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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

NaCl STRESI ALTINDA BIRAKILAN BUGDAY BITKILERININ
PROTEIN PROFILLERT

Seyit Ahmet OYMAK

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

1995, Sayfa : 46

Bu arastirmada; BEZOSTAYA-I, GEREK-79 ve TOSUN-144 bugday
cesitlerinin NaCl stresi altinda (50-1000 mM) ¢imlenme yetenekleri, geligmeleri,
protein profilleri yoniinden incelenmistir. NaCl uygulamalan kumda iki gekilde
yapilmugtir: Birincisinde; NaCl uygulamasina tohum ekimi agamasinda, ikincisinde ise
fide devresinde baglanmugtir. 250 mM ve daha yiiksek NaCl konsantrasyonlari her lig
cesidin de cimlenmesini Onlemistir. Aym1 zamanda bitki biiytimesi de NaCl
konsantrasyonunun artmasiyla engellenmistir. En fazla bulunan 49-50 kD ve 16-17 kD
protein bandlar1 NaCl konsantrasyonunun artmastyla azalmigtir. Diger taraftan, 50 mM
NaCl uygulamasinda 24 saat sonra BEZOSTAY A fidelerinde biiyiik molekiil agirhikl
yeni bir protein band: tesbit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER : Bugday, Tuzluluk, Protein



ABSTRACT

Masters Thesis

PROTEIN PROFILES OF
WHEAT CULTIVARS UNDER NaCl - STRESS.

Seyit Ahmet OYMAK

Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

1995, Page:.46..

Wheat cultivars, BEZOSTAYA-I, GEREK-79 and TOSUN-144 were
examined for their ability of germination growth and protein profiles under NaCl -
stress (50-1000 mM). NaCl treatments were carried out in sand in two ways: First,
NaCl treatment was started at the stage of sowing, and second, at the stage of seedlings.
250 mM and higher concentrations of NaCl inhibited germination of three cultivars.
Plant growth was also retarded by increasing of NaCl concentration. The most
dominant protein bands of 49-50 kD and 16-17 kD were decreased by increasing the
NaCl concentration. On the other hand, in BEZOSTAY A seedlings, a new protein band
which has high molecular weight was recorded after 24 hr in 50 mM NaCl application.

KEY WORDS : Wheat, Salinity, Protein.
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GIRIS

Tiirkiye, niifusu hizla artan ve beslenmesinin temelini tarimsal iiriinlerin
olusturdugu bir iilkedir. Buna bagh olarak olugan ihtiyaca cevap verme zorunlulugu

aragtiricilart uygun olmayan ¢evre kosullarinda bu ortama uyum saglayan bitki tiirlerini
belirlemeye yoneltmigtir.

Sahip oldugu cografi konum itibariyle Tiirkiye diizensiz bir yagis rejimine
sahiptir. Topraklarinin yarisindan fazlasi kurak ve yarikurak 6zellik gostermektedir.
Yagislarin mevsimlere ve aylara gore dagiliminin bolgeden bolgeye degismesi ve
ortalama yillik yagis miktarinin yildan yila biiyiik farkliliklar gstermesi toplam iiretimi
Onemli olciide etkilemektedir. Yapilan istatistiklere gore Tiirkiye'de 17.7 milyon hektar
tarima elverigsiz alanin bulundugu ve 4.9 milyon hektardan fazla topragin da
kullanilmadig1 saptanmugtur. (2).

Giintimiizde bugday ekim alanint arttirma olanag: kisitli oldugundan, iiretim
miktarinda artig saglamak i¢in birim alandan verimi arttirma y6niinde ¢aligmalarin
yapilmasi zorunludur. Bunu bagarabilmek icin ise iklim ve toprak kogullarina
maksimum derecede uyum saglayabilen yeni cesitlerin 1slah edilmesi en uygun yol
olabilir. Bu asamada materyallerin segilmesi i¢in bitkinin tuz ve su stresi ile iligkilerini,
yani tuz ve su stresinin bitki biiyiime ve geligmesi tizerindeki etki mekanizmalarinin
anlagilmasi zorunlulugu vardir.

Literatiirlerden elde edilen bilgilere gore bu iliskilere aragtirmalarda biiyiik 6nem
verildigi goriilmektedir. Buna kargilik Tiirkiye'de bu konu iizerinde yeterli ¢caligmanin
yapildigini s6ylemek olanaksizdir.

Biiyiime ve gelismeleri boyunca bitkiler cevresel stres olarak bilinen sicaklik,
kuraklik, soguk, anaerobik sartlar ve tuzluluga maruz kalirlar. Bunlardan etkin stres
olarak bilinen tuz stresi tarimsal iiretimi biiyiik oranda etkilemektedir.(8). Bitkilerin tuza
maruz kalmalar iki sekilde meydana gelebilir. Birincisi; bitkilerin normalde tuzlu olan
tarim alanlarina ekilmesi, ikincisi ise sulu tarim yapilan alanlarda gerek sulama
tekniginin yanhiglig1 ve gerekse sulama suyunun tuz oraninin yiiksek olmast nedeniyle
tuz stresiyle karstlagmalaridur. .

Tuz stresine maruz kalan bitkiler ¢ok gesitli sekillerde etkilenirler ve bitkilerin
anatomik, fizyolojik ve molekiiler mekanizmalarinda degisiklikler meydana gelir. Kiiltiir
bitkilerinin tiimii tuza az ya da ¢ok duyarlidir. Tuza kars1 gosterdikleri tolerans ise ayni
cinse bagl tiirler arasinda farkli olabilecegi gibi aym tiiriin varyeteleri arasinda bile
degisiklik gosterebilir. (11).



Ortamdaki nonspesifik tuz konsantrasyonunu arttirarak bitki biiyiimesi baski-
landiginda ilk ortaya ¢ikan etki ozmotik strestir. (3). Olusan su stresi durumunda
solunum, protein sentezi ve ziimleme iirlinlerinin taginmasi gibi bagka metabolizma

olaylarina da ket vurulur.(12).

Yetistirildikleri ortamda tuzun dogal olarak bulunmasi ya da sulama sonucunda
miktarinin artmasi, bitki biiytimesini kisitlar. Bu kisitlama ise kok ortaminda bulunan
suyun ozmotik basincinin artmasina ya da 6zgiin iyon etkisine bagl: olabilir.(11).

Bitkilerin tepkileri hem hiicresel hem de organizmik seviyede kompleks bir
olaydir. Hiicresel seviyede; koklerin cevresi tuzlu ise ¢evrenin ozmotik basincini
arttirarak suyun emilme kabiliyetini azaltir. Boylece bitki suyun emilimi i¢in daha fazla
enerji sarfeder. Bu etki de biiytimede diigiige neden olur. Ayrica tuzluluk, dis ortamdaki
¢ozeltinin su aktivitesi ve hiicrenin fizyolojik ve biyokimyasal islevlerini de etkiler. Bu
etkiler ise bitkide turgorlulukta azalma, fotosentezin engellenmesi, membran islevlerinin
ve enzim aktivitesinin inhibasyonu, tagiyic1 mekanizmalarin yetersizligine bagh iyon
eksikliginin artmasi gibi olumsuz durumlarin ortaya ¢ikmasina yol agar.(9) Ayrica
toleransin saglanmasi ile ilgili bilyiime dig1 olaylar igin gerekli metabolik enerji
kullaniminin artmasina neden olur.(23).

