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Doktora Tezi

OZET

ABA UYGULAMASININ TUZ STRESI ALTINDAKI ARABIDOPSIS THALIANA
YABANI TIP VE s0os5 MUTANTI UZERINDEKI FiZYOLOIJIK, BIlYOKIMYASAL VE
MOLEKULER ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tuba ACET

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Asim KADIOGLU
2014, 137 Sayfa

Calismamizda, Arabidopsis thaliana bitkilerinde SOS5, ROS ve ABA metabolizmasi
arasindaki olasi iligkiyi aydinlatmak igin tuz stresi altinda distan ABA muamelesi ile lipid
peroksidasyonu, prolin ve hidrojen peroksit (H,0,) miktarlari belirlendi. Ayrica, siiperoksit
dismiitaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve guaikol peroksidaz (GPX)
gibi antioksidan enzimlerinin aktiviteleri belirlendi. Tuz stresi altinda SOS5’in ABA’ya
cevapta rol alan genetik regiilatorlerle iliskisini tespit etmek igin ¢ift mutantlar elde edildi.
SOS5’in abiyotik streslere cevapta uyarilan genler ile iliskisini aydinlatmak i¢in bazi
genlerin ifade diizeylerine bakildi. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin, S0s5’in tuza hassas
kok fenotipini tamamen baskiladigi ve tohum ¢imlenme oranlarinin mutant bitkide yabani
tipe oranla daha yiiksek oldugu bulundu. Diger taraftan, tuz stresi kosullarinda mutant
bitkilerde i¢sel HoO, miktarinin arttig1 belirlendi. Stres altinda ABA uygulamast ile prolin
iceriginde, APX, CAT ve GPX aktivitelerinde artis, SOD aktivitesinde koklerde azalma
kaydedildi. Tuz stresi kosullarinda sos5 kok fenotipinin abi4-1 mutasyonu ile arttigi ancak
cpll-1 ve sadl-1 ile baskilandig tespit edildi. Tuz stresine maruz birakilan S0s5 mutantinin
gen ifadelerinde azalma oldugu bulundu. Elde edilen bulgulara gore, tuz stresi altinda
SOS5 geninin koklerde ABI4 geni ile ayn1 yonlii ve CPL1, SAD1 genleri ile antagonist
olarak, cesitli tolerans mekanizmalarini uyararak ABA’nin pozitif bir regiilatorii gibi

hareket ettigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis thaliana; sos5 mutant:, ABA sinyalizasyonu, antioksidan
sistem, tuz stresi, gen ifadesi



PhD Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION ON THE PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR
EFFECTS OF ABA APPLICATION ON ARABIDOPSIS THALIANA WILD TYPYE
AND sos5 MUTANT UNDER SALT STRESS

Tuba ACET

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Asim KADIOGLU
2014, 137 Pages
In our study, to shed light on the potential relationship with SOS5, ROS and ABA
metabolism in Arabidopsis thaliana, lipid peroxidation, prolin and hydrogen peroxide
(H.O,) contents were determined. Furthermore, antioxidant enzyme activities such as
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and guaiacol
peroxidase (GPX) were determined with ABA treatment under salt stress. Under salt stress
to establish the relationship of SOS5 with genetic regulators which have a role in ABA
response, double mutants were obtained. To enlighten the SOS5 relationships with some
genes that induced in response to abiotic stresses, expression level of genes were checked.
It was found that ABA fully suppressed salt overly sensitive root phenotype of sos5 under
salt stress conditions and sos5 seed germination rates were higher compared to the wild
type. On the other hand, it was found that under salt stress conditions endogenous H,0,
content increased in mutant plants. With the application of ABA under salt stress while
raises in prolin content, APX, CAT and GPX activities were observed, SOD activity and in
particular MDA content reduction at mutant roots were recorded. Under salt stress
conditions it was found that sos5 root phenotype was enhanced by abi4-1 mutations but
suppressed by cpll-1 and sadl-1. In sos5 mutant that exposed to salt stress, decrease in
expression were found in genes. According to the findings, under salt stress SOS5 gene
acts synergistic with ABI4 gene and antagonistic with CPL1, SAD1 genes in roots. In
conclusion, this suggests that SOS5 gene acts as a positive regulator of ABA and stimulate

some tolerance mechanisms.

Key Words: Arabidopsis thaliana; sos5 mutant, ABA signalization, antioxidant system,
salt stress, gene expression
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Cevresel kosullar bitkilerin biiyiimesini, gelismesini ve tiretkenligini etkiler. Bitkiler
yasamlar1 boyunca, patojen, pestisit ve bocekler gibi biyotik streslere ve tuzluluk, ozmotik
dengesizlik, yiiksek veya diisiik sicakliklar gibi abiyotik streslere maruz kalirlar. Ozellikle
tuzluluk, diisiik sicaklik ve kuraklik gibi abiyotik stresler, tarimsal sistemlerde hasat edilen
tirtin miktarindaki azalmanin baglica sorumlusudur (Boyer, 1982).

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan tuz stresi diinya genelinde artis gdstermekte ve
tarrm alanlarinda olumsuzluklara neden olmaktadir. Ornegin, Tiirkiye’de topraklarin 1.5
milyon hektara yakin kismi tuzluluk sorunu ile karsi karsiyadir (Ekmekgi vd., 2005).
Diinya genelinde ise 800 milyon hektardan fazla karasal alan tuzluluktan etkilenmektedir
ve bu alan diinyanin tiim karasal alanlarinin % 6’sindan fazladir (Munns vd., 2008).
Tuzluluk diinya genelinde gittikce artis gostermekte ve 2050 yilina kadar diinyada
ekilebilir alanlarin % 50’den fazlasinin bu stresten ciddi bi¢imde etkilenebilecegi tahmin
edilmektedir (Wang vd., 2003).

Tuzluluk, bitki biiylimesini ve gelisimini inhibe eden ve iriin veriminde 6nemli
derecede azalmaya neden olan bir stres durumudur (Shan vd., 2012). Bitkilerde tuz stresi
bliylimenin azalmasina, fotosentez hizinin yavaslamasina, reaktif oksijen tiirlerinin
artmasing, su potansiyelinin azalmasina, iyon dengesizligine ve stomalarin kapanmasina
yol acar (Cramer vd., 1994; Taiz ve Zeiger 2002; Bartels ve Sunkar 2005; Mahajan vd.,
2008). Tuz stresi, bu olaylarin etkisiyle bitkilerde biiyiime ve gelismeyi olumsuz bir
sekilde etkiler ve onemli 6l¢iide {iriin kaybimna neden olur. Bu {irlin kayiplarini en aza
indirebilmek i¢in tuza direngli tiirler gelistirmek, bitkilerin tuz stresine karsi tolerans
mekanizmalarmi aydinlatmak ve ilgili gen kaynaklarinin korunmasini saglamak oldukga
onem tasimaktadir (Koca vd., 2007; Yilmaz vd., 2011; Lovelli vd., 2012).

Bitkiler yukarida bahsedilen olumsuz etkilerle basa ¢ikabilmek i¢in bazi karmasik
fizyolojik, molekiiler ve biyokimyasal cevaplarla uyarilabilen tolerans mekanizmalar
gelistirirler. Cevresel stresler bitkide bir dizi sinyal molekiil vasitasi ile algilanir ve
tasinirlar (Mukhopadhyay vd., 2004). Tuz stresine cevap olarak; bitkilerde metabolizma

yan {riinii olarak olusan reaktif oksijen tiirlerini temizleyen ¢esitli enzimatik olmayan



antioksidanlar ile antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttirilmasi, bitki biiylime
diizenleyicilerinin ve ozmolit sentezinin tesvik edilmesi, fotosentetik yolun degistirilmesi,
gen ifadesi ve SOS yoluyla iyon aliminin diizenlenmesi, stresle ilgili genlerin aktive
edilerek transkripsiyon faktorlerinin sentezlenmesi ile stres proteinlerinin {iretiminin tesvik
edilmesi gibi tolerans mekanizmalar1 sayilabilir (Yilmaz vd., 2011). Tuza asir1 duyarl
genlerin kontroliindeki SOS sinyal yolu, Na* ve K* iyon dengesini diizenlemektedir (Y okoi
vd., 2002).

Bitkilerin tuz stresi altinda hayatlarini siirdiirebilmek i¢in gelistirdikleri tolerans
stratejilerinden biri de stres altinda absisik asit (ABA) biriktirmeleridir (Borsani vd., 2003).
ABA kuraklik ve tuz stresi gibi abiyotik streslere cevapta rol aldigi bilinen baglica
hormondur ve bitkilerde birgok gelisim siirecine katilir (Nitsch vd., 2012). ABA bitkilerde
birgok stres iligkili genin ekspresyonunu ve metabolik degisimleri uyarir (Chen vd., 2005).
Bitkilerde su eksikligi ilk olarak strese maruz kalan kokler tarafindan hissedilir ve burada
tiretilen ABA bitkilerin su kaybin1 Onlemek icin yapraklara taginarak stomalarin
kapanmasini regiile eder (Sauter vd., 2001; Xiong vd., 2002). Bunlarin disinda ABA,
antioksidan sistemi uyararak ve gesitli ozmoprotektan molekiillerin birikimine neden
olarak reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasina yardimci olur (Lu vd., 2009; Ozfidan
vd., 2013). Ayrica distan ABA uygulamasinin ¢esitli bitki cesitlerinde osmotik strese ve
tuz stresine karsi bitkileri koruduklari rapor edilmistir (Ozfidan, 2013). Bununla birlikte,
ABA’nin tuz stresi altindaki roliiniin aydmlatilabilmesi i¢in ABA-eksik mutantlarin
kullaniminin 6nemli oldugu vurgulanmistir (Schwartz vd., 2003). Mevcut calismada, S0S5
mutantinin ABA eksikliginden dolay1 tuz stresine tolerans saglayamadigi ve bu nedenle
asir1 hassas fenotip sergilemis olabilecegi diistiniilerek hipotez kurulmus ve yontemler bu
dogrultuda secilmistir.

Arabidopsis thaliana (Lahanagiller, Brassicaceae) ekonomik yonden énemli bir bitki
olmamasma ragmen, 50 yildan beri fizyolojik, biyokimyasal, genetik ve molekiiler
caligmalarda model bir bitki olarak kullanilmaktadir (Calis ve Yazar, 2011). Bu bitki,
genetik caprazlamalarin yapilmas: ve mutasyonlarin olusturulmasi yoluyla tuz stresi gibi
gevresel stres cevaplarinin anlagilmasi agisindan kullanighidir (Xiong vd., 2002, Chen vd.,
2005). Ornegin, Arabidopsis’de SOS genlerinin kesfedilmesinden sonra iyon dengesi ve
tuz toleransi arasindaki iliski aydinlatilmaya baslanmistir (Zhu vd., 1998; Mahajan vd.,
2008).



Bitkilerde SOS vyolu ile ilgili olarak; SOS1 (Wu vd., 1996) , SOS2 (Zhu vd., 1998) ,
SOS3 (Liu vd., 1997) , SOS4 (Zhu vd., 2000), SOS5 (Shi vd., 2003) ve SOS6 (Zhu vd.,
2010) olmak iizere 6 lokus tanimlanmistir. SOS5 geni fasiklin benzeri bolge ve
arabinogalaktan protein benzeri bolgelerden olusmaktadir ve FLA4 olarak da ifade
edilmektedir (Mahajan vd., 2008; Seifert vd., 2014). SOS genlerinden ¢ogunun tuz stresi
kosullarindaki ifadesi ve rolii ¢alisilmakla birlikte SOS5 geni ile ilgili bu konuda fazlaca
bilgi mevcut degildir.

SOS5 gen lokusunda meydana gelen mutasyon sonucu elde edilen sos5 (fla4) mutant
bitkilerinde, tuz stresi kosullarinda anormal epidermal, kortikal ve endodermal hiicre
genislemeleri olusur. Bunun sonucu olarak asir1 kisa ve genislemis kok ucu fenotipi ortaya
¢ikar (Shi vd., 2003). SOS5 mutasyonu olmayan yabani tip bitkilerin kokleri ise tuz stresi
altinda oldukg¢a organize olmus ve diizenli bir hiicre yapisi sergilemektedir. Bu durum, tuz
stresi altinda, bitkilerin normal biiylime ve gelismelerini stirdiirmesi igin SOS5 geninin
hiicre ¢eperi biitlinliigli ve yapisini devam ettirmede gerekli oldugunu ortaya koymaktadir
(Shi vd., 2003). Bununla birlikte, bu proteinin SOS sinyalizasyonundaki islevi, tuz stresine
cevapta rol alan genlerin ifadesine nasil etki ettii ve stresle uyarilan hormonlarla olan
iliskisi heniiz aydinlatilmamistir. Bu nedenle mevcut ¢aligmada, SOS5 geninin tuz stresi
altindaki fonksiyonu aydinlatilmaya ¢alisilacaktir.

Yukarida izah ediledigi gibi SOS5 geni tuz stresi altinda hiicre ¢eperi biitiinligiini
saglamak igin gereklidir. Bitkilerde hiicre geperi yapist ile hiicre iskeleti-geper-membran
etkilesimleri ve ayn1 zamanda komsu hiicreler arasindaki iligkiler hiicre genislemesinde
onemli rol oynamaktadir (Darley vd., 2001). Bitki hiicreleri hayvan hiicrelerinden farkli
olarak, nispeten ince ama mekanik olarak gii¢lii bir hiicre ¢eperi tarafindan kusatilmistir.
Bu ¢eper, hiicre tarafindan salgilanan polisakkaritlerden ve diger birgok polimerlerin yer
aldig1 karmasik bir karisimdan olusur (Taiz ve Zeiger, 2008). Hiicre ¢eperinin hiicre
biiylimesini kontrol etme fonksiyonu sadece mekanik rolii ile sinirlt degildir (Blaukopf vd.,
2011). Bitkilerin, hiicre g¢eperi fonksiyonunu ve biitiinligiinii kontrol etmeleri, onlarin
hayatta kalmalari, boliinmeleri, genislemeleri, farklilasmalar1 ve ayn1 zamanda biyotik ve
abiyotik ¢evre sartlarina karsi koymalar1 agisindan ¢ok 6nemlidir (Somerville vd., 2004).
Bu baglamda hiicre yiizeyinde yer alan ¢eper biitiinliiglinden sorumlu sensorler tanimlamis
ve bunlar; reseptor benzeri kinazlar, mekanik duyarli iyon kanallar1 ve arabinogalaktan
proteinler (AGP) olarak 3 grupta toplanmistir (Wolf vd., 2012). AGPlerin hiicre ¢eperi ile

sitoplazmada arasinda bilgi iletiminden sorumlu oldugu belirlenmistir (Driouich ve Baskin,



2008). Ancak, AGP’lerin hiicre g¢eperi biitiinligiinii saglamada hangi yollar1 kullandigi
hakkinda kesin bir bilgi mevcut degildir. Bu nedenle, tuz stresi altinda distan ABA
uygulamasi ile hiicre ¢eperi biitiinliigliniin saglanmasi tolerans mekanizmalarinin
aydinlatilmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.

Literatiirde tuz stresi ile ROS, antioksidan sinyal iletimi ve stres iligkili gen
ekpresyonu ile ilgili gesitli ¢aligmalar mevcut olmasina ragmen (Lee vd., 2001; Shi vd.,
2002; Shi vd., 2003; Abe vd., 2003; Lu vd., 2009; Zhu vd., 2010), Arabidopsis thaliana
sos5 mutantinin tuz stresi altinda, ABA uyarimli ROS iiretimi, antioksidan enzim
sisteminin uyarilmasi, hiicre ¢eperi performansi ve biitiinliigiiniin kontrol edilmesi gibi
konularda bir ¢aligma yapilmamustir.

Literatiirdeki bu eksikligi gidermek amaci ile, koklerdeki tuza cevabin ABA ile
iligkili olarak sinyalizasyon ve metabolik mekanizmalarin1 nasil uyardigini aydinlatmak
icin ROS olusumu (H20y), lipid peroksidasyonu, SOD, CAT, APX ve GPX gibi
detoksifikasyon enzimlerinin aktivasyonu, prolin ve i¢gsel ABA miktarlar1 Ol¢tilmiistiir.
Ayrica SOS5 (FLA4) geninin tuz toleransi ve ABA cevabinin genetik regiilatorler
vasitasiyla kok gelisiminde roli olup olmadigini test etmek i¢in fla4 ile ABA’ya duyarsiz
(abi4, abi5) ve ABA’ya asir1 duyarli (cpll.1l, cpl3.1 ve sadl.l) mutantlari arasinda
caprazlama sonucu double (¢ift) mutantlar elde edilmistir. Son olarak, SOS5 geninin ABA
metabolizmasi ile iligkisini molekiiler diizeyde aydinlatmak i¢in sirasiyla ABA biyosentezi
ve katabolizmasinda gorev alan ABA1l, CYP707A-3 genlerinin, tuz stresine cevapta
ABA’ya bagimli olarak indiiklenen RD29A, RD29B, RD22 genlerinin ve ABA’dan
bagimsiz olarak indiiklenen ERD1 geninin ifade olma diizeylerine, RT-PCR ve gqPCR
teknikleri kullanilarak bakilmistir.

1.2. Stres ve Cesitleri

Canlilarda normal sistemin fonksiyonlarini inhibe etme egiliminde olan olumsuz
etkiler ya da kuvvetler stres olarak tanimlanmaktadir (Kadioglu, 2011). Stres terimi ayni
zamanda bitkilerde hasar olusturma potansiyelini de kapsar. Bir metabolizma
bozuklugunun sonucunda olusan bu hasarlar bitkinin biiylimesinde ve veriminde azalma
meydana getirirler (Hale ve Orcutt, 1987).

Bitkilerin maruz kaldig1 baglica abiyotik stres faktorleri: soguk, sicak, kuraklik,

tuzluluk, su fazlaligi, radyasyon, cesitli kimyasallar, oksidatif stres, riizgar ve besin



yetersizliginden; biyotik stres faktorleri ise: viriis, bakteri ve funguslar1 iceren patojenler,
bocekler ve herbivorlardan olusur (Yilmaz vd., 2011, (Sekil 1)). Biitiin bu faktorler bitkinin
gelisimini, hayatta kalmasini, biyokiitle {liretimini ve {iriin verimini olumsuz yonde

etkilerler (Agarwal vd ., 2006).
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Sekil 1. Baslica gevresel stres tipleri

1.3. Tuz Stresi ve Etkileri

Tuzluluk, hem primer (dogal) sebepler (kayaglarin asinmasi, tuzlu sular, riizgar ve
yagmurla tagian okyanus tortular1 ve iklimsel etmenler) (Ashaf ve Flooad, 2007; Munns
ve Tester, 2008; Ampudia-Galvan ve Testerink, 2011) hem de sekonder (yapay) sebepler
(tarimsal alanlarda yapilan yanlis sulamalar ile ¢esitli tuzlar bakimindan zengin yer alti
sularinin toprak yiizeyine ylikselmesi, asir1 otlatma, bilingsizce tarim arazilerinin agilmasi
ve tuzluluga neden olan kimyasallarin kullanim1) sonucu olusan ve tarimsal {iretimi 6nemli
derecede kisitlayan ¢evresel bir faktordiir (Culha ve Cakirlar, 2012).

Toprakta tuzluluk problemine neden olan bilesikler kloriirler (NaCl, CaCl,, MgCl,),
stlfatlar (Nap,SO4, M@gSQ,), nitratlar (Na;NOsz, KNOg3), karbonatlar ve bikarbonatlar
(CaCO3, Na2CO3, NaHCOg3) ve boratlar olarak siralandirilabilir. Ancak genelde toprak
tuzlulugu ve tuz stresi denildiginde NaCl’iin varligindan s6z edilmektedir (Eroglu, 2007).
Toprak tuzlulugu bitki bliylime ve gelisimini iki sekilde olumsuz yonde etkilemektedir: 1)

kok disindaki iyonlar, lisiime veya kurakligin yarattig1 strese benzer sekilde ozmotik bir



stres olusturarak bitkinin topraktan su almasimi giiglestirmesi, 2) Na’ ve CI" iyonlarinin
artigina bagh olarak toksik etki olusturmasidir (Ampudia-Galvan ve Testerink, 2011;
Munns, 2005). Sodik bir topraktaki yiiksek Na* konsantrasyonu hem bitkiyi dogrudan
etkiler, hem de porlulugu ve gegirgenligi azaltmak sureti ile toprak yapisinda bozulmaya
neden olur. Tarlada, toprak ya da sulama suyunun tuzlulugu elektriksel iletkenlik veya
ozmotik potansiyel olarak Olgiilebilir. Suda tuz konsantrasyonunun artmasi, elektriksel
iletkenligi arttirarak ozmotik potansiyeli diisiiriirken (osmotik basinc1 artirir) su
absorbsiyonunu riske atar ve bitkide fizyolojik bir kurakliga neden olur (Taiz ve Zeiger,
2008; Hassine vd., 2010). iletkenlik birimi olarak desi Siemens/m (dS/m) veya mili
Siemens/cm (mS/cm) kullanilir. Bu birime gore asagidaki tabloda tuzluluga bitkilerin

cevaplar1 6zetlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Tuzluluga bitki cevaplar1 (Kadioglu, 2011).

Tuzluluk (EC) dS/m 25 °C | Zirai Bitkilerin Cevabi
0-2 Onemli bir cevap yok, tolere edilebilir
2-4 Cok duyarli tiirlerde verim azalabilir
4-8 Birgok bitkide verim azalir
8-16 Sadece toleransli tiirlerden verim aliabilir
16 tizeri Sadece ¢ok toleransli tiirlerden verim alinabilir

Yiiksek tuz konsantrasyonlarina cevap verme yoOniinden bitkiler iki gruba
ayrilmaktadir. Bunlardan tuzlu topraklarda yasayabilen tiirler halofiler, tuzlu ortamlara
direng¢ saglayamayan tiirler ise glikofitler olarak adlandirilir (Taiz ve Zeiger, 2008;
Hasegawa 2013) .Yiiksek bitkilerin ¢ogu glikofitler kapsaminda yer almakta ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda yasayamamaktadir. Tuza tolerans bakimindan bitkiler arasinda
onemli farkliliklar bulunmaktadir. Familya, cins ve tiirler arasindaki farkliliklarin yani sira,
ayni tiire ait c¢esitler arasinda da tuza tolerans yoniinden farkliliklarin bulundugu
bilinmektedir. Tiim bitkiler belirli derecelere kadar stres hasarlarina karsi koyma ve canli
kalabilme 0zelligi tasirlar. Son yillarda tuz stres toleransi ile ilgili ¢alismalar, tipik bir

glikofit bitki olan Arabidopsis thaliana {izerine yogunlasmistir (Vinocur ve Altman, 2005).



1.3.1. Tuzlulugun fyon Icerigi Uzerine Etkisi

NaCl fazlalig1 su potansiyelini azaltmasinin yaninda, hiicredeki iyon dengesini de
bozarak bitki gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir. Yiiksek tuz (NaCl) alinimi diger
besleyici iyonlarin gegisi ile rekabet eder. Buna bagl olarak bitkilerde Na* ve CI” diizeyleri
artarken; Ca*?, K* ve Mg*? diizeylerinde azalma meydana gelir (Parida ve Das, 2005).
Sodyum kloriiriin 100 mM’1n {izerindeki konsantrasyonlar1 hiicreler i¢in sitotoksik olarak
kabul edilmektedir. Ciinkii bu durumda bir¢ok temel enzim aktivitesinin azaldigi, hiicre
boliinmesi ve gelismesinin inhibe edildigi rapor edilmistir (Mahajan vd., 2008). Ozellikle
biiyiime ve gelisme icin gerekli temel etmenlerden biri olan Ca™ iyon almimi
etkilendiginde, Na* hiicre zarindaki Ca* ile yer degistirerek zarin apoplast kisminda
Na‘/Ca*? iyon oraninin artmasina neden olur. Bu durumda, zarin fizyolojik ve fonksiyonel
yapisinda bozulmalar meydana gelir ve hiicrenin Ca*? dengesi olumsuz sekilde etkilenir

(Culha ve Cakirlar, 2011).

1.3.2. Tuzlulugun Fotosentez Uzerine Etkisi

Bitki gelisimi biitiinlesmis ve diizenlenmis fizyolojik siireclerin sonucunda vuku
bulmaktadir. Bu siirecler bir¢ok c¢evresel faktor tarafindan olumsuz etkilenmektedir. En
baskin fizyolojik siire¢ ise fotosentezdir. Tuz stresi altinda bitki dokularinda artan Na*
konsantrasyonu oksidatif strese neden olmaktadir ve bu durum bitisik grana
membranlarinda yigilmaya, tilakoidlerin biiziilmesine ve klorofillerin pargalanmasina
sebep olmaktadir. Elektron mikroskop caligmalari ile bitkilerde tuz muamelesi sonucu,
kloroplastlarin tilakoid yapilarinda diizensizlikler ve nisasta iceriklerinde azalmalar
gorlilmiigtiir. Tilakoidlerin pigment-protein analizleri sonucu, yiiksek tuzun Fotosistem |
(PSI) ve Fotosistem II (PSII) reaksiyon merkezlerini 6nemli derecede -etkiledigi
gosterilmistir (Asraf, 2004; Parida ve Das, 2005).

Tuzluluk yaratmis oldugu ozmotik etki ile sinyal bir molekiil olan ve bitki biiylime
ve gelisiminin kontroliinde 6nemli rolii olan absisik asit (ABA) birikimini uyararak
stomalarin kapanmasini tetiklemektedir (Zhu, 2002). Buna bagli olarak stoma iletkenligi de
azalir. Bitkinin su kaybinm1 engellemek icin gelistirilen bu mekanizma ayn1 zamanda hiicre
i¢ci CO, konsantrasyonunun da azalmasina neden olmaktadir. Tuz stresinde, stoma kaynakli

CO; fiksasyonunun sinirlandirilmasi sonucu, O, ortamda azalan CO; ile rekabete girerek



Rubisko’ya (COy’in Calvin dongiisiine katilmasini saglayan enzim olan ribuloz difosfat
karboksilaz) substrat olarak baglanir ve enzimin karboksilaz aktivitesi azalirken oksijenaz
aktivitesinin artmasma neden olmaktadir (Sivakumar vd., 2000). Ayrica tuz stresi
Kloroplast tilakoidlerinde yer alan proteinlerin yapisin1 da bozarak elektron tasima

aktivitesini olumsuz etkilemektedir (Ashraf, 2004).

1.3.3. Tuzlulugun Hiicre Zar ve Hiicre Ceperi Uzerine Etkisi

Hiicre duvari, genel olarak bitkiye mekanik bir saglamlik kazandiran, hiicreleri
birbirine baglayan ve onlara sekil veren bir yapidir. Tuz stresi altinda, apoplastta biriken
Na" iyonlarinin, hiicre duvar1 yapisinda bulunan bazi yapisal elemanlarin iyonik baglarmi
bozarak veya enzimlerin yapisint olumsuz etkileyerek hiicre duvarinin islevini
bozabilecegi belirtilmistir (Rengel, 1992). Streslere cevapta, hiicre duvarindaki seliiloz,
hemiseliiloz, pektin, yapisal proteinler ve lignin polimerlerinden olusan makromolekiiller
cesitli enzimler vasitasi ile dinamik bir degisime ugramaktadir. Son yapilan proteomik
caligmalar, kokteki tuzdan sorumlu enzimlerin hiicre duvari polisakkarit sentezi/hidrolizi
ve lignin biyosentezi gibi olaylara katildigin1 bildirmektedir. Ornegin, Arabidopsis,
salatalik, domates ve bezelye gibi bitkilerde polisakkarit sentezinde anahtar rol oynayan
tersinir glikozillenmis polipeptid ve UDP-glukoz: protein transglukosilaz enzimleri tuz
stresi ile birlikte uyarilmistir (Zhao vd., 2013).

Tuz stresinin diger bir zararl etkisi ise hiicre zar1 {izerine olmaktadir. Bilindigi gibi
hiicre zar1, ¢ift fosfolipid tabaka i¢cine gdmiilii proteinlerden olusan, segici ve gecirgen bir
zardir. Hiicre zarlar1 bitkilerin stresle karsilastiklar1 ncelikli kisimlardir ve protoplazmay1
gevreden ayiran bir bariyer gibi diisiiniilmektedir (Gupta, 2007; Salama vd., 2007). Tuz
stesi sonucu artan Na® ve CI iyonlarmin hiicreye girisi, hiicre membran yapi ve
fonksiyonunu olumsuz sekilde etkilemektedir (Chen vd., 2012). Tuz stresi altinda hiicre
lipid kompozisyonundaki her hangi bir degisiklik, tilakoid ve mitekondriyal membranlarda
oldugu gibi protein veya multiprotein komplekslerin degisiminde inaktivasyona sebep olur
(Qureshi vd., 2013). Ayrica tuz stresi, lipidlerin parcalanma ve modifikasyonunda gorev
alan lipoksigenaz enzim aktivitesinin artmasina neden olarak hiicre zarindaki
fosfolipidlerin azalmasini tetiklemektedir (Culha ve Cakirlar, 2011).

Hiicre zarindaki lipidler membranlarin temel yapisini olusturmak disinda, ayrica

metabolizma igin yakit saglamaktadirlar. Membran lipidlerinin peroksidasyonu, membran



hasar1 igin bir belirtegtir. MDA konsantrasyonunun oOlgiilmesi ile oksidatif hasar
belirlenebilir. Ornegin, stres altindaki bitkilerde MDA igeriginin énemli derecede arttig1
bildirilmistir (Pagariya vd., 2012). Son yillarda artan ¢alismalarla birlikte, fosfatidik asit,
serbest yag asitleri ve lizofosfolipidler gibi membran lipidlerinin sinyal iletimden, hiicresel
iskeletinin yeniden kurulmasina ve membran trafigine kadar bir¢ok siiregte araci rol
tistlendigi ortaya konulmustur. Bu siiregler, hem bitkinin hayatta kalmasini, biiyiimesini ve
farklilasmasini hem de bitkinin ¢evresel streslere karsi cevap mekanizmasini kritik olarak

etkilemektedir (Wang, 2004; Salama vd., 2007).

