MUSTAFA KEMAL UNiIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILiM DALI

Dilek ERMIS KAYA

YUKSEK LiSANS TEZi

Antakya/HATAY

Temmuz-2012



MUSTAFA KEMAL UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

o

Bugday (Triticum aestivum L.) Fidelerinde Tuz-Poliamin

Etkilesimlerinde Calisan Genlerin ifadesi ve Antioksidan Enzim Aktivitesi

J

Dilek ERMIS KAYA

YUKSEK LiSANS TEZi

Antakya/HATAY

Temmuz-2012



T.0.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BUGDAY (Triticum aestivum L.) FIDELERINDE TUZ-POLIAMIN
ETKILESIMLERINDE CALISAN GENLERIN iFADESi VE
ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIiVIiTESI

DILEK ERMIS KAYA
YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

Yrd.Dog.Dr. Nuray ERGUN danigmanligida hazirlanan bu tez 25/07/ 2012 tarihinde
asagidaki jiiri tiyeleri tarafindan oybirligi ile kabul edilmisgtir.

.
—_
- S /4974/'
Murany €09G Q@»W VL
Yrd.Dd¢.Dr. Nuray ERGUN  Prof. Dr. Deniz YILDIZ Yrdfﬁ‘c;fDr. Murat TIRYAKIOGLU

Baskan Uye Uye

Bu tez, Enstitiimiiz Biyoloji Anabilim Dalinda hazirlanmigtir.

Kod No:

Prof.Dr. ilhan Uremis
Enstitii Miidiirii

Bu ¢alisma M.K.U. Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonunca desteklenmistir

Proje No: 1105 Y 0107

Not: Bu tezde kullamlan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildiriglerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin
kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayil1 Fikir ve Sanat Eseri Kanunundaki hitkiimlere tabidir.



ICINDEKILER

OZET ...ttt 111
ABSTRACT ... v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI.........oooiiiiiiiiiiie e, \%
SEKILLER DIZINI. ..., VI
L GERES ..o 1
2. ONCEKI CALISMALAR . ... 6
3. MATERYAL ve YONTEM ..ottt 11
3.1 Materyal oo 11

320 YONEOIM weveniet ittt e 11
3.2.1.Bitki Yetistirme Kosullari................oooiiiiii e, 11

3.2.2. Incelenen OzelliKIer. ..............viuniiii e, 13

3.2.2.1 Bitki Biiyiime Olgimleri ..............cccoviieiiiiiiiiiee e, 13

3.2.2.2. KuruMadde Tayini ......ovvriniieiiie e 13

3.2.2.3. Pigment ANaliZi ...cccoeenviniiniiiii i 13

3.2.2.4. Enzim AnalizIeri ........cooieiiiiiiiii i 14

a) Glutatyon Rediiktaz (GR) Analizi ..........cccoooviiiiiiiiii e 14

b) Katalaz (KAT) Analizi..........coviiiiiiiiiiiiie i e 14

3.2.2.5. Gen Ifadelerinin TeSPiti..........cuuveniunieieiieie i 14

a) RT-PCR Hazirlik Asamalart...................ccooeeiiiiiiiiicieee e 14
B)TOTAL RNA IZ0laSyonu ...........oouiieiieiiiiii i, 15
¢)RNA izolasyon Protokol Asamalart....................c..cceeeuueeiineeain... 15

d).cDNA EIde Etme. ......oooviiiii e, 16



e) Real Time PCR Protokolii ............cooviiiiiiiiiii e, 17

f) Verilerin Degerlendirilmesi..............ocooiiiiiiiiiiiiiii e, 17
3.31statistikSel ANALZICT. ... ..eeee et 17
4. ARASTIRMA BULGULARIVE TARTISMA. . ... 18

4.1. Tuz-Poliamin Etkilesimlerinin Bitki Biiyiimesi Uzerine Etkileri...........................18

4.1.1. Kok Gelisimine Etkileri...............ocoooiiiiii e 18
4.1.2.Siirgiin Gelisimine Etkileri.... ... 20
4.1.3.Pigment Miktar1 Uzerine EtKileri.................coeeiuiiieiiieiieeii, 22
4.1.4 Katalaz ve Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Uzerine Etkileri.................. 27
4.1.5.Gen Ifadeleri ve SONUGIATL. .........oouivniiiiie e, 29
5. SONUCLAR ve ONERILER ...........cccciiiiiiiiiiiiiii s 35
KAYNAKL AR . L e 37
TESEKKUR ..o 43
OZGECMIS ..o 44



OZET

'BUGDAY (Triticum aestivum L.) FIDELERINDE TUZ-POLIAMIN
ETKILESIMLERINDE CALISAN GENLERIN IFADESI VE ANTIiOKSIDAN
ENZIM AKTIVITESI

Bu arastirmada, bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas, ES-14 ) fidelerinde
tuz, tuz-spermin (spm) ve tuz-spermidin (spmd) etkilesimleri incelenmistir. Kok, siirgiin
boyu ve kok,siirgiin kuru agirligi, klorofil a (kla), klorofilb (klb), toplam klorofil (kla+b)
ve karotenoid miktari, katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR) antioksidant enzim
aktiviteleri ve tuz, tuz+poliamin etkilesimlerinde ¢alisan MYB73, ERF1 ve SRG
genlerinin ifadesi belirlenmistir.

Arastirmamizda kullandigimiz Dagdas ve ES-14 bugday cesitlerinde kontrol
grubuna kiyasla tuz uygulanan gruplarda tuzlulugun kok ve siirglin gelisimini olumsuz
yonde etkiledigi gozlenmistir. Yine tuzlulugun etkisiyle birlikte klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil miktarlarinda da bir azalma meydana gelmistir. Pigment miktarlarinin
sadece tuz uygulanan fidelerde tuz+poliamin uygulanan fidelere gore bir miktar artis
gosterdigi belirlenmistir. Katalaz ve glutatyon rediiktaz aktivitelerinde ise tuz stresine
bagli olarak kontrole gore artislar meydana gelmistir. Dagdas ve ES-14 fidelerine
tuz+poliamin uygulamalari ile tuz uygulamasi CAT ve GR enzim aktivitesini
arttirmigtir. Gen verilerimiz incelendiginde ise tuz stresine bagli olarak kontrole gore tuz
uygulamalarinda MYB, SRG ve ERF gen miktarlarinda artis meydana geldigi
gorilmiistiir. Her iki ¢esit ve yapilan uygulamalar gz Oniine alindiginda bugday
fidelerinde en fazla gen ifadesinin MYB en az gen ifadesinin ise SRG oldugu tespit
edilmistir. Tuz+spm ve tuz+spd uygulamalar1 Dagdas c¢esitinde her 3 genin ifadesini
yalnizca tuz uygulamalarina gére arttirmasina ragmen ES-14 ¢esitinde gen ifadelerinde
bir miktar azalma belirlenmistir.

2012, Sayfa 59

Anahtar kelimeler: Bugday, Tuz Stresi, Poliamin, Katalaz, Glutatyon rediiktaz,
RT-PCR,



ABSTRACT

EXPRESSION OF GENES WHICH WORKS ON SALT POLYAMINE
INTERACTIONS ON WHEAT (Triticum aestivum L.) AND ANTIOXIDANT
ENZYME ACTIVITY

In the present study, salt, spermin, salt-spermin, salt-spermidine and their
interactions were investigated on wheat seedlings  (Triticum aestivum cv. Dagdas,
ES14) . Root, shoot and root length, shoot dry weight, chlorphyl a and b, total
chlorophyl (a+b) and caretenoid amount, catalase, glutation reductase enzyme activity
as well as gene expressions during salt and salt-polyamine interactions were
investigated.

Salt negatively affected shoot and root develeopment on wheat cultivars ‘Dagdas’
and ‘ES-14’ used in this study. In addition, amount of chlorophyl a, chlorophyl b and
total chlorophyl also decreased with salt appilications. Amount of pigment was
relatively higher on seedlings applied with salt and polyamine. Catalaz (CAT) and
glutation reductase (GR) activites were higher than the control treatment. Both salt and
salt+polyamine treatments increased the CAT and GR activities. Salt treatments also
increased gene expression of MYB, SRG and ERF. When both cultivars and salt
treatments were considered, MYB expression was highest, SRG was the lowest.
Salt+spm and salt+spd treatments increased the expression of the three genes on Dagdas
while expression of the genes was lower on ES-14.

2012, Sayfa 59

Keywords: Wheat, Salt Stress, Polyamine, Catalaz, Glutatione reductase, RT-PCR



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

AP Askorbat peroksidaz
CAT  Katalaz

GR Glutatyon Rediiktaz
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H,O, Hidrojen peroksit

MDA  Malondealdehit
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SPM  Spermin
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1.GIRIS

Bugday, tarih boyunca oldugu gibi bugiin de insanlarin beslenmesinde kullanilan en
onemli tahillardan birisidir (FAO 2010). Bugday (Triticum), Bugdaygiller (Poaceae)
ailesinden biitiin diinya da islah1 yapilmis tek yillik otsu bir bitkidir. Karasal iklimi
tercih eder. Uretim bakimindan ise misir ve geltikten sonra 3. sirada yer alir. Bugday;
un, irmik, nisasta ve yem iiretilmesinde kullanilan temel bir besin maddesidir. Kabugu
ayrilabilecegi gibi kabugu ile de 6giitiilebilir. Bugday ayn1 zamanda giftlik hayvanlari
icin bir yem maddesi olarak da yetistirilmektedir. Hasattan sonra atik {iriin olarak saman
balyas1 ¢ikar. Bugdayin yetisme sartlarina uygun olan yurdumuzun hemen hemen her
yoresinde bugday ekilmektedir ve ekilis ve {liretim yOniinden birinci planda yer
almaktadir. Ulkemizde tarla tarrmma ayrilan ekili alanlarin % 83’iinii bugday alam
kaplar. Bugday giiniimiizde oldugu gibi gelecekte de iilkemizde dnemini koruyacaktir.
Bu nedenle iiretim artisinin siirekli ve kararli olabilmesi amaciyla, uygun cesit ve
yetistirme tekniklerinin kullanilmasi yaninda farkli iklim ve toprak sartlarinda
yetistirilebilecek cesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Tahillar insan beslenmesinde dogrudan ya da dolayli olarak kullanilan temel
driinlerdir. Giliniimiizde bilim adamlarinin {izerinde 6nemle durdugu ve insanligin
tamamini ilgilendiren konularin basinda, dengeli beslenmenin saglanmasi ve aglik
probleminin ¢oziimii gelmektedir. Diinya niifusunun sadece %15-20’sinin dengeli
beslendigi, geri kalan niifusun biiyiik bir boliimiiniin ise sadece fizyolojik olarak karnini
doyurdugu gbz Oniine alinirsa konu daha da 6nemli bir boyut kazanmaktadir (Tiirk ve
Yirtr 2004). Diinya da niifus artisinin, besin maddeleri artisindan daha fazla ve hizl
olmasi ve diinya niifusunun 2020 yilinda iki katina ¢ikacag diisiiniiliirse dniimiizdeki bu
kisa siire icerisinde bir¢ok {irlindeki iretim diizeyinin iki katina ¢ikarilmasi gerektigi
belirtilmektedir (Baser vd., 2005).