Bitkilerin kok ortamindaki ozmotik basing degisimlerine kars: i¢sel ozmotik
durumlarini ayarlayabilmek i¢in 6zel mekanizmalara sahip olmalar1 gerekir. Bu
mekanizmalardan en onemlisi ise ozmotik uyumdur. Bitkilerde ozmotik uyum terimi
tuzluluk ya da su eksikligine kargt iyonlarin, serbest amino asitlerin ve ¢oziinebilir
sekerlerin aktif birikimi ile ozmotik potansiyelin diigiiriilmesini ifade eder.(21).

Hiicrelerde aktif madde birikimi, tahminen suyun hiicre zarindan digartya dogru
hareketini engellemekte ve hiicre iginde dig ortamda olabilecek degigimlere benzer
degismeler meydana getirmektedir. Boylece hiicrelerin iglerindeki ¢bziinen / ¢oziicii
oramim degistirerek dig ortamla ozmotik uyumlarim sagladiklart diigtiniilmektedir. Tuz
ve su stresine karsi gosterdikleri tepkilerin dereceleri bakimindan bitkiler arasinda
kantitatif farkhiliklarin oldugu bildirilmistir.(20).

Mineral metabolizmada tuzlulugun tuzlu gevreye kars1 tipik cevaplari Na*t—ClI-'i
yitksek konsantrasyonlarda intraselliiler olarak biriktirmeleridir.(1).

Tuzluluk ve kuraklik sonucu toprakta meydana gelen diisiik su potansiyeli bitki
bilyiimesi igin gerekli su alnimint sinrlar. Bitkiler hiicre i¢i ozmotik bilegiklerin

konsantrasyonunu arttirarak bu giicliigii yenerler.(6)



Stres kosullarinda su kaybini onlemek igin bitkilerin madde biriktirmeye
gereksinimi oldugu tezi (sav1) gegerli goriilmektedir. Buna karsilik glikofitlerde tuz
zararinin fazla iyon biriktirmesine bagli oldugunu ve madde birikiminin biiyiimeyi
inhibe ettigini gosteren kanitlar da giderek artmaktadir.(21)

Stresin neden oldugu gesitli fizyolojik degisiklikler hiicresel ozmoloritedeki artig
ve stomanin kapanmasi, ABA (Absisik asit) seviyesindeki bir artisi igcerdigi
belgelenmigtir. ABA'daki artig daha fazla su kaybinin 6nlenmesi igin stomalarin
kapanmasiyla ilgili oldugu goriiliir.(10). Yine ABA iiretiminin birgok cevresel strese
kars1 ortak bir kargilik oldugu iddia edilmistir.(5).

Yiiksek yapili bitkilerin Onemli bir kisminin dokularinda nitratin nitrite
indirgenmesi nitrat rediiktaz tarafindan katalize edilir. Bu enzim NADP'yi elektron
vericisi olarak kullanir. Nitrat rediiktazin ¢evresel degisikliklere karsi ¢cok hizli cevap
verdigi bilinir. Nitrat rediiktaz aktivitesinin yonlendirilmis degismelerdeki farkliliginin
ekstrem durumlarda meydana geldigi bildirilmistir.(13)

Kurak gevrelere kargi metabolik bir adaptasyon igin susuzluk veya yiiksek
seviyedeki NaCl ile bitkileri sulayarak fakiiltatif halofit bitkilerin olugmasi
miimkiindiir. (4).

Tuz stresi altinda degigen gen ekspresyonu, transkripsiyon ve post translasyon
seviyesinde olugur. Pek ¢ok gen ekspresyonu degismez fakat gen ekspresyonunun
diizenlenmesi belirli genlerin sentezinin baskilanmasi veya arttirilmasi geklinde
degisir. Caligmalarda arpa kokiiniin toplam mRNA's1 azalmug, 21 yeni RNA tiirii
liretilmig ve diger bir kag1 da inhibe edilmistir. (17).

NaCl stresi bazi1 genlerin ekspresyon diizeylerini etkiler. Tiitiin hiicrelerinin tuza
adaptasyonu bazi proteinlerin artmasina, 6zellikle molekiil agirhigi 26 kD olan

proteinlerin artmasma neden olur.

Proteinlerdeki degisimler (birgok protein sentezinin engellenmesinden yeni
protein gruplarinin indiiksiyonuna kadar) 1s1 soku, oksijensizlik, su stresi, soguk iklim
ve tuz stresi gibi baz1 gevresel streslerin sonucu olabilir.(14).

Su stresine adaptasyon organizmalarin dehidratasyon etkilerine karg1 koymada
dnemli bir biyolojik iglemdir. Bu tiir adaptasyon halofitler arasinda gozlenir.(7).

Tuzluluk probleminin ¢dziimiinde iki yaklagim gzlenir. Bunlar teknolojik ve
biyolojik ¢oziim olarak karsimiza gikar. Teknolojik ¢6ziim su ve toprak yonetimindeki
sulama yontemlerindeki ve tuzsuzlagtirmadaki gelismeleri kapsamaktadir. Biyolojik
caligmalar ise halofitlerin tuza dayamklilik karakterlerinin tarim bitkilerine, 6zellikle
glikofitlere uygulanmasimi icerir.(9). Bu nedenle giiniimiizde genetik olarak tuza daya-



mikh bitki gesitlerinin yetigtirilmesi igin biiyiik ¢gaba harcanmaktadir.

Ayrica bazi galigmalarda ek uygulamalarla tuz stresinin ¢imlenme ve enzim
aktiviteleri lizerine etkileri incelenerek anlamli sonuglar alinmugtir.(6).

Biyoteknoloji alanindaki son gelismeler sayesinde rekombinant DNA y6ntemlerini
kullanarak gen transformasyonunu, protoplast birlestirme yontemi ile veya somatik
hiicre se¢iminin kullaniimastyla tuza dayanikh bitki genotiplerini elde etme potansiyeli
ortaya ¢ikmugtir.(9).

Ayrica yapilan bir difer ¢caligmada besin ¢ozeltisinde biiyiitiilen kiglik bugday
bitkilerinde soguk iklim kogullarinda tuz stresinin etkileri gosterilmigtir.(19).

Stresin bitki metabolizmasi iizerindeki olumsuz etkileri ve bu etkiler altinda
bitkilerin yasamlarin siirdiirebilmek i¢in kullandiklar1 mekanizmalar hakkinda pek gok
aragtirma yapimasina ragmen gtinlimiizde bu olaylar tam olarak aydmlatllama-
migtir.(22). Bu nedenle strese dayanikli bitkiler yetigtirmeyi saglayacak bir islah
stratejisi heniiz geligtirilememigtir.(15).

Bugiine kadar strese dayanikh bitki varyetelerinin se¢imi igin geleneksel 1slah
yontemleri kullanilmigtir. Bununla birlikte tuzluluga ve kurakliga daha dayanikli olan
bitkilerin kullandiklari adaptif mekanizmalarin anlagilmasi, geleneksel 1slah tekniklerinin
etkinligini daha da arttiracaktir.(14).

Bu ¢aligmada, Tiirkiye'de yetistiriciligi yaptlan TOSUN-144, GEREK-79 ve
BEZOSTAYA-I bugday cesitlerine, kum kiiltiirtinde NaCl'lin, ¢imlenme ve biiylimeye
etkisi ve SDS-PAGE ile yaprak protein profillerine etkilerini aragtirmak hedeflenmisgtir.