1.3.4. Tuzlulugun Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Uzerine EtKkisi

Bitkiler gesitli abiyotik streslere maruz kaldigi zaman, siiperoksit (O, ), hidrojen
peroksit (H,0.), hidroksil radikalleri (‘OH), singlet oksijen (*O,) gibi bazi reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olusumu baglatilir (Sekil 2). ROS iiretimi oksidatif stresin en 6nemli zararl
etkisi olan lipid peroksidasyonu ile sonuglanir (Kadioglu vd., 2011; Yazict vd., 2007).
Ozellikle tuz stresi bitkide su eksikligine neden olarak osmotik bir stres olusturur ve ROS
tiretimini tetikleyerek genis capta metabolik aktiviteleri etkiler (Parida ve Das, 2005).
Ornegin, tuz stresi altinda agir1 iiretilen ROS membranlarin, endomembran sistemlerinin ve
klorofil, proteinler, DNA ve lipidler gibi gerekli makromolekiillerin zarar gormesine neden
olmaktadir (Li, 2013).

Bitkilerde ROS olusumuna neden olan bir¢ok kaynak bulunmaktadir. ROS’larin
baglica iretildigi bolge kloroplast tilakoidlerindeki PSI ve PSII reaksiyon merkezleridir.
Bunun disinda mitokondriyal solunum sirasinda ROS olusumu meydana gelir. Ayrica
peroksizomlar ve glikozomlar da fotorespirasyon ve yag asiti oksidasyonu sirasinda ROS
olusumuna katilirlar (Gechev, 2006). Diger taraftan, son yillarda NADPH oksidazlar, amin
oksidazlar ve hiicre duvart baglantili peroksidazlarin da ROS olusumuna katkida
bulundugu belirlenmistir (Mittler, 2002).

Suyun kisitli oldugu durumlarda, bitki su kaybim1 engellemek i¢in stomalarini
kapatir. Bu durumda kloroplastlarda Calvin dongiisii ile CO, fiksasyonu ve NADP”
yenilenmesi sinirlanir, CO2/O; oran1 diiser (Ozfidan, 2010). Bu durum kuantum veriminde
azalmaya sebep olur. Boylece fotosentezdeki elektron akseptorii NADP™ kisith hale gelir
ve ferrodoksin NADP yerine oksijeni rediikler ve PS I’in elektronlar1 O;’ye transferi

sonucunda reaktif siiperoksit radikali (O,"") liretilir (Mehler reaksiyonu) (Tambussi vd.,
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2000). Siiperoksit tek basina ¢ok fazla reaktif olmayip, H,O, ve Hidroksil (*OH)
radikallerini olusturmak suretiyle etkili olur (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Siiperoksit ve
hidrojen peroksitin hidroksil radikalini olusturmak {izere tepkimesi sirasinda (Haber-Weiss
reaksiyonu), artan demir ya da bakir gibi diger gecis metalleri, bu reaksiyonlari
hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha da artirabilir (Fenton reaksiyonu) (Smirnoff,
1993).

Serbest radikallerin hem indirgen hem de yiikseltgen olarak bazen de her iki etkiyi
birlikte gostererek hiicre hasarina neden oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, bitki
gelisiminde 6nemli rol oynayan hormonal sinyal iletiminde, hiicre duvar1 polimer yapisinin
degisiminde, bitkiyi abiyotik ve biyotik streslerden korumada, gen ekspresyonlarinda,
metabolik ve fizyolojik diizenlemelerde kritik rol istlendigi ve oksidatif bir sinyal

molekiilii gibi hareket ettigi belirtilmistir (Swanson ve Gilroy, 2010).

e - € 7 £
0O, — (H)O2, — H;0» ~— OH > H0
(H) (H') ()
ISSIPerokskit_l Hidrojen Hidroksil
(hudroperoksi Peroksit Radikali
radikali)

Sekil 2. Molekiiler oksijenin indirgenmesi ile ROS olusum basamaklari
(Gechev vd., 2006)

1.3.4.1. Serbest Radikaller

1.3.4.1.1. Siiperoksit Radikali (O2¢)

Stiperoksit radikali (O2¢’), oksijene bir elektronun aktarilmasiyla olusur. Bu
reaksiyon enzimatik olarak ¢esitli organellerde meydana gelebilir. Oksidatif fosforilasyon
esnasinda NADPH-oksidaz veya ksantin-oksidaz gibi enzimlerin Kkatalizorliigiinde
molekiiler oksijenden siiperoksit radikali meydana gelir. Siiperoksit radikalinin yarilanma
omrii hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan siiperoksit dismutaz enziminin varligina baghdir
(Stahl ve Sies, 2002). Ayrica indirgeyici molekiiler oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler,

ferrodoksinler gibi yiizlerce molekiil aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit olusumuna
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neden olurlar. Cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere yiizlerce enzimin katalitik
etkisi sirasinda iriin olarak siiperoksit radikali olusabilir. Plazma membranlarinda da
stiperoksit tireten NAD(P)H oksidaz enziminin varligi belirlenmistir (Vionella ve Macri,
1991). Ayrica siiperoksit enzimatik olmayan reaksiyonlarla, 6rnegin kloroplast, mitokondri
ve plazma membranindaki elektron transport sisteminin yeterince diisiik redoks
potansiyeline sahip bilesenleri ve ferrodoksin tarafindan da {iretilebilir. Ayrica
kloroplastlarda PS I ve PS II tarafindan stiperoksitin iiretildigi kaydedilmistir (Elstner ve
Osswald, 1994). Siiperoksit radikali oldukg¢a reaktiftir ve lipidlerin yan1 sira diger
biyokimyasal bilesenlerin de oksidasyonuna sebep olur. Bu radikalin lipid peroksidasyonu,
membran hasari, hiicresel toksisite ve DNA’daki tek zincir kiriklariyla iligkisi oldugu
belirtilmistir (Fridovich, 1995). Ayrica, siiperoksit radikali, yiiksek katalitik etkiye sahip
stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu
azalir. SOD tarafindan katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir

(Halliwell, 1984).

1.3.4.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.
Siiperoksitin olustugu yerlerde 6nemli miktarda H,O, de iiretilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri H,O;’nin tiretiminden sorumludur. H,O;’nin {iretildigi baska bir kaynak
fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir. Ayrica
biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gerceklestirilen reaksiyonlarla da
olusturulur. Diger taraftan plazma membrani ve ekstrasellular matriks HyO, nin iiretildigi
diger oOnemli kaynaklardir (Slesak vd., 2007). Yapisinda paylasilmamis -elektron
icermediginden radikal o6zellik tasimaz. H,O,’nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin
nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin onciilii olarak
davranmasidir. H,O, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarmi olusturur. Bu formdaki
demir ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu

gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
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olusan H;0O,’nin ortamdan uzaklastirilmast gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki onemli

antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1984).

1.3.4.1.3. Hidroksil Radikali ((OH)

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup iiretildigi her yerde
birgok molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastirict radyasyonun (x-1sinlar1)
etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi sonucunda olustugu gibi hidrojen peroksit
molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilir (Stahl
ve Sies, 2002). Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan ‘OH, su dahil rastladigi her
molekiille tepkimeye girebilir. Biitiin bu tepkimeler ‘OH’1in paylasilmamis elektron i¢eren
dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir (Halliwell, 1984).

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en onemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. ‘"OH’in baglica hedefi yag asitleri olup zar
lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini artirip hiicre 6liimiine

sebep olabilir (Nishiyama vd., 1998).

1.3.4.1.4. Singlet Oksijen (*O,)

Singlet oksijen, molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup biyolojik
sistemlerde fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda olusur. Bitkilerde '0,’nin baslica kaynagi
fotosentetik elektron transport sistemindeki klorofil pigmentleridir (Foyer vd., 1997).
Ayrica singlet oksijen ¢ok ¢esitli yollarla kimyasal veya fotokimyasal olarak da iiretilebilir.
Oksijenin bu formunun reaktivitesi ok yiiksektir. Singlet oksijenin yarilanma émrii 10 ile
10® saniye arasinda olup karbon-karbon baglari ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir

(Stahl ve Sies, 2002).

1.4. Bitkilerin Tuz Stresine Karsi Gelistirdikleri Tolerans Mekanizmalari

Cesitli ¢oziilebilir tuzlarin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarin1 igeren ortamlarda
bitkilerin biiyiime ve hayat dongiilerini tamamlayabilme yeteneklerine tuz toleransi denir

(Parida ve Das 2005). Bitkiler, tuz stresinin olumsuz etkilerinin iistesinden gelebilmek i¢in
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bircok fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal, hiicresel veya molekiiler mekanizmalar
kullanirlar (Aoki vd., 2005; Kadioglu ve Terzi, 2007; Sreenivasulu vd., 2007; Pagaria vd.,
2012). Tuz toleransi, tuz stresine dayanikliligin bir gostergesidir ve bitki tiiriine, ¢evre
sartlarma gore cesitlilik gostermektedir (Yilmaz vd., 2011). Bitkilerin streslere karsi
gelistirdikleri tolerans mekanizmalarint (sinyalizasyon ve metabolik) bilmek strese
dayanikl1 bitki tiretebilmek agisindan oldukca 6nemlidir. Tuzluluk ilk olarak bitkinin kokii
tarafindan algilanir ve kokteki stres cevabi tiim bitkinin strese adaptasyonu i¢in gereklidir
(Zhao vd., 2013).

Son yapilan proteomik c¢alismalarda tuza cevapla ilgili onceki fizyolojik ve
molekiiler bulgulara ek cesitli proteinler analiz edilmistir. Bu baglamda bitkilerin tuz
stresinin negatif etkilerine kars1 verdikleri cevaplar:

1. Tuz sinyalinin algilanmasi, tasinmasi ve sinyal tasinim yollarmin dengede

tutulmasi ile tuz adaptasyonu i¢in hiicre i¢i iyon dengesinin saglanmasi (MYC,
MAP kinaz, SOS kinaz (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki 1997; Munnik vd.,
1999; Zhu, 2001a), fosfolipazlar (Chapman 1998; Frank vd., 2000) ve HSF,
CBF/DREB, ABF/ABAE (Stockinger vd., 1997; Choi vd., 2000; Shinozaki ve
Yamaguchi-Shinozaki 2000) gibi sinyal kaskadlarinda ve transkripsiyonel
kontrolde rol alan genler),

2. Reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi (antioksidan enzimlerin aktive olmasi
gibi),

3. Protein translasyonu veya ilgili genlerin ekspresyonunun ayarlanmasi (is1 sok
proteinleri ve saperonlar, LEA (Late Embryogenesis Abundant) proteinleri
(Vierling, 1991; Ingram ve Bartels, 1996; Bray vd., 2000; Thomashow, 1998;
Thomashow, 1999), akuaporin ve iyon tasiyicilart gibi su ve iyon alimi ve
tasinmasinda rol alan proteinler (Maurel 1997; Serrano vd., 1999; Tyerman vd.,
1999; Zimmermann ve Sentenac 1999; Blumwald, 2000),

4. Hiicre iskeleti/hiicre duvar1 dinamiklerinin hareketi,

5. Ozmotik ayarlamanin saglanmasi, ayni zamanda membran ve proteinlerin
kararliligin1 saglayan ozmolitlerin sentezi ve birikimi (Bohnert ve Sheveleva
1998) olarak siralanabilir (Sekil 3). Bahsedilen tiim bu siirecler 6nce kokte ve
sonra tiim bitkide hiicresel homeostasiyi saglayarak, tuz stresi altinda bitkinin

biiyiime ve gelismesine imkan saglar (Popova vd., 2008; Zhao vd., 2013).
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Current Opinion in Biotechnology

Sekil 3. Bitkilerin abiyotik stres cevaplart (Wang, 2003)

1.4.1. Hiicre -ig:i Iyon Dengesinin Saglanmasi ve SOS (Salt Overly Sensitive)
Sinyal Iletim Yolu

Tuz stresi altinda bitkilerde iyon dengesinin kurulmasi hayatta kalmalari igin
gereklidir (Borsani vd., 2003). Bitkiler tuz stresine maruz kaldiklarinda , yalmzca Na* ve
CI" iyonlarmin degil, aym zamanda K* ve Ca®* ’un da iyonik dengesi olumsuz
etkilenmektedir (Niu vd., 1995). Ciinkii Na' iyonlari, K ile rekabet ederek, hiicre
icerisinde K" eksikligine yol agmaktadir (Hasegawa 2013). Bu durumun yol actig1 stresle
basa ¢ikabilmek i¢in, kokler iyon dengesini ayarlayicit baz1 mekanizmalar gelistirirler. Bu
sayede Na"un disar1 atimi artirilir ve boliimlere ayirma (kompartimanlasma) ile Na* girisi
disiiriiliir (Zhao vd., 2013). Tuz stresi bitkiler i¢in hem iyonik hem de ozmotik stres

yaratmasi ve bu streslerle basa ¢ikabilmek i¢in 6zellesmis yollar barindirmasi bakimindan,
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kuraklik ve soguk gibi streslerden agikca ayrilmaktadir (Zhu, 2001). Tuz toleransinda
onemli rol oynayan iyon tastyicilar (transporterlar) asir1 Na® un hiicrede birikmesini 3
farkli mekanizma ile onlerler. Bunlar: 1) Na' tasiyicilar ile Na™"un bitkiye girisinin ve
hiicre igerisine gegisinin sinirlandirilmas;, 2) Na“un vakuolde béliimlere ayrilmasi
(kompartimanlastiriimasi), 3) sitozolik Na“un membran Na'/H" tasiyicilarmin aktivitesi
ile hiicre disina veya apoplasta tasinmasi (Apse vd., 1999; Bartels ve Sunkar, 2005).

Yiiksek Na® konsantrasyonlarinda K* alimmi, bir K'-Na'tasiyis1 olan HKT1 ile
engellenir. Bu tasiyicinin gorevi Na*’u almaktir ve kalsiyum, K*/Na" segiciligini artirarak,
tuza toleransi artirir (Liu ve Zhu, 1997). Yiiksek iyon konsantrasyonlari sitozoldeki pek
¢ok enzim igin toksik olabilir; bu etkiyi en aza indirebilmek i¢in Na" iyonlarinin vakuolde
biriktirilmesi gerekmektedir (Zhu, 2001). Plazma zar1 ve tonoplastta vakuolar tip H*-
ATPaz (V-ATPaz) ve vakuolar pirofosfataz (V-PPaz) olmak iizere 2 tane elektrojenik H"
pompasindan s6z edilmektedir (Parida ve Das, 2005). Agir stres sartlarinda bitki
hiicrelerinin hayatta kalabilmeleri i¢in bu yapilarin fonksiyonu biiyiik bir dneme sahiptir.

Ayrica Arabidopsis’te AtNHX1 geni tuz toleransi ig¢in ¢ok 6nemli olan vokuolar
Na'/H" antiportlarim kodlar. Shi vd., (2002), yapmis olduklar1 ¢alismada bu genin NaCl,
KCl, veya ABA ile uyarildigim ifade ederek, pH regiilasyonu ve K* dengelenmesinde rol
aldigin ileri stirmiislerdir. Yine onceki ¢alismalarda, AINHX1’in asir1 ekpiresyonun ifade
eden transgenik Arabidopsis ve domates bitkilerinde, tuza karsi toleransin arttig
belirtilmistir (Apse vd., 1999; Quintero vd., 2000).

Ekstraseliiler stres ilk olarak membran reseptorleri tarafindan algilanir ve sekonder
bir mesajc1 gibi hareket eden Ca®* *un hiicre i¢i seviyesi artar (Mahajan vd., 2008). Tuz
adaptasyonunda Ca?* ’un rol aldig1 yoniinde ¢alismalar meveuttur (Liu ve Zhu, 1997).
Distan uygulanan Ca®* "un yiiksek K*/Na" segiciligini kolaylastirarak, tuzun toksik etkisini
diisiirdiigii belirtilmistir. Artan Ca®" seviyesi ile tuz stresinde iyon dengesinin nasil
diizenlendigi, 1996’da Zhu ve arkadaslarinin Arabidopsis’te tuza asir1 hassas SOS (Salt
Overly Sensitive) genlerini kesfetmeleri ile agiklanmistir (Wu vd., 1996). Tuz stresi ile
artan sitozolik Ca** miktar;, CBL4 (kalsinorin B-benzeri protein: Kalsiyum algilayici
protein) olarak da bilinen, ilgili SOS3 sensorii tarafindan algilanir ve SOS sinyal yolu
baglatilir (Yokoi vd., 2002; Tirkan ve Demiral, 2009 (Sekil 4)). SOS3 kalsiyumun
varliginda, bir serin/treonin protein kinaz olan SOS2 ile etkileserek SOS2’yi aktif hale
getirir. Bu SOS2-SOS3 protein kinaz kompleksi, plazma membran: Na*/H" antiportu olan
SOS1’i fosforilleyerek fazla Na™u hiicre disina cikartir. Daha sonra bu SOS2-SOS3
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kompleksi iyonik dengenin saglanmasinda 6nemli olan diger yollarla etkilesim kurar.
Ornegin, HKT1 geninin ifadesini azaltarak veya HKT1 proteinini inaktif hale getirerek
Na'un hiicreye girisini engeller (Zhu 2002; Mahajan vd., 2008). SOS2, NHX (vakuol
Na'/H" antiportu) ile etkileserek, NHX’i aktif hale getirir ve asiri Na'’un vakuolde
birikimini saglayarak iyon homeostasina ilave katki saglar (Mahajan vd., 2008). SOS2 ayni
zamanda bir Ca*¥/H* antiportu olan CAX1 ile de etkileserek CAX1’in aktivitesini diizenler
ve Ca*"® homeostasinin korunmasini saglar (Cheng vd., 2004). Ayrica, SOS2 ABI1 ve ABI2
ile etkilesime girererek stres sonrasi i¢sel dengenin eski haline donmesini saglar (Tiirkan
ve Demiral, 2009). SOS yolunun diger iiyelerinden olan SOS4’iin ise tuz stresi altinda Na"
ve K' dengesinin saglanmas: ile ilgili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Mahajan vd., 2008).
Plazma membranmin dis yiizeyinde yer alan SOS5 geni, hiicre yiizeyi adhezyon proteinini
kodlar ve normal hiicre genislemesini kontrol eder. Nitekim bu genin mutasyonu ile elde
edilen sos5 mutantinin, tuza asir1 hassas oldugu ve tuz sartlari altinda hiicre duvari
biitiinligiinii yitirdigi, anormal hiicre genislemesi gosterdigi kaydedilmistir (Shi vd., 2003).
Bununla birlikte, bu proteinin SOS sinyalizasyonundaki islevi, stres toleransinda gen
ekpresyonuna nasil etki ettigi ve stresle uyarilan hormonlarla olan iliskisi heniiz
aydinlatilmamistir. Bunlara ek olarak, Zhu vd., (2010) yapmis olduklari g¢alismada
Arabidopsis’te bir seliiloz sentez benzeri proteinini kodlayan ve bitkilerin normal
biiylimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan SOS6 geninin varligindan séz etmisler ve bu genin
mutasyonu sonucu elde edilen sos6-1 mutantinin osmotik stres sartlar1 altinda asir1 ROS

birikimine bagli olarak hassasiyet gosterdigini rapor etmislerdir.
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Sekil 4. Tuz stresine adaptasyonda SOS sinyalizasyon yolu ile iyon dengesinin
diizenlenmesi (Tiirkan ve Demiral, 2009’dan uyarlanarak)

Tuz stresi sirasinda sodyum, potasyum ve kalsiyum taginimini yonlendiren, zardaki
tasima proteinleri. SOS1: Plazma zarmdaki Na*/H™’, karsilikli olarak tasiyici (antiporter);
SOS3-S0S2: protein kompleksi tuz stresinin Ca®*’yi uyarmasiyla aktive olur ve SOS1’in
fosforillenmesini, ayni zamanda baz1 genlerin ekspresyonunu diizenler, ACA:
plazma/tonoplast zari Ca®*-ATPazi; KUPI/TRHI: ilgisi yiiksek olan K*-H' birlikte
tastyicist (kotransporter), AtHKT1: hiicreye sodyum girisini saglayan tasiyici, AKT1: K*
giris kanali, NSCC: seg¢ici olmayan katyon kanali, CAX1-2: Ca?*/H" antiportiri,
AtNHX1,2,5: hiicre igi zar Na'/H" antiportiridir, SOS4: bir pridoksal kinaz1 kodlar, PLP
(Pridoksal-5-fosfat): iyon kanallarin1 ve tasiyicilarinin regiilasyonuyla, Na® ve K"
dengesine katkida bulunur, SOSS5: hiicre duvar1 saglamliligi ve hiicre genislemesinin
devamliligint kontrol eder. (siyah kesik ¢izgili oklar, SOS3 den bagimsiz, SOS2 bagimli

yollar1 gostermektedir, PM: Plazma Membrani).

Ca*?
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1.4.2. Ozmolitlerin (Uyumlu Céziinenler) Biyosentezi

Stres sartlar1 altinda bitkiler, osmotik dengenin saglanmasi ve hiicresel yapilarin
korunmasi i¢in, yaygin olarak prolin, glisin betain ve seker alkoller gibi ozmolitler
biriktirirler (Borsani vd., 2003; Ashraf M, 2007; Yazic1 vd., 2007). Halofit bitkilerde tuz
stresine kars1 tolerans saglayan sekerler (fruktoz, sukroz ve glukoz), seker alkoller
(mannitol, gliserol, metillenmis inositol), kompleks sekerler (trihaloz, rafinoz ve fruktan),
kuaterner amino asit yan frinleri (prolin, glisin-betain, B-alaninbetain,), DMSP
(dimetilsulfoniopropinat) ve sulfonyum bilesikleri gibi c¢esitli ozmoprotektanlar
tanimlanmistir (Flowers ve Colmer, 2008).

Prolinin esas olarak sitoplazmada ve son yillarda az da olsa kloroplastlarda
sentezlendigi gosterilmistir (Szekely et al., 2008). Bir ozmolit olan prolin yliksek yapili
bitkilerde glutamat veya ornitinden sentezlenir. Arabidopsis thaliana’da glutamat yoluyla
prolin biyosentezi, ¢ift islevli Al-pirolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) enzimi tarafindan
denetlenir. P5CS enzimi glutamik asiti fosforile ederek glutamil-5-semialdehit (G5SA)’e
dontstiiriir. Bu enzimin PSCS1 ve P5CS2 olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. Prolin,
G5SA’den pirolin-5-karboksilat (P5C) araciligiyla Al-pirolin-5-karboksilat-rediiktaz
(P5CR) enzimi katalizorliigiinde sentezlenir (Delauney ve Verma, 1993). Bu reaksiyonun
hizin1 belirleyen basamak, PS5CS enziminin vy-glutamil kinaz aktivitesidir. Prolin
katabolizmasi ise prolin dehidrogenaz (PDH) ile pargalanir (Ozfidan, 2010).

Prolin birikiminin, tuz stresinin olumsuz etkilerine kars1 bitkilerde ozmotik
ayarlamaya katkida bulundugu, membranlarin, proteinlerin ve enzimlerin kararliligim
sagladig1 ve serbest radikalleri temizledigi kaydedilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Hoque
vd., 2008; Tiirkan ve Demiral, 2009). Prolin birikimi stres toleransini bircok yolda
etkileyebilir (Szabados ve Savoure’, 2010, (Sekil 5). Yapilan ¢alismalarda birgok bitki
cesidinde strese toleransh bitkilerde hassas olanlara gore prolin miktar1 fazla bulunmustur
(Ashraf, 2007). Ayrica prolin kuraklikta lipid peroksidasyonun onlenmesinde de rol
oynamaktadir (Molinari vd., 2007).
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Sekil 5. Bitkilerde prolinin ¢ok yonlii fonksiyonlari (Szabados ve Savoure’, 2010).

Xiong vd. (2001), bitkilerdeki prolin birikiminin ABA’ya bagimli veya ABA’dan
bagimsiz olabilecegini belirtmislerdir. Bunun yani sira, bitkilerde ozmotik strese cevapta
ABA birikiminin P5CS gen ekspresyonunu regule ettigi rapor edilmistir. Ayrica, ABA’nin
tek basina bu geni uyarmada yeterli olmadig1, kuraklik ve tuz stresi siiresince ABA vasitasi

ile PSCS gen uyariminda Ca* iyonunun da rol oynadig: belirtilmistir.

1.4.3. Reaktif Oksijen Tiirlerine Kars:1 Gelistirilen Savunma Mekanizmalari

Stresli ortamlar bitkilerde siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu tetikler. Bununla birlikte siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX),
glutatyon rediiktaz (GR), peroksidaz (POD), gibi enzimatik antioksidan sistem ve askorbat
(Asc), glutatyon (GSH), a-tokoferol, fenolik birlesikler ve karotenoidler gibi metabolitler
reaktif oksijen tlirlerinin etkilerine kars1 koruma saglarlar (Mittler, 2004; Chinnusamy vd.,
2005; Kadioglu vd., 2012). Antioksidan enzimler degisen c¢evresel sartlar altinda
aktiflesirler ve bir¢ok bitkide stres toleransi ile iligkilidirler (Kadioglu ve Terzi, 2007).
Antioksidan enzimlerin, fonksiyonlar1 ve lokalize olduklar1 kisimlar Tablo 2’de
Ozetlenmistir (Gevhev, 2006).

Bu gline kadar tuz stresine maruz birakilan bitkilerin antioksidan enzim

aktivitelerindeki degisimle ilgili pek cok ¢aligma yapilmistir ve tuza toleransh tiirlerde,
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hassas olanlara oranla enzim aktivitelerinde artis oldugu kaydedilmistir (Yilmaz vd.,

2011).

Tablo 2. ROS ile ilgili en 6nemli enzimler ve antioksidanlar (Gechev, 2006).

Enzimler/ Fonksiyon Lokalizasyon

Antioksidanlar

50D 07" nin dismutasyonu ile H,O; olusumunu saglar. sit, klo, mit, per

CAT Indirgeyiciye gereksinim duymadan H,0,'i detoksifiye eder. mit, per, gli

APX Indirgeyici olarak askorbat ile H,O, detoksifikasyonu saglar. sit, klo, mit, per

MDHAR Indirgeyici  olarak NAD(P)H ile monodehidroaskorbat | sit, klo, mit
radikallerini indirger.

DHAR Indirgeyici olarak GSH ile dehidroaskorbat radikallerini | sit, klo, mit
indirger.

GR Indirgeyici olarak NADPH ile vyiikselteenmis glutatyonu | sit, klo, mit, per
indirger.

POX Indirgeyici olarak cesitli substratlant  kullanarak H,0,’i | hd, sit, mit, vak
detoksifiye eder; hiicre duvari polimerleri ile etkilesim
icindedirler.

GPX Indirgeyici olarak GSH kullanarak lipitleri hidroperokside eder | sit, klo, mit, er
ve H,0,'1 detoksifiye eder.

GST Lipit hidroksiperoksitleri detoksifiye eder ve DHAR aktivitesi | apo, cit, klo, mit, nuk
sergiler.

Askorbat APX’in substratidir, H,O,’1 detoksifiye eder. apo, sit, klo, mit, per, vak

Glutatyon Glutatyon transferazlar ve glutatyon rediiktazlarin substratidir. | apo, sit, klo, mit, per, vak
H,0, ve diger hidroksiperoksitleri detoksiliye eder.

a-tokoferol Membran lipitlerini peroksidasyondan korur, lipit peroksitlerini | membranlar
detoksifiye eder ve 'O, giderir.

Karotenoidler '01 giderir, ABA’mn haberci molekiiliidiir, fotosentezde | klo, kro, ami
etkindir.

Flavonoidler Direk olarak H,0,'i temizler. vak

hd: hiicre duvari, apo: apoplast, sit: sitosol, klo: kloroplast, kro: kromoplast, ami: amiloplast, mit: mitokondri,
er: endoplazmik retikulum, vak: vakuol, per: peroksizom, gli: glioksizom, nuk: nukleus

1.4.3.1. Antioksidan Enzimler

1.4.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) siiperoksit serbest radikalinin hidrojen
peroksit ve oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir (Fridovich, 1986; Elstner,
1987). SOD, ilk kez Mann ve Keilis (1938) tarafindan izole edilmis ve baslangigta bir
bakir depo proteini oldugu diisliniilmiistiir. Bu enzimin katalitik fonksiyonu kesfedilene

kadar eritrokuprein, indofenol oksidaz ve tetrazolium oksidaz gibi isimlerle
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adlandirilmigtir. Canli organizmalar SOD ile siiperoksiti uzaklastirir ve Haber-Weiss
reaksiyonuyla hidroksil radikalinin olusum riskini azaltir. SOD, siiperoksit anyonlarini
uzaklastirmasina ragmen toksik bir oksijen tiirevini (O*") digerine (H,0,) doniistiiriir
(Mehlhorn vd., 1996). Bu reaksiyon sonucu olusan H,0O,, fotosentezin gii¢li bir
inhibitoriidiir ve kloroplast fonksiyonu i¢in risk olusturur. Bu toksik iirlin peroksidazlar

tarafindan temizlenebilir.

