/?typej=on&typep=on&typer=on&d3=au&dp3=Yoko+Kamamoto&ca=999999&alang=all&rev=all&pl=20&search=%8C%9F%8D%F5%8E%C0%8Ds
http://www.jstage.jst.go.jp/search/?typej=on&typep=on&typer=on&d3=au&dp3=Kenji+Tanabe&ca=999999&alang=all&rev=all&pl=20&search=%8C%9F%8D%F5%8E%C0%8Ds
http://www.jstage.jst.go.jp/search/?typej=on&typep=on&typer=on&d3=au&dp3=Kazuhiro+Matsumoto&ca=999999&alang=all&rev=all&pl=20&search=%8C%9F%8D%F5%8E%C0%8Ds
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ant%C3%B3n%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22226709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sanchez-Bel%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22226709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sanchez-Bel%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22226709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Angosto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22226709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pintor-Toro%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22226709
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01761617
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01761617

Montoliu, A., Lopez-Climent, M.F., Arbona, V., Perez-Clemente, R.M. and Aurelio,
Gomez-Cadenas, A. 2009. A novel in vitro tissue culture approach to study salt
stres responses in Citrus. Plant Growth Regulation, 59; 179-187.

Munns, R. 2005. Genetic and salt tolerance: bringing them together. New Phytologist,
167; 645-663.

Musacchi, S., Quartieri, M. and Tagliavini, M. 2006. Pear (Pyrus communis) and quince
(Cydonia oblonga) roots exhibit different ability to prevent sodium and
chloride uptake when irrigated with saline water. European Journal
of Agronomy, 24; 268-275.

Myers, B.A., West, D.W., Callinan, L. and Hunter, C.C. 1995. Long term effects of
saline irrigation on the field and growth of mature Williams pear trees.
Irrigation Science, 16; 35-46.

Okubo, M., Furukawa, Y. and Sakuratani, T. 2000. Growth, flowering and leaf
properties of pear cultivars grafted on two Asian pear rootstock seedlings under
NaCl irrigation. Scientia Horticulturae, 85; 91-101.

Okubo, M. and Sakuratani, T. 2000. Effects of sodium chloride on survival and stem
elongation of two Asian pear rootstock seedlings. Scientia Horticulturae, 85;
85-90.

Ozturk, Z.N., Talame, V., Deyholos, M., Michalowski, C.B., Galbraith, D.W.,
Gozukirmizi, N., Tuberosa, R. and Bohnert, H.J. 2002. Monitoring large-scale
changes in transcript abundance in drought and salt stressed barley. Plant
Molecular Biologyl, 48; 551-573.

Palombi, M.A., Lombardo, B. and Caboni, E. 2007. In vitro regeneration of wild pear
(Pyrus pyraster Burgsd) clones tolerant to Fe-chlorosis and somaclonal
variation analysis by RAPD markers. Plant Cell Reports, 26; 489-496.

Perez-Tornero, O., Tallon, C.1., Porras, I. and Navarro, J.M. 2009. Physiological and
growth changes in micropropagated Citrus macrophylla explants due to
salinity. Journal of Plant Physiology, 166; 1923-1933.

Picchoni, G.A., Miyamoto, S. and Storey, J.B. 1990. Salt effects on growth and ion
uptake of pistachio rootstock seedling. Journal of the American Society for
Horticultural Science, 115; 647-653.

92


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423899001417
http://www.researchgate.net/researcher/2021100426_Yoshishige_Furukawa
http://www.researchgate.net/researcher/2021157935_Tetsuo_Sakuratani
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423899001417
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423899001417
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03044238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=P%C3%A9rez-Tornero%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tall%C3%B3n%20CI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Porras%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Navarro%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19604601

Plaut, Z. 1997. Irrigation with low-quality water: effects on productivity, fruit quality
and physiological processes of vegetable crops. Acta Horticulturae, 449; 591-
597.

Ponnamperuma, F.N. 1984. Role of cultivar tolerans in inceasing rice production on
saline lands, In: Salinity Tolerance in Plants. Staples, R.C. and Toenniessen,
G.H. (eds), John Wiley and Sons, Inc., 255-271, New York.

Porcel, R., Azcon, R. and Juan Ruiz-Lozano, M. 2005. Evaluation of the role of genes
encoding for dehydrin proteins (LEA D-11) during drought stress in arbuscular
mycorrhizal Glycine max and Lactuca sativa plants. Journal of Experimental
Botany, 56; 1933-1942.

Puhakainen, T., Hess, M.W., Makela, P., Svensson, J., Heino, P. and Palva, E. T. 2004.
Overexpression of multiple dehydrin genes enhances tolerance to freezing
stress in Arabidopsis. Plant Molecular Biology, 54; 743-753.