2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki materyali

Bu galigmada daha 6nceki galigmalarda tuz stresine farkli duyarlilik gésteren
bugday gegsitleri kullanilmigtir. Bunun igin, benzeri gesitlerinin 6zelliklerini gosteren
TOSUN-144 (Triticum aestivum var. ferrugineum), GEREK-79 (Triticum aestivum
var. erythroleucon) ve BEZOSTAY A-1 (Triticum aestivum var.lutescens al.) deney
materyali olarak segilmis ve tohumlar 1993 mahsulii olup Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri b6liimiinden temin edilmistir.

TOSUN-144, GEREK-79 ve BEZOSTAYA-I bugday gesitlerinin bazi agrono-
mik ozellikleri Tablo 1'de verilmigtir.

2.1.2. Bitki besin ¢ozeltisi

Bu ¢aligmada bitkileri gelistirmek igin agagida bilesimi verilen Hoagland besin
gozeltisi kullaniimigtar,

Hoagland besin ¢ozeltisinin bilegimi

Ca(NO3)2 .4 H20 0.005 M
KNO3 0.005M
KH2 PO4 0.001 M
Mg S04 .7H20 0.001 M
Mg HPO4 . 3H20 0.001 M

Ce Hs Fe O7 5H20 0.0014 M
Mn Cl2 . 4H20 0.000009 M
H3 BO3 0.000046 M
ZnCl2 0.000008 M

CuCl2. H20 0.0000002 M
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2.1.3. Protein ekstraksiyonu i¢in kullanilan tampon :

Yapraklardan protein ekstraksiyonu igin 0,1 M Tris-HCl pH=8.5 kullanilmugtir.

2.1.4. Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez
(SDS—PAGE) igin stok ¢ozeltiler:

2.1.4.1. Acrylamid / Bisacrylamid stok c¢ozeltisi

Acrylamid 28.8 gr.
Bisacrylamid 1.2 gr.
Distile su 100 ml.

Acrylamid, Bisacrylamid gerekli miktarda tartilir, 60-70 ml distile su ile
¢oziiliir ve 100 ml'ye tamamlanarak Whatman No:1 filtre kagidindan siiziiliir. Cozelti
+4C° de saklanir.

2.1.4.2. Ayirma (Resolving) jel tamponu (1.5 M Tris—HCI, pH=8.6)

Trizma Base .....cccovviiiviiniiinnninnieennan. 36.33 gr.

SDS 0.80 gr.

Trizma base ve SDS 150 ml'de g¢oziilerek pH HCl ile 8.6'ya ayarlanir. Distile
su ile 200 ml'ye tamamlanir ve Whatman No:1 filtre kagidindan siiziiliir.

2.1.4.3. Y'gma (Stacking) jel tamponu (0.5 M Tris—HCI, pH = 6.8)

Trisma base ve SDS 75 ml distile su igerisinde g¢oziilerek pH's1 HCl ile 6.8'e
ayarlanir. Daha sonra Distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak Whatman No:1 filtre

kagidindan siiziiliir.



2.1.4.4. Amonyum Persiilfat ¢ozeltisi (% 10 gr/ml)

Amonyum Persiilfat lgr.
Distile Su 10 ml.

Amonyum Persiilfat ¢ozeltisi taze olarak % 10'luk hazirlanir ve +4C°de en
fazla 1 hafta bekletilir.

2.1.4.5. Tetra étil Metilen di amin (TEMED)

Sigma firmasindan hazir olarak temin edilir.

2.1.4.6. Suyla doyurulmusg Butanol

10 ml distile suya 34 ml butanol ilave edilerek iyice ¢alkalanir. Bir miiddet sonra
iist kisimda toplanan Butanol'den kullanilir.

2.1.4.7. Kosturma (Running) tamponu (pH = 8.3)

Trisma Base 1.21 gr.
Glisin 5.76 gr

SDS 1.00 gr.
Distile Su 1.000 ml

Gerekli maddeler distile suda goziilerek direkt kullanilir.

2.1.4.8. Boyama (Staining) cozeltisi

Coomasive Brillant Blue R250 1.50 gr.
izopropil Alkol 250 ml.
Asetik Asit 100 mi.
Distile Su 650 ml.



2.1.4.9. Boya c¢ikarma (Destaining) c¢ozeltisi

izopropil Alkol 250 ml.
Asetik Asit 100 ml.
Distile Su 650 ml.

2.1.4.10. Ornek tamponu (SDS Sample Buffer) (4x)

0.5 Tris HCl pH 6.8 5.12 ml.
Gliserol 8.00 ml.
Distile Su 3.00 ml.
SDS 2.00 gr.
2-Merkopto etanol 4.00 ml.

Bromofenol blue % 0.05 (W/V)  0.20 ml.

Bu karigim oda 1sisinda saklanir. 3 kisim protein 6rnegi ile 1 kisim 6rnek
tamponu karigtirilarak kullanilir.

2.2.Metod

2.2.1. Bugday tohumlarimin yiizeysel sterilizasyonu

Caligmaya yetecek miktarda tohumlar tel elege konarak % 1'lik Hipokloritde 3
dakika bekletildikten sonra steril saf su ile iyice yikandi.

2.2.2, Bitki yetistirme ortam olarak kumun hazirlanmas

Caligmada kuvars kumu kullanilmugtir. Kum 6nce biiyiik delikli elekten
gegirilerek kaba pargalar ayrilmig, daha sonra iki farkli elekten gegirilerek partikiil
biiyiikliigii 1 mm - 4 mm arasinda olan kum ayrilmigtir. Kum gegme suyu ile
yikandiktan sonra tel elek yardimi ile kum iizerindeki organik madde ve kirecin
temizlenmesi icin % 16'l1ik HCl'den gecirildi. Daha sonra. HCI tamamen temizienin-
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ceye kadar musluk suyu ile yikandi. Son olarak saf su ile ytkandiktan sonra kurumaya
birakildi.

2.2.3. Yetistirme kaplari

Bitki yetigtirme kab1 olarak 150 cm3 hacmindeki plastik kaplar kullanildi. Her
kaba 200 gr kum konuldu.

2.2.4. Hoagland besin c¢ozeltisinin hazirlanmasi

100%er ml stok olarak hazirlanan Hoagland ¢6zeltisi deneyin g¢esitli agamalarinda
seyreltilerek kullanilmigtir. Cozeltinin pH's1 6.50-7.00'ye ayarlanmigtir. Cozelti
kullanilincaya kadar renkli cam sigsede buzdolabinda +4C°de saklanmugtir.

2.2.5. NaCl'li hoagland besin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Stok besin ¢ozeltisinden gerekli miktar alinarak 50, 100, 250, 500 ve 1.000 mM
olacak sekilde NaCl ilave edilip bes ayr1 konsantrasyonda NaCl'li Hoagland besin
¢Ozeltisi hazirlanmigtir.

2.2.6. Bitkilerin yetigtirilmesi

Caligma iki farkl sekilde planlanmugtir :

a- Tohum Ekiminden itibaren Tuz Uygulamas1 ; Her kaba 30 adet saglikli tohum
ckilmig ve kontrol ile (NaCl igermeyen Hoagland gozeltisi) 50, 100, 250, 500 ve 1.000
mM NaCl igeren Hoagland ¢bzeltileri 5 paralelli olarak her kaba 50 ml olacak sekilde
uygulama yapilmuagtir.

b- Fide Devresinde Tuz Uygulamasi; Tohumlar 15 x 45 cm boyutunda biiyiik
plastik saksidaki kuma ekilmis ve su ile sulanmigur. Ekimin 6. giiniinde fideler 1.
grup deney devresinde hazirlanan kaplara sagirtilmagtir. Her kaba 15 fide yerlestirilmig
ve 1. deneyde oldugu gibi 50'ser ml ¢ozelti ile sulanmugtar.