SOD
20, + 2QHY — H,O,+ O, (1)

SOD biitlin aerobik organizmalarda ve aktiflesmis oksijen iireten biitiin hiicre alt
yapilarinda bulundugu i¢in oksidatif strese karsi savunmada merkezi bir roliiniin oldugu
diisiiniilmektedir (Bowler vd., 1992). SOD aktivitesinin su stresine cevabi tiirlere ve
kuraklik siiresine bagli olarak degistigi (Fu ve Huang, 2001) ve bu degisimlerin oksidatif
strese direnglilikle baglantist oldugu rapor edilmistir (Foyer vd., 1994). Yapilan
calismalarda kuraklik stresi esnasinda bazi bitki tiirlerinde SOD aktivitesinin arttigi,
aycicegi (Helianthus annuus) ve yonca (Trifolium sp.) bitkilerinde ise belirgin bir
degisimin olmadigr rapor edilmistir (Irigoyen vd., 1992; Smirnoff, 1993). Baz
caligmalarda ise SOD aktivitesinde tek basina meydana gelen artiglarin reaktif oksijen
tiirlerine karst yeterli koruma saglayamayacagi ve oksidatif stresi tek basina
engelleyemeyecegi ileri siirlilmiistiir (Pitcher vd., 1991). Diger taraftan, SOD’un hiicre
membran proteinleriyle iliskisi oldugu diisiiniilmektedir (Ogawa vd., 1997). Ozona maruz
birakilan bugday bitkisinde yapilan bir calismada SOD aktivitesindeki artisin hiicre

¢eperinin yapisinda degisime neden olabilecegi rapor edilmistir (Padu vd., 1999).

1.4.3.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), tabiatta ¢ok yaygin dagilim gostermektedir. Bu enzim,
aerobik mikroorganizmalarin hepsinde, omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve
mantarlarda  bulunmaktadir  (Bergmeyer ve Grabl, 1983). Katalaz yiiksek
konsantrasyonlardaki H,O’nin iki elektronunu kullanarak su ve oksijene indirgenmesini
katalizleyen tetramerik demir porfirin igeren yliksek molekiil agirligina sahip bir enzimdir.

Ayn1 zamanda katalaz, diisiik H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol igeren
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indirgenmis substratlari kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere ve Ferrari-

Iliou, 1999). Katalazin gorev aldig1 genel bir reaksiyon asagida gosterilmistir.

CAT
2 H,0, — 2 H,O + O, (2)

Katalaz kararli bir enzim degildir. Yiiksek 151tk yogunlugu ve stresli bitki
hiicrelerinde olusan H,O,’nin yiiksek konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Feierabend
vd., 1992; Streb vd., 1993). Siyanid, azid, siiperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan
da katalaz aktivitesinin inhibe edildigi rapor edilmistir (Fridovich, 1986). Ayrica H,0;’ye
olan zayif affinitesi bu enzimin etkinligini kisitlamaktadir (Foyer vd., 1994). Katalazin
biiyiik bir kismi1 peroksizomlarda ¢ok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunur.
Katalazin  bitki dokusunda H,O;’in uzaklastirilmasinda Onemli rol oynadigi
diistiniilmektedir (Patykowski ve Urbanek, 2003). Katalazin temel fonksiyonu, molekiiler
oksijen mevcudiyetinde H,O,’in ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek
Ozellikle membranlarda olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlari engellemektir

(Chaudiere ve Ferrari-llioui, 1999).

1.4.3.1.3. Askorbat Peroksidaz (APX)

Hidrojen peroksiti parcalarken substrat olarak askorbati kullanan enzimler askorbat
peroksidazlar (APX, EC 1.11.1.11) olarak adlandirilirlar. APX’lerin bitki hiicrelerinin
sitoplazma ve kloroplastlarindaki  HO2’nin  temizlenmesinde  etkili  olduklar
diisiiniilmektedir (Dalton vd., 1987; Asada, 1992). Bu enzimin kloroplastlarda tilakoid
membrana bagl ve stromada bulunan formlar1 vardir (Chen ve Asada, 1989; Miyake ve
Asada, 1992). Bu formlar elektron verici olarak askorbat i¢in spesifik olup, askorbatin
yoklugunda asir1 derecede kararsizdirlar (Miyake ve Asada, 1996). Sitoplazmada bulunan
askorbat peroksidazlar, kloroplastakine benzer ancak askorbat yoklugunda daha fazla
kararli olup askorbattan bagka elektron vericilerini de kullanabilir. Su stresine maruz kalan
duyarli bugday cesitlerinde askorbat peroksidaz aktivitesinin uyarildigi, toleransl
bugdayda ise sadece yliksek stres yogunlugunda arttig1 kaydedilmistir (Sgherri vd., 2000).
Benzer sekilde orta siddetli su stresine maruz birakilan celtik bitkisinde artan askorbat

peroksidaz aktivitesinin  H;O,’nin  detoksifikasyonunda anahtar bir rol oynadigi
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kaydedilmistir (Sharma ve Dubey, 2005). Askorbat peroksidazlar yaygin sekilde calisilan
guaiakol peroksidazlara benzemesine ragmen H™ vericisi olarak askorbata olan yiiksek

spesifikliklerinden dolay1 aralarinda farkliliklar vardir (Nakano ve Asada, 1987).

1.4.3.1.4. Peroksidaz (POD)

Peroksidazlar (POD, EC 1.11.1.17) bitkilerde yaygin olarak bulunan ve hem grubu
ihtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. POD’lar ¢oklu molekiiler formlara ve genis bir
hiicre alt1 dagilimina sahiptirler. Bitki hiicrelerinde POD esas olarak, hiicre ceperinde,
vakuollerde, membrana bagli ribozomlarda ve bitki dokularinin ekstrasellular alanlarinda
bulunurlar. Hiicre ¢eperine bagli olan peroksidazlar ¢oziinebilir, iyonik bagli ve kovalent
bagli formlarda mevcutturlar. Peroksidazlarin bir¢ok fizyolojik olayla iliskili oldugu ve
metabolizmada aktif bir rol oynadigi belirlenmistir. Bitki hiicrelerindeki ¢eperin uzama
kabiliyeti, lignin biyosentezi ve oksin katabolizmasiyla iligkisinin olmasinin yani sira en
onemli fonksiyonu H,O;’nin parcalanmasini katalizleyerek antioksidan savunma sistemine

katki saglamalaridir.

POD
H,O, + AH>» > 2 H,O + A (3)

Stres altindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Gaspar vd.,
1991). Ornegin Arabidopsis bitkisinde yapilan bir ¢alismada, kuraklik stresine maruz
birakilan bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttigi belirlenmistir. Peroksidaz aktivitesi, dis
kaynakli sinyallere ve zor c¢evre kosullarina cevap olarak hizli bir sekilde degisebilir.
Peroksidazlar hidrojen vericisi olarak bir¢ok organik ve inorganik substrati kullanarak
H,0,’yi temizlerler ve H vericisi olarak kullandiklari substrata gore isimlendirilirler.
Guaiakol peroksidazlar guaiakole olan yiliksek spesifikliklerine ragmen baska birgok
substrat1 elektron vericisi olarak kullanabilirler. Kuraklik stresi kosullarinda muisir
bitkisinde yapilan bir ¢aligmada guaiakol peroksidaz aktivitesinin arttigi kaydedilmistir
(zhang vd., 1995). Ayrica, pamuk bitkisinde guaikol peroksidaz enziminin tuz stresi
altinda arttig1 bildirilmistir (Parida ve Das, 2005). Benzer sekilde orta siddette kuraklik

stresine maruz birakilan celtik bitkisinde guaiakol peroksidaz aktivitesinin kontrole gore
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arttigi, fakat agir kuraklik kosularinda aktivitenin azaldigi belirlenmistir (Sharma ve

Dubey, 2005).

1.5. Tuz Stresinin Absisik Asit ile Tliskisi

Bitki gelisimi ve iiretkenligi pek ¢ok abiyotik stres etmenleri tarafindan olumsuz
etkilenmektedir ve bitkiler bu olumsuz etkilerle basa ¢ikabilmek icin ¢ok genis capta
adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bir fitohormon olan absisik asit (ABA) de
kuraklik ve tuz stresine cevapta hizli bir sekilde {iretilip; stres cevaplarinin regiile
edilmesinde ve bir seri sinyalizasyon selalesinin uyarilmasinda kritik rol iistlenmektedir
(Osakabe, 2013). Absisik asit, bitkilerde tohum dormansisi, ¢imlenmesi, olgunlagmasi,
ciceklenme, senesens ve vejetatif gelisme gibi c¢esitli biyolojik siireclerde, ayrica
stomalarin kapanmas1 ve cesitli genlerin ekspresyonu gibi abiyotik stres cevaplarinda rol
oynayan baglica bitkisel hormondur (Kuhn ve Schroeder, 2003; Umezawa vd., 2011;
Finkelstein, 2013). Ayrica ABA, brassinosteroidler, etilen, giberellin, sitokinin ve oksin
gibi diger bitkisel hormonlarla etkileserek bitki gelisiminin diger pek c¢ok 6zelligini
etkilemektedir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Bugiine kadar ABA ile ilgili bircok calisma yapilmis ve ABA’nin kuraklik (Tuchi et
al., 2001) soguk (Kumar vd., 2008), donma (Zhou vd., 2006), agir metal (Hsu vd., 2006)
ve tuz stresi (Etehadnia vd., 2008; Ozfidan vd., 2013) gibi farkli abiyotik streslere karsi
koruyuculuk 6zelligi oldugu rapor edilmistir. Bu baglamda, ABA ile stresin algilanmasi ve
hiicresel cevap olusumu arasindaki iliski, ABA’ya duyarsiz ve biyosentetik mutantlarin

kullanimi ile dogrulanmistir (Bartels ve Sunkar, 2005).

1.5.1. Absisik Asitin Yapisi

ABA’nin cis ve trans olmak iizere iki tane geometrik izomeri vardir. ABA’nin 2 nolu
karbonundaki karboksil grubunun yerlesimi ABA’nin cis ya da trans izomerlerini belirler.
Dogal olarak olusan ABA, cis formundadir. C15 atomu igeren ABA, izoprenoidler
(terpenoidler) olarak bilinen metabolitlerin bir smifina sahiptir (Ozfidan, 2010). ABA’nin
yapist Sekil 6’da gosterilmistir.
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Sekil 6. ABA’nin yapis1 (Finkelstein, 2013)

1.5.1.1. ABA Biyosentezi ve Katabolizmasi

ABA’nin yaprak, kok, govde, tohum ve meyve dokularinda mevalonik asitten
sentezlendigi belirtilmistir. Bu dokularda ABA’nin biiyiik bir ¢ogunlugu plastidlerde
sentezlenmektedir (Kadioglu, 2011). Yiiksek bitkilerde, ABA biyosentezi C40 formundaki
karotenoid yapisinin bir seri enzimatik basamak sayesinde ayrilmasi ile baslatilir (Soto vd.,
2013). Violaksantin sentezi, zeaksantin epoksidaz (ZEP) enzimi ile katalizlenir (Chernys
ve Zeevaart, 2000). Bu enzimin Arabidopsis’te ABA1 lokusu tarafindan kodlandigi
bulunmustur. Violaksantin bir C40 bilesigi olan 9’-cis-neoksantine doniistiiriilerek, daha
sonra C15 bilesigi olan ksantoksali olusturmak i¢in ortasindan ikiye ayrilir. Ayrilma 9-cis
epoksikarotenoid dioksigenaz (NCED) tarafindan katalizlenir (Taiz ve Zeiger, 2008).
Ksantoksinin absisik asit aldehite doniisiimii ise, kisa zincirli bir dehidrogenaz/rediiktaz
benzeri enzim olan (SDR) tarafindan katalizlenir ve Arabidopsis’te ABA2 lokusu
tarafindan kontrol edilmektedir. Absisik aldehit ABA’y1 olusturur ve bu son basamak
kofaktér olarak molibdene ihtiyag duyan aldehit oksidaz (AAO) tarafindan
katalizlenmektedir. aba3 mutantlar1 da AAO yoklugunda ABA sentezleyemez
(Daszkowska-Golec ve Szarejko, 2013; Finkelstein, 2013).

ABA sentezine ek olarak, katabolizmas1 da ABA diizeyinin regiilasyonu i¢in dnemli
bir mekanizmadir. Arabidopsis baslica iki katabolizma yolu kullanmaktadir: : 1) ABA’nin
P-450 tip monoksigenaz ile hidroksilasyonu ile faseik asitin izomerizasyonu (8'-OH-
ABA’nin kararsiz formu), 2) ABA’nin bir monosakkaritle kovalent bag kurarak, serbest
yapidan ABA-B-D-glukozil esterine (ABA-GE) doniiserek inaktivasyonudur. Serbest ABA
stoplazmada yerlesmisken, ABA+GE ise vokuollerde birikmektedir (Schroeder ve
Nambara, 2006).
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Arabidopsis’te ABA katabolizmasinda gorev alan ABA-8'-hidroksilazi kodlayan
genler At CYP707A 1, 2, 3 ve 4 (Cytochrome P450, Family 707, Subfamily A, Polypeptide
1, 2, 3, 4) olarak tamimlanmistir (Daszkowska-Golec ve Szarejko, 2013). Bu genler,
Arabidopsis bitkisi disinda celtik (Saika vd., 2007), arpa (Millar vd., 2006), bugday (Ji vd.,
2011) ve soya fasulyesinde de (Zheng vd., 2012) belirlenmistir. ABA’nin biyosentez ve

katabolizma yollar1 Sekil 7°de 6zetlenmistir.
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Sekil 7. ABA Biyosentez Yolu (Umezawa vd., 2011).
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1.5.1.2. ABA ve Sinyal Iletimi

Absisik asit, bitkilerde emriyogenez, tohum dormansisi, kok ve govde biiylimesi ve
transpirasyon gibi bir¢ok gelisimsel siireclere katilan ve hem biyotik hem de soguk, yiiksek
sicaklik, kuraklik ve tuz stresleri gibi abiyotik streslere adaptasyonda rol oynayan 6nemli
bir bitkisel hormondur (Huand ve Wu, 2006; Zhang vd., 2010; Boneha vd., 2012). Farkl
stres sartlar1 bitkilerde ABA diizeyinin artmasina neden olur veya disarilan ABA
uygulamasinin bitkilerde stres iliskili bircok genin ekspresyonunu uyararak strese karsi
toleransi artirdig belirtilmistir (Xiong vd., 2002a; Fediuc, 2005; Zhu, 2010).

ABA sentezi yapamayan mutantlarin belirlenmesi ve karakterizasyonu ile ABA’ nin
fonksiyonu daha iyi anlasilmaya baslanmistir. Bu mutantlar erken ¢imlenme, solmaya
hassasiyet, stomal gegirgenlikte artis, yiiksek sukroz veya tuz konsantrasyonu igeren
ortamda ¢imlenme ve biiyiime kabiliyeti gibi fenotiplerle belirlenmistir (Keskin, 2012).
Arabidopsis’ten ABA-sinyal iletim yollar1 ile ilgili bir¢ok gen izole edilmistir. Bunlar
ser/thr protein fosfatazlar ABI1 (ABA-insensitive 1: AT4G26080) , ABI2 (AT5G57050) ve
sirastyla B3-, Apetala2-(AP2) ve esas 16sin fermuari- (bZIP) alani ailesini kodlayan ABI3
(AT3G24650) - ABI4 (AT2G40220) - ABI5 (AT2G36270) transkripsiyon faktorleridir
(Korneef vd., 1984; Finkelstein, 2013). ABA reseptorii olarak 3 onemli proteinin oldugu
belirlenmistir. Bunlar PYR/PYL/RCAR (sitozolde), CHLH (plastid zarinda) ve GPCR tip
G proteinleri (hiicre zarinda) dir (Kadioglu, 2011). ABA sinyal yolunun merkezi olarak
adlandirilan, PYR1/PYL (Pyrabactin Resistant 1/PYRL1 Like) proteinleri ABI1 gibi tip 2C
protein fosfatazlara (PP2C) baglanmak i¢in ABA tarafindan indiiklenirler. Boylece, inhibe
edilen SNF1 iligkili protein kinazlar (SnRK2s) serbest birakilir. Baskilayict durumun
ortadan kalkmasi ile SnRK2, sirasiyla ABI4 ve ABIS gibi transkripsiyon faktorlerini ve
membran kanallarinin dahil oldugu birgok substrati fosforilleyerek aktive eder (Hubbard
2010).

En 1yi calisilmis ABA sinyal iletim yollarindan biri, ABA’ya cevap olarak stomalarin
kapanmasidir (Allen vd., 2001). ABA uygulamasmin, arkadas (guard) hiicrelerdeki
sitozolik Ca*? iyon seviyelerinde artmaya neden oldugu bilinmektedir. Sitozolik Ca*?
konsantrasyonundaki dalgalanmalar, stomalarin kapanmasi i¢in gereklidir (Allen vd.,
2001). Bir¢ok fitohormon sinyal iletim islemlerinde hiicre i¢i mesajc1 olarak Ca*? islev

gormektedir. Ca*® sinyali ABA’y1 igeren yanitlarda siklik-ADP-riboz (CADPR), inozitol 1,



28

4, 5 trifosfat (IP3), inozitol hekzafosfat (InsPg) veya H,0, gibi ikinci mesajcilar tarafindan
uyarilir (Schroedaer vd., 2001).

Stres siiresince ABA biyosentezi ilk olarak koklerde artar ve sonra ksilem vasitasiyla
kimyasal bir sinyal olusturarak stomalarin kapanmasini saglamak iizere govdeye tasinir
(Gallé vd., 2013). ABA’nin strese karsi stoma kapanmasi, ozmolit birikimi, biiylimenin
inhibisyonu ve metabolizmanin degistirilmesi gibi fizyolojik adaptasyonlarinin yani sira,
molekiiler diizeyde gen ekspresyonunda bir¢ok degisiklikler yaptigi ve LEA, HSP gibi
proteinlerin ve reaktif oksijen temizleyicilerin sentezini artirdigi bildirilmistir (Huang ve
Wu, 2006; Sripinyowanich vd., 2013). Bununla birlikte, ABA yoksun mutantlarla
yiiriitiilen deneyler sonucu, stresle uyarilabilen genlerin bazilarmin ABA’ya bagimli
olmasina ragmen bazilarinin ise ABA’dan bagimsiz olarak kontrol edildigi ortaya ¢ikmistir
(Zhu, 2002).

Kurak ve tuzluluk stresi ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolaklardaki, ABF (ABRE
binding factor))/AREB (ABA responsive element binding protein), MYC
(myelocytomatosis)/MYB (myeloblastosis), DREB2 (drought responsive element binding)
ve NAC (NAM, ATAF1,2, CUC) transkripsiyon faktorlerine ait gen ifadelerini aktive eder.
Bu oOnemli transkripsiyon faktorleri farkli streslere cevap olarak farkli transkript
diizenlenmesi gosterir ve asir1 ifadeleri bitkilerde stresle iliskili ¢cok sayida genin dogrudan
veya dolayli olarak devreye girmesi ile sonuglanir (Agarwal ve Jha, 2010). AREB/ABF ve
MY C/MYB transkripsiyon faktorleri ve bZIP (basic leucine zipper factor), ABRE, MYCR,
MYBR transkripsiyon faktorleri iki farkli mekanizma ile ABA’ya bagl olarak strese cevap
verirken, DREB proteinleri ises ABA’ya bagli olmayan durumlarda DRE aracilig ile strese

cevap yolagini aktive ederler (Sekil 8).
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Sekil 8. Stres kosullar1 altinda ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz yollarda gen
ifadesinin diizenlenmesi (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki, 2006).

1.6. Hiicre Ceperi ve SOS5 Geni

Bitki hiicre ¢eperleri ¢ogunlukla yiiksek molekiiler agirlikli polisakkaritler, olduk¢a
glikozillenmis proteinler ve ligninden olusan dinamik yapilardir. Bu kompleks
glikozillenmis proteinler plazma membranlarinin ve hiicre g¢eperinin kararliligi i¢in ¢ok
onemlidir (Somerville vd., 2004). Bitki hiicre g¢eperi; bitkilerdeki biiyiime, gelisme,
yasamin siirdiiriilmesi ve iireme olaylarinin bir¢ok asamasinda 6nemli gorevlere sahiptir.
Hiicre ¢eperinin gorevlerini 6zetlersek: hiicreye mekanik dayaniklilik kazandirir, hiicreleri
birbirine yapistirir, hiicrenin seklini belirleyen ve yiiksek turgor basinglariin olugmasini
saglayan bir hiicresel dis iskelet gorevi goriir. Bunlarin disinda en 6nemli olarak, hiicre
ceperi disardan gelen etkilere (biotik ve abiyotik) kars1 yapisal bir engel gorevi goriir (Taiz
ve Zeiger, 2008). Bu baglamda hiicre ¢eperinin, hiicre biiylimesi ve gelismesindeki
islevinin bilinmesi; bitkinin hayatta kalmasi, hiicre bdliinmesi, farklilasmasi ve ¢evredeki
biyotik ve abiyotik degismelere verdigi cevaplarin anlasilmasinda ¢ok onemlidir. Hiicre
duvar1 performanst ve saglamligmin kontroliinde yer alan molekiiler bilesenlerin
tanimlanmasi, genetik ve fizyolojik yaklasimlarin birlikte kullanilmasi ile anlasilabilir
(Blaukopf vd., 2011). Ayrica, yiiksek bitkilerde hiicre ¢eperi biitiinliigiiniin korunmasi,

diizenleyici genlerin bilinmesi ve stres iligkili hormon metabolizmasinin iyi anlasilmasi,
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tarimsal biyoteknoloji alaninda zor sartlara adapte olabilen bitki iiretimi konusunda yeni
bir yaklasim getirebilir. Diger yandan, elde edilen bilgilerin endiistride hiicre g¢eperi ile
iliskili bioyakit iiretiminde, yiyecek, kagit ve pamuk liflerinin kalitesinin artirilmasi
agisindan da 6nemlidir (Doblin vd., 2014; Cabello vd., 2014).

Bitki hiicre duvarlart yiiksek miktarda hidroksiprolince zengin glikoproteinleri
(HRGPs) igerirler. Bu glikoproteinler, ekstensinler (EXTs) (Velasquez vd., 2011), prolince
zengin proteinler (PRPs) (Kieliszewski vd., 1994) ve arabinogalaktan proteinleri (AGPS)
(Showalter vd., 2010) kapsamaktadir.

Plazma zarinda hiicre duvar1 adhezyonu igin bircok gen ailesi bulunmaktadir.
Bunlara: arabinogalaktan proteinler, fasiklin benzeri arabinogalaktan proteinler (FLAS),
hiicre duvan iligkili kinazlar (WAKSs), lektin reseptor kinazlar (LTPs) ve bir¢ok zara
baglanmis pek ¢cok enzim (seliiloz sentaz gibi) dahil edilebilir (McFarlane, 2008).

AGP’ler bitkilerin plazma membraninda, hiicre duvarinda ve bir¢ok ekstraseliiler
salgilarda belirlenmis yiiksek derecede glikozillenmis karmasik glikoproteinlerdir.
Biyolojik pek ¢ok islevlerinin yaninda, somatik embriyogenezin artisina ve engellenmesine
dahil olurlar; ayrica ksilogenezis, yaralanmaya cevap, hormon cevaplari ile kok tiiyii ve
polen tiipiiniin gelisimi gibi pek ¢ok olayda rol almaktadirlar (Kreuger ve van Hoist, 1996;
Majewska-Sawka ve Nothnagel, 2000; Seifert ve Roberts, 2007; Johnson vd., 2011). AGP
lerin alt grubunda, hiicre ylizeyinde ve hiicre duvarinda yerlesmis FLAS bulunur (Johnson
vd., 2003). Hiicre duvari proteinleri ile ilgili giiniimiize kadar pek¢ok c¢alisma yapilmasina
ragmen, AGP lerin hiicre duvar biitiinliigiinii saglama veya hiicresel algilama ve sinyal
tasinim mekanizmasinda nasil rol aldiklar1 hala tartismalidir.

Shi vd., (2003), pozisyonel klanlama ile SOS5’in Arabidopsis’te 3. kromozomun alt
kolunda yer alan intronsuz bir gen oldugunu gostermislerdir (Sekil 9). Ayrica SOS5
proteinin 4 tane dnemli yap1 igerdigi belirtilmistir, bunlar: 1. tek N terminal sinyal dizileri
(plazma zari yerlesimi igin), 2. ¢ift Arabinogalaktan protein benzeri bolge, 3. ¢ift fasiklin
benzeri bolge ve 4. tek C terminal GPI lipid anchor sinyal dizisidir (Sekil 10).
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Sekil 9. SOS5 Geninin Pozisyonel Klonlanmasi (Shi vd., 2003).

(A) SOS5 kromozom 3’iin alt kolunda yer almaktadir , (B) SOS5 intronsuz bir gendir.
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Sekil 10. SOS5 geninin yapis1 (Shi vd., 2003).

Bitkiler, yiiksek tuzlulukla basa ¢ikmak i¢in tuz stresi iligkili yollarin aktiflestirilmesi
veya tuzun hiicre i¢inde bolmelendirilmesi gibi farkli stratejiler kullanmaktadir. Bu
baglamda, kokiin fenotipik esnekligine (elastisitesi) bagli olarak, bitkiler kok sistemlerinin
yapilarin1 (RSA: Root System Architecture) ayarlayabilir ve kdk biliylime yonlerini yiiksek
tuz konsantrasyonlarindan sakinacak sekilde olusturabilirler. Ozmotik veya iyonik stresin
algilanmasiyla, koklerde ABA diizeyi artar ve bu durum hem lateral kok olusumunu hem
de agravitopik biiyiimeyi uyarir. Bu da kok yapisinda (RSA) degisime yol agar (Ampudia-
Galvan ve Testerink, 2011). Normal sartlarda Arabidopsis bitki kokiindeki dokularin
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dizilimi Sekil 11’de gosterilmistir. Bitkinin strese tolerans durumuna goére kok hiicrelerinin
goriiniimii degisebilmektedir. Dokulardaki bozulmalar yeterince onarilmazsa, bitki 6lebilir.
Ornegin Shi vd. (2003) Sekil 12°de tuza asir1 hassas S0S5 mutant bitki kokiindeki
degisimleri, yabani tip bitki ile karsilastirmali olarak gostermislerdir. A, C, E, G ve |
yabani tip (Col-gl)’in kok fenotipini gosterirken; B, D, F, H ve J s0s5 mutant bitki kokiiniin
fenotipini gostermektedir. A ve B bitkilerin MS-0 besi ortamindan 100 mM NaCl besi
ortamina aktarilmasindan 3 giin sonra 151k mikroskobu ile ¢ekilmis goriintiilerdir. C ve D
taramal1 electron mikroskobu ile tuz ortamina 5 giin boyunca maruz kalmis bitkiler, E, F,
G ve H ise 3 hafta boyunca MS-0 ortaminda bekletilen bitkilerin kok ucunun konfokal
mikroskop ile gorlintiilenmesinden elde edilmistir. Son olarak I ve J goriintiileri 3 hafta
MS-0 ‘da bekletilen koklerden alinan enine kesitlerden elde edilmistir (Shi vd., 2003).
Goriildiigh gibi, tuz stresine cevapta, S0s5 (flad) mutant bitkilerinin kok uglari siskinlesmis
ve kok uzunluklari kisalmigtir. Bunun sebebi sos5 (fla4) mutantlarinda anormal hiicre
genislemesi, hiicre ceperinde incelme ve orta lamelin azalmasi olarak gosterilmistir.
Ayrica, izole dilen SOS5 geninin AGP benzeri ve fasiklin benzeri bolgelerini (FLA4)
kulanarak, normal hiicre gelisimi i¢in gerekli olan hiicre yiizeyi adhezyon proteinini
kodladigin1 ve bu nedenle tuz stresi altinda normal hiicre biiytimesi ve gelismesi i¢in ¢ok

onemli oldugu rapor edilmistir (Shi vd., 2003).

AR

Pentofloem

| AN Epidermis
- Korteks Prokambiyum

Merkezi hiicreler

Perisikl Laretal kbk sapkas:

FEE
I@I Endodermis
==
I=]

Protoksilem - Kolumella kék sapkasi

Sekil 11. Arabidopsis kokiinde dokularin dizilimi (Dolan vd., 1993). Kokiin distan
goriiniimii, (Bar: 100 mm). B) kokiin enine kesiti, (K6k ucunun 1 mm
ardindan alinmig). C) Kok ucunun uzunlamasina goriiniimii
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Sekil 12. Tuz kosullar1 altindaki sos5 mutant kok fenotipindeki
degisimler (Shi vd., 2003)
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1.7. Arabidopsis thaliana Bitkisi ve Onemi

Arabidopsis, brokoli, karnabahar, lahana, turp ve kolza ile yakin akraba olan
Cruciferae (Brassicaceae) familyasina ait dikotiledon bir bitkidir. Fakat bu bitkilerin
aksine, tarimsal 6nemi olan bir bitki degildir (Pehlivan, 2011). Arastirmamizda kullanilan
model organizma olan Arabidopsis thaliana ilk kez on altinct yiizyilda Johannes Thal
tarafindan tarif edilmistir. Bu bitkiyi Almanya'da Harz Siradaglar1 bolgesinde bularak
Pilosella siliquosa adin1 vermistir. O zamandan bu yana bitkinin adi ¢ok kez degismistir.
Son olarak Carl von Linne'nin verdigi su anki ad1 ile kullanilmaktadir (http://tr.wikipedia.
org/wiki/Arabidopsis_thaliana). Arabidopsis thaliana bitkisi son yillarda genomik
arastirmalarda model bir bitki olarak kullanilmaktadir (Carson, 2008). Arabidopsis
thaliana’y1 genetik ¢alismalar i¢in Ozellikle ideal kilan, kii¢iikk bir genoma sahip olmasi,
genomik dizilimleri ve kaynaklarinin mevcudiyeti, dogal popiilasyonlar1 arasinda niikleotid
varyantlart olmasi (farkli ekotipler), sahip oldugu 5 kromozomun biiyiik dl¢iide genetik ve
fiziksel olarak haritalandirilmis olmasi ve genetik transformasyonunun kolay olmasi gibi
birgok 6zellige sahip olmasidir (http://www.nih.gov/science/models/arabidopsis., DeRose-
Wilson, 2010). Bununla beraber, bitki yaklasik olarak 125 MB’lik bir genoma sahiptir. lyi
katilim, kisa hayat dongiisii ve kii¢iik morfolojik yapisi ile ¢aligmalarda tercih edilmektedir
(Sekil 13).
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Kok sapkasi/kok ucu

Sekil 13. Arabidopsis thaliana bitkisinin genel goriiniimii ve kisimlar1 (Nussaume
vd., 2011)

Genom haritas1 tamamlanmis ilk bitki olan Arabidopsis, (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000) en az 1533 transkripsiyon faktorii igerir. Bu, tiim gen sayisinin %5,9° unu
ifade eder ve ayrica bu say1, Drosophila, Caenorhabditis elegans ve mayadan 2 veya 3 kat
daha fazladir (Riechmann ve ark., 2000). Bu faktorlerin bazilar1 sadece bitki spesifik DNA
baglanma boélgeleri ihtiva ederken, diger organizmalarda bulunan bazilar1 da, bitki spesifik

baglanma bolge kombinasyonlari igerir (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
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Gelisen tekniklerle beraber Arabidopsis, spesifik genlerin fonksiyonlarini
arastirmada kullanilan mutant ya da transgenik bitki olusturulmasinda ve bu bitkilerin
fenotipik olarak incelenip, maniiplasyonu yapilan genin fonksiyonunu tanimlamada,
saglam bir genetik temel olusturur (Somerville ve Koornneef, 2002). Arabidopsis bitkisi ile
yapilan ¢aligmalar sadece akademik ortamla sinirli kalmayip, hem bitki biyoteknolojisinde
uygulamali olarak kullanilmakta hem de endiistride yer bulmaktadir.