Rai, A. and Takabe, T. 2006. Abiotic Stress Tolerance in Plants. Toward the
Improvement of Global Environment and Food. Springer, 256 p., The
Netherlands.

Rengasamy, P. 2006. World salinization with emphasis on Australia. Journal of
Experimental Botany, 57; 1017-1023.

Rhodes, D. and Hanson, A.D. 1993. Quaternary ammonium and tertiary sulfonium
compands in higher plants. Annual Review of Plant Physiology, 44; 357-384.

Saavedra, L., Svensson, J., Carballo, V., 1zmendi, D., Welin, B. and Vidal, S. 2006. A
dehydrin gene in Physcomitrella patens is required for salt and osmotic stress
tolerance. The Plant Journal, 45; 237-249.

Sairam, R.K. and Tyagi, A. 2004. physiology and molecular biology of salinity stres
tolerances in plants. Current Sciences, 86; 407-421.

Sakamoto, A. and Murata, N. 2002. The role of Glycine betaine in the protection of
plants from stres: clues from transgenic plants. Plant Cell and Environment,
25; 163-171.

Savitri, E.S., Basuki, N., Aini, N. and Arumingtyas, E.L. 2013. Identification and
characterization drought tolerance of gene LEA-D11 soybean (Glycine max L.
Merr) based on PCR-sequencing. American Journal of Molecular Biology, 3;
32-37.

93


http://link.springer.com/journal/11103
http://www.scirp.org/journal/articles.aspx?searchCode=Evika+Sandi++Savitri&searchField=authors&page=1
http://www.scirp.org/journal/articles.aspx?searchCode=+Nur++Basuki&searchField=authors&page=1
http://www.scirp.org/journal/articles.aspx?searchCode=+Nurul++Aini&searchField=authors&page=1
http://www.scirp.org/journal/articles.aspx?searchCode=+Estri+Laras++Arumingtyas+&searchField=authors&page=1

Schmutz, U. and Ludders, P. 1993. Physiology of saline stres in mango rootstock. Acta
Horticulture, 341; 160-167.

Shannon, M.C. 1984. Breeding, selection and the genetics of salt tolerance, In: Salinity
Tolerance in Plant. Stales, R.C. and Toenniessen, G.H. (eds), John Wiley and
Sons, Inc., 231-254, New York.

Shannon, M.C. and Grieve, G.M. 1999. Tolerance of vegetable crops to salinity.
Scientia Horticulture, 78; 5-38.

Sharma, S. and Sharma, N. 2008. Rootstocks affect growth, water relations, gas
exchange, and anatomy of ‘Flemish Beauty’ pear under water stres. Journal of
Horticultural Science and Biotechnology, 83; 658-662.

Shen, Y., Tang, M.J., Hu, Y.L. and Lin, Z.P. 2004. Isolation and characterization of a
dehydrin-like gene from drought-tolerant Boea crassifolia. Plant Science, 166;
1167-1175.

Shiblia, R., Mohammada, M., Abu-Eina, A. and Shatnawia, M. 2000. Growth and
micronutrient acquisition of some apple varieties in response to gradual in
vitro induced salinity. Journal of Plant Nutrition, 23; 1209-1215.

Shibli, R.A. and Al-Juboory, K.H. 2002. Comparative responses of ‘Nabali’ olive
microshoot, callus and suspension cell cultures to salinity and water deficit.
Journal of Plant Nutrition, 25; 61-74.

Shibli, R.A., Shatnawi, M.A. and Swaidat, 1.Q. 2003. Growth, osmotic adjustment and
nutrient acquisition of bitter almond under induced sodium chloride salinity in
vitro. Communications in Soil Science and Plant Analysis, 34; 1969-1979.

Sivritepe, N. and Eris, A. 1999. Determination of salt tolerance in some grapevine
cultivars under in vitro conditions. Turkish Journal of Biology, 23; 473-485.

Sotiropoulos, T.E. and Dimassi, K.N. 2004. Response to increasing rates of boron and
NaCl on shoot proliferation and chemical composition of in vitro kiwifruit
shoot cultures. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 79; 285-289.

Sotiropoulos, T.E., Fotopoulos, S., Dimassi, K.N. and Tsirakoglou, V. 2006. Response
of the pear rootstock to boron and salinity in vitro. Biologia Plantarum, 50;
779-781.

94


http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Shibli%2C+R
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Mohammad%2C+M
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Abu%E2%80%90Ein%2C+A
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Shatnawi%2C+M
http://www.tandfonline.com/loi/lpla20?open=23#vol_23
http://link.springer.com/journal/11240

Sotiropoulos, T.E. 2007. Effect of NaCl and CaCl, on growth and contents of minerals,
chlorophyll, proline and sugars in the apple rootstock M 4 cultured in vitro.
Biologia Plantarum, 51; 177-180.