- 11 -

2.2.7. Deneysel kosullar

Bitkilerin yetigtirilmesi sera kogullarinda gerceklestirilmigtir. Caligma boyunca
ortam sicaklig1 giindiiz 16-25°C , gece 6-12°C diizeyinde seyretmistir.

2.2.8. Yaprak orneklerinin alinmas:

I. Deney
Birinci Ornek...................... Tuz uygulamasindan 7 giin sonra
Ikinci Ornek......oovrveunee... Tuz uygulamasindan 11 giin sonra
Ugiincii Ornek......eeenenee.. Tuz uygulamasindan 13 giin sonra
II. Deney
Birinci Ornek.........cooe.n...... Sasurtma yapildiginda
Ikinci Ornek......covovueereennces Tuz uygulamasindan 1 giin sonra
Ugiincii Ornek..................... Tuz uygulamasindan 5 giin sonra
Dordiincii Omek.................. Tuz uygulamasindan 7 giin sonra

2.2.9. Yaprak orneklerinin muhafazasi

Alinan yaprak 6rnekleri agz1 kilitlenebilen naylon torbalara konarak extraksiyona
kadar - 20°C sogutucuda muhafaza edilmigtir.

2.2.10. Protein ekstraksiyonu

2.2.10.1. Uygun pH'min belirlenmesi icin yapilan ekstraksiyon

Protein ekstraksiyonunda kullanilacak Tris-HCl'in uygun pH'sim tespit i¢in 6,
7, 8,9 ve 10 pH'da bes ayr Tris-HCI tamponu hazirlandi.

Rastgele secilen bir yaprak ornegi bu pH'lardaki tamponda ayr1 ayr1 havan
igerisinde iyice ezildi. Madde mikrofiije alarak agirliklan egitlendi. Mikrosantrifiijde
15000 rpm'de 5 dk. santrifiij edildi. Ustteki siipernetanttan 150 pl alinarak bagka bir



- 12 -

mikrofiije konuldu. Uzerine 50 pl SDS simple buffer kondu. Ekstrakt 5 dakika
kaynaularak Elektroforeze hazir hale getirildi.

Elektroforez sonucunda en uygun pH'nin 8.5 civarinda oldugu tespit edilmisgtir.

2.2.10.2. Protein profilleri icin yapilan ekstraksiyon

Uygun pH belirlendikten sonra pH 8.5'da Tris-HCI tamponu hazirlandi. Yaprak
orneklerinden 0.13 gr alinarak 600 pl Tris-HCI ile muamele edildi. Diger yaprak
orneklerinin extraksiyonunda da bu oran muhafaza edildi. Diger iglemler pH tespiti ile
aym gekilde tekrarlandt. Santrifiij 15000 rpm'de 3 dk. olarak uygulandi.

2.2.11. SDS-PAGE':n yapilmas1 (27)

2.2.11.1. Jelin hazirlanmasi

a- Ayirma (Resolving) Jel

Acrylamid / Bisacrylamid % 30 5.78 ml.
bidestile su 7.13 ml.
1.5 M Tris-HCI pH 8.6 433 ml
% 10'luk Amonyum Persiilfat 86.7 ul
TEMED 8.16 ul

b- Yigma (stacking) Jel

Acrylamid / Bisacrylamid % 30 0.82 ml.
bidestile su 2.93 ml
0.5 M Tris-HCl pH 6.8 1.25 ml.
% 10'luk Amonyum Persiilfat 30 ul.
TEMED 5 pl

Ayirma jel maddeleri sirastyla bir erlene konur ve kangtirilir. Daha Once
hazirlanms olan diizenege bir pipet yardimiyla yavagga doldurularak tizerinc doymug
butanol ilave edilir. Bu jel % 10'luk ayirma jelidir. Jel polimerize olduktan sonra
butanolu alinarak distile su ile yikanur.
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Daha sonra diizcnege tarak yerlestirilerek aym sekilde hazirlanmig olan y1gma jel
karigimu pipetle diizenege birakilir. Polimerizasyon gergeklestikten sonra tarak yavagca
gekilerek tarak bogluklar kosturma tamponu ile yikamr, Aparat tanka yerlegtirilir.

2.2.11.2. Spot test

Daha 6nceden ekstrakte edilmis olan drneklerin protein icerigini saptamak igin
spot test uygulanir. Bunun i¢in Whatman No:1 filtre kagidindan gerit seklinde bir parca
kesilerek drnekler mikropipet yardimi ile tahmini bir miktar ekstrakt kagida emdirilir.
Serit Coomasive Brillant Blue R 250 ile 5 dk. boyanir. Boyanma durumlar tespit
edilerek tarak bogluklarina ne kadar 6rnek uygulanacag saptanur.

2.2.11.3. Orneklerin jel'e uygulanmasi

Bundan sonra tarak bogluklarina mikropipet yardimiyla érnekler doldurulur ve
tank giic kaynagina baglanir. Elektroforeze 20 mA ile baglanir ve proteinler yigma jelini
gecinceye kadar 20 mA'de devam edilir. Proteinler ayirma jeline girdiginde 30 mA'e
¢ikarilir. Proteinler jelin bitimine geldiginde elektroforez durdurulur ve jel aparattan
¢ikarilir. Jel boyama ¢ozeltisine daldirilarak bir gece boyada bekletilir. Boyanma
saglandiktan sonra jel boya gikaran gozeltiye alinir.

2.2.12. Resimlerin ¢ekilmesi

Boya gikaran ¢ozeltiden alinan jel bir 1g1klt tablo tizerine konarak uygun poz
Olgiilerinde resimleri gekilir.

2.2.13. istatistiksel degerlendirme

Boy ve Cimlenme Uzerine NaCl'iin etkisinin aragurildii denemede clde edilen
degerlerin onemlilik kontrolii Varyans Analizi ve Duncan Multiple Range Testi il
yapilmigstir. Testler Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Istatistik ve
Genetik Anabilim Dalr'nda yapilmigtir.
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3.1- NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda
Cimlenme ve Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi.

NaCl'in 50, 100, 250, 500 ve 1000 mM'lik konsantrasyonlarinin TOSUN-144,
GEREK-79 ve BEZOSTAY A-I ¢esitlerinin 7 giin sonraki tohum ¢imlenmesi iizerine
etkileri sirasiyla Tablo 2, Tablo 3 ve Tablo 4'te verilmistir.

Tablo 2

:NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda

TOSUN-144 Bugday Cesidinin Cimlenmesi Uzerine Etkisi (*)

[

"IMLENME ORANI (%)

]

I NaCl mM || 1.Paralel

I1.Paralel | Ill.Paralel | IV.Paralel | V.Paralcl ORTALAMA
KONTROL 90 83 70 90 90 | 84.600+ 8.706 A
50 86.6 93.3 73.3 733 93.3 | 83.960+10.108 A
TOSUN- 100 80 66.6 80 70 56.6 | 70.640+ 9.862 A
w | os0 | - - - - -
PN I I I D |
[ 1000 - - 4 - - - "

(*) Aym veya ortak harfler farkin istatistiksel olarak onemsizligini, (arkl harfler isc

onemliligini gosterir.