Arabidopsis’in molekiiler islevlerinin yaklasik olarak % 60’1 ifade edilmistir
(Swarbreck et al., 2008). Genetik bilimciler bu eksikligi giderebilmek amaci ile sonunda
genis bir bilgi grubu olusturdular. AtGenExpress Konsorsiyumu ile Arabidopsis igin
tiretilen genis gen ekspresyon verileri diizenlenmekte (Schmid et al., 2005; Kilian et al.,
2007; Oona et al, 2006; Hannah et al., 2005 Taji et al, 2004) ve Bio-Array Resource
(Toufighi et al., 2005) ve NASC Arrays (Craigon et al., 2004) gibi veritabanlarinda
depolanmaktadir.

Ozet olarak, Arabidopsis bitkisi fonksiyon kayb1 veya kazanimi gibi yaklasimlarla
arastirmalarda oncelikli kullanilan molekiiler model bir bitki olmayi siirdiirecektir. Ayrica
bu calismalar, tuz stresine adaptasyonda rol alan bilesenlerin belirlenmesine ve sinyal

tasinim yollarin aydinlatilmasina imkan saglayacaktir (Botella vd., 2005).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi ve Yapilan muameleler

Arabidopsis thaliana ekotipi Col-gl yabani tip ve fla4 (s0s5-1) mutant bitki tohumlari
Jian-Kang Zhu’den (University of California, Riverside, USA) temin edildi. cpl1-1, cpl3-1
ve sadl-1 ayrica abi4-1 ve abi5-1 bitki tohumlar1 ise Georg Seifert’in (Universitat fiir
Bodenkultur, Wien, Austria) Genetik ve Hiicre Biyolojisi Boliimiinden saglandi ve biitiin

mutant kombinasyonlar1 sekanslanarak dogrulandi (Tablo 3).

Tablo 3. Mutant adlarinin kisaltmalari

Kisaltil .
IS? Fl @s Adi Ozelligi Kullanim amaci
bigimi
s0s5 mutantinin alt
Col-gl Columbia glabrous | yapisi (backgroung) ve kontrol
yabani bir ekotip
C24 (N : cpll-1, cpl3-1 ve sadl-1
( Columbia P P kontrol
906) mutantlarinin alt yapisi
. SOS5 geni ve ABA
Salt overly sensitive 5| Tuza asir1 hassas kok J .
sos5 (flad) mutant: fenotini serailivor hormonu arasindaki
Pt Sergrity iliskiyi aydinlatmak
C-terminal domain 5085 (efrﬁ?i)krg:;trku ile
cpll-1 phosphatase loci 1 ABA’ya asir1 duyarli g
caprazlama (g.0.¢.)
mutanti
yapmak
C-terminal domain
. s0s5 (flad) mutanti ile g.
cpl3-1 phosphatase loci 3 ABA’ya asir1 duyarh (fla4) mutantr ile g
0. ¢. yapmak
mutanti
Supersensitive to .
ABA’ kuraklig sos5 (flad tant1 ile g.
sadl-1 ABA and Drought kar ?: ‘1/re1 duraarlllga (0 ) rzurfi;lkl e
u . C.
mutanti ¥y 4 & yap
. ABA insensitive-4 flad ile g.
abid-1 insensitive ABA'ya duyarsiz s0s5 (fla4) mutanti ile g
mutanti 0. ¢. yapmak
. ABA insensitive-5 sos5 (flad tant1 ile g.
abi5-1 ABA’ya duyarsiz (fla4) mutantr ile g
mutanti 0. ¢. yapmak
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Tohumlarmn sterilizasyon islemi i¢in ependorflara konulan tohumlara 1:9 oraninda
hipoklorid igeren ¢amasir suyu ilave edilerek, 5 dk beklendi ve maksimum ayarda
vortekslendi. Ardindan, siipernatant kismi1 mikropipet yardimi ile atildi ve tohumlar 3 kez
steril saf su ile yikanarak, ekime hazir hale getirildi.

Tohumlarin plastik petrilere ekilmesi igin vitamin igerikli MS Media (Murashige &
Skoog, 1962) (Duchefa Biochemie, NL-Haarlem) besi ortami hazirlandi. Bunun igin
%1°lik Sukroz ve MS media saf suda ¢oziilerek, pH: 5,8’e¢ ayarlandi, ardindan besi
ortaminin katilasmasini saglamak i¢in % 0,8’lik Fitajel (Sigma-Aldrich, P8169) eklenerek,
otoklavlandi. Besi ortamini steril Laminar kabin igersinde petrilere dokmeden once de 55
°C’ye gelinceye dek sogutuldu. Farkli 6zellikteki besi ortamlar1 hazirlanirken, kimyasallar
MS media besi ortamina Katilagmadan once ilave edildi. Diger taraftan 100 mM’lik NaCl
besi ortami, 1X media ile ayn1 sekilde hazirlanip, tuz ilave edilerek otoklavlandi.

Koklerdeki degisimlerin gézlenmesi ve RNA ekstraksiyonu i¢in yapilan deneylerde
tohumlar Barky Ultipette (0,5-10ul product code CP-10) ile tek tek ekildi ancak enzim
6l¢iim deneylerinde ekimler naylon mesh adi verilen bir membran {iizerine mikropipetle
ekildi (Sekil 14). Ekimin ardindan hava girisine imkan saglayan ancak kontaminasyonu
onleyen porlu bantla petrilerin etrafi kapatildi. Ardindan petriler karanlikta, +4 °C’de 2 giin
bekletildi. Bu siire¢te tohumlarin dormansisi ortadan kaldirilarak, ¢imlenme tesvik edildi.
Ardindan petriler dikey sekilde, 24,5 °C’de, % 70 nem oranina sahip Memmert marka
biiylitme kabininde 16h/8h 151k periyodu altinda yetistirildi (Sekil 15). Fenotipik gozlem
deneyleri i¢in, 3-4 giinliik fideler, steril bir cimbiz vasitasi ile dikkatlice test edilecek farkli
media ortamlarma en az 3 biyolojik tekerriir olmak kaydi ile 10’ar tane aktarildi.
Gozlemler hem kok uzunluklarimin 3 giin boyunca 6lgiilmesi, hem de mikroskop (Leica
EZ4 HD) altinda goriintiilenerek yapildi.

Aksi bir durum olmadikga biitlin fotograflar, kontrol ve test medialarina aktarildiktan
48 saat sonraki durumu gostermektedir. Absisisik asit, pyrabactin (4-Bromo-N-[pyridin-2-
ylmethyl] naphthalene-1-sulfonamide), fluridone (1-methyl-3-phenyl-5-(a,a,a-trifluoro-m-
tolyl)-4-pyridone) ve standard kimyasallar Sigma-Aldrich (Vienna, Austria) tarafindan
elde edildi. Abscinazole E2B Dr. Yasushi Todoroki tarafindan temin edildi. Stok
soliisyonlar DMSO igerisinde hazirland1 ancak ABA 0.01 M NaOH igerisinde ¢oziildii.



39

MS0+5 pM ABA

100 mM NacCl

Sekil 15. Biiyiitme kabininde dikey bi¢cimde yetistirilen bitkilerin gériiniimii
2.1.1. Genetik Caprazlamalar
Caprazlamalar parental (anne ve babaya ait) bitkiler arasinda ger¢eklesebilmektedir.

[lk asamada caprazlama yapilacak Arabidopsis ciceklerindeki cakisan kisimlar yani

kendine dollenmeyi engellemek icin 6zellikle polenlenmis silikalar, agilmis cigekler veya
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geng tomurcuklar bir cimbiz ve g1kl ¢ift g6z mercegi (10X-20X biiyiitme) vasitast ile
uzaklagtirildi. Sadece 3 veya 4 tomurcuk (crossing) caprazlama icin kullanildi. Ardindan
keskin ve steril bir cimbiz vasitasi ile tamamen kapali olan se¢ilmis tomurcuklar agildi ve
anterlerin (erkek organ) hala kapali oldugundan emin olduktan sonra, tamami ¢icekten
uzaklagtirildi. Bir bant ile bu tomurcuklar isaretlendi ve 2-3 giin biiyiimeye birakildi.
Stigmanin biiylimesi ile yiizeyi kaygan bir hal alan disi organ ¢aprazlama i¢in hazir hale
getirildi. Ardindan ¢aprazlamayi diisiindiiglimiiz diger bitkinin olgun ¢i¢egi cimbizla agild1
ve goriinen stamenler (erkek organ) miimkiin oldugunca hizli bir bigimde stigmaya hafifce
dokunduruldu. Bu iglem diger biitiin hazirlanmis stigmalar i¢in tekrar edildi. Ardindan

isaretli caprazlanmis ¢igekler tohum olusumu i¢in biiyiitme odasinda biiyiimeye birakildi.

2.1.2. Cimlenme Deneyleri

Cimlenme biyoassayi Clement vd., (2011)’e gore tasarlandi. Taze elde edilmis
tohumlar MS-0 ve 1 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM ABA igeren besi ortamlarina ekildi. +4
°C’de 2 giin strafikasyon i¢in bekletildi ve yatay sekilde Memmert marka biiylitme
kabinine yerlestirildi. Petriler mikroskop altinda 5, 7 ve 14. giinlerde takip edildi, radikula
olusumlar1 ve ozellikle yesil yaprak olusumlarina gore ¢imlenme durumuna karar verildi.
Yaklagik olarak her bir muamele i¢in 50 tohum, 3 biyolojik tekerriir seklinde ekildi.

Deneyler farkli zamanlarda tekrar edilerek, benzer sonuglara ulasildi.

2.2. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyonu Heath ve Packer (1968) tarafindan belirlenen metoda gore
hesaplandi. Bu metoda gore lipid peroksidasyonunun son iiriinii olarak MDA ’y1 kabul eden
tiyobarbiitirik asit testi kullanildi. 0,25 g yaprak ve 0,1 g kokten alinan bitki 6rnekleri, %
20 trikloroasetik asit ve % 0,5 tiyobarbiitirik asit iceren 10 ml ¢ozeltide homojenize edildi.
Homojenat 95 °C de 30 dakika inkiibe edildi ve 10 000 g de 10 dakika santrifiijlendi. 532
ve 600 nm de silipernatantin absorbans okundu, 600 nm’deki spesifik olmayan absorbans
cikarildi. Kirmizi renkli MDA-TBA kompleksinin miktarindan lipid peroksidasyon
degisimleri hesapland1 ( € =155 mM™cm™).
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2.3. Prolin Tayini

Prolin tayini Bates vd. (1973)’e gore gerceklestirildi. Taze agirliklar1 alinan (0,1 g)
yaprak Ornekleri %3’liikk siilfosalisilik asit i¢inde homojenize edildi. Whatman filtre
kagidindan siiziilen esktratin 2 ml si, 2 ml asit ninhidrin ve 2 ml glasiyal asetik asit i¢eren
kapakli test tiiplerinde 1 saat 100 °C’lik su banyosunda tutuldu. Reaksiyon buz banyosunda
sonlandirildi. Reaksiyon ortamina 4 ml toluen ilave edilerek karistirildi. Toluen kor olarak
kullanild1 ve iist faz 520 nm de Olgiildii. Standart olarak L-prolin kullanildi. Sonuglar mg

g kuru agirlik olarak hesaplandi.

2.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Tayini
2.4.1. Enzimler Icin Ekstrakt Hazirlanmasi

Yapraklardan 0,25 g ve koklerden 0,1 gram olarak alinan numuneler sivi azot
icerisinde toz haline getirildi. Daha sonra 5 ml ekstraksiyon tamponu (50mM K;HPO,, 1
mM EDTA pH 7,0, % 1 PVPP) icerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt +4 °C’de 20000 g’de

20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildi.

2.4.2. Guaiakol Peroksidaz (GPX) Aktivitesinin Tayini

Guaiakol peroksidaz aktivitesi, Urbanek vd., (1991)’in yontemine gore belirlendi.
Enzim aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 5 mM
guaiakol, 15 mM H,0; ve 50 pul enzim ekstrakti iceren 2 ml’lik reaksiyon karsiminin 470
nm’de 1 dakika siireyle 6l¢iilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi 26,6

mM ™ cm™ ekstriksiyon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.4.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi, Aebi (1983)’nin yontemine gore belirlendi.
Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H,0; ve 20 ul enzim

ekstrakti iceren 1 ml’lik reaksiyon karsiminin 240 nm’de 5 dakika siireyle Olgiilmesiyle
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belirlendi. Katalaz aktivitesi, H,O, i¢in 39,4 mM‘cm™ epsilon katsayisimin kullanilmasiyla

hesaplandi.

2.4.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)
metoduna gore belirlendi. 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13
mM metiyonin, 75 uM nitro blue tetrazolyum, ve 50 ul ekstrakt ihtiva eden 1 ml reaksiyon
ortamina 2 uM riboflavin ilave edilerek reaksiyon baslatildi, bu karisim 10 dakika boyunca
375 umol m™ s siddetinde beyaz 15182 maruz birakildiktan sonra 560 nm’de absorbans

degerleri belirlendi.

2.4.5. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Tayini

Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki
azalisa bagli olarak belirlendi (Nakano ve Asada, 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 250 uM ASC, 5 mM H;0; ve 20ul enzim ekstrakti
iceren 1 ml’lik reaksiyon karigiminin Olg¢lilmesiyle belirlendi. Askorbat peroksidaz
aktivitesi, 290 nm’de ASC i¢in 2,8 mM™ cm™ epsilon katsayisnin kullanilmasiyla

hesaplandi.

2.5. Protein Tayini

Protein tayini Bradford (1976)’a gore spektrofotometrik olarak yapildi. Bovin serum
albumin (BSA) standartlar1 hazirlanarak, Coomassie Brillant Blue G250 boyar maddesi ile
proteinlerin olusturdugu kompleks 595 nm 6lgiildii. Protein konsantrasyonu mg cinsinden

hesaplanarak, enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilda.



43

2.6. DAB (3,3'-diaminobenzidine) Boyama Metodu ile Hidrojen peroksit (H,0;)
I¢eriginin Belirlenmesi

Icsel hidrojen peroksit miktarlarmi tespit edebilmek igin, 3-4 giinliik Arabidopsis
fidelerinde (koki ile birlikte), DAB boyama metodu kullanildi (Christensen vd., 1997;
Bindschedler vd., 2006; Daudi vd., 2012). Ardindan yapraklar ve kokler Leica EZ4 HD

marka 151k mikroskobu ile fotograflandu.

2.7. Stoma Ac¢ikhiginin Belirlenmesi

Stomatal biyoassay He vd., 2005’e gore gergeklestirildi. 5 haftalik farkli saksilarda
yetistirilmis sos5 ve Col-gl (WT) yapraklarindan 9’ar adet kesildi (3 biyolojik tekerriir) ve
biiyiitme kabininde, 151k sartlarinda 2 saat boyunca agilma soliisyonunda ( CO, free MES-
KCI tamponu: 10 mM MES-KOH, 50 mM KCI, pH: 6,15) bekletildi. Ardindan, yapraklar,
acilma soliisyonu (kontrol), 5 uM ABA, 100 mM NaCl ve 100 mM NaCl+5 uM ABA,
sollisyonlarina aktarilarak, 4 saat bekletildi. Ardindan yapraklarin bir pegete lizerinde suyu
alind1 ve yapragin alt ylizeyine dikkatlice saydam tirnak cilasi siiriildii, tam kurumadan
bunun iizerine seffaf bant yapistirilip, hizlica ¢ekildi. Sonra bu saydam bant cam lam
izerine yapistirildi stomalar, Leica DFC300 FX marka floresan mikroskobu ile ¢ok sayida
fotograflandi. Stoma agikliklari her uygulamadan en az 30 stoma olmak iizere, imagelJ

programi yardimiyla pm olarak 6l¢iildii.

2.8. Kok uzunluklarimn Olgiilmesi

Bitkilerin bulundugu petriler, 3 giin boyunca HP marka tarayici ile tarandi, ardindan

Imagej Programi kullanilarak kok uzunluklart mm olarak &lgiildii.

2.9. Konfokal Taramalh Lazer Mikroskop ve Isik Mikroskobu Calismalar:

Lazer Taramali Konfokal Mikroskop (CSLM) arastirmacilara floresan veya yansitici
problar ile isaretlenmis dokularin oldukca kalin kesitleri, gelismekte olan embriyolar gibi
kiiciik organizmalar ve biitiin haldeki hiicre 6rnekleri ile calisma imkani1 sunar. Bu

teknoloji arastirmacilara ulasilabilecek en yiiksek 151k mikroskobu ¢oziintirliigii ile hiicre
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alt1 yapilar, fonksiyonlar1 ve hiicre/organizma yapisinin temiz bir sekilde goriintiilenmesini
saglar (http://merlab.metu.edu.tr/lazer-taramali-konfokal-mikroskop).

Calismamizda Arabidopsis kok fenotipindeki degisimleri daha ayrintili bigimde
gozlemleyebilmek igin, Leica SPII konfokal mikroskobunu kullandik (Sekil 16). Ozellikle
hiicre duvarindaki degisimleri gorebilmek icin, Kalkoflor beyaz1 (Calcofluor White: 4,4'-
bis-[4-anilino-bis-dietilamino-5-triazin-2-ilamino]-2,2'-stilben-disiilfonik asidin bir
disodyum tuzudur) boyasi kullanildi. Kalkofor tekstil ve kagit sanayisinde beyazlatici ajan
olarak kullanilan, B 1-3, B 1-4 polisakkaritlerine (yani seliiloz ve kitin) baglanma yetenegi
olan renksiz bir boyadir. Bu boya belli dalga boylarinda floresan 151k vermektedir.
Bitkilerin hiicre duvarini boyamak i¢in biyolojik bir isaretleyici olarak kullanilmaktadir
(Hageage ve Harrington, 1984).

Mevcut ¢alismada, MS Media ortaminda 3-4 giin biiyiitiilmiis ve ardindan farkl test
ortamlara aktarilip 24 saat bekletilen Arabidopsis fideleri kullanildi. Fideler 5 dakika
Kalkoflor boyasinda bekletildikten sonra lamellere alind1 ve 405 nm laser altinda hiicre

duvarindaki degisimler goriintiilendi.

Sekil 16. Leica SPII konfokal taramali laser mikroskop

2.10. Cift ( Double) Mutantlarin Elde Edilmesi

Caprazlama sonras1 (2.1.1.de agiklandig1 iizere) isaretli ¢igeklerden elde edilen

tohumlar, MS-0 besi ortamina Tablo 4’te belirtilen miktarlarda Barky Ultipette (0,5-10ul
product code CP-10) yardimu ile tek sira halinde ekildi. Biiyiitme kabininde dikey sekilde
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3-4 giin biiyitiildiikten sonra, cimbiz yardimiyla dikkatlice 100 mM NaCl igerikli besi
ortamina transfer edildi. Kok uglarindaki degisim, giinliik olarak 151k mikroskobu altinda
takip edildi ve 3. giiniin sonunda sos5 fenotipi gosteren, kisa ve kalinlagsmis kok
Ozelliginde olan bitkiler ayrilarak, tekrar MS-0 besi ortamina alindi. Burada birkag giin tuz
stresinin olumsuz etkisinden kurtulup iyilesmeye basladiktan sonra, rast gele segilen 8’er
adet Arabidopsis fidesi, tek (single) mutantlar ve Col-gl, C 24 yabani tip kontrollerle
birlikte daha 6nce -80 °C’de dondurulup a¢ilmis hazir toprak ve perlit karigimi iceren
kiiglik saksilara dikildi (Sekil 17). Ekilen tiim bitkiler numaralandirilip bitki biiylime
odasina kaldirild1 ve 2 hafta sonra 2.10.1°de izah edildigi gibi genomik DNA ekstraksiyonu
yapildi.

Sekil 17. Cift mutant elde etmek {izere bitkilerin toprakta yetistirilmesi
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Tablo 4. Caprazlanan tohumlarin ekim durumlar1 ve fenotipik ayirimi

. 5085 Yabani ve
. . 100 mM Yabani tip .
POPULASYONLAR Ekilen Cimlenen NaCl’ya (WT) mutant s0s5 kok
tohum tohum S benzeri fenotipi
F2 aktarilan benzeri kok N o
sayis1 sayisl . kok arasinda
tohum sayist fenotipi -
fenotipi kalanlar
sos5 x cpll-1 150 100 75 63 12 (16%) 5
s0s5 X cpl3-1 150 90 75 54 21 (28%) 16
s0s5 x sad1-1 150 80 75 61 14 (18%) 7
5085 X abi4-1 150 100 75 57 18 (24%) 8
5085 X abis5-1 150 100 75 60 15 (20%) 4

2.10.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA ekstraksiyonlart Edwards vd., 1991°e gore yapildi. Bitkilerden
kesilen yapraklar, igerisinde 500 pl Edwards Tamponu (200 mM Tris (pH 7,5), 250 mM
NaCl, 25 mM EDTA) bulunan ependorflara alindi ve hemen buza konuldu. Ardindan
plastik ¢ubuklar ile ezildi ve ependorflar 13000 rpm’de 5 dakika santrifiif edildi. Yeni
hazirlanmis ependorlara 300’er pl stipernatant kismi aktarilip, tizerine DNA’y1 ¢okeltmek
icin 300 pl izoprapanol eklendi. 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra hizlica
ependorf tiipleri ters cevrilip sollisyon kismi atildi. DNA pelletleri bir pegete iizerinde
yaklasik 1 saat kurumaya birakildi. Izoprapanoliin tamamen buharlasmasindan sonra da 50
ul steril H,O ile ependorflardaki DNA pelletleri ¢oziiniir hale getirildi. Ependorflar sonraki

deneylerde kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edildi.

2.10.2. cpll1-1 Genotiplemesi ve Cift (Double) Mutantlarin Belirlenmesi

cpll-1 genotiplemesi ve cpll sos5 ¢ift mutantinin belirlenmesi i¢in 2 tane PCR
yapildi. PCR’larda 2.10.1°de izole edilen 8 ayr1 bitkinin genomik DNA’s1 kullanildi. cpll-
1 LB (left border) 3’ ucunda T-DNA insersiyon mutasyonu ile meydana gelmistir ve GT
baz ¢ifti eklenmistir. Bunun ig¢in tasarlanan PCR’lar ve TAIR Web sitesinden

yararlanilarak dizayn edilen primerler Tablo 5’te gdsterilmistir.
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Tablo 5. cpl1-1 i¢in tasarlanan PCR yontemi

PCR Cesitleri Primerler PCR Sartlar1
CPL1-Seq2F:

PCR1 AAAGATGGCATTGGTAATTGATGATCG Touch down PCR
CPL1-Seq2R: 68°C \ 55°C
AATCCACCTCTGACACCACAGGCAACG
CPL1-Seq2R:

PCR2 ATCCACCTCTGACACCACAGGCAACG Touch down PCR
LB3: TTGACCATCATACTCATTGCTG 68°Cy 35°C

PCR iiriinleri, % 1,5’1ik agaroz jelde yiiriitiilerek sonuglar yorumlandi. Yorumlar:

1. PCR1’de iiriin var ve PCR2’de {iriin yoksa: homozigot yabani tip,

2. PCR1’de iiriin var ve PCR2’de de iiriin varsa: heterozigot

3. PCR1’de iiriin yok ama PCR2’de iirlin varsa: homozigot mutanttir, seklinde
yapildi. PCR1’de iiriin vermeyen ancak PCR2’de iiriin veren 8 numarali bitkinin
istedigimiz so0s5, cpll-1 ¢ift (double) mutanti oldugu anlasildi (sekil 18).
[saretledigimiz bu bitkinin tohumlar1 alinarak farkli besi ortamlarinda kontrollerle

birlikte test edildi.

PCR1

Sekil 18. cpll sos5 ¢ift (double) mutantinin PCR yontemi ile belirlenmesi

2.10.3. cpl3-1 Genotiplemesi ve Cift (Double) Mutantlarin Belirlenmesi

cpl3-1 genotiplemesi ve cpl3-1 sos5 ¢ift mutantinin belirlenmesi igin 2.10.1°de izole
edilmis olan ilgili DNA’lar tasarlanan PCR’larda kullanildi (Tablo 6) ve sonuglar jel
fotograflarina gére yorumlandi.

Yorumlar:

1. PCRI1’de iiriin var ve PCR2’de iirlin yoksa: homozigot yabani tip (WT),
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2. PCR1’de iiriin var ve PCR2’de de {iriin varsa: heterozigot ve

3. PCRI’de iiriin yok ama PCR2’de iiriin varsa: homozigot mutanttir, seklinde
yapildi. PCR1’de iiriin vermeyen ancak PCR2’de iiriin veren 1 ve 2 numarali
bitkilerin istedigimiz cpl3-1 so0s5 ¢ift (double) mutanti oldugu anlasildi (Sekil
19). Isaretledigimiz bu bitkilerin tohumlar1 daha sonra alinarak farkli besi

ortamlarinda kontrollerle birlikte test edildi.

Tablo 6. cpl3-1 i¢in tasarlanan PCR yontemi

PCR Cesitleri Primerler PCR Sartlar1
CPL3-SeqlF:
PCR1 AGACCACACCCTTCTCAATTCAGCTAAG Touch down PCR
CPL3-SeqlR: TACCCATAACTCCTTCTAAATCTTTGC 72"C\ 59°C
CPL1-Seq2R:
PCR2 ATCCACCTCTGACACCACAGGCAACG Touch down PCR
LB3: TTGACCATCATACTCATTGCTG 720N 39°C

Sekil 19. cpl3 sosbgift (double) mutantinin PCR yontemi ile belirlenmesi

2.10.4. sad1-1 Genotiplemesi ve Cift (Double) Mutantlarin Belirlenmesi

sadl genotiplemesi ve ¢ift mutant eldesi igin, 2.10.1°de izole ettigimiz ilgili DNA’lar
SAD1-SeqlF: TAAAGTGTAATAGATCAAGCAAC ve SAD1-SeqlR:
TCGGAGCAAGAAAAATCAGAG primerleri kullanilarak, touch down 68 °C- 55 °C
PCR (TCD 55) sartlar1 altinda cogaltildi ve elde edilen PCR iiriinleri once jelde
yiiriitiilerek dogruland: (Sekil 20). Ardindan GenJet'™ Gel Extraction Kit (#K0691-K0692)
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ile jeldeki 1’den 8’e kadar olan kuyucuklar dikkatlice temizlenip eperdorflara konuldu.
sadl-1 mutasyonun tespitini yapmak iizere SAD1- Seq 1R primeri ile birlikte sekanslama
sirketine gonderildi. Sekans sonuglarinda 8 numarali bitkinin (homozigot mutant) sadl
s0s5 ¢ift mutant1 oldugu anlasildi. Isaretledigimiz 8 numalarali bitki tohumlar1 sonradan

aliarak farkli besi ortamlarinda test edilmistir.

Sekil 20. sadl sos5 ¢ift (double) mutantinin PCR ve sekanslama yontemi
ile belirlenmesi

2.10.5. abi4-1 Genotiplemesi ve Cift (Double) Mutantlarin Belirlenmesi

abi4-1 genotiplemesi ve ¢ift mutant eldesi i¢in, 2.10.1°de izole ettigimiz ilgili
DNA’lar abi4-1-F: CGAAGACGCCGCACGTGCCTAC ve abi4-1-R:
TGATACTGTTGGTGTTGGAATTG primerleri kullanilarak, TCD 55 PCR sartlar1 altinda
cogaltild1 ve agaroz jelde yiitiiriildii (Sekil 21). abi4 mutasyonu GGAGGAGCCAACTTT
baz dizisindeki yesille gosterilen G bazinin silinmesi ile olustugu igin, Thermo Scientific
(#ER0311 800 U) marka Avall/Eco471 enzimi (5'..G | GW CC..3've 3..CC W G 1
G...5) ile kesim protokolii kullanilarak GG-CC kisimlart ¢ogaltildi (Tablo 7). Ardindan
uriinler jelde yiiriitiilerek kontrol edildikten sonra (Sekil 22), sonucun kesinligi i¢in jelde
mutant oldugundan siipelendigimiz 2, 5, 6 ve 8. bitkilere ait PCR f{irlinleri 2.10.4’te
bahsedilen jel ektraksiyon kiti kullanilarak temizlendi ve abi4-1 primerlerinden biri
eklenerek sekans sirketine gonderildi. Sonucta, 8. bitkinin istedigimiz homozigot mutant
(abi4-1 sos5 ¢ift mutant1) oldugu anlasildi. Isaretlenen bitkinin tohumlar1 daha sonraki

testlerde kullanilmak tizere biriktirildi.
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Tablo 7. Kesim Protokolii

Kullanilan materyaller Her Reaksiyon icin (ul)
dH,O 13,7 pl
PCR {iriinii 4 ul
10 X tamponu 2 ul
Eco471(Avall) Enzimi 0,3 ul
Toplam 20 pl

Karisim dikkatlice hazirlanip, 1-2 sn santrifiij (spin down) edildi ve ardindan 37 °C’de 1-16 saat inkiibe
edildi. Eco471 enzimini inaktif hale getirmek i¢in 65 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Son olarak
tiriinler jelde yiiritiilerek kontrol edildi.