Sotiropoulos, T.E., Therios, I.N., Tsirakoglou, V. and Dimassi, K.N. 2007. Response of
the quince genotypes BA 29 and EMA used as pear rootstocks to boron and
salinity. International Journal of Fruit Science, 6; 93-101.

Stavarek, S.J. and Rains, D.W. 1984. The development of tolerance to mineral stress.
HortScience, 19; 377-382.

Storey, R. and Walker, R.R. 1999. Citrus and salinity. Science Horticulturae, 78; 39-81.

Szabolcs, 1. 1989. Salt-affected soils. CRC Press, 274 p., Florida.

Tal, M. 1984. Physiological genetics of salt resistance in higher plants: studies on the
level of the whole plant and isolated organs, tissues and cells, In: Salinity
Tolerance in Plant. Stales, R.C. and Toenniessen, G.H. (eds), John Wiley and
Sons, Inc., 301-320, New York.

Tattini, M., Gucci, R., Coradeschi, M.A., Ponzio, C. and Everard, J.D. 1995. Growth,
gas Exchange and ion content in Olea europaea plants during salinity stres and
subsequent relief. Physiologia Plantarum, 95; 203-210.

Therios, I.N. and Misopolinos, N.D. 1988. Genptype responces to sodium chloride
salinity of four major olive cultivars (Olea europea L.). Plant and Soil, 106;
105-111.

Thiagarajan, T., Recinos, H. and Tillett, A. 2013. Effect of salinity on callus
formation and organogenesis of red Kidney beans (Phaseolus vulgaris L.).
European Scientific Journal, 9; 357-368.

Thiyagarajah, M., Fry, S.C. and Yeo, A.R. 1996. In vitro salt tolerance of cell wall
enzymes from halophytes and glycophytes. Journal of Experimental Botany,
47; 1717-1724.

Troncoso, J., Linan, J., Cantos, M., Garcia, J.L. and Troncoso, A. 2008. In vitro
selection of salt-tolerant olive clones. Acta Horticulturae, 791; 217-224.

Turhan, E., Dardeniz, A. ve Miiftiioglu, N.M. 2005. Baz1 Amerikan asma anaglarinin
tuz stresine toleranslarinin belirlenmesi. Bahge, 34; 11-19.

Vijayan, K., Chakraborti, S.P. and Ghosh, P.D. In vitro screening of mulberry (Morus
spp.) for salinity tolerance. Plant Cell Reports, 22; 350-357.

95


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vijayan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chakraborti%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ghosh%20PD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12942311

Wang, K., Zhang, L., Gao, M., Lv, L., Zha, Y., Zhang, L., Li, B., Han, M. and Alva,
A.K. 2013. Influence of salt stress on growth and antioxidant responses of two
Malus species at callus and plantlet stages. The Pakistan Journal of Botany, 45;
375-381.

Wang, W., Vinocur, B. and Altman, A. 2003. Plant responses to drought, salinity and
extreme temperatures: towards genetic engineering for stress tolerance. Planta,
218; 1-14.

Wisniewski, M.E., Bassett, C.L., Renaut, J., Farrell, R.Jr., Tworkoski, T. and Artlip,
T.S. 2006. Differential regulation of two dehydrin genes from peach (Prunus
persica) by photoperiod, low temperature and water deficit. Tree Physiology,
26; 575-584.

Wisniewski, M., Bassett, C., Norelli, J., Macarisin, D., Artlip, T., Gasic, K. and Korban,
S. 2008. Expressed sequence tag analysis of the response of apple (Malus x
domestica ‘Royal Gala’) to low temperature and water deficit. Physiologia
Plantarum, 133; 298-317.

Wu, Q.S. and Zou, Y. 2009. Adaptive responses of birch-leaved pear (Pyrus
betulaefolia) seedlings to salinity stress. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici
Cluj, 37; 133-138.

Wyn, J.R.G. and Storey, R. 1978. Salt stress and comparative physiology in the
gramineae. IV. comparison of salt stress in Spartina x townsendii and three
barely cultivars. Australian Journal of Plant Physiology, 5; 839-850.

Xiao, B., Huang, Y., Tang, N. and Xiong, L. 2007. Over-expression of a LEA gene in
rice improves drought resistance under the field conditions. Theoretical
and Applied Genetics, 115; 35-46.

Xu, J., Zhang, Y.X., Wei, W., Han, L., Guan, Z.Q., Wang, Z. and Chai, T.Y. 2008a.
BjDHNSs confer heavy-metal tolerance in plants. Molecular Biotechnology, 38;
1073-1085.