P > 0.05

Tablo 3 :NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda

GEREK-79 Bugday Cesidinin Cimlenmesi Uzerine Etkisi (*)

“iMLENME ORANI (%)

I[NaCI mM || LParalel | I1.Paralel | Ill.Paralel | IV.Paralel | V.Paralcl | ORTALAMA
" KONTROL 93.3 90 80 90 76.6 | 85.980+ 7.240 A
“ 50 83 90 73.3 66.6 76.6 | 77.900+8.986 AB
GEREK- “ 100 50 66.6 80 66.6 65.9 | 65.960+ 10.643 B
79 250 - - - - - -
500 - - - - - 1- “
wo | || _ T |

(*) Aym veya ortak harfler farkin istatistiksel olarak Snemsizligini, farklt harfler isc

onemlilifini gosterir.

P < 005
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Tablo 4 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiinda

BEZOSTAYA-I

Bugday Cesidinin Cimlenmesi Uzerine Etkisi (*)

IMLENME ORANI (%)
" NaCl mM || I.Parale! | I1.Paralel | IIl.Paralel | IV.Paralel | V.Paralel | ORTALAMA
" KONTROL 86.6 93.3 83 80 90 | 86.580+ 5314 A
50 90 76.6 83 66 60 1 75.120£12.222 A
BIZOS- I 100 83 63 66.6 40 26.6 | 55.840 + 22.420 n"
TAYA 250 - - - - - - "
- _ - _ |
oo | - - - - ]

(*) Aym veya ortak harfler farkin istatistiksel olarak 6nemsizligini, farklt harfler isc
onemliligini gosterir. P < 0.05

NaCl'tin 250 mM ve daha yiiksek konsantrasyonlar: tohum ¢imlenmesini 3 gegitte
de % 100 oraninda durdurmustur. Kontrol gruplarda ¢imlenme orani % 85 civarinda
iken ¢imlenmenin goriildiigii en yiiksek NaCl konsantrasyonu olan 100 mM'da
¢imlenme oran1 TOSUN-144 de % 70.6, GEREK-79'da % 65.9 ve BEZOSTAYA-I'de
% 55.8 olarak bulunmustur. Cimlenme oranlar1 dikkate alindiginda, tuzluluga
dayaniklilik yoniinden gesitler fazladan aza dogru siralanirsa TOSUN-144, Gerek-79 ve
BEZOSTAY A-I oldugu goriiliir.

TOSUN-144 ¢gesidinde kontrol grubunun ¢imlenme oram % 84.600 + 8.706 iken
50 ve 100 mM'da sirasiyla 83.96 + 10.108 ve 70.640 + 9.862 olarak bulunmugtur.
Cimlenme oranindaki diigiiy P = 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli
bulunmamugtir. (Tablo 2). NaCl uygulamas: bu gegitte ¢imlenme oranini Kontrol
Grubuna gore 50 mM'da % 0.75 ve 100 mM'da %16.5 oraninda diigiirmiistiir.

GEREK-79 ¢gegidinde Kontrol Grubu ¢imlenme oran1 % 85.980 + 7.240 iken 50
mM'da % 77.900 + 8.986 ve 100 mM'da % 65.960 + 10.643 olarak bulunmugtur.
Cimlenme oranindaki diigiis P = 0.05 seviyesinde Kontrol Grubu ile 100 mM arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bulunmugtur. (Tablo 3). NaCl uygulamasi ¢imlenme oranini
Kontrol Grubuna gére 50 mM'da % 9.39 ve 100 mM'da % 23.28 oraminda

diigiirmiigtiir.

BEZOSTAY A-1 ¢esidinde Kontrol Grubunda ¢imlenme oram1 % 86.580 + 5.314
iken 50 mM'da % 75.120 = 12.222 ve 100 mM'da % 55.840 + 22.420 olarak
bulunmustur. Bu gesitte de ¢cimlenme oranindaki diigiis P = 0.05 seviyesinde Kontrol
Grubu ile 100 mM arasinda istatistiksel olarak 6nemli bulunmugtur. (Tablo 4). NaCl
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uygulamas: ¢imlenme oranini Kontrol Grubuna gére 50 mM'da % 13.23 ve 100
mM'da % 35.50 oraninda diigiirmiistiir.

Aym bitkilerin 11.giindeki boylan dlgiildiigiinde, bulunan degerler Tablo 5, Tablo
6, Tablo 7'de goriilmektedir.

Tablo 5 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde
Uygulandiginda TOSUN-144 Bugday Cesidinin
Geligimi Uzerine Etkisi (¥)

BOY ORANLARI (cm)
“ NaCl mM || LParalel II.Paralel 1. Paralel ORTALAMA
" KONTROL 9.18 9.00 9.04 9.073+ 0.094 A
50 6.07 6.95 7.34 6.78610.650 B
TOSUN-144 100 4.88 4.96 4.70 4.846 + 0.133 C
250 - - - -
“ 500 - - ~ -
1000 - - - -

(*) Ayni veya ortak ‘harfler farkin istatistiksel olarak Onemsizligini, farkli harfler ise
onemliligini gosterir. P < 0.01

Tablo 6 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda
GEREK-79 Bugday Cesidinin Geligimi Uzerine Etkisi (¥)

BOY ORANLARI (cm

“ NaCl mM I.Paralel 1L.Paralel | II.Paralel ORTALAMA

“ KONTROL 8.08 8.25 8.20 | 8.176+ 0.087 A

“ 50 7.32 3.95 7.09 ] 6.786+0.733 A

GEREK-79 100 5.71 4.33 4.70 |4913+0714 B

250 - - - -
500 - - - -
“ 1000 - - - -

(*) Aym veya ortak harfler farkin istatistiksel olarak Snemsizligini, farklt harfler ise
onemliligini gosterir. P < 0.01
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Tablo 7 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde . Uygulandifiinda
BEZOSTAYA-1 Bugday Cesidinin Geligimi Uzerine Etkisi (*)

" BOY ORANLARI (cm) "

NaCl mM I.Paralel 11.Paralel 111.Paralel ORTALAMA l
KONTROL 6.96 6.34 6.60 6.633+ 0311 A
50 5.77 4.61 4.94 5.770+ 0.635 B
BEZOSTAYA-I 100 2.58 2.43 3.37 2790 £ 1.148 C
250 - - - ~
500 - - - -
1000 - - - - Jf

(*) Aym veya ortak harfler farkn istatistiksel olarak 6nemsizligini, farkli harfler ise
onemliligini  gosterir. P < 0.01

50 ve 100 mM'lik NaCl konsantrasyonlarinda bitki boylar1 Kontrol Grubuna
gore % 40-60 oraninda azalmigtir. (Tablo 5, Tablo 6 ve Tablo 7).

TOSUN-144 Kontrol Grubunda boy 9.073 + 0.094 cm. iken 50 mM'da 6.786
+ 0.650 cm. ve 100 mM'da 4. 846 + 0.133 cm. olarak bulunmugtur. Boy
uzunlugundaki diigiis P = 0.01 seviyesinde onemli bulunmustur. (Tablo 5). Bu gesitte
NaCl uygulamasi bitki boyunu Kontrol Grubuna gére 50 mM'da % 25.2 ve 100
mM'da % 46.6 oraninda kisalttig tesbit edilmigtir.