Ll 1 L J R X X ¥ |

Sekil 21. abi4-1 genotiplemesi igin yapilan PCR (kesim 6ncesi)

Sekil 22. abi4-1 sos5¢ift (double) mutantinin PCR (kesim sonrasi) ve
sekanslama yontemleri ile belirlenmesi
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2.10.6. abi5-1 Genotiplemesi ve Cift (Double) Mutantlarin Belirlenmesi

abi5 genotiplemesi ve ¢ift mutant eldesi i¢in, digerlerinden farkli olarak 16 adet
bitkinin  DNA  izolasyonu  yapildi.  Once  abi5-1  bélgesi  abi5-1-F:
CACTAATCCTAAACCTAATCCAAAC ve abi5-1-R:
GTTGTTGTTGTTTTGGGAAG primerleri kullanilarak TCD55 PCR sartlar1 altinda
cogaltild1 ve agaroz jelde yiiriitiildii (9 numaral1 bitki DNA’s1 bilinmeyen bir nedenden
otliri ¢ogalamadigindan, jeldeki kismi bos goziikmektedir) (Sekil 23). Ardindan
2.10.7.”ye benzer olarak Eco471/Avall enzimi ile kesildi. Bu enzim yabani tip bitki
DNA’larin1 jelde 3 bant verecek sekilde keserken (269 /172 /114 uzunluklarinda),
mutantlar1 2 bant (383 /172 uzunluklarinda) verecek sekilde kesmistir (Sekil 24). Sonug
olarak, 12 ve 13. bitkilerin elde etmek istedigimiz s0s5, abi5-1 ¢ift mutanti oldugu
anlasildi. Isaretledigimiz 12 ve 13 numalarali bitki tohumlar biriktirilerek sonradan

farkli besi ortamlarinda test edildi.

Sekil 23. abi5-1 genotiplemesi i¢in yapilan PCR (kesim oncesi)

G a0 a8 ~» = . - - e
s wow wa we wue @D - L -

S

ST
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Sekil 24. abi5-1 sos5¢ift (double) mutantinin PCR (kesim sonrasi) yontemi ile
belirlenmesi
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2.11. Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Ornekler 3 tekerriirlii (triplicates) olarak kullanildi. Her biyolojik tekerriir igin 150
Arabidopsis fidesi, bir naylon mesh (20um mesh size; Prosep, Belgium) iizerinde 5 giin
boyunca yetistirildi ve standat MS-0 besi ortam1 ve 100 mM NaCl besi ortamlarina transfer
edilerek, 2 saat inkiibe edildi. Ardindan dikkatlice fidelerin kok kisimlar1 nesterle kesilerek
yaprakli kisimlar uzaklastirildi. Iclerinde birer metal bilye olan ependorflara konulan
kokler hemen sivi azota atild1 ve 6giitiicii cihaza (Retsch, Germany) konularak 2 dakika
boyunca pargalanmasi saglandi. RNA peqGOLD Trifast (Peqlab, Germany) kiti ile iiretici
firmanin talimatlarina gore yapildu.

RNA konsantrasyonu bir Nano Drop 2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific,
USA) cihaz1 kullanilarak olgiildii ve gerekli hesaplamalar yapilarak, biitliin RNA
konsantrasyonlarinin esitlenmesi saglandi. cDNA sentezi i¢in herbir 6rnek i¢in, 1ug total
RNA kullanildi. RNA bir tek zincir cDNA sentez kiti (Thermo Scientific, USA) ile dT-

primerleri kullanilarak, tiretici firmanin talimatlarina gore revers transkribe edildi.

2.12. Semikantitatif Reverse Transkriptaz PCR (RT-PCR)

Sentezlenen cDNA’lar, Tablo 8’de belirtilen PCR prosediiriine gorge tasarlanan ilgili
gen primerleri (Tablo 9) ile Biorad Termocycler cihazi kullanilarak test edildi. Elde edilen
PCR iirlinleri % 1,5-2 agaroz jele yiiklenerek, bantlardaki yogunluga gore gen ekpsresyon

durumlar1 hakkinda yorum yapildi.

Tablo 8. RT-PCR bilesenleri

Bilesen Miktar1 (pl)
10X Buffer 1l
2 mM dNTP mix 1l
Taq Polimeraz enzimi 0, 1l
(5 uIM) reverse primer 0, Sul
(5 uIM) forward primer 0, Sul
Nuclease-free H,0 6, 4 ul
Toplam hacim 10 pl
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Tablo 9. PCR’da kullanilan primerlerin baz dizilisleri

Primerler Primer Dizilimleri Islevi

1-) ABAL: ABA
ABAL-F: GTGGTTTGAAGATGACGATG . .

A567030 ) c biyosentezinde

ABA1/ZEAXANTHIN ABAL1-R: GATTACTTTCACCCTAAACGCC srevli

EPOXIDASE gorevii gen

it)zclgéma CYP707A3-F : TCCAAGAGACATTAAGAGCTGC cata ?BA .
AEsEE CYP707A3-R : ATTCTGAGGAAGAGCGAACG " sorevi gon

Ozmotik stres, tuz

3-) RD29A: RD29A-F: stresi, soguk ve
ABa52310 1 AAGTTACTGATCCCACCAAAGAAGAAAC wuraklik stresleri ve
Abl>sD.2 RD29A-R: TTTCCTCCCAACGGAGCTCCTAAAC | ABA’ya cevapta rol
alir
Yiiksek tuzluluk,
4-) RD29B: RD29B-F: TCCGGTTTACGAAAAAGTCAAAGAAAC Soz‘éti‘é‘i :rlg;fearl;hk
At5g52300.1 RD29B-R: AATCCGAAAACCCCATAGTCCCAAC covapta ABA le
cevapta rol alir
5-) RD22: RD22-F: ACGTCAGGGCTGTTTCCACTGAGGTG Ai?:lf?faflllkkze
i yiiksek tuzlulukla
At5¢25610 RD22-R: TAGTAGCTGAACCACACAACATGAG iyacilabilen gon
6-) ERD1: ERD1-F: ACTTGGAAGGGGTGAACTTCAGTG Kurakliga erken
At5051070 ERD1-R: AGGTCCCACCAGTATAGGCTCATCG cevapta rol alir

2.12.1. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinleri % 1,5 ile % 2 Agaroz jel (Sigma) ile ayrilmis ve ethidium bromiir ile
Biorad UV Transilluminator cihazi ile goriintiilendi. Agaroz jel 0,4 ul/100ml Ethidium
Bromiir icermektedir. Agaroz 1X TAE tamponu igerisinde mikrodalga firinda 120 °C’de
¢oOziildii. Hazirlanan soliisyon oda sicakliginda bir siire bekletildikten sonra, katilagsmadan
igerisinde tarak bulunan jel tepsisine dokiildi. Jel katilastiktan sonra tarak cikartildi ve
elektroforez tankina yerlestirildi. 10 pl her PCR iiriinii 3 pl yiikleme boyasi eklenerek, ilk
kuyucuga DNA isaretleyici (ladder) yiiklendi, 75 volt voltaj altinda Biorad gii¢ kaynag ile
1X TAE tamponu ile dolu elektroforez cihazinda 45 dakika yiiriitiildii.

2.13. Real Time PCR (QRT-PCR)

2.11.de izah edildigi lizere elde edilen cDNA’lar Solis BioDyne 5x HOT FIRE Pol
EvaGreen qPCR Mix Plus (no ROX) (Medibena, Austria) kullanilarak gerceklestirildi ve
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ve gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in CFX96™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, USA) qRT-PCR cihazi kullanildi. Real time PCR igin 95.0 °C’de 15
dakika, 95.0°C’de 0:10 i¢in 40 dongii, 55.0°C’de 0:30, 72.0°C’de 0:30 programu takip
edildi. Her biyolojik tekerriir 2 teknik tekerriir seklinde analiz edildi. Ortalama teknik hata
0,5(x1) Ct values seklinde bulundu. Pipetleme hatasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilen,
yiiksek cikan degerler silindi.

Ayrica, bu  metodda  kontrol geni olarak UBQ5 (UBQ5-F:
AGGCGAAGATCCAAGACAAG ve UBQ5-R: TGAACCTTTCCAGATCCATCG)
housekeeping geni kullanildi. Cikan sonuglar kullanilan CFX96™ Real-Time PCR
cihazinin bilgisayar programi ile Col-gl (yabani tip) ile sos5 (mutant) bitkileri gen
ekspresyonu seviyesinde kiyaslanarak, bir grafik olusturuldu.

gPCR metodunda da 2.12.’de kullanilan ABA1, CYP707A3, RD29A, RD29B, RD22
ve ERD1 genleri test edilerek, jelde gorsel olarak gordiigimiiz ekspresyon farkliliklarimi

gercek zamanli olarak, daha giivenilir bir sekilde tespit etmek amaglandi.

2.14. i¢sel ABA Tayini

100 mg taze yaprak Ornekleri 3 saat siire ile liyofilize edildi. Liyofilize 6rnekler,
MilliQ (Su/doku orani ratio 50:1, v/w) igerisinde 16 saat boyunca 4 °C’de ekstre edildi.
Kantitatif ABA analizleri Phytodetek ABA ELISA kiti ile gerceklestirildi ve (£) cis-trans
ABA (Sigma, St. Louis), standart olarak kullanilarak, MSO kontrol ortaminda ve 100 mM
NaCl ortaminda 3 giin bekletilen bitkilerin i¢gsel ABA miktarlar1 ol¢iildii.

2.15. istatistik Analizler

En az {i¢ tekerriirlii olarak gerceklestirilen ekstraksiyon ve analizlerin sonucunda elde
edilen verilerin varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows
16.0) paket programi igerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testi’ne gore
belirlendi. Kok uzunluklari ve stoma agikliklart deneylerinde stutent-T testi ile

karsilagtirmalar yapildi.



3. BULGULAR

3.1. Tuz Stresi Altinda ABA Muamelesinin sos5 (fla4) Mutant Bitki Kok
Fenotipleri Uzerine Etkisi

Arabidopsis thaliana bitkisinin yabani tip ve tuza asir1 hassas mutant bitkileri 3-4 giin
MS-0 besi ortaminda biiyiitiildiikten sonra, MS-0 Kontrol, MS-0+ABA, 100 mM NaCl ve
100 mM NaCI+ABA igeren besi ortamlarina transfer edildi ve 3 gilin boyunca koklerde
meydana gelen fenotipik degisimler izlendi. Mutant bitkide tuz stresi muamele siiresine
bagli olarak asir1 kisa ve siskin olan kok fenotipi gozlenirken, ortama ABA ilave
edilmesiyle mutant bitki ile yabani tipin neredeyse ayirt edilemez hale geldigi belirlendi.
Stressiz kontrol ortaminda, stresli ortamda ve strestABA igeren ortamdaki bitkilerin 48

saat sonundaki genel goriintimleri Sekil 25°te verilmistir.

Col-gl  sos5 (fla4)

MSO0+5 uM ABA

| 100 mM NadCl

100 mM NacCl+5 pM ABA

Sekil 25. Tuz stresi kosullarinda sos5 (fla4) mutant bitki koklerinin genel
gbriinlimii ve ABA’nin etkisi
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3.2. Tuz Stresi Altinda ABA’nin sos5 (fla4) Mutant Bitki Kok Fenotipi Uzerine
Etkisi

Tuz stresi altinda mutant kok fenotipi lizerine en diisiik dozda en etkili ABA
konsantrasyonunu tespit etmek i¢in, 0,5 uM, 2 uM ve 5 uM aralig1 kullanildi. 0,5 uM ile 2
uM arasinda ABA’nin kismen ancak 5 uM ABA’nin tuz stresi ile uyarilan mutant kok
fenotipini tamamen baskiladigr gozlendi. 48 saat sonunda farkli konsantrasyolardaki

ABA’nin kok fenotipleri iizerine etkisi Sekil 26’te gosterilmistir. (Bundan sonraki tiim

asamalarda da bu ABA konsantrasyonu kullanilmistir).

7 2
F o p }
= : :
Col g/ 3 / ]
{ ) f
3 i 5 )i
& i 2 ¢ |
% § % %
: 1 ] f
- 1 i & & /
fla4 % 1% 2 -
x| i 7 S
NaCl - + -+ - -+
0.5 2 5
ABA (uM)

Sekil 26. Tuz stresi kosullarinda farkli konsantrasyonlardaki ABA’nin sos5 mutant
kok fenotipi lizerine etkisi
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3.3. Tuz Stresi Alinda Pyrabaktin’in sos5 (fla4) Mutant Bitki Kok Fenotipine
Etkisi

Pyrabactin (Pyr), ABA agonisti olarak etki eden bir sentetik tohum g¢imlenme
inhibitoridiir. 10 uM, 25 uM ve 50 uM Pyr konsantrasyon araliginda, 10 uM’1n mutant
kok fenotipi tizerine belirgin bir etkisi gézlenmezken, 50 uM Pyr’nin ise bitkilerde toksik
etki yaptig1 fark edildi. 25 uM Pyr’nin, tuz stresi altinda asir1 hassas olan mutant kok
fenotipini baskiladig1 gézlendi. Tuz stresi altinda basedilen konsantrasyonlardaki Pyr’nin

bitki kok fenotipleri lizerine etkisi Sekil 27°da verilmistir.

R et

Col-gl / J ) ,

s0s5

pyrabactin (uM)

Sekil 27. Tuz stresi kosullarinda farkli konsantrasyonlardaki Pyr’nin s0s5
mutant kok fenotipi iizerine etkisi
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3.4. Tuz Stresi Altinda Fluridon’un sos5 (fla4) Kok Fenotipine Etkisi

Fluridon (Flu), bir ABA biyosentez inhibitoriidiir. Daha 6nce bir¢ok konsantrasyonda
etkinligi incelendi ve 10 uM’da digerlerine gore daha az ters etksi oldugu fark edilerek,
kullanim1 tercih edildi (veriler burada gosterilmemistir). 10 uM Flu'nun tuz stresi
icermeyen ortamda kismen kok fenotiplerini degistirdi ancak tuz stresi altinda
uygulandiginda yabani tip bitki koklerinde mutant kok fenotipine carpici bir bigcimde
benzeyen, dramatik kok siskinlesmesi gozlendi. Bununla beraber tuz stresi altinda Flu
muamelesinin mutant kok fenotipini yabani tipe gore daha ¢ok etkiledigi ortaya ¢ikt.
Yabani tip ve mutant bitkilerde tuz stresi altinda Flu muamelesinin koklerde yarattig1 etki
Sekil 28’de gosterilmistir.

Normal sartlarda ve tuz stresi altinda Flu muamelesinin yabani tip ve mutant
bitkilerde morfolojik degisimlere neden oldugu gozlenmekle birlikte, kok uzunluklarinda
da inhibisyona neden oldugu belirlendi. Tuz stresi altinda mutant fenotipinin en bariz
gbzlendigi 3. giinlin sonunda, bitkilerin bulundugu plastik petriler tarayici ile tarandiktan
sonra, kok uzunluklari Image] programi yardimiyla mm olarak olgiildi. Onceki

uygulamalarla kiyaslamali olarak 6l¢iim sonuglart Sekil 29°de verilmistir.

Col gl
fla4
(sos
NacCl - + +
fluridon - - + +

Sekil 28. Tuz stresi kosullarinda 10 uM Flu’nun sos5(fla4) mutant kok
fenotipi lizerine etkisi
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Sekil 29. Tuz stresi kosullarinda ABA ve Flu’nun s0s5 mutant kok uzunluklarina etkisi
(* Col-gl’ya gore istatistik olarak 6nemli (P<0,001) farki gostermektedir
(Student-t Testi). Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmadir)

3.5. Tuz Stresi Altinda Abscinazol E2B’nin sos5 (fla4) Mutant Bitki Kok
Fenotipine Etkisi

Abscinazol E2B (AbsE2B), bir ABA katabolizma inhibitériidiir. Bu inhibitoriin daha
once farkli konsantrasyonlar1 denendi ve en etkili konsantrasyon olarak 5 uM belirlendi
(sozkonusu veriler burada verilmedi). Tuz stresi icermeyen ortamda AbsE2B
muamelesinin hemen gbze ¢arpmayan fakat yabani tipe gore farklilik gdsteren mutant
fenotipini 6nledigi gozlendi. Bununla birlikte tuz stresi altinda AbsE2B muamelesinin asir1
hassas mutant kok fenotipini bariz bigimde baskiladig1 ve yabani tiple ayirt edilemez hale
getirdigi gozlendi. Yabani tip ve mutant bitkilerde tuz stresi altinda AbsE2B muamelesinin

kok fenotiplerine etkisi Sekil 30°da gosterilmistir.
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Sekil 30. Tuz stresi kosullarinda 5uM AbsE2B’nin sos5(fla4) mutant kok
fenotipleri lizerine etkisi

3.6. ABA’min Mutant Bitkilerde Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Taze elde edilmis tohumlar MS-0 ve 1 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM ABA igeren besi
ortamlarina ekildi. 5, 7 ve 14. Giinlerde ¢imlenme oranlar1 mikroskop altinda takip edildi,
ilk radikula olusumlar1 ve yesil yaprak cikintilarina bakilarak, c¢imlenme durumlar
degerlendirildi. ABA ihtiva etmeyen kontrol ortaminda yabani tip (% 96) ve mutant bitki
(% 100) benzer oranlarda ¢imlendiler. 1 uM ABA igeren besi ortaminda, yabani tip bitki
tohumlar1 % 72 oraninda ¢imlenme gosterirken, mutant bitki tohumlar1 % 96 oraninda
cimlenme gosterdi. Calismamizda kullanmis oldugumuz 5 uM ABA konsantrasyonunda
ise yabani tip tohum ¢imlenme orani (% 22), mutant bitkiye gore (%60) énemli 6lcilide
diistis gosterdi. 10 uM ABA ortaminda yine mutant bitki tohumlar1 (%40), yabani tipe gore
(% 10) daha yiiksek oranda cimlenme gosterdi ancak ABA’nin 20 uM’lik yiiksek
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konsantrasyonunda her iki genotip tohumlarinda benzer sekilde diisiis belirlendi. Artan
ABA konsantrasyonuna bagli olarak 14 giinliik yabani tip ve mutant bitki tohum ¢imlenme

oranlari, fotograf ve mikroskop goriintiileri Sekil 31, 32 ve 33’°de verilmistir.
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Sekil 31. Farkli konsantrasyonlarda ABA’nin sos5(fla4) mutant tohum ¢imlenmesi
iizerine etkisi (* Col-gl’ya gore istatistik olarak onemli (P<0,05) farki

gostermektedir (Student-t Testi). Cizgiler tizerindeki barlar tekerriirlere ait
standart sapmadir).
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Sekil 32. Farkli konsantrasyonlarda ABA’nin sos5(fla4) mutant tohum ¢imlenmesi
iizerine etkisi
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Sekil 33. 5 uM ABA’nin s0s5(fla4) mutant tohumlarin ¢imlenmesi
tizerine etkisi (35 X)

3.7. Tuz Stresi Altindaki sos5 (fla4) Mutant Bitkilerinde ABA’nin MDA Icerigi
Uzerine Etkisi

MDA (Malondialdehit) igerigi, lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikar ve
membranlarda meydana gelen hasarin bir gostergesidir. MSO besi ortaminda naylon mesh
izerine ekilen tohumlar, 3 giin biiyiitiildiikten sonra MS0, MSO+ABA, 100 mM NaCl ve
100 mM NaCI+ABA ihtiva eden farkli besi ortamlarina aktarildi. 3. giiniin sonunda hasat

edilen bitkilerin kok ve yapraklar1 ayrilarak, MDA igeriklerine bakildi.

3.7.1. Tuz Stresi Altinda ABA’nin sos5 (fla4) Mutant Bitki Yapraklarindaki
MDA I¢erigi Uzerine Etkisi

Stres icermeyen MSO ortaminda MDA igerikleri her iki genotipte de benzer ¢ikti.
Yabani tip bitki yapraklar1 kontrole gore kiyaslandiginda, stres igermeyen sartlarda ABA,
MDA igerigini % 13 oraninda artirdi. Tuz stresi altinda yabani tipte MDA igerigi ayni
sekilde % 13 oraninda artti. Tuz stresi altinda ABA muamelesinin ise MSO ile 6nemli
derecede bir farkliligi gozlenmedi ancak, tuz stresi ortamiyla kiyaslandiginda MDA
iceriginde % 13 oraninda diisiis kaydedildi.

Diger taraftan mutant bitki yapraklar1 kotrolle kiyaslandiginda, stres icermeyen
sartlarda ABA, MDA igerigini yabani tipe benzer sekilde % 13 oraninda artirdi. Tuz stresi
altinda ise mutant bitkide MDA igerigi % 25 oraninda artig gosterdi. Tuz stresi altinda
ABA muamelesi ile MSO kontrole gore % 17 artis olmasina ragmen, sadece tuz ihtiva eden

ortamla kiyaslandiginda, MDA igeriginde % 9 oraninda diisiis gergeklesti. (Sekil 34).
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Sekil 34. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki yapraklarinin MDA igerigi
iizerine etkisi. (Kolonlar iizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Ol¢iimlerin standart sapmasidir. Kiiciik harfler ayni siitun igerisindeki farki
gosterir. Ayni harfle gosterilen degerler onemli Olgiide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.7.2. Tuz Stresi Altinda ABA’nin sos5 (fla4) Mutant Bitki Koklerindeki MDA
Icerigi Uzerine Etkisi

Stres icermeyen MSO ortaminda koklerdeki MDA igerikleri her iki genotipte de
benzer ¢ikti. Yabani tip bitki kokleri kontrole gore kiyaslandiginda, stres icermeyen
sartlarda ABA’nin, MDA igerigini % 25 oraninda azalttig1 kaydedildi. Tuz stresi altinda
yabani tipte MDA igerigi % 20 oraninda artti. Tuz stresi altinda ABA muamelesinin de
MDA igerigini % 35 artirdig1 kaydedildi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda,
tuz stresi altinda ABA ilave edilmesi ile MDA miktar1 % 19 civarinda artis gosterdi.

Diger taraftan mutant bitki kokleri kotrolle kiyaslandiginda, stres icermeyen sartlarda
ABA, MDA igerigini % 12 oraninda artirdi. Tuz stresi altinda ise mutant bitkide MDA
icerigi % 34 oraninda artis gosterdi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile MSO kontrole
gore % 12 artis olmasina ragmen, sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda, MDA

iceriginde % 25 oraninda diisiis gerceklesti (Sekil 35).
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Sekil 35. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki koklerinin MDA igerigi
tizerine etkisi (Kolonlar iizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olctimlerin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun icerisindeki farki
gosterir. Ayni1 harfle gosterilen degerler 6nemli olgiide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.8. Tuz Stresi Altinda ABA’nin sos5 (fla4) Mutant Bitkilerindeki Prolin Icerigi
Uzerine Etkisi

3.8.1. Tuz Stresi Altinda ABA’nin sos5 (fla4) Mutant Bitki Yapraklarindaki
Prolin I¢erigi Uzerine Etkisi

Stres igermeyen MSO ortaminda her iki genotipin yapraklarinda prolin igerikleri
bakimindan 6nemli derecede bir farklilik goriilmedi. Yabani tip bitki yapraklar1 kontrole
gore kiyaslandiginda, stres icermeyen sartlarda ABA’nin, prolin igerigini % 42 oraninda
azalttig1 kaydedildi. Tuz stresi altinda yabani tipte prolin icerigi % 80 oraninda 6nemli
derecede artis gosterdi. Tuz stresi altinda ABA muamelesinde ise bu artis % 85 oraninda
oldu. Sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda ise tuz stresi altinda ABA ilavesinin
prolin miktarinda % 29 oraninda artisa sebep oldugu belirlendi.

Diger taraftan mutant bitki yapraklar1 kotrolle kiyaslandiginda, stres igermeyen
sartlarda ABA, prolin igerigini % 10 oraninda artirdi. Tuz stresi altinda ise mutant
bitkideki prolin igerigi % 63 oraninda artis gosterdi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile
de artis % 74 oranina kadar ¢ikti. Sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda ise, prolin

iceriginde yabani tipe benzer sekilde % 29 oraninda artis gergeklesti. (Sekil 36).
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Sekil 36. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki yapraklarmin prolin icerigi
iizerine etkisi (Kolonlar tizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Ol¢ciimlerin standart sapmasidir. Kiiciik harfler ayn1 siitun igerisindeki farki
gosterir. Aynm1 harfle gosterilen degerler onemli Olglide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.8.2. Tuz Stresi Altinda ABA’nin 0S5 (flad) Mutant Bitki Koklerindeki Prolin
I¢erigi Uzerine Etkisi
Stres icermeyen MSO ortaminda yabani tip bitki kokiindeki prolin miktar1 mutanta
gore onemli derecede yliksek ¢ikti. Yabani tip bitki koklerindeki prolin igerikleri kontrole
gore kiyaslandiginda, stres igermeyen sartlarda ABA varliginda, prolin igerigi % 76
oraninda azalig gosterdi. Tuz stresi altinda yabani tip koklerinde prolin igerigi % 38
oraninda azaldi. Tuz stresi altinda ABA muamelesinde ise kontrole gore 6nemsiz derecede
(% 4,5) artis meydana geldi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda ise tuz stresi
altinda ABA ilavesinin yabani bitki koklerinde % 40 oraninda artisa neden oldugu goriildii.
Diger taraftan mutant bitki kokleri MSO kontrolii ile kiyaslandiginda, stres igermeyen
sartlarda ABA, prolin igerigini % 53 oraninda artirdi. Tuz stresi altinda ise mutant bitki
kokiindeki prolin igerigi % 35 oraninda artig gosterdi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi
ile de artis % 74 oranina kadar ¢ikti. Sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda ise,

prolin iceriginde % 59 oraninda artis gergeklesti (Sekil 37).
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Sekil 37. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki koklerinin prolin igerigi
iizerine etkisi (Kolonlar tlizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Ol¢iimlerin standart sapmasidir. Kii¢iik harfler ayni siitun igerisindeki
farki gosterir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli Olclide farkh
degildir (P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.9. Tuz Stresi Alinda ABA’min sos5 (fla4) Mutant Bitkilerinde Antioksidan
Enzim Aktiviteleri Uzerine EtKkisi

3.9.1. Tuz Stresi Altinda ABA’nin sos5 (fla4) Mutant Bitki Yapraklarindaki
GPX Aktivitesi Uzerine Etkisi

Stres icermeyen MSO ortaminda yabani tip bitki yapraklarindaki guaikol peroksidaz
(GPX) miktar1 mutanta goére Onemli derecede yiliksek bulundu. Yabani tip bitki
yapraklarindaki GPX igerikleri kontrole gore kiyaslandiginda, stres icermeyen sartlarda
ABA varliginda, GPX aktivitesi % 10 oraninda azaldi. Tuz stresi altinda ise aktivite % 18
oraninda azaldi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile de GPX aktivitesinde % 40 oraninda
ciddi bir diisiis kaydedildi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda ise tuzla birlikte
ABA ilavesinin yabani tip bitki yapraklarinda GPX enzim aktivitesini % 27 oraninda
disiirdiigii goriildi.

Diger taraftan mutant bitki yapraklari kotrolle kiyaslandiginda, stres igermeyen
sartlarda ABA, GPX igerigini % 15 oraninda artirdi. Tuz stresi altinda ise mutant bitki

yapraklarindaki enzim aktivitesi kontrole gore sadece % 1 oraninda artis gdsterdi. Tuz
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stresi altinda ABA muamelesi ile de artis % 2 oraninda oldu. Sadece tuz ihtiva eden

ortamla kiyaslandiginda ise, enzim aktivitesinde % 2 oraninda artig gergeklesti.

Yabani tip ile mutant bitki yapraklarinin enzim aktiviteleri karsilastirildiginda, genel

olarak yabani tip enzim aktiviteleri 6nemli derecede mutant bitkiye gore yiiksek bulundu.

Bununla beraber, tuz stresi altinda ABA uygulamasi ile 2 genotipin enzim aktivitelerinin

birbirine yaklastig1 goriildii (Sekil 38).
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Sekil 38.

Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki yapraklarinin GPX aktivitesi
iizerine etkisi (Kolonlar tizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olgtimlerin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayn1 siitun igerisindeki farki
gosterir. Ayni1 harfle gosterilen degerler 6nemli Olgiide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.9.2. Tuz Stresi Altinda ABA’nin so0s5 (fla4) Mutant Bitki Koklerindeki GPX

Aktivitesi Uzerine Etkisi

Stres igermeyen MSO ortaminda yabani tip bitki koklerindeki guaikol peroksidaz

(GPX) miktar1 mutanta gore onemli derecede yiiksek ¢ikti. Yabani tip bitki koklerindeki

GPX igerikleri kontrole gore kiyaslandiginda, stres icermeyen sartlarda ABA varliginda,

GPX aktivitesi % 28 oraninda artt1. Tuz stresi altinda ise aktivite artis1 % 8 oraninda oldu.

Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile ise GPX aktivitesi % 59 oraninda ciddi bir bigimde

artis gosterdi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda ise tuzla birlikte ABA
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ilavesinin yabani tip bitki koklerinde GPX enzim aktivitesini % 47 oraninda artirdigi
belirlendi.

Diger taraftan mutant bitki kokleri kotrolle kiyaslandiginda, stres igermeyen sartlarda
ABA, GPX igerigini % 10 oraninda azaltti. Tuz stresi altinda ise mutant bitki koklerindeki
enzim aktivitesi kontrole gore % 40 oraninda artig gosterdi. Tuz stresi altinda ABA
muamelesi ile artis bezer sekilde % 40 oraninda oldu. Sadece tuz ihtiva eden ortamla
kiyaslandiginda ise, enzim aktivitesinde sadece % 0,3 oraninda artis gerceklesti.