2010 y1l1 istatistiklerine gore diinya bugday ekim alan1 217 milyon hektar, iiretimi
650 milyon ton, verimi ise 3000 kg/ha’dir (FAO 2010). Diinya niifusunun %35’inin
temel besin maddesi bugday olup, insanlar tarafindan tiiketilen giinliik kalorinin %20’si
bugdaydan saglanmaktadir.

Abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiiksek sicaklik ve agir metal vs.) ve
biyotik (patojen, diger organizmalarla rekabet vb.) stresler ekonomik 6nemi olan tahillar

dahil tim bitkilerde fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere yol acarlar
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(Akgiin ve ark., 2011; Amudha ve Balasubramani, 2011; Roychoundhury ve ark. ,2011;
Sen ve Ali kamanoglu,2011; Ergiin ve Oncel, 2012). Biitiin bu stresler bitkilerin normal
fonksiyonlarin1 degistirir ve boylece bitkinin 6liimiine yol agabilecek zararlara neden
olabilirler (Mahajan ve Tuteja, 2005).

Biyotik ve abiyotik streslerin varligt zararli oksijen tiirlerinin olusumunu
desteklemektedir. Bu oksijen tiirevleri gesitli hiicre komponentlerinin zararlanmasina ve
parcalanmasina sebep olmaktadir. Aktif oksijenin formlar1 olan serbest radikallerin
olusumu dogrudan ya da dolayli yoldan metallerle iliskilidir ve bunlar degisik hiicre
komponentlerinde 6zellikle biyolojik membranlarda zarara sebep olabilmektedir (Van
Assche ve Clijsters 1990).

Bitkilerde abiyotik stres yogunlugu ve pa seviyesi arasinda iliski olmasina ragmen,
pa seviyesi ile fizyolojik temel arasindaki iligki tam olarak anlagilamamustir.

Uriinlerin abiyotik streslere adaptasyonu transkripsiyon faktorlerini igeren stres
koruma genlerinin ve onlarin regiilatdrlerinin, ekspresyonunda degisikliklere yol
agmaktadir (Roychoundhury ve ark., 2011). MYB siiper ailesinin proteinleri bitkilerde
gelisim siiregleri ve savunma yanitlarinda merkezi rol oynamaktadir ( Zhang ve ark,
2011).

Tuzluluk, diinya topraklarinin en énemli sorunlarindan biridir. Diinya da her yil 10
milyon hektar arazinin tuzluluk etkisiyle elden ¢ikmasi sorunun boyutunu daha iyi géz
oniine sermektedir (Kwiatowski, 1998). Yurdumuzda ise topraklarin 1,5 milyon hektari
tuzluluk sorunuyla kars1 karsiyadir (Ekmekgi ve ark., 2005). Ozellikle kurak ve yari
kurak iklim boélgelerinde yetersiz yagis ve yiiksek buharlagma tuzlulugun basta gelen
sebeplerindendir. Diinya da tarim arazilerinin smirli oldugu ve besin ihtiyacinin
katlanarak arttig1 dikkate alinirsa en azindan mevcut arazilerin daha verimli kullanilmasi
gerektigi ortaya cikar. Bu yiizden tuzlu topraklarin islaht ve ekonomik bir sekilde
degerlendirilmesi zorunlulugu vardir (Woods, 1996). Diinyadaki bitkisel iiretim, su
baskinlari, tarim alanlarinin kuraklik, tuzluluk, sulama hatalari, erozyon, cevresel
kirlenme gibi etmenlerle verimsizlesmesinden dolay: sinirlanmaktadir.

Coziinebilir tuzlar, bitkiler tarafindan kolayca alinabilirler. Bu tuz bilesikleri belirli
bir miktar1 asinca beslenme ve metabolizmay1 bozmak yoluyla bitkiye zarar verirler.
Bununla birlikte toprakta tuz konsantrasyonunun artmasiyla, bitkinin topraktan su alimi

giiclesmekte ve bdylece topragin yapisi bozularak bitki gelisimi yavaslamakta hatta



durmaktadir (Kanber ve ark. 1992; Giingér ve Erdzel 1994). Bununla birlikte bitki
verimi ve Xkaliteside diiser (Yurtseven ve Bozkurt, 1997; Kara ve Apan, 2000;
Yurtseven, 2000; Yurtseven ve ark., 2001). Ote yandan yanlis sulama uygulamalar1 da
ozellikle drenaj kosullarinin koti oldugu yerlerde tuzluluga sebep olabilmektedir
(Ergene, 1982).

Tuz stresi pek ¢ok aktiviteyi etkilemektedir. Tuz stresi ile meydana gelen ozmotik
etkiler sonucunda su eksikligi olusur. Su eksikligi stiperoksit (O ), hidrojen peroksit
(H,0,), tekil oksijen ( *O,) ve hidroksil radikalleri (OH) gibi cesitli reaktif oksijen
tiirlerinin meydana gelmesine neden olur. Reaktif oksijen tirleri (ROT), stres
kosullarinda mitokondri ve kloroplastlarda meydana gelen metabolik reaksiyonlar
sonucu olusur. Bunun yani sira endoplazmik retikulum ile nukleus membraninda
sitokrom oksidasyonu ve enzimlerin katalitik dongiileri sirasinda da olusmaktadir. ROT,
hiicrede membran lipitleri, niikleik asitler, proteinler, klorofiller ve diger
makromolekiillere zarar verirler. Bitkiler, tuz stresi ile olusan rot’'nden hiicreyi korumak
amaciyla glutatyon, askorbat, karotenoidler gibi antioksidanlar1 ve katalaz, peroksidaz,
glutatyon rediiktaz gibi antioksidatif enzimleri kullanirlar. Bu enzimler arasinda katalaz
(KAT E.C.1.11.1.6) ve askorbat peroksidaz (APx) ve glutatyon rediiktaz (GR
E.C.1.6.4.2) o6zellikle cok dnemlidir (Y1lmaz ve ark., 2011).

Yapilan calismalar sonucunda elde edilen verilere gore tuz stresinin bitkinin kok,
stirgiin gelisiminde ve kuru agirliginda azalmalara neden oldugu belirlenmistir. (Noori
ve ark., 2000; Cavusoglu, 2006; Husain ve Munns, 2007; Duran ve ark., 2010; Akgilin
ve ark., 2011).

Tuzluluk bitkilerin pigment miktarlar1 (klorofil a, klorofil b, klorofil a+b, karotenoid)
lizerinde de olumsuz bir etkiye neden olmaktadir (Yakit ve Tuna 2006; Husain ve
Munns, 2007; Ayse ve ark. 2011).

Tuzlu ortamda yetisen bitkilerin antioksidan enzim aktivitelerinde de (SOD, APX,
GR, CAT) degisikliklerin meydana geldigi arastirmalar sonucunda ortaya ¢ikarilmistir.
Genel olarak tuz stresi ile birlikte enzim aktivitelerinde artis meydana geldigi
gorilmiistiir (Ayse ve ark., 2011; Yilmaz ve ark., 2011; Celik ve Atak, 2012).

Bitkilerde tuzluluk ile ilgili pek c¢ok calismada ROT’larin zararlarin1 ortadan

kaldirmak icin antioksidan savunma sistemi ile ilgili pek ¢ok calisma mevcuttur



(Argewal ve Pandey 2004, Koca vd. 2006, Kholova ve ark., 2010; Sen ve Alikamanoglu
2011).

Tuz stresi Na* iyonunun toksik aksiyonu K* iyonunun beslemesinin bozulmasi, bitki
su durumunun modifikasyonu gibi ¢ok sayida yikici proseslere ve oksidatif stresler
reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, membran zararlar1 ve endojen protein oksidasyonu ya
da yikimi gibi sekonder streslere neden olmaktadir (Zhu, 2002).

Abiyotik stres faktorlerinden kaynaklanan zararlar bugday tiretimini 6nemli derecede
kisitlamaktadir. Tuzluluktan kaynaklanan zararlar da kiigiimsenmeyecek kadar fazladir.
Olusan zarar1 en aza indirmek icin kiiltiirel 6nlemlerle yapilan miicadelenin yaninda,
dayanikli ¢esitlerin 1slah1 da 6nem arz etmektedir. Dayanikli ¢esitlerin elde edilmesi, bu
stres faktoriine bagli morfolojik ve fizyolojik karakterlerin takip edilmesi ve
genotiplerle olan iligkilerinin belirlenmesiyle miimkiindiir. Glinlimiizde, farkli
genotiplerin gen kaynagi olarak kullanilmasi ve tolerans genlerinin bugday kromozomu
tizerindeki yerlerinin belirlenmesi, molekiiler isaretleyiciler sayesinde daha kisa siirede
yapilabilmekte ve genlerin klonlanmasini kolaylastirmaktadir.

Poliaminlerin biyolojik membranlarin stabilizasyonunu ve direkt memran
fosfolipitlerine bagli hiicresel yapilarin stabilizasyonu, serbest radikallerin direkt
temizlenmesi, osmotik diizenleme, anyon-katyon dengesini siirdiirmek, iyon
kanallarmin modulasyonu, antioksidan enzimlere baglanarak ve onlarin aktivitesini
arttirarak etki etmenleri bakimindan tuz stres direncinde bu molekiillerin iliskisi
sorgulanabilir (Tang ve Newton,2005; Verma and Mishra 2005). Tuza toleransh
bitkilerin gesitli streslere cevap olarak poliaminleri daha fazla biriktirme kapasitesine
sahiptir (Roychoudhury vd, 2008).

Son yillarda 6nemli bir yere sahip olan genetik arastirmalar 1s18inda edinilen
bilgilere gore stres sartlarinda gen ifadelerinin arttig1 tespit edilmistir (Lee ve ark., 2007;
Wang ve ark., 2008).

Bu tez ¢alismasinda, bugday (Triticum aestivum L. cv Dagdas ve ES-14) fidelerine
tuz, tuz-spermin ve tuz-spermidin uygulamalarinin etkilesimleri incelenmistir. Cesitler
arasindaki stres tepkisi farkliliklar1 ile tuz stresinin ¢esitli fizyolojik, biyokimyasal
parametreler ile gen ifadesi {izerindeki etkilerinin belirlenerek meydana gelen
inhibisyonlarin, poliaminler ile azaltilmasi ya da ortadan kaldirilmasi1 amaglanmaistir.