GEREK-79 ¢esidinde Kontrol Grubunda boy uzunlugu 8.176 + 0.087 cm. iken
50 mM'da 6.786 + 0.733 cm. ve 100 mM'da 4.913 £ 0.714 cm. olarak bulunmusgtur.
(Tablo 6). Boy uzunlugundaki diigiiy 100 mM'da P = 0.01 seviyesinde Kontrol

Grubu ve 50 mM'a gére 6nemli bulunmugtur.

BEZOSTAYA-I ¢esidinde Kontrol Grubunda boy uzunlugu 6.633 + 0.311
cm.iken 50 mM'da 5.770 cm. ve 100 mM'da 2.79 + 1.148 cm. olarak bulunmustur.
Boy uzunlugundaki diigiiy P = 0.05 seviyesinde Kontrol Grubu, 50 mM ve 100 mM
arasinda Snemli bulunmugtur. (Tablo 7).

NaCl'iin degigik konsantrasyonlarinin tohum ¢imlenmesi ve bitki boyu iizerine
etkisi Sekil 1, 2 ve 3'te goriilmektedir.
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Sekil 1. TOSUN-144 Cesidinde Ekimden itibaren 0, 50, 100, 250, 500 ve 1000
mM'lik NaCl Uygulamasinin Tohum (}1mlenmes1 Uzerme Etkisi

Sekil 2. GEREK-79 Cesidinde Ekimden itibaren 0, 50, 100, 250, 500 ve 1000
mM'lik NaCl Uygulamasimin Tohum Clmlenmesn Uzerme Etkisi
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Sekil 3. BEZOSTAYA-I Cesidinde Ekimden itibaren 0, 50, 100, 250, 500 ve
1000 mM'lik NaCl Uygulamasmin Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi

3.2.- NaCl Tuzlulugunun Fide Devresinde Uygulandifinda Bitki Geligimi
Uzerine Etkisi.

NaCl'iin 50, 100, 250, 500 ve 1000 mM'lik konsantrasyalarinin fide devresinde uy-
gulandiginda bitki biiyiimesi iizerine olan etkileri TOSUN-144, GEREK-79 ve BEZOS-
TAYA-I igin sirasiyla Tablo 8, Tablo 9 ve Tablo 10'da goriilmektedir.

Bugday fideleri NaCl'e maruz birakildiginda boylari ortalama 3.5 cm. idi. Her ii¢
gesitte de 500 ve 1000 MM'lik NaCl konsantrasyonlarinda bitki bilyiimesi durmustur.

Ayrica NaCl konsantrasyonu arttikga genel olarak bitki biiylimesi yavaglamgtir.
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Tablo 8 : Fide Evresinde NaCl Uygulamasinin TOSUN-144 Bugday
Cesidinin Geligimi Uzerine Etkisi (*)

31

“ BOY ORANLARI {(¢m)
NaCl mM || I.Paralel I1.Paralel 111.Paralel ORTALAMA
KONTROL 8.86 9.26 9.15 8.930+ 0.242 A
50 7.33 7.60 7.53 | 7.486+0.140 B "
TOSUN-144 100 7.06 7.46 7.40 7.‘3061().215 BJI
250 4.00 4.06 4.33 4.130 £ 0.175 C
500 - - - -
1000 - - - -

(*) Aymi veya ortak harfler farkin istatistiksel olarak dnemsizligini, farkli harfler isc
onemliliini gosterir. P < 0.01

Tablo 9 : Fide Evresinde NaCl Uygulamasinin GEREK-79 Bugday
Cesidinin Geligimi Uzerine Etkisi (*)

]I BOY ORANLARI (cm) "

NaCl mM || I.Paralel I1.Paralel 111.Paralel ORTALAMA

KONTROL 11.20 10.33 10.06 | 10.530+ 0.595 A
50 10.00 9.73 10.86 | 10.176+ 0.590 A
GEREK-79 100 9.60 9.00 9.46 9353 + 0313 A

250 5.73 5.26 526 | 541610271
500 - - - -

] H
1000 - - - - J
(*) Aym veya ortak harfler farkin istatistiksel olarak Gnemsizliini, farkls harfler ise
onemliligini gosterir. P < 0.01

TOSUN-144 ¢esidinde Kontrol Grubunda boy uzunlugu 8.930 + 0.242 cm. iken
50, 100 ve 250 mM'da sirasiyla 7.486 + 0.140 cm. , 7.306 + 0.215 cm. ve 4.130 =+
0.175 cm. olarak bulunmustur. Boy uzunlugundaki diigiis P = 0.01 seviyesinde 50 ve
100 mM arasi hari¢ 6nemli bulunmugtur. (Tablo 8). NaCl uygulamas: Kontrol
Grubuna gore boyu 50 mM'da % 16.2, 100 mM'da % 18.25 ve 250 mM'da % 53.75

oraninda diiglirmiigtiir.
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GEREK-79 ¢esidinde Kontrol Grubunda boy uzunlugu 10.530 £0.595 cm. iken
50 mM'da 10.176 £ 0.590 cm., 100 mM'da 9.353 £ 0.313 cm. ve 250 mM'da 5.416
+0.271 cm. olarak bulunmugtur. Boy uzunlugundaki diigiis P = 0.01 seviyesinde 250
mM'da digerlerine gére onemli bulunmugtur. (Tablo 9). NaCl uygulamasi Kontrol
Grubuna gore boyu, 50 mM'da % 3.36 , 100 mM'da % 11.2 ve 250 mM'da % 48.5
oraninda kisaltmigtir.

Tablo 10 : Fide Evresinde NaCl Uygulamasinin BEZOSTAYA-I
Bugday Cesidinin Geligimi Uzerine Etkisi (¥*)

BOY_ORANLARI (cm

NaCl mM || 1.Paralel I1.Paralel 1I1.Paralel ORTALAMA
KONIROL 7.53 7.66 7.20 | 7463t 0237 A “
50 10.00 9.06 8.80 | 9.286+ 0.631 AB
BEZOSTAYAA || 100 8.66 8.33 7.93 | 8306+ 0365 B
250 5.73 4.86 5.20 | 5.263+0.438 C
500 : ! ] ' )
w00 | - - : ; ) "

(*) Aym veya ortak harfler farkin istatistiksel olarak Snemsizligini, farkli harfler ise
6nemliligini gosterir. P < 0.01

BEZOSTAY A-I ¢esidinde Kontrol Grubu boy uzunlugu 7.463 * 0.237 iken, 50,
100 ve 250 mM'da sirastyla 9.286 + 0.631, 8.306 + 0.365 ve 5.263 X 0.438 olarak
bulunmustur. Boy uzunlugundaki degisiklik P = 0.01 seviyesinde 6nemli bulunmugtur.
(Tablo 10). NaCl uygulamas: Kontrol Grubuna gore boyu 50 mM'da % 19.6 ve 100
mM'da % 10.1 oraninda artirmigtir. 250 mM4da ise % 29.4 oraninda kisaltmugtar.

Fide devresinde NaCl uygulamas: yapilan bitkilerin boylar1 arasindaki farklar
TOSUN-144, GEREK-79 ve BEZOSTAYA-I gesitleri icin sirasiyla Sekil 4, 5 ve 6'da
goriilmektedir.
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Sekil 4. Fide Devresinde 0, 50, 100, 250, $00 ve 1000 mM NaCl Uygulamasi
TOSUN-144 Cesidinin Biiyiimesi Uzerine Etkisi

Sekil 5. Fide Devresinde 0, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mM NaCl Uygulamasi
GEREK-79 Cesidinin Biiyiimesi Uzerine Etkisi
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Sekil 6. Fide Devresinde 0, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mM NaCl Uygulamas:
BEZOSTAYA-I Cesidinin Biiyiimesi Uzerine Etkisi
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3.3 - Protein Ekstraksiyonu I¢in En Uygun pH'in Belirlenmesi.