Yabani tip ile mutant bitki koklerinin enzim aktiviteleri karsilastirildiginda, genel
olarak yabani tip enzim aktiviteleri 6nemli derecede mutant bitkiye gore yliksek bulundu.
Ancak, tuz stresi altinda her iki genotipteki enzim aktiviteleri birbirine yakin olarak

bulundu (Sekil 39).
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Sekil 39. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki koklerinin GPX aktivitesi
iizerine etkisi (Kolonlar tzerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olgtimlerin standart sapmasidir. Kiiciik harfler ayn1 siitun igerisindeki farki
gosterir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli Ol¢lide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.9.3. Tuz Stresi Altinda ABA’min sos5 (fla4) Mutant Bitki Yapraklarindaki
CAT Aktivitesi Uzerine Etkisi

Stres icermeyen MSO ortaminda yabani tip bitki yapraklarindaki katalaz (CAT)

enzim aktivitesinin mutanta gore onemli derecede yiiksek oldugu ortaya ¢ikti. Yabani tip
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bitki yapraklarindaki CAT enzim aktivitesi kontrole gore kiyaslandiginda, stres igermeyen
sartlarda ABA uygulamasi ile % 28 oraninda azalis oldu. Tuz stresi altinda ise aktivite
kontrole gore % 49 oraninda artig gosterdi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile ise CAT
aktivitesinde Onemli derecede bir artis olmadi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla
kiyaslandiginda, tuzla birlikte ABA ilavesinin yabani tip bitki yapraklarindaki CAT
aktivitesini % 31 oraninda disiirdiigi belirlendi.

Diger taraftan mutant bitki yapraklari kotrolle kiyaslandiginda, stres igermeyen
sartlarda ABA, CAT igerigini % 35 oraninda artirdi. Tuz stresi altinda ise mutant bitki
yapraklarindaki enzim aktivitesi kontrole gore 2,94 kat oraninda artis gosterdi. Tuz stresi
altinda ABA muamelesi ile artis 2,44 kat oraninda oldu. Sadece tuz ihtiva eden ortamla
kiyaslandiginda ise, enzim aktivitesinde % 17 oraninda azalig gerceklesti.

Yabani tip ile mutant bitki yapraklarinin enzim aktiviteleri karsilastirildiginda, genel
olarak yabani tip enzim aktiviteleri mutant bitkiye gore dnemli derecede yiiksek olmasina
ragmen, tuz stresi altinda ABA muamelesi ile her iki genotipteki enzim aktiviteleri

birbirine es deger olarak bulundu ($ekil 40).
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Sekil 40. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki yapraklarmin CAT aktivitesi
iizerine etkisi (Kolonlar iizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Ol¢iimlerin standart sapmasidir. Kiiciik harfler ayn1 siitun igerisindeki farki
gosterir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli Olgiide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)
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3.9.4. Tuz Stresi Altinda ABA’nin s0s5 (fla4) Mutant Bitki Koklerindeki CAT
Aktivitesi Uzerine EtKisi

Stres igermeyen MSO ortaminda yabani tip bitki koklerindeki katalaz (CAT) enzim
aktivitesinin mutanta gore onemli derecede yiiksek oldugu ortaya ¢ikti. Yabani tip bitki
koklerindeki CAT enzim aktivitesi kontrole gore kiyaslandiginda, stres icermeyen sartlarda
ABA uygulamasi ile 6nemli derecede bir degisim olmadigr goriildii. Tuz stresi altinda ise
aktivite kontrole gore % 61 oraninda artis gosterdi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile
ise CAT aktivitesi % 45 oraninda artis goOsterdi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla
kiyaslandiginda ise, tuzla birlikte ABA ilavesinin yabani tip bitki koklerindeki CAT
aktivitesini % 10 oraninda disiirdiigi belirlendi.

Diger taraftan mutant bitki kokleri kotrolle kiyaslandiginda, stres igermeyen sartlarda
ABA, CAT igerigini % 30 oraninda artirdi. Tuz stresi altinda ise mutant bitki koklerindeki
enzim aktivitesi kontrole gore 2.19 katlik artig gosterdi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi
ile ise enzim aktivitesi 2.52 katlik artig gosterdi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla
kiyaslandiginda ise, enzim aktivitesinde % 15 oraninda artis gergeklesti.

Yabani tip ile mutant bitki koklerinin enzim aktiviteleri karsilastirildiginda, genel
olarak yabani tip enzim aktiviteleri mutant bitkiye gore dnemli derecede yiiksek olmasina
ragmen, tuz stresi altinda ABA muamelesi ile her iki genotipteki enzim aktiviteleri

yaprakta oldugu gibi birbirine es deger olarak bulundu (Sekil 41).
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Sekil 41. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki koklerinin CAT aktivitesi
iizerine etkisi (Kolonlar iizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Ol¢iimlerin standart sapmasidir. Kiiciik harfler ayni siitun igerisindeki farki
gosterir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli Olgiide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.9.5. Tuz Stresi Alinda ABA’min sos5 (fla4) Mutant Bitki Yapraklarindaki
SOD Aktivitesi Uzerine Etkisi

Stres igermeyen MSO ortaminda yabani tip bitki yapraklarindaki siiperoksit dismutaz
(SOD) enzim aktivitesinin mutanta gore onemli derecede yiiksek oldugu ortaya cikti.
Yabani tip bitki yapraklarindaki SOD enzim aktivitesi kontrole gore kiyaslandiginda, stres
icermeyen sartlarda ABA uygulamasi ile % 32 oraninda azalis oldugu kaydedildi. Tuz
stresi altinda ise aktivite kontrole gore % 14 oraninda azalis gosterdi. Tuz stresi altinda
ABA muamelesi ile SOD aktivitesi % 52 oraninda azaldi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla
kiyaslandiginda ise, tuzla birlikte ABA ilavesinin yabani tip bitki yapraklarindaki CAT
aktivitesini % 45 oraninda diislirdiigli belirlendi.

Diger taraftan mutant bitki yapraklari kotrolle kiyaslandiginda, stres igermeyen
sartlarda ABA, SOD igerigini % 21 oraninda artirdi. Tuz stresi altinda ise mutant bitki
yapraklarindaki enzim aktivitesi kontrole gore istatistiki agidan Onemli bir degisiklik
gostermedi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile enzim aktivitesindeki artis onemsiz
olarak bulundu. Sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda ise, enzim aktivitesindeki

artis yine 6énemsiz bulundu.
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Yabani tip ile mutant bitki yapraklarinin enzim aktiviteleri karsilagtirildiginda,
ozellikle tuz stresi altinda yabani tip bitki yapraklarindaki enzim aktivitesi mutanta gore
onemli derecede yiiksekken, tuz+ABA iceren ortamda bu oran tam tersine dondii ve
mutant bitkinin enzim aktivitesi yabani tipe gére énemli derecede yiiksek bulundu (Sekil

42).
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Sekil 42. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki yapraklariin SOD aktivitesi
iizerine etkisi (Kolonlar iizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Ol¢iimlerin standart sapmasidir. Kiiciik harfler ayni siitun igerisindeki farki
gosterir. Ayn1 harfle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkli degildir (P<0,
05). Dunkan Coklu Karsilastirma Testi)

3.9.6. Tuz Stresi Altinda ABA’min s0s5 (fla4) Mutant Bitki Koklerindeki SOD
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Stres igermeyen MSO ortaminda yabani tip bitki koklerindeki SOD enzim
aktivitesinin mutanta gore onemli derecede diisiik oldugu ortaya ¢ikti. Yabani tip bitki
koklerindeki SOD enzim aktivitesi kontrole gore kiyaslandiginda, stres igermeyen sartlarda
ABA uygulamasi ile % 65 oraninda artig gosterdi. Tuz stresi altinda ise aktivite kontrole
gore 3,12 kat oraninda artig gosterdi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile SOD aktivitesi

% 85 oraninda artis gosterdi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla kiyaslandiginda ise, tuzla
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birlikte ABA ilavesinin yabani tip bitki koklerindeki SOD aktivitesini % 41 oraninda
diisiirdiigii belirlendi.

Diger taraftan mutant bitki kokleri kotrolle kiyaslandiginda, stres icermeyen sartlarda
ABA, SOD igerigini % 14 oraninda diisiirdii. Tuz stresi altinda ise mutant bitki
koklerindeki enzim aktivitesi kontrole gore 2,23 katlik artis gosterdi. Tuz stresi altinda
ABA muamelesi ile artis 6nemsiz derecede gergeklesti. Sadece tuz ihtiva eden ortamla
kiyaslandiginda ise, enzim aktivitesinde % 54 oraninda diislis gergeklesti.

Yabani tip ile mutant bitki koklerinin enzim aktiviteleri karsilagtirildiginda, genel
olarak mutant bitki koklerindeki enzim aktiviteleri yabani tip bitkiye gore 6nemli derecede

yiiksek bulundu (Sekil 43).
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Sekil 43. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki koklerinin SOD aktivitesi
iizerine etkisi (Kolonlar tizerindeki barlar 3 tekerriirli olarak yapilan
Olgtimlerin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayn1 siitun igerisindeki farki
gosterir. Aynmi harfle gosterilen degerler 6nemli Olgiide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.9.7. Tuz Stresi Alinda ABA’nin so0s5 (fla4) Mutant Bitki Yapraklarindaki
APX Aktivitesi Uzerine Etkisi

Stres igermeyen MS0 ortaminda yabani tip bitki yapraklarindaki askorbat peroksidaz
(APX) enzim aktivitesinin mutanta gére dnemli derecede diisiik oldugu belirlendi. Yabani

tip bitki yapraklarindaki APX enzim aktivitesi kontrole gore kiyaslandiginda, stres
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icermeyen sartlarda ABA uygulamasi ile % 18 oraninda artis oldugu belirlendi. Tuz stresi
altinda ise aktivite kontrole gore % 12 oraninda artig gosterdi. Tuz stresi altinda ABA
muamelesi ile APX aktivitesi % 10 oraninda azaldi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla
kiyaslandiginda ise, tuzla birlikte ABA ilavesinin yabani tip bitki yapraklarindaki APX
aktivitesini % 20 oraninda disiirdiigi belirlendi.

Diger taraftan mutant bitki yapraklar1 kotrolle kiyaslandiginda, stres igermeyen
sartlarda ABA, APX igerigini % 41 oraninda azaltti. Tuz stresi altinda ise mutant bitki
yapraklarindaki enzim aktivitesi kontrole gore % 40 oraninda azalis gdsterdi. Tuz stresi
altinda ABA muamelesi ile enzim aktivitesi % 15 oraninda artti. Sadece tuz ihtiva eden
ortamla kiyaslandiginda ise, enzim aktivitesindeki artis ABA’nin etkisi ile 1,90 kat
oraninda bulundu.

Yabani tip ile mutant bitki yapraklarinin enzim aktiviteleri karsilastirildiginda,
ozellikle tuz stresi altinda yabani tip bitki yapraklarindaki enzim aktivitesi mutanta gore
onemli derecede yiiksekken, tuz+ABA igeren ortamda bu oran tam tersine dondi ve
mutant bitkinin enzim aktivitesi yabani tipe gore dnemli derecede yiiksek bulundu (Sekil

44).
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Sekil 44. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki yapraklarinin APX aktivitesi
tizerine etkisi (Kolonlar {izerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olctimlerin standart sapmasidir. Kiiciik harfler ayn1 siitun igerisindeki farki
gosterir. Ayni harfle gosterilen degerler onemli Olgiide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)
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3.9.8. Tuz Stresi Altinda ABA’nin sos5 (fla4) Mutant Bitki Koklerindeki APX
Aktivitesi Uzerine EtKisi

Stres icermeyen MSO ortaminda yabani tip bitki koklerindeki APX enzim aktivitesi
mutanta gore énemli derecede yiiksek bulundu. Stres icermeyen sartlarda ABA uygulamasi
ile yabani tip bitki koklerindeki enzim aktivitesi kontrole gére % 59 oraninda azaldi. Tuz
stresi altinda ise aktivite kontrole gore % 78 oraninda diisiis gosterdi. Tuz stresi altinda
ABA muamelesi ile APX aktivitesi % 70 oraninda azaldi. Sadece tuz ihtiva eden ortamla
kiyaslandiginda ise, tuzla birlikte ABA ilavesinin yabani tip bitki koklerindeki APX
aktivitesini % 34 oraninda artirdig1 belirlendi.

Diger taraftan mutant bitki yapraklar1 kotrolle kiyaslandiginda, stres igermeyen
sartlarda ABA, APX igerigini % 44 oraninda azaltti. Tuz stresi altinda ise mutant bitki
koklerindeki enzim aktivitesi kontrole gore % 84 oraninda azalis gosterdi. Tuz stresi
altinda ABA muamelesi ile enzim aktivitesi % 20 oraninda azaldi. Sadece tuz ihtiva eden
ortamla kiyaslandiginda ise, enzim aktivitesindeki artisin ABA’nin etkisi ile 4,95 kat
oraninda oldugu bulundu.

Yabani tip ile mutant bitki koklerindeki enzim aktiviteleri karsilastirildiginda,
ozellikle tuz stresi altinda yabani tip bitki koklerindeki enzim aktivitesi mutanta gore
onemli derecede yiiksek olarak bulundu. Bununla birlikte, tuz stresi altinda ABA
uygulamasi ile her iki genotipte de aktivite artis1 olurken mutant bitkideki artis yabani tipe

gore onemli derecede fazla olarak bulundu (Sekil 45).
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Sekil 45. Tuz stresi kosullarinda ABA’nin mutant bitki koklerinin APX aktivitesi
iizerine etkisi (Kolonlar tizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan
Olgtimlerin standart sapmasidir. Kiiciik harfler ayn1 siitun igerisindeki farki
gosterir. Ayni harfle gosterilen degerler 6nemli Olgiide farkli degildir
(P<0,05). Dunkan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.10. Tuz Stresi Altindaki Mutant Bitki Kok ve Yapraklarinda ABA’nin
Hidrojen Peroksit icerigi Uzerine Etkisi

Tuz stresinin uygulanma siiresine (saat) bagli olarak Arabidopsis yabani tip ve
mutant bitki koklerinde H»O, miktarlarindaki degisim mikroskop altinda c¢ekilen
fotograflarla Sekil 46°da gosterildi. Strese bagli olarak olusan H,05’yi yerlesim yerleriyle
belirleyebilmek icin DAB boyama yontemi kullanildi. Stres icermeyen kosullar altinda her
iki genotipin H,O, miktarlarinda belirgin bir farklilik gozlenmedi. Ancak stresin artigsina
paralel olarak, mutant koklerinde 6zellikle kok ucu bolgesinde olmak kaydi ile H,O,
miktarinda artig gézlendi. 24 saat sonunda yabani tip ile mutant koklerindeki renk degisimi
kiyaslandiginda, sos5 mutant kokiinde fenotipik degisime ek olarak rengin daha koyu

oldugu yani daha fazla H,O; biriktirdigi gozlendi.
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Sekil 46. Tuz stresi kosullarinda mutant bitki koklerinde muamele siiresine bagli
olarak icsel hidrojen peroksit i¢erigindeki degisimler

Kokteki sonuglara benzer olarak, stres icermeyen ortamda yapraklarin goriinimii her
iki genotipte de benzerken, 24 saat sonunda tuz stresine bagli olarak mutant bitki

yapraklarinda yabani tipe oranla daha yiiksek miktarda H2O; birikimi oldugu gozlendi.
Mikroskop altinda ¢ekilen fotograflar Sekil 47°de gosterildi.
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Sekil 47. Tuz stresi kosullarinda mutant bitki yapraklarinda 24
saatlik tuz muamelesine bagli olarak ic¢sel hidrojen
peroksit igerigindeki degisimler
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Tuz stresi altinda ABA uygulamasmin daha oOnceki calismalarimizda mutant
bitkilerdeki tuza asir1 hassas kok fenotipini degistirdigi ve yabani tipe benzer hale
getirdigini gézlemlemistik. Bu etkinin i¢sel H,O, igerigi ile baglantisim goérmek igin,
yabani tip ve mutant bitkiler stres icermeyen kontrol ve tuz+ABA ortaminda 24 saat
bekletildi. Mikroskop altinda ¢ekilen goriintiiler Sekil 48°de gosterildi. Buna gore, stres
altinda ABA muamelesinin yabani tip ve mutant bitki koklerindeki i¢sel H,O, miktarlarini
dengeledigi ancak mutant bitki kokiinde yabani tipe gore kismen bu miktarin fazla oldugu
gorildii. Yine de yukaridaki tuz stresi altindaki mutant kokii ile kiyaslandiginda, rengin

daha acik oldugu yani H,O, miktariin diistiigii belirlendi.

i |
] ; NaCl+ABA

MSO :

col-gl  sos5 col-gl  sos5

Sekil 48. Tuz stresi kosullarinda mutant bitki koklerinde ABA
muamelesine bagli olarak i¢sel hidrojen peroksit
icerigindeki degisimler

3.11. Tuz Stresi Altindaki sos5 (fla4) Mutant Bitkilerinde ABA’min Stoma
Acikliklar1 Uzerine Etkisi

Tuz stresine kars1 adaptasyon davranislarindan biri de bitkilerin su kaybini 6nlemek
icin stomalarin1 kapatmalaridir ve ABA stomalarin kapanmasini uyarir. Yabani tip ve
mutant bitki stomalar1 4 saat boyunca stres icermeyen MS0, 100 mM NaCl, ABA ve
NaCl+ABA ihtiva eden soliisyonlarda bekletildi ve stoma acikliklar1 6l¢iildii.

Yabani tip bitki stomalar1 kontrolle kiyaslandiginda, tuz stresi altinda stomalarin %
82 oraninda kapandig goriildii. Sadece ABA igeren ortamda kapanma % 47 oraninda iken,

tuz+ABA muamelesi ile stomalardaki kapanma % 68 oraninda oldu (Sekil 49).
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Sekil 49. Tuz stresi kosullarinda yabani tip bitkilerde ABA muamelesine bagh
olarak stoma agikliginda meydana gelen degisimler (*: kontrol
grubuna gore istatistik olarak 6nemli (P<0.001) farki gostermektedir
(Student-t Testi). Kolonlar tizerindeki barlar tekerriirlere ait standart
sapmadir)

Mutant bitki stomalar1 kontrol ile kiyaslandiginda ise, tuz stresine ve sadece ABA
muamelesine bagli olarak dnemli derecede bir degisim olmazken, tuz+ABA muamelesine

bagli olarak stomalarin % 40 oraninda kapandig1 gézlendi (Sekil 50).
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Sekil 50. Tuz stresi kosullarinda mutant bitkilerde ABA muamelesine bagli olarak
stoma acikliginda meydana gelen degisimler (*: kontrol grubuna gore
istatistik olarak onemli (P<0.001) farki gostermektedir (Student-t Testi).
Kolonlar tizerindeki barlar tekerriirlere ait standart sapmadir)
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Yabani tip ve mutant bitki stoma agikliklar1 birlikte kiyaslandiginda ise, stres
icermeyen kontrol ortaminda her iki genotipin acikliklar1 6zdes bulundu. Tuz stresine bagl
olarak yabani tip stomalar1 kapanirken, mutant bitki stomalarin yabani tipe oranla % 84
gibi yiiksek bir oranda agik oldugu tespit edildi. Sadece ABA uygulamasi ile iki genotip
arasinda Oonemli derecede bir farklilik olmazken, tuz stresi altinda ABA muamelesi ile

mutant stomalar1 yabani tipe gore % 48 oraninda 6nemli derecede agik bulundu (Sekil 51).
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Sekil 51. Tuz stresi kosullarinda yabani tip ve mutant bitkilerde ABA muamelelerine
bagl olarak stoma agikliklarindaki degisimlerin karsilastirilmasi (*: Col-
gl’ya gore istatistik olarak 6nemli (P<0.001) farki gostermektedir (Student-
t Testi). Kolonlar tizerindeki barlar tekerriirlere ait standart sapmadir)

3.12. Tuz Stresi Altindaki sos5 (fla4) Mutant Bitkilerinde ABA’nmin Canh
Dokulardaki Kok Fenotipine Etkisi

Tuz stresi altindaki Arabidopsis thaliana yabani tip ve mutant bitki koklerinde
ABA’nin kok fenotipine etkisini daha yakindan goérebilmek amaci ile canli dokularda
konfokal mikroskop ile incelemeler yapildi. Koklerdeki hiicre dizilimlerini daha iyi
gorebilmek i¢in hiicre duvarma baglanabilen Kalkoflur boyas1 kullanildi. 24 saatlik NaCl
muamelesinin ardindan, mutant bitki kok anatomisi hiicrelerin dizilimi ve seliilozik

yapilarin bozulmasi ile yabani tipe gore ciddi bigimde farklilik gosterdi. Ayrica, mutant
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kok yapisinin yabani tipe gore oldukca kisa ve kalin, hiicresel genislemelerin anormal bir
bicimde oldugu gozlendi (Sekil 52).

Sekil 52. Tuz stresi kosullarinda mutant bitki koklerinde
meydana gelen fenotipik degisimler. Kokiin
tamamindaki fenototipik degisim (A) ve
yakindan trikom goriiniimleri (B).

Diger taraftan, tuz stresi altinda ABA ilavesi ile mutant bitki kdkiiniin ciddi bicimde
normale dondiigli ve hiicresel yapilarin daha organize sekil alarak yabani tiple ayirt

edilemez hale geldigi gozlendi. Tuz stresi altinda yabani tip ve mutant bitki kokiindeki

ABA’ya bagli degisimler kiyaslamali olarak Sekil 53°te gosterildi.
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Sekil 53. Tuz stresi kosullarinda mutant bitkilerde ABA
muamelesine bagli olarak kok fenotiplerinde
meydana gelen degisimlerin karsilastirilmasi (24 h.
100 mM NaCl’da bekletilen bitkilerin % 0,1
kalkoflor ile boyanmast)

3.13. Tuz Stresi Altindaki sos5 (fla4) Mutant ve Cift Mutant Bitkilerinde
ABA’nin Kok Fenotipine Etkisi

SOSS geninin tuz stresine tolerans saglamadaki olast roliinii test etmek amaci ile
ABA’ya cevapta rol alan regiilatorlerle iliski kurarak, abi4 ve abi5 gibi ABA’ya duyarsiz
mutantlar ve cpll, cpl3 ve sadl gibi ABA’ya duyarli mutantlar ile sos5 mutant bitki

arasinda c¢aprazlamalar yaparak elde ettigimiz ¢ift mutantlarin tuz stresi altindaki kok

fenotiplerini karsilagtirdik.



83

3.13.1. Tuz Stresi Altindaki abi4-1 sos5 (abi4 fla4) Cift Mutant Bitkilerinde Kok
Fenotipleri

ABI4 lokusu ABA’ya cevapta pozitif bir regiilator gibi gérev yapar ve bu gen
lokusunda meydana gelen mutasyonla elde edilen mutant bitki ABA’ya duyarsiz hala gelir.
Yapilan ¢alismada, abi4 tek mutant1 ne kontrol ne de stres ortaminda belirgin bir degisim
gostermezken, stres icermeyen MSO ortaminda yabani tip, abi4 ve sos5 (fla4) tek mutant
kontrollerine gore, abi4 sos5 ¢ift mutant kok fenotipinde bozulmalar goriildii. Tuz stresi
altinda ise, s0s5’in bilinen hassasiyetine benzer olarak abi4sos5 ¢ift mutant1 da siskin ve
kisa bir kok fenotipi segiledi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile hem so0s5 tek mutant
bitki kokii hem de abi4 sos5 ¢ift mutant bitki kokii yabani tipe benzer sekilde normal hale
dondiiler. SOS5 geni ve ABI4 geni arasindaki ileri siiriilen genetik sinerji Sekil 54’de

karsilastirmali olarak gdsterildi.
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Sekil 54. Tuz stresi kosullarinda sos5 mutant ve abi4 sos5 ¢ift mutant
bitki koklerinde meydana gelen fenotipik degisimler (Olgek
cubugu= 1mm)
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3.13.2. Tuz Stresi Altindaki abi5-1 sos5 (abi5 fla4) Cift Mutant Bitkilerinde Kok
Fenotipleri

ABI5 lokusu ABA’ya cevapta pozitif bir regiilator gibi rol alan diger bolgedir ve
ABIl4’e benzer sekilde, mutant bitki ABA’ya duyarsizlik gosterir. Yapilan ¢alismada, abi5
tek mutanti ne kontrol ne de stres ortaminda belirgin bir degisim goOstermedi. Stres
icermeyen MSO ortaminda yabani tip, abi5 ve sos5 (fla4) tek mutant kontrollerine gore,
abi5 sos5 ¢ift mutant kok fenotipinde her hangi bir degisim goriilmedi. Tuz stresi altinda
ise, s0s5’in bilinen hassasiyetinden farkli olarak abi5 sos5 ¢ift mutant1 yabani tipe oranla
bozulmus bir kok fenotipi sergiledi. Tuz stresi altinda ABA muamelesi ile hem sos5 tek
mutant bitki kokii hem de abi5 sos5 ¢ift mutant bitki kokii yabani tipe benzer sekilde
normal hale dondiiler. SOS5 geni ve ABI5 geni arasinda ABI4’te rastlanan bariz etki
goriilmedi. SOS5 geni ve ABI5 geni arasindaki bariz olmayan genetik etkilesimler Sekil
55°de karsilagtirmali olarak gosterildi.
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Sekil 55. Tuz stresi kosullarinda sos5 mutant bitki ve abi5 sos5 ¢ift
mutant koklerinde meydana gelen fenotipik degisimler
(Ol¢ek cubugu= 1 mm)
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3.13.3. Tuz Stresi Altindaki cpll-1 sos5 (clpl fla4) Cift Mutant Bitkilerinde Kok
Fenotipleri

CPL1 lokusu ABA’nin negatif bir regiilatoriidiir ve mutantt ABA’ya asir1 hassasiyet
goOsterir. Yapilan calismada, stres icermeyen MSO ortaminda yabani tip, cpll mutantinin
arka plani olan (background) C24 kontrolii, s0s5 ve cpll tek mutantlari ile cpll sos5 gift
mutant1 arasinda bariz bir farklilik goriilmedi. Tuz stresi altinda ayni bitkiler
kiyaslandiginda, sos5 mutant1 beklenen sekilde tuza asir1 hassasiyet gostererek, kisa ve
kalin bir kok fenotipi sergiledi. Ancak, cpll sos5 ¢ift mutantinin tuz stresi altinda yabani
tipe benzer sekilde normal kok yapisina dondiigii gozlendi. Bu durum igsel ABA
miktarinin artmasi ile tuz stresi altinda asir1 hassas s0s5 kdk fenotipinin baskilandigini
gosterdi. SOS5 (FLA4) geni ile CPL1 genleri arasindaki olasi antogonistik iliski Sekil
56’da gosterildi.
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Sekil 56. Tuz stresi kosullarinda sos5 mutant bitki ve cpll sos5
¢ift mutant koklerinde meydana gelen fenotipik
degisimler (Olgek ¢ubugu= 2 mm)
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3.13.4. Tuz Stresi Altindaki cpl3-1 sos5 (clp3 fla4) Cift Mutant Bitkilerinde Kok
Fenotipleri

CPL3 lokusu ABA’ya cevapta rol alan negatif regiilatorlerden biridir ve mutanti
ABA’ya asir1 hassasiyet gostermesi ile karakterize edilir. Yapilan caligmada, stres
icermeyen MSO ortaminda mutantlar arasinda bariz bir degisim gozlenmezken, tuz stresi
altinda sos5 tek mutanti ve cpl3 sos5 ¢ift mutantinin benzer sekilde asirt hassas kok
fenotipi gelistirdikleri goriildii. Hatta cpl3 sos5 ¢ift mutantindaki hassasiyetin daha fazla
oldugu goriildii. Tuz stresi altinda mutant bitki kok fenotipleri Selil 57°de karsilastirmali

olarak gosterildi.
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Sekil 57. Tuz stresi kosullarinda sos5 mutant bitki ve cpl3 sos5
cift mutant koklerinde meydana gelen fenotipik
degisimler (Olgek cubugu=2 mm)
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3.13.5. Tuz Stresi Altindaki sadl-1 sos5 (sadl fla4) Cift Mutant Bitkilerinde Kok
Fenotipleri

SADI1 lokusu ABA’nin negatif regiilatdrlerinden biridir ve mutant bitkilerinde
ABA’ya asir1 hassasiyet gozlenir. Yapilan calismada, stres igermeyen MSO ortaminda
yabani tip kontrollerle mutant bitki kokleri arasinda bariz bir farklilik olmadig1 goriildii.
Bununla birlikte, tuz stresi altinda sos5 tek mutanti tuza asir1 hassas kok fenotipi
gelistirirken, sadl sos5 ¢ift mutant bitki koklerinin tuz stresi altinda normal kok fenotipi
sergiledikleri ortaya ¢ikti. SOS5 (FLA4) geni ile SAD1 genleri arasindaki olasi antagonistik
iligki Sekil 58°de gosterildi.
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Sekil 58. Tuz stresi kosullarinda sos5 mutant bitki ve sadl sos5
cift mutant koklerinde meydana gelen fenotipik
degisimler (Olgek cubugu=2 mm)
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3.14. Tuz Stresi Altindaki Mutant Bitki Koklerinde Gen ifade Oranlarimn
Karsilastirilmasi

3.14.1. RT-PCR (Semiquantitatif Revers Transkripraz PCR) Metodu ile Gen
ifade Farklihklarmin Gosterilmesi

UBQ geni referans olarak kullanilarak tuz stresine maruz kalma siiresine bagli olarak
ABAl, CYP707A-3, RD29 A, RD29B, RD22 ve ERD1 genlerinin agaroz jel iizerine
transkript seviyelerine bakildi. Tuz stresi igermeyen MSO ortaminda, mutant bitkide ABA1
geninin yabani tipe oranla daha fazla ifade oldugu goriildii. 1 saatlik tuz stresi altinda
yabani tipte bu gen kismen daha fazla ifade olurken, 2 saatlik stres muamelesinin ardindan
mutant bitkideki gen ifadesi yabani tipe gore azalma gosterdi. Benzer sekilde CYP707A-3
geni stres icermeyen ortamda mutant bitki koklerinde yabani tipe gore daha fazla ifade
olurken, 6zellikle 2 saatlik stres muamelesi sonrasi, mutanttaki gen ifadesi yabani tipe gore
diisiis gosterdi.