Bugday cesitlerinin tuz stresine gosterdigi tepkiler fidelerin kok, siirglin boy ve kuru



agirliklar, pigment ( kl a, kI b, klorofil a+b ve karotenoid ) birikimi; CAT ve GR
antioksidan antioksidan enzim aktiviteleri; tuzlulukta ifade edilen MYB, ERF ve SRG

genlerinin gen ekspresyonlari incelenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Stres, cevresel ve biyolojik faktorlerin ayr1 ayr1 ya da birlikte organizmalarda
belirgin fizyolojik degisimler meydana getirebilme kapasitesidir (Kadioglu, 2007).
Stresin siddeti ve siiresine bagli olarak organizmalarda meydana gelen degisimler, tiirler
ve hatta tiirlin bireyleri arasinda bile farklilik gdsterebilmektedir. Stres sonucu olusan
hasar, bir metabolizma bozuklugunun gostergesi olup, bitki biiylimesi ve veriminde
azalma ile sonuglanir (Kadioglu, 2007).

Bitki gelisimi cogunlukla biyokimyasal reaksiyonlarin bir fonksiyonudur. Bu
reaksiyonlar enzimler tarafindan kontrol edilir. Bir enzimin aktivasyonu baskilandiginda
onunla ilgili gelisim islemleri de baskilanir (Treshow, 1970)

Bitkilerin stres kosullarima dayanikliligi ile ilgili ¢alismalar giinlimiizde stres
kosullarinda ifade olan genlerin tanimlanmasina dogru yonelmistir. Bu genlerin
tamimlanmasi, ¢eltik (Oryza sativa) ve Arabidopsis bitkilerinin gen dizilimlerinin
belirlenmesi ile artis kazanmigtir (Bartels ve Sunkar 2005).

Poliaminler (Pas) diamin putresin (put™), triamin spermidin (spd*®) ve tetraamin
spermin (spm*?) iceren yaygmn, diisiik molekiil agirlikl, diiz zincirli alifatik aminlerdir.
Konsantrasyonu 10 uM dan mM a kadar degisen bitki biliyiime ve gelismesinin
diizenlenmesinde c¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik pH larinda dolay: pa lar proteinler,
niikleik asitler , membran fosfolipitleri ve hiicre duvar bilesenleri ile interaksiyona
girebilir ve bdylece bu molekiilleri stabilize edebilirler. Son yillarda osmatik stres,
tuzluluk, kuraklik, sicaklik, iisiime, yiiksek 151k konsantrasyonu, besin eksikligi, agir
metaller, pH degisiklikleri, uv- 1s1mas1 ve kirlilik stresi gibi ¢esitli ¢evresel streslere
bagli cevap olarak pal er dikkat cekmektedir ( Alcazar ve ark. 2006; Liu ve ark. 2007).

Toprak suyu tuzlulugunun bitki gelisimi iizerinde meydana getirdigi zararl etkileri
su sekilde siralayabiliriz;
- Yavas ve yetersiz ¢cimlenme

- Fizyolojik kuraklik, solma ve kuruma

- Kiigiik yapraklar, kisa govde ve dallar

- Ciceklenmenin gecikmesi, daha az ¢igek agma ve tohumlarin daha kiiclik olmasi

- Tuza dayanikli yabanci otlarin gelismesidir.

Genel olarak tuzlulukla ilgili ¢esitli calismalar tuzluluk ile ¢imlenme orani,

rejenere hiicre yiizdesi, ortalama taze ve kuru agirlik, govde ve kdk uzunlugu ve klorofil



iceriginde azalma gibi biliyiime parametreleri arasinda negetif bir iligski vardir (Argewal
ve Pandey 2004).

Bitkiler abiyotik strese maruz kaldiklarinda, stres kosullarina uyum saglamak
amaciyla tepki olarak bazi genlerin anlatimlarinda degisimler meydana gelmektedir
(Seki ve ark., 2001; Singh ve ark., 2002).

Stres kosullarinda anlatim1 degisen genler:

a) Sadece stres kosullarinda anlatim yapanlar,

b) Anlatimi artanlar,

€) Anlatim1 azalanlar,

d) Anlatim1 duranlar seklinde dort grupta toplanmaktadir.

Ozellikle sadece stres kosullarinda anlatim yapan ve streste anlatimi artan genlerin,
stres tepki mekanizmasinin stres toleransini artirma, gen anlatiminin diizenlenmesi ile
sinyal iletimi kisimlarinda iglevlerinin oldugu diisiiniilmektedir (Yamaguchi-Shinozaki
ve ark., 2002).

Tuz stresi altindaki bitkiler, ozmotik dengelerini saglamak icin diisiik molekiil
agirhiga sahip cesitli organik maddeleri yiiksek konsantrasyonlarda biinyelerinde
biriktirmektedirler. Tuzluluk sartlar1 altinda diisiik molekiil agirlikli sekerlerin miktari
artmaktadir. Polisakkaritler ve sekerler; ozmotik dengeyi saglama ve koruma, tuz stresi
altinda g¢esitli radikallerin temizlenmesi amaciyla biriktirilmektedirler (Ashraf ve
Parvaiz., 2004).

Cok yiliksek konsantrasyonda tuza maruz kalan bitkilerin biiyiime ve yasam
dongiilerini tamamlayabilmelerine tuz toleransi denir.

Bitkiler tuza kars1 gosterdikleri tepkilere gore halofitler ve glikofitler olmak iizere
iki biiyiik grup altinda toplanmaktadir.

-Halofitler yiiksek tuz konsantrasyonlarina adaptasyon saglamis bitkilerdir (salicornia
herbacea, suaeda maritima gibi.)

-Glikofitler ise yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamlarini siirdiiremeyen tuza
duyarh bitkilerdir.(misir, arpa, pamuk, sogan gibi).

Konak ve ark., (1998), ege bolgesinde yaygin olarak yetistirilen 7 ekmeklik ve 2
makarnalik bugday ¢esidinin ¢imlenme ve fide donemindeki tuza toleranslarini
incelemek amaciyla yaptiklar calismada, sera kosullarinda hougland besin ¢6zeltisinde

ve farkli tuz konsantrasyonlarinda (kontrol ve EC degeri 8,16,24 mmhos/cm) bugdaylari



yetistirmislerdir. Arastirmadan elde edilen sonuglara gére, Cumhuriyet-75, Seri-82 ve
Basribey-95 ¢esitlerinin tuza toleransli, Kakli¢ ve Gonen ¢esitlerinin ise hassas
olduklarini belirlemislerdir.

Mutlu ve Bozcuk (2000), aygigegi (Helianthus annuus L. cv. Santafe) tohumlarinin
cimlenmesi ve bazi erken biiylime parametreleri iizerine fakli konsatrasyonlardaki NaCl
(50, 100, 200Mm) ve spermin (Spm)’in (0.01, 1, 2 mM) etkilerini incelemislerdir.
konsantrasyona bagli olmaksizin tuz uygulamasi yapilmayan sartlarda spm uygulamasi,
¢imlenme yiizdesi ve bazi biiyiime parametreleri (siirgiin uzunlugu, taze ve kuru agirlik
tizerinde etkisiz bulmuslardir.

Noori Sadat ve Mcneilly, (2000), 29 durum genotipinde tuzlulugun kok biiyiimesine
etkisini  inceledikleri caliyjmada kok  biiylimesinin  gerileme  gosterdigini
gozlemlemiglerdir.

Oncel ve Keles (2002), cesitli bugday genotiplerinde 200 mM NaCl uyguladiklar
calismada fidelerde biiyiimenin ve klorofil igeriginin Onemli derecede azaldigini
belirlemislerdir.

Karagiizel, (2003), yaptig1 ¢alismada farkli tuz kaynak ve konsantrasyonlarinin
lupinus varius tohumlarinin ¢imlenme O6zellikleri iizerine etkisini incelemistir. Bu
caligmanin sonucuna gore kok biliylimesinde gerilemeler, siirgiin ve koklerin yas ve kuru
agirhiginda ve buna bagli olarakta kuru madde miktarinda azalmalar meydana geldigi
belirtilmistir.

Ekmeke¢i ve ark., (2005), cesitli bitkilerde tuzlulugun bitki gelisimine etkisini
incelemiglerdir. Arastirma sonuglarina gore, sulama suyu tuzlulugunun, ele alinan
bitkilerin hemen hepsinde verim ve kaliteyi azaltic1 etki gosterdigini gézlemlemislerdir.

Cavusoglu (2006), baz1 hormonlar ve biiylime diizenleyicilerinin yliksek sicaklik ve
tuz stresleri altindaki arpa ve turp tohumlarinin ¢imlenmesi iizerindeki etkilerini
incelemistir. Bu calismanin sonucunda ise tuzlulugun arpa ve turp tohumlarinin
cimlenmesi i¢in gerekli siireyi uzattigimi ve ¢imlenme yiizdesini diistirdiigiinii, fide
biliyiime parametreleri lizerinde de engelleyici etki gosterdigini gézlemlenmis ve bu
etkinin hormon ve hormon benzeri aktivite gosteren biiylime maddeleri uygulanarak
ortadan kaldirilmasinin muhtemel oldugunu belirtmistir.

Ma ve ark., (2006), 150 mM NaCl uygulanan arabidopsis bitkisinden 3. ve 24.

saatlerde yaprak oOrnekleri ve gen ifadesi farkliliklarini karsilagtirmistir. Calisma



sonucunda en 1iyi stres cevebinin uygulanan bu tuz konsantrasyonda alindigi
belirlenmistir.

Yakit ve Tuna (2006), tuzlu kosullarda yetisen musir bitkisinde tuz stresinin
yapraklarin klorofil i¢erigi lizerine azaltici etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Husain ve Munns, (2007), ¢esitli tuz konsantrasyonlarinda (1 mM, 75 Mm, 150 Mm)
yetistirilen alt1 durum genotipinde, kuru agirligin, bitki boyunun ve klorofil igeriginin
olumsuz etkilendigini ifade etmislerdir.

Roychoundhury ve ark., (2008), 200 mM tuz uygulanan nonabokra, M-1-48 ve
gobindolohog piring ¢esitlerinde kok ve govde biiylimesi ile klorofil miktarinin 6nemli
Olciide azaldigin1 ifade etmislerdir. Ayrica arastiricilar tuz uygulamasi sonucu
antosiyanin, sistein ve prolin poliamin seviyesinin dzellikle nonabokra geltik c¢esitinde
arttigini belirtmislerdir. Bunun yani sira CAT aktivitesinin artan tuz konsantrasyonu ile
azaldigini bildirmislerdir.

Duran ve ark., (2010), farkli tuz konsantrasyonlarinin (100 mM ve 200 mM)
Mirzabey, Altin, Kundurull49, DH-6 ve DH-8 genotipleri iizerine etkilerini
incelemislerdir. Bu calismadan elde edilen verilere gore tuzlulugun kok uzunlugu, kuru
agirlik ve pigment miktarlar1 {izerinde olumsuz bir etki medya getirdigini
gozlemlemislerdir.