Xu, J., Zhang, Y, Guan, Z., Wei, W, Han, L. and Chai, T. 2008b. Expression and
function of two dehydrins under environmental stresses in Brassica juncea L.
Molecular Breeding, 21(4); 431-438.

96


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wisniewski%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16452071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Renaut%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16452071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Farrell%20R%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16452071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tworkoski%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16452071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Artlip%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16452071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Artlip%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16452071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wisniewski%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18298416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bassett%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18298416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Norelli%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18298416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Macarisin%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18298416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Artlip%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18298416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gasic%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18298416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Korban%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18298416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Korban%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18298416
http://www.springerlink.com/content/100317/?p=2c0bf26075374c5a8d5d5779e9b96e85&pi=0

Yakubov, B., Barazani, O., Shachack, A., Rowland, L.J., Shoseyov, O. and Goldhirsh,
A.G. 2005. Cloning and expression of a dehydrin-like protein from Pistacia
vera L. Trees, 19; 224-230.

Yang, Y., He, M., Zhu, Z., Li, S., Xu, Y., Zhang, C., Singer, S.D. and Wang, Y. 2012,
Identification of the dehydrin gene family from grapevine species and analysis
of their responsiveness to various forms of abiotic and biotic stress. BMC Plant
Biolology, 12; 140.

Yeo, A. 1998. Molecular biology of salt tolerance in the contex of whole-plant
physiology. Journal of Experimental Botany, 49; 915-929.

Yupsanis, T., Kefalas, P.S., Elefteriou, P. and Kotinis, K. 2001. RNAse and DNAse
activities in the alfaalfa and lentil grown in isoosmotic solutions of NaCl and
Mannitol. Journal of Plant Physiol, 158; 921-927.

Zekri, M. and Parsons, L.R. 1990. Calcium influences growth and leaf mineral
concentrations of Citrus under saline conditions. HortScience, 25(7); 784-780.

Zhu, J.K. 2001. Cell signaling under salt, water and cold stresses. Current
Opinion in Plant Biology, 4; 401-406.

Zhu, J.K. 2002. Salt and drought stress signal transduction in plants. Annual Review of
Plant Biology, 53; 41-48.

Zhu, J.K. 2003. Regulation of ion homeostasis under salt stres. Current
Opinion in Plant Biology, 6; 441-445.

Ziska, L.H., Seeman, J.R. and Dejong, T.M. 1990. Salinity induced limitation on
photosyntjesis in Prununs salicina, a deciduous tree species. Plant Physiology,
93; 864-870.

97


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22882870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=He%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22882870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22882870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22882870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22882870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22882870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singer%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22882870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22882870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22882870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22882870

OZGECMIS

Ad1 Soyadi  :Javad JAVADISABER
Dogum Yeri : Tebriz

Dogum Tarihi : 27/07/1974

Medeni Hali : Evli

Yabana Dili : Tiirkce, Farsca ve Ingilizce

Egitim Durumu

Lise - Seghatol Islam High School, Tebriz, iran, 1992.

Lisans - Tebriz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii, 1997.
Yiiksek Lisans: Tebriz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii,

Eylil 1997-Haziran 2000.

Cahstig1 Kurumlar

Seed and Plant Improvement Institute (SP11), Department of Horticulture, Karaj, Iran,
2000-2004.

Seed and Plant Improvement Institute (SPII), Genetics and Genetic Resources Research
Department, Karaj, Iran, 2004-2007.

Yayinlar

Hakemli Dergilerdeki Yayinlar

Grigorian, V., Javadisaber, J., Kasrai, R., Motalebi Azar, A and Dejampour, J. 2002.
Determination of sodium chloride tolerances in seedlings of some almond
cultivars. Iranian Journal of Horticultural Science and Technology, 3(1-2); 1-14.

Dumanoglu, H., Erdogan, V., Aygiin, A. ve Javadisaber, J. 2009. Ankara ilinde “Granny
Smith” elma ¢esidinde ekstrem yaz iklimi kosullarinin meyve kalite 6zellikleri
tizerine etkisi. Tarim Bilimleri Arastirma Dergisi, 2(2); 193-199.

Ulusal Kongrelerde Sunulan Bildiriler

Javadisaber, J., Mozaffary, J. and Zarifi, E. 2005. Preliminary study of morphological
diversity of three wild almond species (Amygdalus spp) in Mianjangle station,
Fars. The 4™ Iranian Horticultural Sciences Congress. 8-10 November 2005.
Ferdowsi University, Mashhad, Iran.

Zarifi, E. Agayev, Y.M. Hajiloo, J. and Javadisaber, J. 2005. Chromosome studies on
some species of almond (Amygdalus spp) from Iran. The 4™ Iranian Horticultural
Sciences Congress. 8-10 November 2005, Ferdowsi University, Mashhad, Iran.

98