RD29 A geni stres icermeyen kontrol ortaminda mutant bitki kdklerinde yabani tipe
oranla daha fazla ifade olurken, stres uygulamasina bagli olarak diisiis gosterdi. Diger
taraftan, RD29 B geni stres icermeyen ortamdaki mutant bitki koklerinde yabani tipe oranla
daha az ifade oldu ve stres muamele siiresine bagli olarak yabani tipe oranla diistii. RD22
geni, benzer sekilde MSO ortaminda ve stres sartar1 altinda mutant bitki kdklerinde yabani
tipe oranla daha az ifade oldu. ERD 1 geni ise, stres igermeyen ortamda mutant bitki
koklerinde yabani tipe gore az ifade olurken, stres muamelesine bagl olarak mutant bitkide
yabani tipe oranla daha fazla ifade edildigi goriildii. Yabani tip ve mutant bitki koklerinde

bahsedilen genlerin ifade diizeyleri, karsilastirmali olarak Sekil 59°da gdsterildi.
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Sekil 59. Tuz stresi kosullarinda siireye bagli olarak mutant bitki koklerindeki
genlerin ifade degisimleri

3.14.2. qPCR (Real Time PCR) Metodu ile Gen ifade Farkhliklarmn
Gosterilmesi

Jel lizerinde gosterilen ifade farkliliklarini gergek zamanli olarak grafik iizerinde
gostermek icin qPCR metodu ile yabani tip bitkiye oranla mutant bitki kokiindeki gen ifade
diizeylerini gosterdik. Sekil 60°da goriildiigii gibi, stres igermeyen ortamda ABAL geninin
mutant bitki kdklerinde yabani tipe gore 2,3 kat fazla ifade oldugu ancak tuz stresi altinda

ifade oraninin kismen diistiigii belirlendi.
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Sekil 60. Tuz stresi kosullarinda (2 h) mutant bitki koklerindeki ABA1
geninin ifade degisimi (Kolonlar {izerindeki
tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini

Sekil 61°de gosterildigi tizere, stres igermeyen ortamdaki CYP707A-3 geni, mutant
bitki koklerinde yabani tipe oranla 1.25 kat fazla ifade olurken, stres uygulamasina bagl

olarak mutant bitkideki ifade oran1 yabani tipe gore yari yariya diisiis gosterdi.

gostermektedir)
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Sekil 61. Tuz stresi kosullarinda (2 h) mutant bitki koklerindeki
CYP707A-3 geninin ifade degisimi (Kolonlar iizerindeki
barlar 3 tekerriirli olarak yapilan Olgtimlerin standart
sapmasini gostermektedir)

Sekil 62’de goriildiigii gibi, RD29A geninin ifade diizeyi stres igermeyen ortamda

mutant bitki kokiinde 1,32 kat fazla olurken, stres uygulamasinin ardindan mutant bitkide

Ya oraninda diislis gosterdi.
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Sekil 62. Tuz stresi kosullarinda (2 h) mutant bitki koklerindeki
RD29-A geninin ifade degisimi (Kolonlar {izerindeki
barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Olgiimlerin standart
sapmasini gostermektedir)

RD29B geni ise, stres igermeyen ortamdaki mutant bitki kokiinde yabani tipe oranla
ciddi bicimde az ifade olurken, stres uygulamasmin ardindan yiikselis gostermesine

ragmen, mutant bitkide yabani tipe oranla 4,6 kat daha az ifade oldugu gériildii (Sekil 63).
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Sekil 63. Tuz stresi kosullarinda (2 h) mutant bitki koklerindeki
RD29-B geninin ifade degisimi (Kolonlar {izerindeki
barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Ol¢iimlerin standart
sapmasini gostermektedir)

Stres icermeyen sartlarda RD22 geni, mutant bitki kokiinde yabani tipe oranla 25 kat
daha az ifade oldugu goriildii. Tuz stresi uygulamasinin ardindan ise, mutant bitki

kokiindeki gen ifadesi artis gosterdi ancak yabani tipe gore 1,8 kat daha az ifade oldugu

belirlendi (Sekil 64).
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Sekil 64. Tuz stresi kosullarinda (2 h) yabani tip ve mutant bitki
koklerindeki RD22 geninin ifade degisimi (Kolonlar
tizerindeki barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan 6l¢iimlerin
standart sapmasini gostermektedir)

Son olarak Sekil 65’de goriildiigii tizere ERD1 geninin ifade diizeylerine bakildi.
Stres igermeyen ortamda mutant bitki koklerinde bu genin yabani tipe oranla 14,3 kat az
ifade oldugu goriildii. Tuz stresi uygulamasinin ardindan ise mutant bitki kokiindeki ifade
diizeyi yabani tipe oranla ciddi bi¢imde artis gosterdi ve yabani tipe gore 3,17 kat fazla
ifade oldugu bulundu.
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Sekil 65. Tuz stresi kosullarinda (2 h) mutant bitki koklerindeki ERD1
geninin ifade degisimi (Kolonlar iizerindeki barlar 3
tekerriirlii olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini
gostermektedir)
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3.15. Tuz Stresi Altindaki Mutant Bitki Koéklerinde I¢csel ABA Miktarlarimn
Tayin Edilmesi

3-4 glin MSO besi ortaminda biiyiitiiliip, MSO kontrol ve 100 mM NaCl ihtiva eden
besi ortamlarina transfer edilen bitki fideleri, 3 giin bekletildikten sonra hasat edildi ve
icsel ABA miktarlar1 karsilastirmali olarak Sekil 66’da tablo halinde sunuldu. Stres
icermeyen MSO ortaminda mutant bitki koklerindeki igsel ABA miktarinin yabani tipe
gore 8 kat fazla oldugu bulundu. Tuz sartlar1 altinda ise, yabani tip bitki koklerinde stres
icermeyen ortama gore 4,3 kat artis olurken, mutant bitki koklerindeki igsel ABA
miktarmnin stres icermeyen ortama gore 2,6 kat azaldigi belirlendi. Tuz stresi altinda yabani
tip ve mutant bitki koklerindeki igsel ABA miktarlar1 kiyaslandiginda ise, yabani tipin
mutanta gore 1,4 kat kadar fazla igsel ABA biriktirdigi gortildii.

ABA
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|
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Sekil 66. Tuz stresi kosullarinda (3. gilinlin sonunda) mutant bitki
koklerindeki icsel ABA miktarlar1 (Kolonlar iizerindeki
barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan Olgiimlerin standart
sapmasini gostermektedir)



4. TARTISMA

Bu calismada tuz stresi kosullarinda Arabidopsis thaliana SOS5 (FLA4) geninin
fonksiyonunu aydinlatmak ve ABA’nin bu gen bélgesi ile iliskisini belirlemek amaciyla
koklere bazi bitki biliylime diizenleyiciler ile biyoaktif bilesikler uygulanarak bu genin
kokiin fenotipine etkileri incelenmistir. Buna paralel olarak, sos5 mutanti ile ABA iliskili
mutantlar arasinda caprazlamalar yapilarak bu genin ABA’ya cevapta rol alan yollarla
iligkisi aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Ayrica yabani tip ve S0S5 mutant bitki kok ve
yapraklarinda ABA’nin stres toleransini saglamada antioksidan sistemi uyarmadaki rolii
arastirilmistir. Ote yandan, tuz stresi ile iliskili olarak reaktif oksijen tiirlerinden olan
H,02’nin mutant ve yabani tip bitkilerdeki degisimine bakilmistir. Ilave olarak, tuz stresi
altinda SOS5 geninin ABA ile iligkisini anlayabilmek igin ABA biyosentezi ve
katabolizmasinda gorev alan genler ile abiyotik streslere cevapta ABA’ya bagimli ve
ABA'dan bagimsiz olarak uyarilan ¢esitli genlerin ifade diizeylerine bakilmistir.

Mevcut ¢alismada, oncelikle tuz stresi kosullarinda kok fenotipindeki degisimler
gozlenmistir. Daha Onceki ¢alismalarda, Arabidopsis thaliana bitkisinin SOS5 lokusunun
yiiksek tuz stresi kosullarinda normal hiicre gelisimi igin gerekli oldugu ve S0s5
mutantlarinin tuz stresi kosullarinda biiytitiildiigiinde, kisa kok fenotipi ve kok uzama
bolgesinde 1sinsal siskinliklerin oldugu belirlenmistir (Shi vd., 2003; Xu vd., 2008). Bu
anormal kok fenotipinin stres toleransinda onemli rolii olan absisik asit fitohormonunun
eksikliginden kaynaklanmas1 muhtemeldir. Absisik asitin, bitkilerde tuz stresi basta olmak
tizere bir¢ok abiyotik stres durumlarina cevapta dnemli rol oynadig: bildirilmistir (Ahmad
vd., 2010). Yine, distan ABA muamelesinin ABA yoksun mutantlarda normal hiicre
genislemesi ve biiyiimesini yeniden sagladigi belirtilmistir (Finkelstein, 2013). ABA’nin
stres toleransini bir¢ok yolla iliskili olarak saglamasi, mevcut ¢alismada bu fitohormonun
kullanilmasinda etkili olmustur. Oncelikle en etkili ABA konsantrasyonunu belirlemek icin
0,5 uM ile 100 uM gibi genis bir aralikta kokler test edilmis ve 5 uM ABA’nin tuz stresi
ortaminda s0sS5 fenotipini baskiladigi ve yabani tiple ¢ok benzer bir goriiniime sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu sonu¢ SOS5’in ABA sinyalizasyonu ile karsilikli etkilestigini
gostermektedir. Arastirmalarimizda distan uygulanan ABA, s0s5 mutantinin tuz stresi
kosullarinda hem asir1 hassas kok fenotipini hem de kisa olan kék uzunlugunu

baskilamistir. Bu durum tuz stresi altinda s0S5 mutantinin stresle basa ¢ikmak i¢in yeterli
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ABA iiretemedigi diisiincesini desteklemekte ve distan uygulama ile toleransin yeniden
saglanabildigi gorilmektedir. Nitekim ¢alismamizda tuz stresi altinda yabani tipte kontrole
gore i¢csel ABA miktar1 artarken, s0s5 mutantinda azalma kaydedilmistir. Sonug¢larimiza
paralel olarak, distan ABA uygulamasinin domates, misir, bezelye ve Arabidopsis thaliana
bitkilerinde ozmotik strese ve patates bitkisinde ise tuz stresine karsi koruyucu etkileri
oldugu rapor edilmistir (Jin vd., 2000; Jiang ve Zhang., 2001; Xiong vd., 2006; Etehadnia
vd., 2008; Ozfidan vd., 2013).

Calismamizda ABA reseptorleri ile SOS5 geni arasindaki iliskiyi arastirmak igin,
ABA reseptorlerinden olan pyrabaktin kimyasali kullanilmistir. Pyrabaktin, sentetik bir
tohum ¢imlenme ve hipokotil biiylime inhibitoriidiir ve ABA ile benzer sekilde ilgili
transkripsiyon faktorlerini etkileyerek gen ekspresyonunu uyarir (Zhao vd., 2007; Park vd.,
2009; Puli ve Raghavendra, 2012). Ayrica, pyrabaktinin, PYR/PYL tip ABA reseptorii ile
ayn1t yonde etki etki eden segici bir yapi oldugu ve diger olasi ABA reseptorleri ile
etkilesmedigi bildirilmistir (Park vd., 2009; Klingler vd., 2010). Elde ettigimiz bulgularda,
ABA ile paralellik gostermis ve tuz stresi altinda pyrabaktinin S0s5 mutantinin kok
fenotipini baskiladigi goriilmiistiir. Bu denemelerimiz sonucunda, sinyalizasyon yolunun
merkezi olan ABA’nin devreye girmesinin S0S5’in tuza asir1 hassas kok fenotipini
baskilamak i¢in yeterli oldugu sonucuna ulasilmistir.

Icsel ABA seviyesini diisiirmek amaciyla bir ABA inhibitorii olan fluridon (Nambara
ve Marion-Poll, 2005; Hsu vd., 2014) uygulanmasi yapilarak, SOS5 ile ABA arasindaki
olas1 iligki daha net aydinlatilmaya calisilmistir. Bu uygulamayla tuz stresi altinda
ABA’nin inhibe edilmesi sonucunda her iki genotipte (Col-gl ve so0s5), sos5 mutantinin tuz
stresi altinda ortaya ¢ikan kok fenotipine benzer sekilde kok deformasyonlarinin oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglar, SOS5’in ABA ile ayn1 yonde pozitif etki gosterdigi
konusundaki diislincelerimizi dogrulamaktadir. Bununla beraber, mevcut ¢alismada tuz
stresi altinda normal kok gelisimi igin SOS5 mevcudiyetinin ve ABA biyosentezinin
gerekli oldugu sonucuna varilmistir. Ancak, fluridon inhibitoriiniin bitkilerde cesitli yan
etkiler gdsterme olasiligindan dolayr bu varsayimlarin genetik olarak da dogrulanmasina
ithtiya¢ duyulmustur.

Icsel ABA seviyesini artirmak icin yapmis oldugumuz diger bir denemede ABA-8’-
hidroksilazi engelleyen ve CYP707A’nin spesifik inhibitorii olan abscinazole E2B
kullanilmistir. Denemelerimiz sonucunda yliksek tuz stresi altinda ABA katabolizmasinin

engellenmesi ile sos5’deki tuza asir1 hassas kok yapisinin baskilandigr bulunmustur. Bu
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sonu¢ daha onceki bulgularimizi destekler nitelikte olup, ABA ile SOS5’in sinerjistik
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Elde ettigimiz sonuglar birlikte ele alindiginda, sos5
mutant bitkisinin tuza asir1 hassas kok fenotipi géstermesi, hiicre ici ABA diizeyinin veya
hassasiyetinin tuz stresine karst denge olusturmak i¢in yeterli diizeyin altinda olabilecegi
seklinde aciklanabilir. Okazaki vd. (2012) yapmis olduklart bir c¢alismada, belirli
konsantrasyonlarda AbsE2B’nin ABA katabolizmasini engelleyerek, Arabidopsis tohum
¢imlenmesini baskiladigini gostermislerdir. Ayrica, Zhu vd. (2010) tarafindan Arabidopsis
bitkileri ile yapilan ¢alismada, tuza hassas olan bitki genotipinin yiiksek tuz stresi altinda
yabani tipe gore daha az ABA biriktirdigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak mevcut arastirma
verilerine dayanilarak igsel ABA diizeyindeki azalmanin, diisiik ABA biyosentezi veya
yiiksek diizeyde ABA katabolizmasi sonucu ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapmis oldugumuz diger denemede, SOS5 fonksiyonunu yitiren sos5 mutant bitki
tohumlarmin belirli konsantrasyonlarda ABA’ya daha az hassas oldugu, yabani tipte
hassasiyetin artarak ¢imlenme oranmin distiigii gézlemlenmistir. Literatiir bilgisine gore
tohum dormansisi bitkilerin zamansiz ¢imlenmelerine engel olarak, tohumun uygun
cevresel sartlara kendini ayarlamasimi saglayan bir adaptasyon davranigi olarak izah
edilmektedir. Bitki hormonu ABA’nin ise bu siiregte tohum dormansisini devam ettirerek,
cimlenmeyi inhibe ettigi belirtilmistir (Zhang vd., 2013). Elde ettigimiz bulgulara gore,
SOS5’in ABA sinyal iletiminde pozitif regiilator olarak rol aldig1 ve boylece tuz stresine
tolerans saglayabilecegi sdylenebilir.

ABA’nin tuz stresi altinda lipid peroksidasyonuna etkisini aragtirmak i¢in, yapilan
denemelerde hem yaprak hem de koklerden alinan numunelerde, tuz stresinin her iki
genotipte de MDA artisina neden oldugu, ancak tuza hassas olan S0S5 mutantindaki artisin
daha fazla oldugu bulunmustur. Tuz stresi ortamimna ABA ilavesinin ise 6zellikle mutant
bitki kok ve yapraklarinda MDA miktarinda diislise neden olarak, koruyucu etki gosterdigi
belirlenmistir. Elde ettigimiz sonucglara benzer olarak Xiong ve ark., (2006)’nin yapmis
olduklar1 caligmada, kuraklik stresi altinda ABA ilavesinin iyilestirici etkisi oldugu rapor
edilmistir. Ayn1 zamanda tuza hassasiyeti yiikksek Arabidopsis genotiplerinin tuz stresi
kosullarinda asir1 Na* biriktirdigi ve MDA miktarlarinin kontrole gore dnemli derecede
arttig1 rapor edilmistir (Shi vd., 2014).

Tuz stresi kosullarinda ABA’nin igsel prolin {izerine etkisini arastirmak icin yapilan
denemelerde, mutant bitki koklerindeki prolin miktar1 yabani tip bitkilere gore diisiik

bulunmustur. Diger taraftan, strestABA muamelesi sonucunda prolinin her iki genotipte
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benzer bir artis gosterdigi gorlilmiistiir. Benzer sekilde tuz stresi kosullarinda mutant
bitkilerin yabani tipe oranla yapraklarinda prolin miktar1 diislis géstermis, ancak ortama
ABA ilavesi ile prolin miktarinin arttigi tespit edilmistir. Bu durum sos5 mutant bitki
koklerinin yeteri kadar prolin sentezleyemedigi i¢in tuza asir1 hassas oldugunu diisiincesini
ortaya koymustur. Tuz ortamina ABA ilavesi ile her iki genotipte prolin miktarlart
artmistir. Koca vd. (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada, tuz stresine toleransli susam
cesitlerinde zamana ve konsantrasyona bagli olarak, tuz stresi altinda, hassas olanlara gore
prolin birikiminin arttifim1 kaydetmislerdir. Bununla birlikte, celtik bitkisinde yapilan
caligmalarda, tuz stresi altinda ABA’nin OsP5CS1 gen ekspresyonunu uyararak prolin
birikimine neden oldugu rapor edilmistir (Sripinyowanich vd., 2013). Ayrica
caligmamizdaki bulgular1 destekler nitelikte Ozfifan vd. (2013) Arabidopsis ABA eksik
aba2 mutanti ile yabani tip bitkileri PEG stresine maruz birakmis ve digtan 50 uM ABA
ilavesi ile her iki genotipte de prolin miktarinin arttigini rapor etmislerdir. Ancak, Zhu vd.
(2010) tuza ve kurakliga ¢ok hassas olan Arabidopsis sos6 mutanti ile yapmis olduklari
calismada, 100 mM NaCl stres ortaminda hassas olan mutanttaki prolin miktarinin hem
MSO ortamindaki kontrole gére hem de yabani tipe gore oldukca fazla oldugunu
belirtmislerdir. Bu durumu Ashraf ve Foolad. (2007) bitkilerdeki prolin birikiminin hem
ABA’ya bagimli hem de ABA’dan bagimsiz sinyalizasyon yollar1 ile gergeklesebilecegini
belirterek agiklamistir. Ozet olarak, elde etti§imiz verilere gore tuz stresi altinda ABA
ilavesi ile prolin liretimi artirilarak, bitkilerin tuza toleransinin artmis oldugu sdylenebilir.
SOS5 geninin ABA, ROS ve antioksidan enzim sistemleri ile olan iliskilerini
aydinlatmak amaci ile yapmis oldugumuz ¢alismada ise bitki yaprak ve koklerinde GPX,
CAT, SOD ve APX enzim aktiviteleri arastirllmistir. Tuz stresi kosullarinda yabani tip
bitki yapraklarindaki GPX miktarinin mutant bitkiye oranla yiiksek oldugu bulunmustur.
Tuz stresi ile birlikte ABA verildiginde ise GPX aktivitesinin mutantta daha fazla arttig1 ve
yabani tipe gore de yiiksek oldugu goriilmiistiir. Sonuglar1 yabani tip bitki i¢in yorumlamak
biraz gii¢ olsa da, stres altinda ABA ilavesi ile s0s5 mutantindaki enzim artigi, daha 6nce
de ifade edilen ABA ile kok fenotipindeki iyilesmenin bir sebebi olarak gosterilebilir.
Benzer sekilde, tuz muamelesine bagli olarak pek ¢ok bitki kokiinde peroksidaz
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Zhao vd., 2013). Bu sonuglar, tuz stresinin koklerde GPX
enzim aktivitesini artirdifint ve ABA ilavesinin de bu aktiviteyr destekledigini
gostermektedir. Ayrica, kokler stresin ilk algilandigi kisimlar oldugundan bu enzim

aktivasyonunun bundan dolay1 daha yiiksek oldugunu soyleyebiliriz.



103

Baska bir antioksidan enzim olan katalaz (CAT) ile ilgili kdk ve yapraklarda
yaptigimiz analizlerde benzer sonuglar elde edilmistir. MSO kontrol grubunda CAT
aktivitesinin mutantta yabani tipe gore diisiik oldugu goriilmistiir. Tuz stresine maruz
kaldiklarinda ise her iki genotipte de enzim artis1 kaydedilmistir. Ancak yine de mutant
bitkideki enzim aktivitesinin yabani tipe gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Seckin vd.
(2010) arpa tiirlerinde yapmis olduklar1 ¢alismada, tuz stresine bagli olarak CAT enzim
aktivitesinin arttigin1 ancak dayanikli tiirlerdeki artisin daha fazla oldugunu rapor
etmislerdir. Bu sonuglar mevcut arastirma bulgularimizla ortiismektedir. Ayrica tuz stresi +
ABA muamelesi sonucu CAT enzim aktivitelerinin aktiviteleri yabani tip ve mutant
bitkide esit hale geldigi belirlenmistir. Bu durum tuz stresi altinda distan ABA uygulamasi
ile yabani tip ve mutant bitki koklerindeki fenotipik degisimlerin ve kdk uzunluklarinin
benzer olmasini agiklayabilir.

Diger bir antioksidan enzim olan superoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin tuz stresi
kosullarinda yabani tipte, mutanta gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Tuz stresi ile
ABA birlikte uygulandiginda ise, yabani tipte aktivitenin diistiigli ancak mutantta 6nemli
bir degisim olmadig1 goriilmiistiir. Koklerde enzim aktivitesine bakildiginda ise, tuz stresi
ile birlikte her iki genotipte de MSO kontrole gore aktivitenin arttigi goériilmiis ve tuz
stresi+ABA muamelesi ile de her iki genotipte diisiis oldugu ancak mutant bitkideki
aktivitenin yabani tipe gore daha fazla oldugu ortaya c¢ikmistir. Yapilan calismalarda;
SOD’larin ifadesindeki artiglarin biyotik ve abiyotik strese bagli olusan oksidatif stresle
basa ¢ikmada ve bitkilerin stres kosullart altinda canlilig: siirdiirmesine katki saglamada
onemli rolleri oldugu ileri siiriilmiistir (Biiylik vd., 2012). Ayrica tuza toleransli olan
Arabidopsis pstl mutantinin SOD aktivitesinin yabani tipe goére 6nemli derecede yiiksek
oldugu rapor edilmistir (Botella vd., 2005). Diger taraftan Lu ve vd. (2009) bermuda ¢imi
bitkilerinde, kuraklikla birlikte ABA uygulamasinin SOD aktivitesini artirdigin1 rapor
etmiglerdir. Buna gore, tuz stresi ile miicadelenin SOD enziminin her iki genotipte de
yiiksek olmas1 gbz Oniine alinarak, koklerde daha aktif oldugu ve bu ylizden yapraklardaki
olas1 hasar1 engelledigi icin stresle SOD enzim aktivitesine fazla gerek kalmadig: gibi bir
sonug ¢ikartilabilir. Ancak, disaritdan ABA uygulamasinin tuz stresi altinda enzim
aktivitesinde bir artig gostermemesi, genel literatiire ters olmakla birlikte, ortamdaki reaktif
oksijen tiirlerinin APX ve CAT gibi diger yollarin uyarilmasi ile temizlendigi i¢in SOD

aktivitesine ihtiyacin azaldigini diistindiirmektedir.
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Diger bir antioksidan enzim olan askorbat peroksidaz (APX) ile ilgili yaptigimiz
denemelerde tuz stresi altindaki yapraklarda yabani tipteki APX enzim aktivitesinin mutant
bitkiye gore dnemli 6l¢iide yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tuz stresi+ABA uygulamasi ile
de yabani tipte diistis olurken, mutant bitki enzim aktivitesinde hem tuz sartlarindaki kendi
kontroliine hem de yabani tipe gore artis kaydedilmistir. Koklerdeki APX enzim
aktivitelerine bakildiginda ise tuz stresi altinda her iki genotipte stres igermeyen ortama
gore diisiis olmustur. Ancak mutant bitkideki enzim aktivitesinin yabani tipe oranla daha
diisiik oldugu kaydedilmistir. Tuz stresi+tABA uygulamasinda her iki genotipteki enzim
aktivitesinin arttigit ve mutant bitkideki artisin yabani tipe gore daha fazla oldugu
bulunmustur. Segkin ve ark., (2010)’nin yaptiklar1 ¢calismada tuza hassas ve toleransli arpa
cesitlerinde APX enzim aktivitesinin 150 mM NaCl kosullarinda, kontrole gore arttigi
rapor edilmistir. Diger bir ¢alismada, distan ABA uygulamasi ile Arabidopsis bitkisinde
APX2 gen ekspresyonunun kontrole gore 4,5 kata kadar arttigi tespit edilmistir
(Ghassemian vd., 2008). Tim bu sonuglar ele alindiginda, tuz stresi koklerde APX enzim
aktivitesinin diismesine neden olmus ve distan ABA uygulanmasi ile 6zellikle mutant
enzim aktivitesinde ciddi bir artis goriilmiistiir. Bu durum ABA tarafindan mutant bitki
koklerinde gergeklesen iyilestirici etkinin bir nedeni olarak gériilebilir. Ozellikle tuz stresi
altinda yabani tipe gore daha az olan APX aktivitesinin, ABA muamelesi ile yabani tipe
oranla artmasi, ortamdaki hidrojen peroksiti uzaklastirarak tuza tolerans saglamak igin
ABA’ya gereksinim duydugunun bir ispat1 olarak gosterilebilir.

Tuz stresi altinda reaktif oksijen tiirlerinden olan H,O, miktarinin yabani tip ve
mutant bitkide nasil degistigini tespit etmek amaciyla yapmis oldugumuz ¢alismada DAB
boyama metodu kullanilmistir. Yaprak ve koklerde MSO kontrol ortaminda birbirine ¢ok
yakin olan H,O, miktarlarinin tuz stresi ile uyarildigini ve 6zellikle sos5 mutantinin kok ve
yapraklarinda miktarin ¢ok daha fazla oldugunu gozlemlenmistir. Bu sonug, S0S5
mutantinin tuz stresine asir1 hassas olusunun, daha fazla ROS birikimi nedeniyle,
dokulardaki tahribattan kaynaklanabilecegine isaret etmektedir. Tuz stresi ile ABA birlikte
uygulandiginda ise mutant koklerindeki HpO, miktar1 yabani tipe yaklagmis ve kok
fenotipik olarak da normal hale donmiistir. Zhu ve ark., (2010) yapmis olduklari
calismada, tuz ve ozmotik strese asir1 hassas olan Arabidopsis s0s6-1 mutantinin MSO
kontrol ortamina gére, 100 mM NacCl stresine maruz birakildiginda, yabani tipe gére H,O,
miktarinin 6nemli 6l¢iide arttigini rapor etmislerdir. Ayrica ABA’nin H;0’yi uyardig:

gosterilmistir (Kwak vd., 2003). Bu bilgiler 1s18inda tuz stresi altinda distan ABA
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uygulamasinin igsel HyO, miktarini hiicresel dokulara zarar vermeyecek diizeye getirdigini
ve bdylece mutant bitkinin tuz stresine verdigi cevabin yabani tipe benzer oldugunu
sOyleyebiliriz.

Stoma a¢ilma/kapanma durumunun gdzlenmesi amaciyla yaptigimiz denemede
yabani tip ve ABA’ya duyarsiz oldugunu diisiindiigiimiiz S0s5 mutant bitki yapraklari tuz
stresine maruz birakilarak, stoma acikliklar1 Olc¢lilmiistiir. Stres igermeyen kontrol
ortaminda her iki genotipin stoma agiklilarinin birbirine esit oldugu belirlenmistir. 4 saat
boyunca yiiksek tuz konsantrasyonuna maruz birakilan her iki genotipin yapraklardaki
stoma agikliginin mutant bitkide yabani tipe gore ¢ok fazla oldugu goriilmiistiir. Stres
icermeyen ortama ABA ilavesi her iki genotipte de stoma kapanmasina neden olsa da,
mutant bitki stomalarindaki acgiklik kismen daha fazla olmustur. Tuz stresitABA
muamelesi ile her iki genotipte de kontrole gore azalma kaydedilmis ancak tuz stresi
ortami ile kiyaslandiginda, yabani tipin stoma agikliklarinda nispeten artig olurken, mutant
stomalariin biiyilk oranda kapandigi bulunmustur. Tiim bu sonuglar, mutant bitkinin
ABA’ya karst yabani tipe gore daha duyarsiz oldugunu veya yeteri kadar ABA
sentezleyemedigini, bu ylizden yiiksek tuz stresi altinda stomalarini1 kapatamadigi icin asir1
hassasiyet gosterdigine isaret etmektedir. Stres altinda distan ABA uygulamasi ile mutant
stomalarinin kapanmasi da, daha onceki bulgularimizi dogrular bigimde, tuza toleransi
artirmis ve kok fenotipinin normale donmesine neden olmustur. Ozfidan vd. (2013) yapmis
olduklar1 ¢aligmada, ozmotik stres altinda Arabidopsis ABA-eksik (aba-2) mutantinda
stomatal iletkenligin, yabani tipe gore bariz bir sekilde yiiksek oldugunu ve stres ortamina
ABA ilave edilmesiyle bagil su igeriginde (RWC) artisa bagh olarak mutantin stoma
iletkenliginde, tek basina stres muamelesine oranla diisiis oldugunu rapor etmislerdir.
Kuraklik ve tuz stresi altinda bitkilerde ABA iiretimi tetiklenmekte ve stomalar
kapatilarak, transpirasyonla su kaybi azaltilmaktadir (Yazici vd., 2007; Boneha vd., 2012).
ABA’nin stoma kapanmasi ile iliskisini aydinlatmak amaci ile yapilan ¢alismalarda, ABA
biyosentezi hasarli olan hp3-1 domates mutantinda, ABA eksikligine bagli olarak
stomalarindaki kapanmanin azaldig: bildirilmistir (Galpaz vd., 2008). Bir baska calismada
ise ABA reseptorleri olan PYR/PYL genlerinde fonksiyon kaybina neden olan pyrl pyll
pyl2 pyl4 pyl5 pyl8 altili (sextuple) mutant bitkilerin ABA’ya asir1 duyarsiz olduklar1 ve
yabani tipe gore stoma acikliklarinin oldukg¢a fazla oldugu rapor edilmistir (Gonzalez-

Guzman vd., 2012). Biitiin bu degerlendirmeler dogrultusunda, kendi basina ABA
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sentezleyemeyen bitkilerin distan uygulanan ABA’ya cevap verdigi ve stomalara etki
ederek stres toleransina katki sagladig goriisti desteklenmektedir.