Akgiin ve ark., (2011), yaptiklar1 ¢caligmada tuz uyguladiklart 5 triticale genotipinde
tuz konsantrasyonundaki artiga bagli olarak kok ve govde bitylimesi ve kuru agirhiginda
azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Ayse ve ark., (2011), yaptiklar1 ¢alismada invitro doku kiiltiiriinde gelistirilen
Tekirdag, Pehlivan ve Flamura-85 bugday cesitlerinin kiiltiirlerine 0, 50, 100, 150, 200
ve 250 mM konsantrasyonlarinda NaCl uygulamistir. Artan tuz konsantrasyonlarina
baglh olarak 28 giinliik olgun embriyo Kkiiltiirlerinde her {i¢ varyetede de bitki
rejenerasyonunda bitki taze agirhi@i ve klorofil igeriginde azalmalar bulmuslardir.
Coziiniir protein igerigi Flamula-85 varyetesinde tuzlulukta artarken, Tekirdag ve
Pehlivan cesitlerinde azaldigini bulmuslardir. Ek olarak, her ii¢ cesittede tuz cevabi
olarak SOD, CAT ve POD enzim aktivitesinin arttigini belirtmislerdir.

Roychoundhury ve ark (2011), eksojen olarak kisa siireli tuz uygulamasi ile birlikte

uygulanan poliaminlerden spermin ve spermidinin M-1-48 (tuza duyarli), nonabokra



(tuz tolerans1i) ve gobindolohog (¢ok duyarl) hint celtik ¢esitlerine etkisini
karsilastirmali olarak incelemislerdir.

Yilmaz ve ark. (2011), bitkilerin tuz stresi etkilerine kars1 gelistirdikleri tolerans
stratejileri lizerine Dbir arastirma yapmuslardir. Tuz stresinin bitkilerde morfolojik,
anatomik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde pek ¢ok degisiklige neden
oldugunu ve bunun sonucunda bitkilerin reaktif oksijen tiirlerini yok eden gesitli
enzimatik olmayan antioksidanlar ile antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttirilmasi,
bitki biiyiime diizenleyicilerinin ve ozmolit sentezinin tesvik edilmesi, fotosentetik
yolun degistirilmesi, gen ifadesi ve SOS yolu ile iyon aliminin diizenlenmesi, stresle
ilgili genlerin aktive edilerek transkripsiyon faktorlerinin sentezlenmesi ve stres
proteinlerinin {iretiminin tesvik edilmesi gibi tolerans stratejileri gelistirdiklerini
saptamislardir.

Celik ve Atak (2012), yaptiklari ¢alismada iki gesit tiitiiniin ( Izmir Ozbas ve Akhisar
97) tuza toleranslarini karsilastirmiglardir. Bu denemeyi invitro ve invivo kosullarda
gerceklestirmislerdir. Cesitli tuz konsantrasyonlar1 (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350
mM NaCl) uyguladiklart fidelerde analiz sonuglarina gore; siiperoksit dismutaz,
askorbat peroksidaz, katalaz aktivitelerinde anlamli farkliliklar gériilmemesine ragmen
glutatyon rediiktaz aktivitesinde istatistiksel agidan anlamli farkliliklar oldugunu
gormiiglerdir. Buradan yola ¢ikarak glutatyon rediiktazin tiitiin gesitlerinde tuz

toleransinin degerlendirilmesinde 6nemli bir enzim oldugu sonucuna varmislardir.



3.MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

Arastirmamizda bitki materyali olarak (Triticum aestivum L. cv. Dagdas ) ve ES-
14) bugday tohumlar1 kullanilmistir. Bugday tohumlar1 Mustafa Kemal Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiin’den temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bitki Yetistirme Kosullar:

Calismamizda materyal olarak kullanilan fidelerin yetistirilmesi siirecinde bugday
tohumlar1 20 dakika % 2’lik sodyum hipoklorid (NaOCl) ¢ozeltisi ile (Rubio vd. 1994)
steril edildikten sonra, distile su ile yikanmustir, petrilerde distile su ile nemlendirilmis
filtre kagid1 arasinda 24+2 °C’lik inkiibatorde 48 saat siire ile ¢imlenmeye birakilmistir.
Cimlendirilen tohumlar kum-perlit karistmi (1:1, v:v) (kum ¢ap1 ortalama olarak 0,7
mm, perlit cap1 ortalama 2,8 mm) bulunan kavatalarda iklim kabininde bes giin distile
su ile sulanarak biiyiitiilmiistiir. Besinci giiniin sonunda fideler kum-perlit karisimindan
cikarilmis ve kokler distile su ile zarar verilmeden iyice yikanmistir. Fidelerin su
kiiltiirii  teknigi ile yetistirilmesinde iki litrelik, dis1 151k gegirmeyecek sekilde
aliminyum folyo ile sarilmis (Salisbury ve Ross, 1992) plastik kaplar kullanilmistir.
Plastik kaplarin agiz kismina fideleri yerlestirmek tlizere 6 adet delik bulunan 6zel
kapaklar hazirlanmis ve kapaklarin iizeri yine aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Her
kaba iki litre besin ¢ozeltisi konulmustur. Besin ¢6zeltisi olarak pH’1 5.7’ ye ayarlanmis
tam giliclii Arnon ve Hoagland (1940) ¢ozeltisi kullanilmistir. Daha sonra fidelerin kok-
stirglin ayirim bolgesi bir parga slinger ile sarilmis ve fideler kapak tlizerindeki 5 adet
delige ayr ayri yerlestirilmistir. Deliklerden biri ise ¢ozeltiyi havalandirmak amaciyla
kullanilmigtir.  Kaplarda bu sekilde hazirlandiktan sonra iklim  kabinine

yerlestirilmislerdir.



Sekil.3.1: Triticum aestivum fidelerinin besin soliisyonuna alinmasi ve biiyiitme
kabininde yetistirilmesi.

Fideler, giin boyu havalandirilmak suretiyle 10 giin biiyiitilmislerdir. 5. giin
kaplardaki ¢ozeltiler dokiiliip yeni besin ¢ozeltileri ile doldurulmustur. Poliamin ve tuz
uygulamalar1 (fideler 10 giinliikk iken) besin ¢ozeltilerine karistirilmak suretiyle
yapilmistir. Poliamin uygulamalarinda spermin ve spermidin secilmis ve ImM
uygulama yapilmistir. Tuz uygulamasinda ise NaCl se¢ilmis ve 200 mm uygulama
yapilmigtir. Bitkiler iklim kabininde ortalama 24+2 °C sicaklikta, nisbi nemin % 66 ve
151k kosullarinin ortalama 1198 liiks oldugu kosullarinda yetistirilmistir.

Her deneme iinitesi 3 tekrarl yiiriitiilmiistiir. Deneme siiresince kaplarin yerleri tesadiifi
olarak belirlenmis ve kendi aralarinda her giin saat yOniinde rotasyonla yerleri
degistirilerek tekdiizelik saglanmistir. Bitkiler, bu islemlerin akabinde hasat edilmistir.

Hasat sonrasinda bitki biiyiime ve klorofil o6l¢limleri taze materyalden
gergeklestirilmistir. Biyokimyasal analizler i¢in ayrilan fidelerin kokleri kok-siirgiin
ayirim bolgesinden kesilmis ve siirgiinler molekiiler ve enzim analizleri i¢in kiigiik

parcalar halinde derin dondurucuda, -80 derecede saklanmustir.



3.2.2. incelenen Ozellikler
3.2.2.1. Bitki Biiyiime Ol¢iimleri

Hasattan sonra tuz ve poliamin uygulamalari yapilan fideler arasindan tesadiifi
bloklar deneme desenine gore secilen 5 fidede kok ve siirglin boylar1 cm olarak
Ol¢lilmiistlir. Daha sonra fideler kok—siirglin ayrim bolgesinden kesilerek kok ve siirgiin

taze agirliklar1 ayr1 ayri belirlenmistir.

3.2.2.2 Kuru Madde Tayini
Fidelerde kuru madde miktar1 hasattan sonra taze agirliklar1 alinan 6rnekler 110

°C’lik etiivde 48 saat kurutulduktan sonra tartilarak kuru agirliklari elde edilmistir.

3.2.2.3 Pigment Analizi
Yaprak dokularindaki klorofil a ve b, toplam klorofil (a + b) ve karotenoid miktarlart
(mg/ml.gr T.A.) Arnon (1949)’ a gore belirlenmistir.

Hasat edilen fidelerin birinci yapraklarmmin en genis yerinden beser cm’lik
segmentler alinip tartilmistir. Segmentler, kiiglik pargalara ayrilarak 10 ml % 80’ lik
aseton ile havanda ezilerek siiziilmiistiir. Daha sonra spektrofotometrede (1240 UV/Vis.
Spectrophotometer), 663, 645 ve 470 nm’deki absorbans degerleri kaydedilmistir.
Pigment miktarlar asagidaki formiillere gore hesaplanmistir (Arnon, 1949).

Kla (AR) = [(12.7 x A663) — (2.69 x A645)]

KIb (AR) = [(22.9 x A645) — (4.68 x A663)]

Kla+b (AR) = [(20.21 x A645) + (8.02 x A663)]

Kla/b (AR) = Kla (AR) / KIb (AR)

Daha sonra bu degerler, Porra (2002)’in onerisi dikkate alinarak asagidaki gibi
diizeltilmistir.

Kla (P) = Kl a+b (P) x Kl a/b(P) / (Kla/b (P) + 1)

KlIb(P) = Kl a+b (P) / (Kl a/b (P) + 1)

Burada gerekli olan Kla+b ve Kla/b degerleri asagidaki esitliklere gore
hesaplanmstir.
Kla+b (P) = 0.895(Kla+b (AR) )



Kla/b (P) = (0.593 + 0.459 (Kla/b (AR) ) + 0.229 (Kl a/b (AR) ) x 2

Diizeltilmis konsantrasyon degerleri ele aliarak once birim yaprak agirligi basina
klorofil pigment miktarlar: (mg. g™t)asagidaki gibi hesaplanmustr.

Kla(mg g™) = Kla (P) x (V/W)

Klb(mg g*) = KIb (P) x (V/W)

Kla+b(mg g™) = Kla+b (P) x (V/W)

3.2.2.4 Enzim Analizleri
a. Glutatyon Rediiktaz (GR, 1.6.4.2)

Glutatyon Rediiktaz (GR) aktivitesi, Cakmak ve Marschner (1992) ve Cakmak
(1994)’e gore 340 nm dalga boyunda  NADPH oksidasyonuna bagli olarak
absorbanstadaki azalma dikkate alinarak dl¢iilmiistiir. Reaksiyon karigimi (1ml), 50 mM
fosfor tamponu (pH 7.6), 0,1 mM EDTA, 0,5 mM okside glutatyon (GSSG) 0,12 mM
NADPH.Na4 ve enzim ekstratindan olugsmaktadir

b. Katalaz (KAT, E.C. 1.11.6.1)

Katalaz enzim aktivitesi (KAT), spektrofotometrede 240 nm’de H,0,’in parcalanma
oranina bagl olarak 6l¢iilmiistiir. Reaksiyon karigimi (1ml), 50 mM fosfor tamponu (pH
7.6), 0,1 mM EDTA, 100 mM H,0O; ve enzim ekstratindan olusmaktadir (Cakmak ve
Marschner 1992).