Tampon pH'inin protein ekstraksiyonu iizerine etkisini belirlemek iizere 0.1 M
Tris-HCI tamponunun pH'1 6, 7, 8, 9 ve 10'a ayarlanmugtir. Ayrica protein ekstraksi-
yonunda SDS-6rnek tamponu kullanitmigtir. Elde edilen protein profilleri Sekil 7'de
gorilmektedir. pH = 6'da protein ekstraksiyonu nisbeten diisiik olmasina karsilik
7, 8,9 ve 10 pH'larda birbirine benzer oranlarda olmustur. SDS-8rnek tamponu ile
yapilan ekstraksiyonda ise protein bandlarindan bazilarinin  net olmadig
goriilmiistiir. Bu sonuglara gére 0,1 M Tris-HCI pH : 8.5'un en. iyi ekstraksiyon tam-

ponu olduguna karar verilmistir.

Sekil 7@ 0.1 M Tris HCI Tampon pH'simin Protein Ekstraktibilitesi

Uzerine Etkisi

e PR r A5l
6 7 8 9 10 SDS

Hat, 1: pH=6; Hat,2:pH=7;Hat,3:pH=8; Hat,4:pH=9;
Hat, 5: pH=10; Hat, 6 : SDS &6rnek tamponu (pH = 6.8)
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3.4.- NaCl Tuzlulugunun Protein Profillerine Etkisi

Sekil 8'de BEZOSTAYA-I ve GEREK-79 bugay c¢esitlerinde, ekimden itibaren
50 ve 100 mM NaCl uygulanan bitkilerin 7., 11. ve 13. giinlerdeki yaprak protein
profilleri goriilmektedir. Bugday yapraklarinda dominant olarak bulunan ve 1 numa-
ra ile gosterilen 49-50 kD biiyiikliigiindeki ve 2 numara ile gosterilen 16-17 kD

biiyiiklii-giindeki protein bandinin konsantrasyonu tuz uygulamas: ile birlikte

azalmsgtir.

Sekil 8. Tohum Ekiminden litibaren Tuz Uygulamasinm BEZOSTAYA-I
(Hat 2-10) ve GEREK-79 (Hat 11-19) Protein Profili Uzerine Etkisi.

(BLZOSTAYA-D (GERLK-79)
86—
45—
24—
18.4—
43—

1 23 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 1718 19

Hat 2,5,8,11, 14vel7 :Kontrol;

.

Hat 3,6,9, 12,15, 18 : 50 mM NaCl

Hat 4,7,10,13,16,19 : 100 mM NaCl

Hat | : Molekiiler Agirlhik Standards



TOSUN-144 bugday cesidinde de 1 ve 2 numaral protein bandlarinin konsan-

trasyonunda tuz uygulamasiyla birlikte azalma olmugtur. (Sekil 9)

Sekil 9. Tohum Ekiminden itibaren Tuz Uygulamasimmin TOSUN-144'te
Prote in Profili Uzerine Etkisi.

7.giin 11.gtin 13.giin
PR ont. TR Rt S0 3 g L.
66——
45—
24—
84— {
A2
14.3——

Hat ; 2,5,8 : Kontrol ;

Hat ; 3,6,9 : 50 mM NaCl

Hat ; 4,7,10 :100mM NaCl

Hat ; | : Molekiiler Agirlik Standardi

.

Bu gesitde ayrica 3 numara ile gosterilen ve 48 kD civarinda molekiil
agirligina sahip protein bandmin konsantrasyonu 50 mM NaCl uygulamasmin 11.

giiniinde artmmgtir.

Sekil 10, Sekil 11 ve Sekil 12'de fide evresinde 50, 100, 250, 500 ve 1000 mM
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NaCl uygulamasinin sirastyla GEREK-79, BEZOSTAY A-1 ve TOSUN-144 bugday
gesitlerinin yaprak protein profilleri iizerine etkisi goriitmektedir. Yine, diger uygu-
lamada oldugu gibi | ve 2 numarali protein bandinin konsantrasyonu tuz konsantra-
syonunun artmasi ile birlikte azalmigtir. BEZOSTAY A-I ¢esidinde, 500 mM NaCl
uygulandifinda 24 saat sonra oldukga biiyiik molekiil agirlikli protein band: ortaya
ctkmagtir. (Sekil 11, Band no: 4) GEREK-79 da | ve TOSUN-144'de 1 ve 2 numa-
rali protein bandlarinin konsantrasyonu NaCl uygulanmasiyla birlikte azalirken bu
etki yiiksek tuz konsantrasyonlarinda daha belirgin hale gelmektedir. (Sekil 10, Sekil
12). TOSUN-144 ¢esidinde . Ayrica 5 numara ile gosterilen ve ~32 kD molekiil
agirhgina sahip protein bandinin konsantrasyonu da NaCl konsantrasyonunun

arttirlmasiyla azalma gostermigtir. (Sekil 12).

Sekil 10. Fide Devresinde Tuz Uygulamasimin GEREK-79 Protein Profili
Uzerine Etkisi

24. Saat 5. giin 7.glin

1t 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 19 20

Hat ; | : Sagirtma ani
Hat ; 2,8, 14 : Kontrol ;

Hat ; 3,9,15 : 50 mM NaCl
Hat ; 4,10,16 : 100 mM NaCl

Hat ; 5,11,17 : 250 mM NaCl

Hat ; 6,12,18 : 500 mM NaCl

Hat ; 7,13,19 : 1000 mM NaCl

Hat ; 20 : Molekiiler Agirlik Standard:
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Sekil 11. Fide Devresinde Tuz Uygulamasimin BEZOSTAYA-I
Protein Profili Uzerine Etkisi.

24. Saat S. giin 7.giin

12 3 45 57 8 9 1011 12 13 1415 16 17 18 19 20

Hat ; |1 : Sasirtma ant

.

Hat ; 2,8, 14 : Kontrol ;

.

Hat ; 3,9,15 : 50 mM NaCl

Hat ; 4,10,16 : 100 mM NaCl

.

Hat ; 5,11,17 : 250 mM NaCl

Hat ; 6,12,18 + 500 mM NaCl

Hat ; 7,13,19 : 1000 mM NaCl

Hat ; 20 : Molekiiler Agirlik Standardi
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Sekil 12. Fide Evresinde Tuz uygulamasimin TOSUN-144 Protein Profii:
Uzerine Etkisi.

123 4 56 7 8 9 10 1112 13 1415 16 17 18 18 20

Hat

.
[y

: Sagirtma  ani

Hat ; 2,8,14 :Kontrol;

.