Yapmis oldugumuz baska bir denemede hiicre ¢eperi biyosentezi ve normal hiicre
genislemesi i¢in gerekli olan bir hiicre yiizeyi adhezyon proteinini kodlayan SOS5 geninin
tuz stresindeki biyolojik fonksiyonu ve ABA sinyalizasyonu ile iliskisinin aydinlatiimasi
amaglanmistir. Bu baglamda sos5 mutant1 ve yabani tip bitkilerini tuza ve tuz stresi+tABA
muamelelerine maruz birakarak hiicre ¢eperindeki degisimler konfokal mikroskop altinda
daha ayrintili olarak incelenmistir. Yiiksek tuzluluk su kitligina, iyon toksisitesine ve besin
eksikligine neden olarak, hiicrelerde molekiiler hasara, biiyiimenin durmasina ve sonugta
hiicre oliimiine yol agmaktadir (Ghaffari vd., 2014). Tuz stresi ve ozmotik stres altinda
Arabidopsis’in seliiloz sentezinden sorumlu genlerinin mutasyonu ile elde edilen mutant
bitki koklerinde asir1 hassas ve yabani tipe gore oldukca kisa ve kalin kok fenotipi
gozlenmistir (Shi vd., 2003; Harpaz-Saad vd., 2012). Normal ve stres kosullar1 altinda
biiyiitiilen Arabidopsis thaliana bitkisinde, yasayan kok hiicrelerinin goriintiilenmesi; canli
hiicre yapilarinin, dinamiklerinin ve fonksiyonlarinin c¢alisilmast i¢in konfokal laser
taramali mikroskop kullanimi1 uygun bir metod olarak Onerilmistir (Wangenheim vd.,
2014). Soto vd. (2013), yaptiklar1 calismada ABA’nin seftali meyvelerinde hiicre duvari
iligkili genlerin ekspresyonunu farkl sekillerde etkiledigini bildirmislerdir.

ABA’nin yiiksek tuz konsantrasyonu altinda hiicre ¢eperi yapilarini nasil etkiledigini
tespit etmek amact ile benzer sekilde yukarida bahsedilen muamelelerin ardindan bitki
kokleri kalkoflur boyasi ile boyandiktan sonra konfokal mikroskop altinda incelenmistir.
24 saatlik tuz stresi muamelesi ardindan, S0S5 mutant kok yapisinin, yabani tipe gore
oldukca kisa, kalin ve hiicresel genislemelerin anormal bir hal aldig1 goriilmiistiir. Bu
durumda mutant koklerindeki tuza asir1  hassasiyetin  hiicrelerdeki  seliiloz
organizasyonunun bozulmasindan kaynaklandigi ileri siiriilebilir. Bununla birlikte, tuz
stresi altinda ortama ABA ilave edildiginde, mutant bitki kokiiniin biiyiik oranda normal
hale dondiigii ve hiicresel yapilarin organize olarak yabani tiple ayirt edilemez hale geldigi
fark edilmistir. Bu durum hem ABA’nin bilinen iyilestirici etkisinin hem de SOS5 geninin
ABA ile pozitif yonde iliskili olusunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikmustir diyebiliriz.
Bilindigi gibi proteinlerin aksine, karbohidratlar genetik kodlanmis floresan etiketlerle
tanimlanamazlar ve bunlarin (insitu) bulunduklarin yerde, hiicre ¢eperi yapisini ve
dinamiklerini bozmadan belirlenmeleri igin spesifik hiicre polimerlerini taniyan kiigiik

floresan molekiillerin kullanildigi mikroskobik calismalar i¢in uygun farkli metodlara
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gerek duyulur (Anderson ve Carroll., 2014). Oregin, Mendu vd. (2011), Arabidopsis
bitkisinin seliiloz sentezleyemeyen cesa mutant tohumlarini, yabani tiple karsilastirmak
icin kalkoflur beyaz (Calcoflur White) boyasi kullanarak, seliillozik yapilar1 konfokal
mikroskop altinda incelemislerdir. Dolan vd. (2003) daha once de belirtilen Arabidopsis
kok anatomisi, hiicrelerin dizilimi ve selilloz yogunluklari ciddi bi¢imde bozulmaya
ugramistir.

Tuz toleransi ve kok biiylimesi igcin SOS5 geninin ABA’nin genetik cevap
regiilatorleri ile iliskisi olup olmadigini test etmek ve roliinii aydinlatmak igin sos5 ile
ABA’ya duyarsiz (insensitiv) ve ABA’ya asir1 duyarli (oversensitiv) mutantlar arasinda
caprazlamalar yapilarak, cift mutantlar elde edilmistir. Ardindan, kontrolleri ile birlikte bu
mutantlar, MS0O, MSO0+ABA, tuz stresi ve tuz stresitABA besi ortamlarina ekilerek kok
fenotipleri incelenmistir. Calismamizda, ABA-duyarsiz abi4 ve abi5 mutantlar1 ile cpll,
cpl3 ve sadl ABA-asir1 duyarli mutantlart kullanilmistir. ABI4 ve ABI5 lokuslari, tohum
cimlenmesi ve ABA’ya bagimli diger bazi siireclerde rol alan ABA’nin pozitif
regiilatorlerini kodlamaktadir (Finkelstein, 1994; Dai et al., 2013; Wind et al., 2013).
Yaptigimiz ¢alismada, abi4 sos5 ve abi5 sos5 ¢ift mutant bitki kokleri, ABA’ya s0sb
fenotipini tamamen baskilayarak cevap vermislerdir. abi4 ve abi5 tek mutant kok
fenotipleri tuz stresi kosullarinda degismezken, abi4-sos5 ¢ift mutant kokleri tuz stresine
cevap olarak kisa ve epidermal sigkinliklerle ortaya c¢ikan anormal kok fenotipi
sergilemislerdir. Ancak, abi5-sos5 ¢ift mutant kokiinde tuz kosullarinda degisiklik
olmasia ragmen ayni bariz etki fark edilememistir. Bu sonuclar, kok biiylimesinde At-
SOS5 (FLA4) ve At-ABI4 genleri arasinda genetik olarak sinergistik bir etki oldugunu
ortaya koymaktadir.

Yukarida izah edildigi gibi ABA’ya asir1 hassasiyet gosteren mutantlarla ¢caprazlama
sonucu elde edilen ¢ift mutantlar, farkli besi ortamlarinda test edilmistir. Tuz stresi
varliginda veya yoklugunda cpll sos5, sadl sos5 ¢ift mutantlarinda kok morfotipleri
yabani tiple kiyaslanabilir bulunmustur. Yani, cpll sos5 ve sadl sosb ¢ift mutant
koklerinin ortama ABA ilave edilmeksizin, tuz stresi altinda yabani tipe benzer, normal
kok fenotipi sergiledikleri goriilmiistiir. Bunun aksine, cpl3-s0s5 ¢ift mutanti sos5 tek
mutant1 ile kiyaslandiginda daha fazla tuz hassasiyeti sergilemistir. C-TERMINAL
DOMAIN PHOSPHATASE LOCI 1 and -3 [At-CPL1], [At-CPL3 ve SUPERSENSITIVE
TO ABA AND DROUGHT [At-SAD1] lokuslart ABA uyarimli mRNA tiirlerinin negatif

regiilatorlerini  kodlamaktadir ve strese cevapta negatif regiilatorler olarak
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tanimlanmigslardir. Fonksiyonlarinin kaybiyla elde edilen mutant allelleri RD29A genini
asirt biriktirmeleri ile karakterize edilirler (Xiong vd., 2001; Xiong vd., 2002a; Koiwa vd.,
2002). Birgok CPL, C-uclarim1 defosforile ederek RNA polimeraz II’yi negatif yonde
regiile edebilirken, CPL1 normal miRNA biyosentezi i¢cin ve ABA asir1 hassasiyetine
neden olan bu siirecte, genetik kusurlar i¢in gereklidir (Manavella vd., 2012). Diger asir1
hassas lokus olan SAD1, SM benzeri 5 proteinini (SM-like 5 protein: LSMS5)
kodlamaktadir (Xiong vd., 2001). SAD1/LSM 5 proteini hem LSM1-7 hem de LSM1-8
komplekslerinin bir bilesenidir ve bunlar sirasiyla mRNA degredasyonu ve pre-mRNA
yapismasinda rol alirlar (Perea-Resa vd., 2012).

Tim sonuglar birlikte ele alindiginda, SOS5 ile SAD1 ve CPL1 genlerinin
antagonistik bir iligki i¢inde oldugu sdylenebilir. Mutant S0s5’in tuz stresi altindaki asiri
hassas kok fenotipinin, cpll ve sadl ile baskilanmasi, yeterli ABA birikimine neden olmasi
ile agiklanabilir. Tuz stresi altinda cpl3 ile sos5 fenotipinin baskilanmayisi ise bu lokusun
kokte genetik olarak gereksiz oldugu kanisini uyandirmaktadir. Sonug olarak, Arabidospsis
SOS5 geni kok gelisimindeki rolii ABA’nin pozitif regiilatdrii olan ABI4 tarafindan
artirilldigi ve ABA’nin negatif regiilatorleri olan CPL1 ve SAD1 tarafindan ise baskilandigi
sOylenebilir.

Yapilan bu ¢alisma ile genetik arastirmalarda sik¢a kullanilan Arabidopsis thaliana
bitkisinin Col-gl yabani tip ve tuza oldukga hassas 0S5 mutantinin tuz stresi altinda ABA
biyosentezinden ve katabolizmasindan sorumlu genlerle, stres toleransinda gorev alan
ABA’ya bagimli ve bagimsiz gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirmas: amaglanmaistir.

Mevcut ¢alismada, SOS5 geninin ABA metabolizmasina olasi1 bir regiilator gibi
katiliminin olup olmadigini arastirmak i¢in, bu siireclerde yer alan genlerin transkript
seviyeleri, hem RT-PCR hem de qPCR metodlari kullanarak Ol¢iilmiistiir. Tuz stresi
altinda 1 ve 2 saat bekletilen yabani tip ve mutant bitki kdklerinde, ABA biyosentezinden
sorumlu ABA1 geni stres igermeyen MSO ortaminda, mutant kokiinde, yabani tipe gore
artig gosterirken, stres uygulamasi ile birlikte zamana bagli olarak, ABAL geni mutantta,
yabani tipe gore biiyiik oranda diismiistiir. ABA katabolizmasinda goérev alan CYP707A-3
geni ise kontrol ortaminda mutantta yabani tipe oranla kismen yiiksek ¢ikarken, stres
muamelesi ardindan 6zellikle 2. saatte ifade orani diismiistiir. Tuz stresi altinda mutant
bitki koklerinde ozellikle ABA biyosentez geninin ifadesinin azalmasi, mutantin strese
kars1 yeterli ABA sentezleyemediginin bir isareti olabilir ve tuza asir1 hassas kok

fenotipinin nedeni olarak diisiiniilebilir. Katabolizma geninin ifadesindeki diisiis de, zaten
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ortamda az ABA olusundan kaynakli bir feedback davranigina isaret etmekte ve mutant
ABA mekanizmasinda bir bozuklugun oldugunu gdstermektedir. Yine stresle ABA bagimli
yol vasitasiyla indiiklenen RD29A, RD29B ve RD22 genlerinin ekspresyon diizeyleri, tuz
stresi altinda yabani tiple kiyaslandiginda mutant bitki koklerinde biiyiik 6l¢lide diigmiistiir.
ABA’dan bagimsiz ve sadece kuraklikla iligkili olan ERD1 gen ekspresyonunda ise tuz
stresi altinda yabani tipe oranla mutantta artis olmustur. Bu sonuglar, SOS5 geninin tuz
stresi toleransinda dogrudan ABA ile iliskili oldugunun bir kanit1 olabilir. Bu verilerimizi
destekler nitelikte, yapilan bir ¢alismada ABA bagimli yolda gen ekspresyonunu saglayan
MYB2 geninin Arabidopsis’de asir1 ifade edilmesiyle elde edilen transgenik bitkilerde,
ABA’ya asir1 hassasiyet ve stoma agikliklarinda azalma ile birlikte, stres cevabinda yer
alan RD22, RD29A ve ABAL gibi genlerin ekspresyon oranlarinin biiyiik 6lgiide yiikseldigi
rapor edilmistir (Shan vd., 2012). Yine bir baska calismada, ABA’nin uyardigi stoma
hassasiyetini diisiiren ve kurakliga asir1 hassas olan Arabidopsis max2 mutantinda, RD29A
ve RD29B gibi stresle iliskili, ayrica NCED3 ve CYP707A3 gibi ABA iliskili gen ifade
oranlarinin stres altinda yabani tipe gore oldukca diisiik oldugu bulunmustur (Bu vd.,
2014). Ayrica Seifert vd. (2014) yapmis olduklar ¢alismada, tuz stresi icermeyen kontrol
sartlarinda sos5 mutanti ve yabani bitkideki ABA biyosentetik lokuslariin (ABA1, ABA2,
ABA3, NCED5 ve AAO3) ya da ABA katabolik lokuslarmin (CYP707A1, CYP707A2,
CYP707A4) onemli derecede farklilik gdstermedigi, ancak mutantta biraz daha diisiik
oldugu bulunmustur. 40 dakikalik bir tuz muamelesinden sonra ise ABAl, ABA3 ve AAO3
genlerinde yabani tipe gore azalma kaydedilmistir. ABA katabolik genlerden ise sadece
CYP707A2 gen ekspresyonunda upregiilasyon gozlenmistir. Bu sonuglara gore kendi
bulgularimiz1 degerlendirecek olursak: SOS5’in ABA biyosentez ve katabolizma olaylarina
nasil dahil oldugunu anlamak i¢in tek bir genin 6l¢iilmesinin net bir sonu¢ vermeyecegi
ortaya ¢ikmistir. Bu ylizden elde ettigimiz sonuglar ABA metabolizmas: ile ilgili bize
kismen bilgi verirken, bu yola katilan diger genlerin 2 saat tuz uygulamasi ardindan
bakilarak, durumun netlestirilmesi gerekmektedir. Bu bakimdan mevcut caligmada bir
eksiklik fark edilmektedir. Bununla beraber, ABA ile iliskili olarak stres cevabinda yer
alan RD29A, RD29B, RD22 ve ABA’dan bagimsiz indiikklenen ERD1 genlerinin
ekspresyon seviyelerinin yabani tip ve mutant arasinda hem jel {izerinde bant yogunluklari
hem de ger¢ek zamanli olarak grafik iizerinde gosterilmesi ile kiyaslanmasi, bize SOS5
geninin tuz stresi toleransinda ABA’ya bagimli yollar1 kullandigini isaret etmektedir. Yine

SOS5’in ABA biyosentezini tesvik ettigini ve ABA katabolizmasini baskiladigr (down
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regule ettigi) ile ilgili ihtimal uygun goriilmektedir. Nitekim daha onceki sonuglarla iligki
kurarsak, fonksiyonunu kaybeden so0s5 mutantinin ABA inhibisyonu ile sinergistik
oldugunu ve ABA katabolizmasinin kimyasal inhibisyonu ile sos5 fenotipinin
baskilanmasi veya tuz stresi altinda distan ABA uygulanmasi ile ayni iyilestirici etkinin
goriilmesi bu teorileri giiglendirmektedir.

Biitiin veriler birlikte ele alindiginda, tuza asir1 hassas sos5 mutant bitkilerinin, tuz
stresi kosullarinda yeteri kadar ABA sentezleyemedigi, ABA ile iliskili genleri yabani tipe
gore fazla ifade edemedigi ve antioksidan sistemleri yeteri kadar aktiflestiremedigi igin
tuza tolerans saglayamadigi ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismadan elde edilecek sonuglar, hem
literatiirdeki eksikligi giderecek, hem bitkilerdeki tuz stres tolerans mekanizmasi i¢in yeni
bir yaklagim getirecek, hem de bitki abiyotik stresi ile hiicre ¢eperi arasindaki iliskiye 151k

tutacaktir.



5. SONUCLAR

1. Tuz stresi kosullarinda tuza asir1 hassas olan s0s5 (fla4) mutant bitki koklerinin
distan 5 uM ABA muamelesi sonucu hem fenotipik olarak, hem de kok
uzunluklar1 bakimindan yabani tipe benzer hale geldigi gézlendi.

2. Tuz stresi kosullarinda ABA ile ayn1 yonde etki eden 25 puM pyrabaktin’in
bilinen sos5 kok fenotipini baskiladig1 gézlendi.

3. Tuz stresi kosullarinda ABA biyosentez inhibitérii olan fluridon (10 puM)
muamelesi ile yabani tip bitki koklerinin S0s5’e benzer bi¢cimde (kisa ve siskin)
asir1 hassas bir hal aldig1 goriildii.

4. Tuz stresi kosullarinda ABA katabolizmasinda yer alan CYP707A genini
baskilayan, AbsE2B inhibitorii uygulamasinin, tuza asir1 hassas sos5 fenotipini
baskiladig1 belirlendi.

5. Farkli konsantrasyonlarda ABA igeren ortamlarda 20 puM’a kadar mutant bitki
tohumlarinin 6nemli derecede fazla c¢imlendigi goézlendi. Buna gore mutant
bitkinin ABA’ya duyarliliginin yabani tipe gore daha az oldugunu sonucuna
varildi.

6. ABA’ya cevapta pozitif regiilator olarak gorev alan ABI4 ve ABI5 lokuslarinda
mutasyon sonucu elde edilen abi4 ve abi5 mutantlar1 ile sos5 bitkilerinin
caprazlanmasi sonucu, ¢ift mutantlar elde edildi. Bu mutantlarin tuz stresine
verdigi cevaplara bakildiginda ozellikle abi4 sos5 ¢ift mutantinin Sos5 tek
mutant1 gibi tuza asir1 hassas oldugu ve distan ABA uygulamasi ile koklerin
normale dondiigii gorildii. Ayni bariz etki abi5 sos5 ¢ift mutantinda ise
goriilmedi. Bu verilere gore tuz stresi altinda normal kok gelisimi i¢cin SOS5
(FLA4) ve ABI4’{in ayn1 yonlii ¢alistig1 sonucuna varildi.

7. ABA’ya cevapta negatif regiilator olarak gorev alan CPL1, CPL3 ve SAD1
lokuslarinda mutasyon sonucu elde edilmis cpl1-1, cpl3-1 ve sadl-1 mutantlart
ile sos5 bitkilerinin ¢aprazlanmasi sonucu ¢ift mutantlar elde edildi. Bu
mutantlarin tuz stresine verdigi cevaplara bakildi. Ozellikle cpll sos5 ve sadl
sos5 ¢ift mutantlarinin ABA’ya gerek kalmaksizin tuz stresi altinda normal kok
fenotipi gosterdikleri goriildii. Ancak ayni etki cpl3 sos5 ¢ift mutantinda

goriilmedi. Biitiin bu sonuglar, tuz sartlar1 altinda normal kok gelisimi i¢in CPL1
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ve SAD1 genlerinin SOS5(FLA4) ile antagonist olarak c¢alistigin1 ve CPL3’{in ise
bu siirecte rol almadigini ortaya koydu.

Tuz stresi kosullarinda muamele siiresine bagh olarak, yabani tip ve mutant bitki
kok ve yapraklarinda hidrojen peroksit igeriginin arttigi bulundu. Bu artisin
mutant bitkilerde yabani tipe oranla daha fazla oldugu kaydedildi.

Tuz stresi kosullarinda uygulanan ABA’nin hem yabani tip hem de mutant
bitkilerin kok ve yapraklarinda prolin igeriklerini 6nemli Olgiide artirdig
belirlendi.

Tuz stresi kosullarinda uygulanan ABA’nin 6zellikle mutant bitki koklerinde,
sadece tuz i¢eren ortama kiyasla MDA igerigini 6nemli 6l¢lide azalttigi bulundu.
Tuz stresi kosullarinda mutant bitki yapraklarinda APX enzim aktivitesinin
yabani tipe oranda oldukca diisiik oldugu bulundu, diger taraftan tuz stresi+ABA
uygulamasi ile bu aktivitenin O6nemli Ol¢lide arttigi belirlendi. Yine tuz
kosullarinda mutant bitki koklerinde APX aktivitesi yabani tipe oranla
diisiikken, ortama ABA ilave edilmesi ile mutant kokiindeki APX aktivitesi ciddi
bicimde artis gosterdi.

Tuz stresi kosullarinda koklerde ve yapraklarda CAT enzim aktivitesinin, mutant
bitkide yabani tipe oranla diisiik oldugu ancak ortama ABA ilave edilmesi ile
yabani tip ve mutant bitkilerdeki CAT aktivite oranlarinin 6zdes oldugu
bulundu.

Tuz stresi kosullarinda mutant bitki yapraklarindaki GPX aktivitesinin yabani
tipe gore disiik oldugu ve disardan ABA ilavesi ile mutant yapraklarindaki
enzim aktivitesinin artig gosterdigi tespit edildi. Koklerde ise tuz stresi altinda
mutantla yabani tip arasinda kismen bir farklilik goriilmekle birlikte, distan ABA
uygulamasinin her iki genotipte de enzim aktivitesini artirdigi belirlendi.

Tuz stresi kosullarinda yapraklardaki SOD enzim aktivitesinin mutant bitkide
yabani tipe oranla diisiik oldugu tespit edildi. Ancak distan ABA uygulamasi ile
yabani tipte diislis tespit edilirken, mutant bitkide 6nemli derecede bir degisim
olmadigi goriildii. Koklerde ise tuz stresi kosullarinda SOD aktivitesinin mutant
bitkide yabani tipe oranla fazla oldugu tespit edildi. Tuz stresi ile ABA
uygulamasinin her iki genotipteki SOD aktivitesini diislirdiigii ancak mutanttaki

aktivitenin yabani tipe oranla dnemli derecede fazla oldugu belirlendi.
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Stres icermeyen kosullarda mutant bitki koklerindeki igsel ABA miktarinin,
yabani tipe gore dnemli derecede yiiksek oldugu belirlendi. Diger taraftan, tuz
stresi kosullarinda yabani tip bitki koklerinde igsel ABA miktarinin kontrole
gore onemli Olgiide arttigi, mutant bitki koklerinde ise igsel ABA’nin diistigl
belirlendi.

Tuz stresi icermeyen kosullarda stoma agikliklarinin yabani tip ve mutant
bitkilerinde benzer oldugu saptandi. Tuz stres kosullarinda ise, yabani tip
bitkilerin énemli 6l¢lide stomalarini kapattigr ancak mutant bitki stomalarinin
yabani tipe oranla onemli derecede agik oldugu belirlendi. Sadece ABA
muamelesinin her iki genotipte de benzer etkiyi yarattifi kaydedildi. Tuzlu
ortama ABA ilave edilmesiyle mutant bitki stomalarinin sadece tuz ihtiva eden
ortama kiyasla kapandigi ancak yine de yabani tipe oranla onemli derecede
stomalarini agik tuttugu tespit edildi.

Konfokal taramali lazer mikroskop ile tuz stresi kosullarinda mutant bitki
koklerinde yabani tipe gore ciddi deformasyonlar oldugu ancak tuz stresi altinda
ABA muamelesi ile mutant bitki kokiinde yeniden hiicre biitiinliigline katki
saglandig1 ve yabani tipten ayirt edilemez hale geldigi gozlendi.

Tuz stresi igermeyen ortamdaki mutant koklerinde ABA1 gen ekspresyonun
yabani tipe oranla fazla oldugu belirlendi. Ancak tuz stresi sartlar1 altinda mutant
bitki kokiindeki ekspresyon oraninin yabani tipe oranla azaldigi bulundu.

Tuz stresi icermeyen ortamdaki mutant bitki koklerinde CYP707A3 gen
ifadesinin kismen yabani tipe oranla fazla oldugu belirlendi. Ancak tuz stresi
altinda mutant bitki kokiindeki gen ifadesinin yabani tipe oranla diisiis gosterdigi
kaydedildi.

Abiyotik stresler ve ABA ile uyarilan RD29A geninin stres icermeyen kosullarda
mutant bitki koklerinde daha fazla ifade edildigi ancak tuz stresi altinda mutant
bitkide olduke¢a diistiigii kaydedildi.

Abiyotik stresler ve ABA ile uyarilan genlerden olan RD29B geninin, normal
sartlarda mutant bitkide yok denecek kadar az ifade edildigi kaydedildi. Diger
taraftan, tuz stresi ile artmasina ragmen, yabani tipe oranla 6nemli derecede az

ifade oldugu kaydedildi.
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Yine abiyotik stresler ve ABA ile uyarilan genlerden biri olan RD22 geninin,
normal sartlarda mutant koklerinde yabani tipe oranla az ifade edildigi ve tuz
sartlar1 altinda ifadesini artirsa bile yabani tipe gore az oldugu kaydedildi.

Sadece kurakligin erken evrelerinde, ABA’dan bagimsiz olarak islev goren
ERD1 geninin, tuz stresi igermeyen normal sartlarda mutat bitki koklerinde
yabani tipe oranla ¢ok az ifade edildigi, bununla beraber tuz stresi altinda mutant

bitkide yabani tipe oranla 3 kata kadar fazla ifade oldugu kaydedildi.



6. ONERILER

Diinyada, niifusun hizli bir sekilde artmasiyla birlikte besin sikintis1 olugsmus ve
ekilebilir alanlar yanlhs kullanilmaya baslanmistir. Bunun sonucu olarak topraklarin dogal
yapisi bozulmakta ve Na® iyonlarinin dengesizliginden kaynakli tuz stresi olusmaktadir.
Tuz stresi, ozmotik ve iyonik toksisiteye neden olarak bitkilerin yagamini olumsuz ydnde
etkilemektedir. Bitkiler gelistirdikleri tolerans mekanizmalar ile bir dereceye kadar bu
olumsuz kosullarda yasamlarin siirdiirebilirler. Insanlar icin énemli bir besin kaynag: olan
bitkilerin tuza tolerans mekanizmalarinin anlagilmasi ve gelistirilmesi 6nem kazanmuistir.
Caligmamizda son yillarda abiyotik stresle ilgili pek ¢ok calismada kullanilan ve molekiiler
model bir bitki olan Arabidopsis thaliana’nin tuza olduk¢a hassas S0S5 mutanti
kullanilmistir. Tuz stresi kosullarinda distan ABA uygulanmasi ile mutant bitkilerdeki
hassasiyet ortadan kalkmis ve tuza tolerans artmistir. ABA’nin bu iyilestirici etkisinin
tarimda uygulanabilecegi diisliniilmektedir. Glinlimiiz biyoteknolojik yaklasimlari stres
toleransinda yer alan genlerin 6zellikle tarimsal degeri olan bagka bitkilere aktarimina
imkan saglamaktadir. Bu bakimdan calismamizdan elde ettigimiz bulgularin strese
dayanikli bitkiler yetistirmede kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica, SOS5 geninin
fonksiyonlarinin tamamen aydinlatilmasi, hiicre ¢eperi iliskili pek ¢ok endiistriyel bitkinin
gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Tarafimizdan SOS5 geninin tuz stresi ve ABA fitohormonu arasindaki iliski
aydinlatilmasina ragmen, etilen basta olmak {izere diger hormonlarla iligkisi heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Bu agidan gelecekte bu iligkilerin agiga kavusmasi SOS5 yolunun
tam olarak anlagilmasini saglayacaktir. Ayrica mevcut calismamizda ABA biyosentez ve
katabolizmasi ile iligkili birer genin 2 saatlik stres uygulama sonrasinda ifade olma
diizeylerine bakilmistir. Bu mekanizmanin daha net aciklanabilmesi i¢in, biyosentez ve
katabolizmada yer alan diger genlerin de farkli zaman araliklarinda ifade diizeylerine
bakilmasina gereksinim duyulmaktadir. Bununla birlikte, SOS yollarinin bitkilerdeki iyon
dengesini saglayan mekanizma oldugu diisliniildiigiinde, SOS5 geninin bu agidan roliinii
aydinlatabilmek i¢in mutant bitkilerdeki iyon birikimlerine bakilarak, yabani tiple
karsilastirilmasinin gerekli oldugunu soyleyebiliriz.

Calismamizin sonucu olarak, koklerde SOS5’in ABA wvasitasi ile hiicre ¢eperi

biyosentezi ve kok gelisiminde Onemli bir rol aldigmi sdyleyebiliriz. Bu genin
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fonksiyonunun bitkinin diger kisimlarinda da ortaya konmasi, bitkilerdeki Gneminin

anlasilmasi agisindan gereklidir.
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