3.2.2.5. Gen Ifadelerinin Tespiti
a. RT-PCR Hazirhk Asamalari

Iklim odasinda yetistirilen bugday cesitleri tuz, spermin ve spermidine maruz kalma
stireleri icerisinde yaprak ornekleri alinarak sivi azot igerisinde muhafaza edilerek ve -

80°C’ de tutularak RNA analizleri baslayincaya kadar saklanmstir.



b. TOTAL RNA izolasyonu

Kontrol ve stres uygulanmis bitkilerden ayr1 ayr1 RNA izolasyonlar1 yapilmustir.
Izolasyon, RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) kullanilarak, kit protokolii dogrultusunda
gerceklestirilmistir. RNA ¢alismalarinda 6n kosul, RNA’nin yapisin1 korumus bigimde
parcalanmadan izole edilmesidir. RNA par¢alanmasina sebep olan en biiylik etken
riboniikleaz (RNaz) bulagsmasidir. Cok az miktarda RNaz bulagmasi dahi saglam RNA
izolasyonunu engellemektedir. RNA izolasyonu asamasinda ortama RNaz bulagsmasini
engellemek icin denemede kullanilan biitiin plastik ve cam malzemeler ile gerekli tiim
¢ozeltiler, RNaz aktivitesini engelleyen dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele
edilmistir. DEPC muamelesine ilave olarak malzemeler, 121 'C ve 0.1 MPa basingta 15
dakika otoklavlandiktan sonra 105 'C’de en az gece boyu bekletilmistir. Havan ve havan
kollar1 ise 300 'C’de gece boyu bekletilmistir. RNA izolasyonu RNaz bulasmasini

engellemek i¢in steril kabin igerisinde yapilmustir.

Bu yontemde tiim izolasyon islemleri oda sicakliginda yapilmistir. Yontem temel
olarak;
a) doku pargalama ve homejenizasyon,
b) toplam RNA’y1 kolona tutturma,
¢) RNA’nin yikanmasi
d)RNA’nin DEPC-H,O ile kolondan toplanmasi asamalarindan olusmaktadir.

Uygulanan RNA izolasyon protokoliiniin asamalar1 asagida maddeler halinde verilmistir.

c. RNA izolasyon protokol asamalari:

1) -80 'C’de saklanan bitki 6rneginden 100 mg alinmus, porselen havanda déviilmiis ve
2 ml’lik, i¢inde cam boncuklarin bulundugu mikrofij tiiplerine transfer edilmistir.

2) Tiplere 1 ml TRIzol eklenmis ve ribolyzer cihazinda 45sn. homojenize edilmistir.

3) 12000 rpm,+4 'C’de 10 dk santriifiij edilmis ve {ist faz yeni tlipe transfer edilmistir.
Eger iist fazda goriiniir yag tabakasi varsa yag tabakasi atilir.

4) 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

5) 0.2 ml kloroform eklenmistir.



6) 15 sn vorteksle karigtirilmistir.

7) 2 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

8) 12000 rpm, +4 'C’de 15 dk santrifiij edilmistir.

9) Tiip 45 a1 ile tutulup, iist faz yeni tiipe transfer edilmistir.

10) 0.5 ml isopropanol eklenmistir.

11) 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

12) 12000 rpm,+4 ‘C’de 10 dk santriifiij edilmis ve st faz atilmustur.
13) 1 ml %75 EtOH eklenir ve kisa siire vorteksle karigtirilmustir.
14) 7500 rpm ,+4 C’de 5 dk santriifiij edilmis ve iist faz atilmustir.
15) 10 dk tiiplerin agz1 agik bir sekilde kurutulmustur.

16) 50 ul RNAaz free su eklenir, pipetle ve 60°'C’de 15 dk inkiibe edilmistir.
17) Numuneyi -70'C’de saklanmustir.

d. cDNA Elde Etme

RNA molekiilleri ¢abuk parcalanabilir bir yapiya sahiptirler. Bu nedenle,
mRNA’lar ¢ok daha kararl bir yapiya sahip olan DNA’ya doniistiiriilerek cDNA sentezi
yapilmistir. Sentezlenen her bir DNA iplik¢igi, kalip olarak kullanilan mRNA’nin kars1
iplik¢igi 6zelliginde olmasi nedeniyle bu DNA’lara tamamlayict DNA (complementar
DNA) anlamma gelen ¢cDNA denilmektedir. cDNA sentezi i¢in First Strand cDNA
Sentez Kiti (Fermentas®) kullanilarak ve sentez, kit protokolii dogrultusunda
gergeklestirilmistir. cDNA sentezi i¢cin DNaz I ile muamele sonrasi elde edilen saf
RNA’lar kalip olarak kullanilmistir. ¢cDNA sentezinde kalip olarak kullanilan
RNA’larin miktarlar1 0.1 pg/ul olacak sekilde esitlenmistir. Belirtilen konsantrasyonun
hazirlanmas1 igin spektrofotometre Ol¢iim sonucunda elde edilen toplam RNA
konsantrasyon degerlerinden yararlanilmistir. RNA’lardan cDNA sentezi, MMLV-Ters
Traskriptaz enzimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada kullanilmig primerler
literatiirdeki anaerobik ortamlarda ortaya ¢ikan genlerden secilmis olup bu genlerden
bazilarinin isimleri Cizelge 1°de verilmistir. Cizelge 1 de en iyi sonug¢ veren 5 primer
arastirmamizdaki genotipleri taramak i¢in kullanilmistir.  Pipet hatalarin1 en aza
indirgemek ve reaksiyonlar arasinda en yakin benzerligi saglamak amaciyla, her bir
primer icin kalip RNA haricindeki diger reaksiyon girdilerinden olusan birer 6z karisim

hazirlanmustir. I¢inde 2.0 pl kalip RNA (0.1 pg/ul, taze seyreltilmis) olan 0,2 ml ince



duvarl: tiiplere, hazirlanan 6z karisimdan 17’ser pl ilave edilerek RT-PCR programinin
37 °C asamasimin 10. dakikasinda, her reaksiyon tiipiine 1 ul MMLV-RTaz enzimi ilave
edilip inkiibasyona devam edilmistir. Bu sekilde her bir 6rnek igin toplamda 20 pl

cDNA sentezlenmistir.

e. Real Time PCR Protokolii
cDNA sentez reaksiyonunun igerigi, sicaklik programi ve asamalar1 asagidaki
gibidir.
94  'Cde 30sn
50-60 Cde 2dk 40 Déngii
72 'Cde 1dk
72 'Cde 5dk 1 Déngii

+4  'Cdew

f. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistik olarak regresyon analizi igin ilgili Arc Stat XLISPPLUS version 3.04

(http://www.stat.umn.edu/arc/software.html) paket programi kullanilmis olup, varyans

analizi de MacAnova (http://www.stat.umn.edu/macanova/) programi kullanilarak

yapilmistir. Esik dongiilerinin (Ct) ortalamalarinin karsilastirilmasi igin korunmus

Fisher’s Least Significant test (en kiigiik onemlilik testi) kullanilmistir (p<0.05).

3.3. Istatistiksel Analizler

Sonuglar, aritmetik ortalamalarin (%) ve standart hatalarin (=%) hesaplamasi ile
degerlendirilmistir (Apaydin vd., 2002). Deneme sonucunda elde edilen degerlerin
karsilagtirllmasinda ~ varyans  analiz  tekniginden  yararlanmilmistir.  Verilerin

degerlendirilmesinde SPSS paket programindan yararlanilmistir.


http://www.stat.umn.edu/arc/software.html
http://www.stat.umn.edu/macanova/

18

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar, sadece Hoagland besin ¢ozeltisinde
yetistirilen kontrol grubu bugday (Triticum aestivum cv. Dagdas, ES-14) fideleri, tuz
(200mM), spermin, spermidin uygulamalarina maruz kalan fideler arasindaki
farkliliklar1 ve ayrica tuz ile birlikte uygulanan spermin ve spermidinin tuz ile
etkilesimlerini ortaya koyacak sekilde ele alinmistir. Denemelerde kullanilan bugday
fidelerinde kok ve siirgiin boyu, kok ve siirgiin kuru agirhigi, klorofil (a,b,toplam),
karotenoid miktari, katalaz ve glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri ve bunun yani sira
tuz kosullarinda ifade edilen MYB, ERF ve SRG genlerinin RT-PCR analizlerinin

sonuglar1 incelenmistir

4.1. Tuz-Poliamin Etkilesimlerinin Bitki Biiyiimesi Uzerine Etkileri
4.1.1. Kok Gelisimine Etkileri
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Sekil.4.1. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas, ES-14) fidelerinin ortalama kok boyundaki degismeler

Tim uygulamalarda Dagdas gesitine ait bugday fidelerinde kok uzunlugunun ES-14
cesitine gore daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0,01). Tuz+Spm uygulamasi Dagdas
cesitinde kok uzunlugunda artisa, ES-14 cesitinde bir miktar azalmaya neden olmustur.

(p<0,05). Tuz+spd uygulamasi gerek Dagdas ve gerekse de ES-14 gesitinde sadece tuz



uygulamasina gore kok boyunda artisa neden olmustur (p<0,05). Kontrol grubuna gore
tuz uygulamasiyla birlikte her iki ¢esittede kok uzunlugunda azalma meydana geldigi
goriilmektedir(p<0,01) (Sekil.4.1).
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Sekil.4.2. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas, ES-14) fidelerinin ortalama kok kuru agirligindaki degismeler

Tuz uygulamasiyla birlikte her iki ¢esittede kok kuru agirhiginda (KKA) azalmalar
meydana gelmistir. Calismamizda kullandigimiz ES-14 cesitinde kok kuru agirliginin
Dagdas ¢esitine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (p<0,01). Spermin uygulamasi
her iki ¢esittede (KKA) artisa neden olmustur. Spermidin ve spermin uygulamasi
Dagdas cesitinde KKA bir miktar artisa sebep olmustur (p<0,01). Tuz ile birlikte
uygulanan spm ve spd ise her iki cesittede kka nda artisa neden olmustur (p<0,01)
(Sekil.4.2).

Tuz stresi kurak ve yar1 kurak bolgelerde bitki verimliligini sinirlamaktadir. Tuzluluk
ozellikle fizyolojik islevleri olumsuz etkileyerek bitki biiylimesinde azalmaya neden
olmaktadir (Shannon, 1998; Allakhverdiev vd. 2000, Kao vd.2003, Mensah vd. 2006 ).

Genel olarak tuzluluk ile ilgili ¢alismalarda tuzlulugun ¢imlenme orani, rejenere
hiicre yiizdesi, ortalama taze ve kuru agirlik, gévde ve kok uzunlugu ve klorofil icerigi

tizerine negatif etkisi oldugu tespit edilmistir (Argewal and Pandey,2004).