Hat ; 3,9,15 :50 mM NaCl

Hat ; 4,10,16 :100 mM NaCl
Hat ; 5,11,17 :250 mM NaCl
Hat ; 6,12,18 :500 mM NaCl

Hat 7,13,19 : 1000 mM NaCl

-e

Hat

.o

20 : Molekiiler Agirlik Standard:
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Sekil 13. Fide Devresinde Tuz Uygulamasimin BEZOSTAYA-I Protein
Profill Uzerine Etkisiyle Ortaya Cikan Yeni Bandin Biiyiitiilmiig
Goriintiisii.
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4. TARTISMA

(aligmada kullamlan 250 mM ve daha yiiksek NaCl konsantrasyonlari
TOSUN-144, GEREK-79 ve BEZOSTAYA-I bugday ¢esitlerinin ¢imlenmesini
Onlemigtir. Ayrica, 50 ve 100 mM'lik NaCl konsantrasyonlar1 da ¢imlenme oranimi
kontrollere gore 6nemli 6l¢iide diigiirmiigtiir (Tablo 2, Tablo 3, Tablo 4 ). Cimlemenin
onlenmesi muhtemelen tohum digindaki ozmotik yogunlugun yiiksek olugu ve suyun
alinamamasindan kaynaklanmaktadir. NaCl tuzlulugu, ¢imlenmenin yaninda bitki
boyuna da etki etmigtir. Her ii¢ ¢esitte de ¢imlenmenin olabildigi 50 ve 100 mM'lik
NaCl konsantrasyonlarinda bitki boylar1 kontrollere gore % 40-60 oraninda azalmigtir
(Tablo 5,Tablo 6, Tablo 7— Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3 ). NaCl'nin bitki biiyiimesi
iizerine olan etkisi fide devresinde NaCl uygulamasiyla da gosterilmigtir (Tablo 8,
Tablo 9, Tablo 10—Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6). Fakat, 250 mM'da az oranda da olsa
yavag bir biiytime kaydedilmigtir. Sadece BEZOSTAYA-I ¢esidinde 50 ve 100 mM'lik |
NaCl uygulamalarinda kontrollere gore bitki boylarinda % 11-24 oraninda bir artig
gozlenmigtir. Bu ise suyun NaCl tarafindan kumda kontrole gore daha fazla
tutulmasindan kaynaklanmus olabilir. Daha yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda biiytime
olmamistir. Bu etkiler de muhtemelen dig ortamdan suyun tuzluluk nedeniyle

alinamamasi ve zar gegirgenliginin bozulmasindan kaynaklanmaktadir.

NaCl tuz stresi altinda ¢imlenmekte olan arpa tohumlarindaki o-Amilaz

aktivitesi iizerine spermidin Poliamin ve Gibberellik asidin etkisi incelenmig, bazi
durumlarda ¢imlenmenin ve a-Amilaz aktivitesinin arttig1 tespit edilmisgtir. (6, 18).

Denemede kullanilan her iig gesit bugdayda dominant olarak bulunan ve 1, 2 ve
5numara ile isaretienen sirasiyla 49-50 kD, 16-17 kD ve 32 kD molekiil agirlifindaki
proteinlerin miktarinda NaCl uygulamasiyla birlikte azalma gozlenmistir. Benzer
sekilde A. DELL'AQUILA ve P.SPADA tarafindan yapilan bir galigmada 6nce tuz
stresine birakilan, daha sonra da suya transfer edilen tuza hassas bugdaylarin tuz
stresiyle birlikte radikiiliin ¢itkmasiyla ilgili polipeptidlerin azaldig1 veya yok oldugu
tespit edilmigtir.(6).

Ayrica NaCl stresine maruz birakilmig arpa yapraklarinin tilakoid
membranlarindaki proteinler SDS-PAGE ile incelenmis ve bazi protein bandlarinin
yogunlugunun artmasi bazilarinin da azalmasi yamnda tuz stresiyle birlikte 25.1 kD'luk

yeni bir proteinin meydana geldigi tesbit edilmistir.(7).
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Protein bandlarindaki azalmalar bitki biiyiimesinin NaCl etkisiyle yavaglatil-

masindan kaynaklanabilir.

Caligmamizda, BEZOSTAYA-I ¢esidinde, fide devresinde 24 saatlik 500 mM
NaCl uygulamas: yapildiginda yigma jelin hemen altinda ayirma Jel'in 1-2 mm
baglangicinda biiyiik molekiil agirlikli yeni bir protein tesbit edilmistir. NaCl stresiyle
meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal degigikliklerin incelendigi bir bagka
¢alismada da bugday kok ve govdelerinde benzer sonuglar bulunmugtur.

Tuz stresine maruz birakilmig bugday gesitlerinin PS-II aktivitesi ve zar
gegirgenligi olgiilmiis ve TOSUN-144 ¢esidinin dayanikli, GEREK-79 ¢esidinin ise
dayaniksiz oldugu sonucuna varilmistir. Cegitlerin kok ve govdelerindeki protein
degisimleri SDS-PAGEile incelenmis ve 17 ve 22 kD'luk kok proteinlerinin TOSUN-
144 ¢esidinde arttifi, GEREK-79 gesidinde ise azaldig: tesbit edilmistir. Govdede de
tuz stresiyle bazi proteinlerin biriktigi tesbit edilmigtir.(16).

Fakat galigmamizda tesbit etmis oldugumuz yeni protein bandinin biiyiik olugu
farklilik gostermektedir.

Cimlenme ve bilyiime 6zellikleri dikkate alindiginda NaCl'e en fazla dayanikh
olarak TOSUN-144 goziikmekte, bunu sirasiyla GEREK-79 ve BEZOSTAYA-I

izlemektedir.

ileride yapilacak galigmalarla NaCl'e bitkilerin tepkisi gerek hiicresel gerekse
gen diizeyinde daha detayli incelenecek, etki mekanizmasi daha iyi anlagilacaktir.
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Grafik 1. NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde TOSUN-144
Bugday Cesidinin Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Cimlenme Orani (%)

Ortalama
V.Paralel
IV.Paralel
ill.Paralel
il.Paralel

|.Paralel

NaCl(mM)




-36-

Grafik 2 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde GEREK-79

Bugday Gesidinin Cimlenmesi Uzerine Etkisi
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Grafik 3 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda
BEZOSTAYA-l Bugday Cesidinin Cimlenmesi Uzerine Etkisi
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TOSUN-144 Bugday Cesidinin Gelisimi Uzerine Etkisi

Grafik 4 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda
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 Grafik 5 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda
GEREK-79 Bugday Cesidinin Gelisimi Uzerine Etkisi
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Grafik 6 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda

BEZOSTAYA-I Bugday Cesidinin Gelisimi Uzerine Etkisi
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- Grafik 7 : Fide Evresinde NaCl Uygulamasinin TOSUN-144

Bugday Cesidinin Gelisimi Uzerine Etkisi
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~ Grafik 8 : Fide Evresinde NaCl Uygulamasinin GEREK-79
7 Bugday Cesidinin Gelisimi Uzerine Etkisi
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Grafik 9 : Fide Evresinde NaCl Uygulamasinin BEZOSTAYA-
Bugday cesidinin Gelisimi Uzerine Etkisi
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Grafik 10 : NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda

TOSUN-144, GEREK-79 ve BEZOSTAYA-I Bugday Cesitlerinin
Ortalama Cimlenme Oranlar.
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“Grafik 11: NaCl Tuzlulugunun Tohum Ekimi Evresinde Uygulandiginda
TOSUN -144, GEREK-79 VE BEZOSTAYA-| Bugday
Cesitlerinin Ortalama Boy Oranlan

Boy Oranlari (Cm.)

e

BEZOSTAYA-|
GEREK-79

~1 TOSUN-144
\\F




- 46-

Grafik 12 : Fide Evresinde NaCl Uygulamasinin TOSUN-144, GEREK-79 ve
BEZOSTAYA-I Bugday Cesitlerinin Ortalama Boy Oranlari.
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