Calismamizda tuzlulugun her iki ¢esittede gerek kok boyu ve gerekse de kka ndaki
inhibisyon ile ilgili verilerimiz literatiir ile uyumludur.

PA (spm-spd) uygulamalarmin tuzluluga maruz kalan hiicrelerde hiicresel zarari
hafifletici etkisi vardir, kok biiylimesindeki inhibisyonu giderdigi ifade edilmistir.
(Roychoudhury ve ark., 2011). Buna karsin ¢alismamizda tuz+ pa uygulamalarinin her

iki ¢esittede kok biiylimesi iizerine olumlu bir etkisi bulunamamastir.

4.1.2. Siirgiin Gelisimine Etkisi
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Sekil.4.3. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin ortalama siirgiin boyundaki degismeler

Calismamizda siirgiin boyunun (SB) Dagdas ¢esitinde ES-14e gore daha fazla oldugu
belirlenmistir(p<0,01). Her iki ¢esittede tuz uygulamasiyla birlikte gdvde boyunda
kontrole gore azalma meydana gelmistir. Tuzluluk ile birlikte gévde uzunlugunda en

fazla azalma ES-14 ¢esidinde meydana gelmistir (p<0,01) (Sekil.4.3).
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Sekil.4.4. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin ortalama siirgiin kuru agirligindaki degismeler

Stirgiin kuru agirhiginin ES-14 cesitinde Dagdas c¢esitine gore daha fazla oldugu
tespit edilmistir (p<0,01). Tuz ile birlikte uygulanan spm vespd ES-14 ¢esitinin siirgiin
kuru agirliginda artis meydana getirmistir (p<0,01) (Sekil.4.4).

Oncel ve Keles (2002), cesitli bugday genotiplerinde 200 mM NaCl uyguladiklar
calismada fidelerde biiyiimenin ve klorofil igeriginin Onemli derecede azaldigini
belirlemislerdir.

Husain ve Munns, (2007) ¢esitli tuz konsantrasyonlarinda (1 mM, 75 Mm, 150 Mm)
yetistirilen alti durum genotipinde, kuru agirhigin ve bitki boyunun igeriginin olumsuz
etkilendigini belirlemislerdir.

Roychoundhury ve ark. (2008), tuz uyguladiklari piring fidelerinde kok ve govde
biiylimesinin inhibisyona ugradigini ifade etmislerdir.

Akgiin ve ark., (2011), yaptiklar1 ¢alismada tuz uyguladiklart 5 triticale genotipinde
tuz konsantrasyonundaki artiga bagli olarak kok ve govde biiylimesi ve kuru agirliginda
azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Calismamizda tuzlulugun her iki gesittede gerek siirgiin boyu ve gerekse de siirgiin
kuru agirhigindaki azalmalar bakimindan verilerimiz literatiir ile paraleldir.

Mutlu ve Bozcuk (2000), aygicegi (Helianthus annuus L. cv. Santafe) tohumlarinin

¢imlenmesi ve bazi erken biiylime parametreleri iizerine fakli konsatrasyonlardaki NaCl



(50,100,200Mm) ve spermin (Spm)’in (0.01,1,2Mm) etkilerini incelemislerdir.
konsantrasyona bagli olmaksizin tuz uygulamasi yapilmayan sartlarda spm
uygulamasi,¢cimlenme yiizdesi ve bazi biiylime parametreleri (slirgliin uzunlugu,taze
vekuru agirlik) tizerinde etkisiz oldugunu ifade etmislerdir.

Duran ve ark. (2010), farkli tuz konsantrasyonlarmin (100 mM ve 200 Mm)
mirzabey, altin, kundurull49, DH-6 ve DH-8 genotipleri {iizerine etkilerini
incelemislerdir. Bu calismadan elde edilen verilere gore tuzlulugun kok uzunlugu, kuru
agirlik tizerinde olumsuz bir etki medya getirdigini gézlemlemislerdir.

Roychoudhury ve ark., (2011),tuzluluk ile birlikte eksojen uygulanan spm ve spd
piring fidelerinde govde biiyiimesinde tuzlulugun meydana getirdigi inhibisyonu
giderdigini belirlemislerdir. Bununla birlikte ¢alismamizda tuz+ pa uygulamalarinin her

iki ¢esittede gdvde biiylimesi lizerine olumlu bir etkisi bulunamamustir.

4.1.3. Pigment Miktar1 Uzerine Etkileri
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Sekil.4.5. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar: altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin ortalama klorofil a miktarindaki degismeler

ES-14 ¢esidinde klorofil a birikimi Dagdas ¢esidine gore daha fazla bulunmustur
(p<0,01). Tuz uygulamasi her iki ¢esittede kl a miktarinda azalmaya sebep olmustur
(p<0,01). Her iki cesittede kontrole gore spm ve spd uygulamalariyla birlikte Kkl-a
miktart artis gostermistir (p<0,01). Tuz ile birlikte uygulanan spm ve spd her iki
cesittede klorofil a miktarinda artis meydana getirmistir (p<0,01) (Sekil.4.5).
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Sekil.4.6. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalari altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin ortalama klorofil b miktarindaki degismeler

Bugday fidelerinde klorofil b miktar1 incelendiginde: ES-14 ¢esidinde kl-b birikimi
Dagdas cesitine gore daha fazla bulunmustur (p<0,01). Tuz uygulamasi her iki gesitte
de kl-b miktarinda azalmaya neden olmustur (p<0,05). Tuz ile uygulanan spm ve spd
tuz uygulamasma gore her iki gesittede kl-b miktarini arttirmistir ( p<0,01). Tuz ile
uygulanan spd ise ES-14 c¢esitinde, spm ise Dagdas cesitinde kl-b artisina sebep

olmustur (p<0,01) ) (Sekil.4.6).
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Sekil.4.7. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin ortalama toplam klorofil miktarindaki degismeler

Denemelerde kullanilan gesitlerden ES-14 ¢esitinde kl-a+b birikimi Dagdas ¢esitine
gore daha fazla bulunmustur (p<0,01). Tuz uygulamasi her iki c¢esittede klatb
miktarinda azalmaya neden olmustur(p<0,05). Tuz uygulamasina gore tuz ile birlikte
uygulamalanan spm ve spd sonucunda her iki gesittede kla+b miktarinda artis gozlenmis
ve bu artisin ES-14 ¢esitinde Dagdasa gore daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0,01)
(Sekil.4.7).
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Sekil.4.8. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin ortalama karotenoid miktarindaki degismeler

Bugday fidelerinde karotenoid birikimi incelendiginde uygulanan pa lerin her iki
cesittede karotenoid miktarinda artisa neden oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Sekil.4.8).
Tuz ile uygulanan spm her iki ¢esittede karotenoid igeriginde artisa neden olmustur
(p<0,05). Tuz+spd uygulamasi Dagdas ¢esitinde tuz uygulamasina gore bir artisa neden
olurken ES-14 gesitinde ise karotenoid miktarinda azalma gozlenmistir (p<0,05).

Tuz stresi altindaki bitkilerde yaprak dokusundaki total klorofil ve karotenoid icerigi
genellikle azalma gostermektedir (Khavarinejad ve Mostofi, 1998; Agastian vd., 2000;
Oncel ve Keles, 2002; Argewal ve Pandey, 2004; El-Tayeb, 2005; Husain ve Munns,
2007; Roychoundhury ve ark., 2008; Roychoudhury ve ark., 2011; sen ve alikamanoglu,
2011).

Oncel ve Keles (2002), tuzluluk sartlarinda bitkilerde kI b miktarma gére kl a
miktarindaki artisin tuza toleransta 6nemli bir parametre oldugunu bildirmislerdir.

Duran ve ark. (2010) , 100 mM ve 200 Mm tuz uygulanan mirzabey, altin,
kundurul149, DH-6 ve DH-8 genotiplerinde tuzlulugun kl a, kI b, toplam klorofil ve
karotenoid miktarlar1 tizerinde negatif bir etki olusturdugunu gézlemlemislerdir.

Ayse ve ark., (2011), yaptiklar1 calismada invitro doku kiiltiiriinde gelistirilen
Tekirdag, pehlivan ve flamura-85 bugday cesitlerinin kiiltiirlerine NaCl uygulanmislar



ve Artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak her ii¢ varyetede de klorofil igeriginde
azalmalar bulunmuslardir.

Poliaminlerin  biyolojik membranlarin stabilizasyonunu ve direkt memran
fosfolipitlerine bagli hiicresel yapilarin stabilizasyonu, serbest radikallerin direkt
temizlenmesi, osmotik diizenleme, anyon-katyon dengesini siirdiirmek, iyon
kanallarinin modulasyonu, antioksidan enzimlere baglanarak ve onlarin aktivitesini
arttirarak etki etmenleri bakimindan tuz stres direncinde bu molekiillerin iliskisi
sorgulanabilir (Tang ve Newton, 2005; Verma ve Mishra 2005).

Tuza toleranshi bitkilerin cesitli streslere cevap olarak poliaminleri daha fazla
biriktirme kapasitesine sahiptir (Roychoudhury vd., 2008)

Calismamizda tuz uygulanan ES-14 ve Dagdas ¢esitlerinde kl a, klb ve toplam
Klorofil ve karotenoid miktarinda azalmalar ile ilgili verilerimiz yukarida siralanan
literatiirler ile uyumludur. Bununla beraber her iki ¢esittede tuzile birlikte uygulanan
gerek spm gereksede spdin belirtilen tiim pigment miktarlarinda tuzluluk kosullarina
gore 6nemli derecede iyilestirmeye sebep oldugu belirlenmistir. Eksojen uygulanan
poliaminlerin igsel poliamin seviyesinde artisa neden olabilecegi beklenmektedir
(Velikova ve ark., 2000). PA lerin klorofil kaybin1 6nledigi (Demetriou ve ark. 2007),
proteaz ve RNAaz aktivitesinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Chattopadhayay
ve ark. 2002). Caligmamizda tuzluluk kosullarina gére Tuz+poliamin uygulamalarinda
pigment miktarinda meydana gelen artis ile ilgili veriler i¢sel pa miktarini arttirmasi ile
iliskili ~ olabilecegi disliniilmektedir. Bu bakimdan biyolojik membranlarin
stabilizasyona sebep olan palerin tuzluluk gibi abiyotik stres kosullarinda bugday

fidelerinin tuzluluga toleransinin arttirilmasinda etken oldugu ifade edilebilir.



4.1.4. Katalaz ve Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Uzerine Etkileri
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Sekil.4.9. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin ortalama katalaz miktarindaki degismeler

Tuz, tuz+spm ve tuz+spd uygulamalart sonucu CAT enzim aktivitesi her iki ¢esittede
kontrole gore artis gostermistir (p<0,01). Bu artis en fazla ES-14 fidelerinde tuz+spm
uygulamalarinda goriilmistir. CAT aktivitesindeki artis ES-14 c¢esitinde Dagdas
cesitinden daha fazladir (p<0,05). Ayrica tuz uygulamasina gore tuz ile birlikte
uygulanan spm ve spd dagdas cesitinde cat aktivitesinde artis meydana getirirken es-14

cesitinde azalmaya neden olmustur (p<0,01) (Sekil.4.9).
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Sekil.4.10. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar1 altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin ortalama glutatyon rediiktaz miktarindaki degismeler

Yapilan spm ve spd uygulamalar1 kontrole gore her iki gesittede artisa neden
olmustur (p<0,01). Tuz, tuz+spm ve tuzt+spmd uygulamalari sonucu GR enzim
aktivitesi her iki gesittede kontrole gore artig gostermistir (p<0,05). Gr aktivitesindeki
artis es-14 cesitinde dagdas cesitine gore daha fazladir (p<0,05) (Sekil.4.10).

Bitkilerde tuz stresi ile ilgili arastirmalarin ¢ogunda ROS larin zararlarin1 ortadan
kaldirmada antioksidan enzim sistemi ile ilgili pek ¢ok calisma mevcuttur (Agarwal and
Pandey 2004; Koca vd. 2006; Kholova ve ark. 2010; Sen ve Alikamanoglu 2011 ). CAT
ve POD siiperoksit radikali olan h202 yi ortadan kaldiran ana detoksifikasyon
enzimleridir. Bunun yani sira bu enzimler tuz stresine cevapta 6nemli rol oynarlar.
Artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak tiim bugday varyetelerinde her iki enzimin
aktivitesinin de kontrole gore artig gosterdigi belirlenmistir (Sen ve Alikamanoglu,2011)

SOD, CAT ve POD gibi bitki antioksidan savunma enzimleri ¢ok onemli serbest
elektron stipiiriiciileridir (Mitler, 2002).Yine yapilan arastirmalar dogrultusunda gesitli
bitkilere uygulanan tuz, konsantrasyonuna bagli olarak CAT ve POD aktivitesinde
artiglara neden olmustur (Agarwal and Pandey 2004; Chatzissawidis vd. 2008; Kholova
ve ark. 2009; Wang vd. 2009).



Tuza toleransl piring veya kurakliga toleransl bugday cesitlerinde duyarl ¢esitlerle
kiyaslandiginda antioksidan enzimlerin 6nemli Ol¢iide arttig1 ve stres toleransinda spm
ve spd nin putresinden daha fazla iliskili oldugu belirlenmistir ( Shen vd.,2000; Mutlu
ve Bozcuk,2005)

Calismamizda tuz uygulanan ES-14 ve Dagdas ¢esitlerinde CAT ve gr antioksidan

enzim aktivitelerinin arttigi tespit edilmistir. Antioksidan enzimlerdeki artis
Tuz+poliamin uygulanan bugday fidelerinde sadece tuz uygulanan fidelere gore daha
fazla gergeklesmistir. Bir¢ok bitkide antioksidant enzim miktarindaki artisin tuz
toleransi ile iligkili oldugu bilinmektedir (Gossett vd. 1994, Benavides vd. 2000,
Hernandez vd. 2000, Lee vd. 2001, Mittova vd. 2002, Bor vd. 2003).
Bu bakimdan tuz uygulanan ES-14 ve Dagdas fideleri ile ilgili verilerimizin literatiir ile
uyumlu oldugu séylenebilir. Roychoudhury ve ark., 2011, CAT aktivitesinin {i¢ piring
varyetesinde de tuz stresinde azaldigi goriilmiistir ve bunun H,O, birikiminin bir
faktorii olabilecegini belirtmislerdir. Bu bakimdan bizim antioksidan enzimlerle ilgili
verilerimiz Roychoudhury ve arkadaslarinin (2011) verileri ile zittir.

Eksojen spd elektrolit ya da aminoasit sizintisini Onleme Yya da piring
membranlarindaki tuzluluga cevapta, plazma membran zarini iyilestirmede, su
stresindeki kabak yapraklarinda ve tisiime toleransinda hayati rol oynamaktadir (Kubis,
2008). Poliaminler antioksidan enzimlerin seviyesini ya da antioksidan enzim
ekspresyonunu indirekt olarak arttirmaktadir (Verma ve Mishra,2005). Yamaguchi vd.
(2006), Spm’nin Arabidopsiste tuz stresine kars1 koruyucu oldugu ifade etmislerdir.

Bizim verilerimizde tuz ile birlikte uygulanan pa lerin  antioksidan enzim
aktivitesini 6nemli dlgiide arttirmasinin uyguladigimiz poliaminlerin bugday fidelerinde
tuz zararina karsi antioksidan enzimlere baglanarak ve onlarin aktivitesini arttirmak

suretiyle tuz stresini iyilestirmesiyle ilgili olabilir.

4.1.5. Gen Ifadeleri ve Sonuclar

Aragtirmada gercek zamanli RT-PCR yontemi ile yapilan kuantitatif mRNA
analizlerinde tuz ve tuz-poliamin uygulanan bugday fidelerindeki mRNA
transkripsiyonlar1 incelenmistir. Calismada tuz ile iliskili oldugu diisiiniilen toplamda 3

adet primer kullanilmis olup genlerin isimleri ve dizilimleri tablo.1 de verilmistir.



Bu primerlerin ifade olanlar1 ve RT-PCR analizleri sonuglarinin rélatif (misli)

degerleri grafiklerle gosterilmistir.

KOD URON
GEN ADI  ADI LEFT PRIMER RIGHT PRIMER BUYUKLUGU
GTCGGTGAAGGGGACTTAC TTCATACAGCAGGCAAGCA
Actin ACT A o 187
Salt
Responce GAAGATGGAGGTCAGGGAC AGCTCTTGCTGAGAGGCTT
Gene SRG A G 182
Etilen-
Responsiv AGGGCATGTCATCAAAGGT
e Factors ERF1 TCCTGTGATGGGTGATGCTA o 164

MYB7 CGACGACGGCGATAAACTA CGACGACGGCGATAAACTA
MYB 3 T T 102

Tablol: Calismamizda kullandigimiz tuzluluk kosullarinda ifade olan primerlerin
adlari, kod adlar1, dizilimleri ve {irtin biiytiklikleri.

MYB

B dagdas
Hes

Kontrol Tuz+Spm Tuz+Spd

800,0 -
700,0 -
600,0 -
500,0
400,0
300,0
200,0

100,0

0,0

Sekil.4.11. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar1 altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin MYB gen miktarindaki degismeler




Arastirmamiz sonucunda elde ettigimiz verilerde MYB geninin Dagdas bugday
cesitinde kontrol grubuna gore diger uygulamalarda artis gosterdigi belirlenmistir.
Dagdas bugday fidelerinde spermin ve spermidin uygulamalar1 sonucu MYB geni
yaklasik olarak 1,5 kat artis gOstermistir. Tuz uygulamasiyla birlikte ise bu genin
ifadesinde yaklagik 2,2 kat artis gozlenmistir. Tuz kontroliine gore tuz-spermin
uygulamasinda MYB gen miktart 1,2 kat ,tuz-spermidin uygulamasinda ise gen ifadesi
1,1 kat artmustir.

ES-14 bugday ¢esitinde ise kontrol grubuna gore spermin ve spermidin uygulamasi
MYB gen ifadesinde 1,2 kat bir artisa sebep olmustur. Bunun yani sira tuz uygulamasi
ile birlikte bu artis 1,4 kata c¢ikmistir. Tuz-poliamin uygulamalariyla birlikte tuz
uygulanan gruba gére MYB gen ifadesi ES-14 ¢esitinde tuz-spermin uygulamasinda 1.2
kat, tuz-spermidin uygulamasinda ise 1.6 kat azalmistir.(Sekil.4.11)

Bitkilerde MYB transkripsiyon faktorleri biyotik cevaplart ¢esitli biyolojik
fonksiyonlar1 (Vailleau ve ark.,. 2002) ve abiyotik (Deneleamp ve Smeekens 2003,
Geffers ve ark.,2001; Haeren ve ark., 1998; Magariggia ve ark,. 1997; Urao et al. 1993)
fonksiyonlari yani sira bitki biiylime regiilatorlerini i¢eren sinyal transdiiksiyon yolunu
kontrol etmektedir.

Ik bitki geni MYB, C1, Zea mays izole edilginden bu yana (Paz-Ares ve ark.,
1987), gen sayist da dahil olmak lizere MYB gen ailesinin dizisi, karakterizasyonu,
evrimi ve potansiyel fonksiyonlar: ilgili pek ¢ok aragtirma yapilmistir (Chen ve ark.,
2006; Matus ve ark, 2008;. Wilkins ve ark, 2009; Dubos ve ark,2010).

Yapilan c¢alismalarda MYB geni (TaMYBsdul)yaprak ve koklerde uzun siireli
kuraklik stresinde ¢ok belirgin sekilde up-regiile oldugu belirlenmistir (rahaie et al.
2010)

MYB gibi TF genlerinin bitki molekiiler stres yanitlarinda énemli cevap oldugu
belirlenmistir (Ahuja ve ark., 2010; zhang ve ark. 2011). Nitekim ¢alismamizdada tuz
stresi uygulanan bugday fidelerinde c¢alisilan genler arasinda kontrol grubuna gore

yaklagik 7 kat ifade edilen gen MYB genidir.



6,0 -
50 -
4,0 -
3,0 - H dagdas
Hes
2,0 -
1,0 -
0,0 -
Kontrol Tuz+Spm Tuz+Spd

Sekil.4.12. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar1 altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas, ES-14) fidelerinin SRG gen miktarindaki degismeler

Calismamizda Dagdas c¢esitine ait bugday fidelerinde SRG genini spermin
uygulamasinin kontrole gore yaklasik olarak 1,9 misli, spermidin uygulamasinin ise 1,7
misli arttirdig1 gézlemlenmistir.

Yine Dagdas bugday cesitinde SRG geninin en fazla ifade edildigi uygulamalar
kontrole gore 3,2 kat arttig1 tespit edilen tuz-spermin ve tuz-spermidin uygulamalaridir.

ES-14 bugday cesitinde tuz uygulamalar1 kontrole gore SRG geninde 1,5 kat artisa
neden olurken, tuz-spermin ve tuz-spermidin uygulamalarinda genin ifadesinin 1,2 kat
arttigir tespit edilmistir. Bunun yani sira spermin ve spermidin uygulamalari SRG
geninde sirastyla 1,3 kat vel,4 kat olmak tizere artisa neden olmustur. (Sekil.4.11).

Tuz stresi bitkilerde ¢ok sayida genin ekspresyonunu uyarmaktadir (He ve

ark.,2011). Bugdayda tuz stresinde TaSRG geninin ifadesinin arttigini bildirmislerdir.
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Sekil.4.13. Tuz ve tuz-poliamin uygulamalar1 altinda yetisen bugday (Triticum aestivum
cv. Dagdas,ES-14) fidelerinin ERF gen miktarindaki degismeler

Yapilan analizler sonucunda Dagdas bugday ¢esitinde kontrole gére spermin ve
spermidin uygulamalar1 ile birlikte ERF geninde 1.4 kat artis meydana geldigi
goriilmiistiir. Bununla birlikte bu bugday cesitindeki tuz uygulamasi ile ERF geninde
yaklasik 2 kat artis belirlenmistir. Genel olarak bakildiginda ise Dagdas fidelerinde
kontrole gore tiim uygulamalarda ERF geninde artis gozlendigi tespit edilmistir.

Bir diger bugday ¢esitimiz olan ES-14 fidelerinde ise Dagdas ¢esitinde de oldugu
gibi kontrol grubuna gore spermin ve spermidin uygulamalarinda ERF geninde yaklagik
1,2 katlik bir artis meydana gelmistir. Bu bugday c¢esitimiz de kontrol grubu ve tuz
grubunu karsilagtirdigimizda ise tuz uygulamasiyla birlikte ERF geninde yaklasik 1,3
kat artis tespit edilmistir. Tuz uygulamasina gore tuz-poliamin uygulamalarinda ise
Dagdas bugday c¢esitinde ERF gen ifadesinde ortalama %10 artis gbzlenirken ES-14
bugday ¢esitinde ise %14 azalma gozlenmistir (Sekil.4.12).

ERF transkripsiyon faktorleri abiyotik ve biyotik streslerde gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde ¢ok onemli rol oynamaktadir. Bugdayda ERF gen ailesinin ilk iiyesi

kurakligin indiikledigi cDNA kiitliphanesinden izole edilmistir.



TaERF1 geninin transkripsiyonu sadece kuraklik tuzluluk gibi abiyotik etmenlerle
degil blumeria graminis gibi biyotik etmenler ilede indiiklenmektedir. Patojenlere cevap
olarak cok sayida ERF geni bulunmustur.simdiye kadar monokotiledonlarda yalnizca
birkag tane ERF geni bulunabilmistir. Bugdayda ERF familyasinin ilk tiyelerinin
karakterizasyonu ve klonlamasint Xu ve ark., 2007 yapmistir. Calismamizda kontrole
gore tuzluluk stresinde genel olarak Dagdas fidelerinde kontrole goére tiim
uygulamalarda ERF geninde artis gézlendigi tespit edilmistir. Bunun yani sira tuzluluk
kosullarinda en fazla ES-14 c¢esitinde ERF geni ifade edilmistir. tuz ile birlikte
uygulanan poliamin uygulamalarinda ise ERF geninin en fazla Dagdas ¢esitinde ifade

edildigi belirlenmistir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas, ES-14) fidelerinde tuz
ve tuz-poliamin etkilesimlerinde biliylime parametreleri, pigment igerigi, antioksidan
enzim aktiviteleri ve tuzluluk kosullarinda ifade edilen genlerde meydana gelen
degisimler incelenmistir. Bitkilerin biiylime ve gelismeleri {izerinde tuzlulugun etkileri
poliamin uygulamalar1 sonucu meydana gelen degisimlerle degerlendirilmeye
caligtlmistir.  Tuzluluk ve Tuz+poliamin uygulamalarinin incelenen parametreler
tizerinde artis ve azaliglar seklinde etkili oldugu saptanmustir.

Kok ve siirgiin biiytimesi her iki ¢esitte de tuzluluk kosullarinda kontrole goére
onemli derecede inhibe olmustur. Tuzlulugun kok ve siirglin biiylimesi lizerindeki en
biiyiik inhibisyonu ES-14 fidelerinde belirlenmistir.

Her iki gesittede kok ve govde kuru agirligi tuz uygulamalar ile 6nemli derecede
azalmistir. Kok kuru agirligindaki en fazla azalma Dagdas ¢esitinde meydana gelmistir.

Tuz uygulamalart her iki g¢esitte de kl a, kI b, toplam klorofil ve karotenoid
miktarlarinda ciddi miktarda azalmalara neden olmustur. Tuz+poliamin uygulanan
fidelerde pigment miktarlarinin sadece tuz uygulanan fidelere gore bir miktar artis
gosterdigi belirlenmistir. Tuz+poliamin uygulanan fidelerde pigment miktarlar: sadece
tuz uygulanan fidelere gore bir miktar artis gosterdigi belirlenmistir. Tuz+spm
uygulamasi sonucu Kl b miktarinda en fazla artis Dagdas fidelerinde, kI a+b
miktarindaki artisin ise ES-14 fidelerinde oldugu belirlenmistir. Tuz+spd uygulanan
fidelerde kl b ve kl a+b miktarinda en fazla artis ES-14 fidelerindedir. Ayn1 sekilde
karotenoid miktar1 her iki c¢esittede tuz+spm uygulamalariyla artmistir. Tuz+spd
uygulamalarinda ise Dagdas fidelerinde karotenoid miktarinda artig gozlenirken ES-14
fidelerinde azalma meydana gelmistir.

Dagdas ve ES-14 fidelerine tuz uygulamasi ve Tuz+poliamin uygulamalari CAT ve
GR enzim aktivitesini arttirmistir. Yalnizca tuz ve Tuz+poliamin uygulanan ES-14
fidelerinde CAT aktivitesi Dagdas fidelerine gore daha fazla artig gostermistir.

MYB, ERF ve SRG genlerinin ifadesi tuz uygulamalari ile her iki gesittede dnemli
derecede artis gostermistir. Bununla birlikte tuz uygulamasinda MYB geninin ifadesi
ES-14 ¢esitinde Dagdas cesitinden daha fazla gerceklesmistir. Tuz+spm ve tuz+spd

uygulamalar1 Dagdas cesitinde her 3 genin ifadesini yalnizca tuz uygulamalarina gore



arttirmasina ragmen ES-14 cesitinde gen ifadelerinde bir miktar azalma belirlenmistir.
Her iki ¢esit ve yapilan uygulamalar goz 6niine alindiginda bugday fidelerinde en fazla
gen ifadesinin MYB en az gen ifadesinin ise SRG oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, oniimiizdeki yillarda tuza tolerans ile ilgili genlerin asir1 ifadesi tuza
duyarliliga kars1 tiriin gelistirmede tuzlulugun bitkiler iizerine etkileri ve bu etkilere
kars1 bitkilerin verdikleri karmasik cevaplar iizerine arastirmalar yogun sekilde devam
etmektedir. Bitkilerin gerek tuzluluk ve gerekse diger abiyotik stres faktorlerine karsi
tolerans gelistirdigi bilindiginden,  bitkilerin tuz stresine toleransini saglayan
biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiller mekanizmalarin belirlenmesi &nemlidir.
Diinyamizda tarimsal {tiretimi sinirlayan Tuzluluk problemine karst toleranslt ve
dayanikl1 bitki tiirlerinin belirlenmesi ve yeni gesitlerin gelistirilmesi i¢in daha detayl

calismalara ihtiya¢ vardir.
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EKLER

Ek 1. Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
ortalama kok boyuna (cm/bitki) etkisi

Varyasyon Serbestlik Hata Kareler F

Kaynagi Derecesi Ortalamasi Degeri

Cesit 1 23.120 0,0001 ok
Hata-1 4 0,085

Uygulama 5 11.234 0 Hokk
CxUyg 5 1.377 0,011 **
Hata-2 20 0,343

Toplam 35

*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001

Ek 2. Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
ortalama kok kuru agirhigina (g/bitki) etkisi.

Varyasyon Serbestlik Hata Kareler F

Kaynagi Derecesi Ortalamasi  Degeri

Cesit 1 0,538 0,1323

Hata-1 4 0,151

Uygulama 5 20.567 0 Hokk
CxUyg 5 0,886 0,1838

Hata-2 20 0,525

Toplam 35

*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001



Ek 3. Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
ortalama siirgiin boyuna (cm/bitki) etkisi.

Varyasyon Serbestlik Hata Kareler F

Kaynagi Derecesi Ortalamasi Degeri

Cesit 1 40.534 0,0007

Hata-1 4 0,469

Uygulama 5 20.682 0 Hokk
CxUyg 5 6.750 0 ok
Hata-2 20 0,622

Toplam 35

*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001

Ek 4. . Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
ortalama siirgiin kuru agirhigina (g/bitki) etkisi.

Varyasyon Serbestlik Hata Kareler F

Kaynagi Derecesi Ortalamasi  Degeri

Cesit 1 0

Hata-1 4 1.084

Uygulama 5 4.944 0,0248 *
CxUyg 5 5.378 0,0178 *
Hata-2 20 1.500

Toplam 35

*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001



Ek 5. Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
klorofil a miktar iizerine (mg.g™T.A) etkisi.

Varyasyon Serbestlik Hata Karele F

Kaynagi Derecesi Ortalamasi  Degeri

Cesit 1 0,731 0 *Ak
Hata-1 4 0,001

Uygulama 5 0,092 0 Rk
CxUyg 5 0,045 0 oAk
Hata-2 20 0,001

Toplam 35

*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001

Ek 6. Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
klorofil b miktari iizerine (mg.g™"T.A) etkisi.

Varyasyon Serbestlik Hata Kareler F

Kaynagi Derecesi Ortalamasi  Degeri

Cesit 1 1.845 0 oAk
Hata-1 4 0

Uygulama 5 0,357 0 ok
CxUyg 5 0,329 0 Hokk
Hata-2 20 0

Toplam 35

*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001



Ek 7. Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
toplam klorofil miktari iizerine (mg.g™T.A) etkisi.

Hata
Varyasyon Serbestlik Kareler F
Kaynagi Derecesi Ortalamasi  Degeri
Cesit 1 3.967 0 ok
Hata-1 4 0,001
Uygulama 5 0,63 0 Hkx
CxUyg 5 0,406 0 Hokk
Hata-2 20 0,001
Toplam 35

*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001

Ek 8. Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
karotenoid miktari tizerine (mg.g™T.A) etkisi.

Varyasyon Serbestlik Hata Kareler F

Kaynagi Derecesi Ortalamasi  Degeri

Cesit 1 0,003 0,0536

Hata-1 4 0

Uygulama 5 0,015 0 ok
CxUyg 5 0,023 0 Hokk
Hata-2 20 0

Toplam 35

*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001



Ek 9. Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
katalaz aktivitesi (KAT) lizerine (um/min.g T.A) etkisi.

Hata
Varyasyon Serbestlik Kareler F
Kaynagi Derecesi Ortalamasi Degeri
Cesit 1 6.830 0,0002  ***
Hata-1 4 0,041
Uygulama 5 0,407 0,0000 *kx
CxUyg 5 0,149 0,0033  **
Hata-2 20 0,029
Toplam 35
*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001

Ek 10. Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz-poliamin uygulamalarinin
glutatyon rediiktaz (GR) {iizerine (um/min.g” T.A) etKisi.

Hata
Varyasyon Serbestlik Kareler F
Kaynagi Derecesi Ortalamasi  Degeri
Cesit 1 1.444 0,0122 *
Hata-1 4 0,077
Uygulama 5 5.255 0,0000  ***
CxUyg 5 2.206 0,0000  ***
Hata-2 20 0,106
Toplam 35

*: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001



