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OZET

RNA METABOLIZMA REGULATORU CPLI1'IN TUZ STRES TOLERANSINDAKI
ROLUNUN ARABIDOPSIS THALIANA’DA INCELENMESI

ABUDUREYIMU, Buasimuhan
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Genetik Miihendisligi Ana Bilim Dali

Danigsman : Dr. Ogr. Uyesi Emre AKSOY

Agustos 2019, 143 sayfa

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde pek ¢ok problem gézlenmektedir. Bitki tuz tolerans
mekanizmasinda stres genlerinin transkripsiyonunu kontrol eden ko-transkripsiyon
faktorlerinin gorevleri heniiz tam anlasilamamaistir. Bunlardan bir tanesi C ug¢ bolgesi
(CTD) Phosphatase-Likel (CPL1) olarak bilinen fosfatazdir. Bu ¢alismada model bitki
olan glikofit Arabidopsis thaliana’da cpl1-6 mutanti ile tuz tolerans mekanizmasindan
sorumlu genlerin mutantlarinin (S0s1-1, sos3-1 ve hktl-1) genetik olarak birbirleriyle
olan etkilesimleri incelenmistir. Hidroponik kosullarda 2 hafta yetistirilen bitkilere bir
hafta 50 mM sodyum kloriir uygulanmas: sonucunda sosl-1, sos3-1 ve hktl-1
mutantlarinin Col-0 yabanil tipe kiyasla daha hassas oldugu; cpl1-6, sos1-1hkt1-1, sos3-
1hkt1-1, cpl1l-6s0s3-1 ve hktl-1cpll-6 mutantlarinin ise daha dayanikli oldugu
belirlenmistir. Homozigot sosl-1cpll-6 bitkileri gelisim siireglerini tamamlayamadan
Olmislerdir. Tuz toleransiyla alakali genlerin ifade seviyeleri genel olarak cpl1-6, cpll-
6s0s3-1 ve hktl-1cpll-6 mutantlarinda tuz stresi uygulanmasiyla artig gostermistir. Bu
sonuglar 1g18inda, CPL1’in SOS (Salt Overly Sensitive) yolagi ile genetik etkilesime
girerek bitki gelisimi ve tuz toleransinda gorev aldig1 ve yolaktaki genleri negatif olarak

etkiledigi ispatlanmustir.
Anahtar Sozciikler: CPL1, RNA metabolizma regiilatorii, transkripsiyon, tuz stresi, SOS tolerans

mekanizmasi



SUMMARY

ANALYSIS OF THE ROLE OF RNA METABOLISM REGULATOR CPL1 IN
SALTINITY STRESS TOLERANCE IN ARABIDOPSIS THALIANA

ABUDUREY IMU, Buasimuhan
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Agricultural Genetic Engineering

Supervisor : Asst. Prof. Dr. Emre AKSOY

August 2019, 143 pages

Many problems are observed in plants exposed to salt stress. The roles of co-
transcription factors that control the transcription of stress-related genes in plant salt
tolerance have not been fully understood yet. C-terminal domain (CTD) Phosphatase-
Likel (CPL1) is one of the co-transcription factors ensuring the continuity of the
transcription cycle. In this study, the genetic interaction of cpl1-6 mutant and mutants of
the genes responsible for the salt tolerance mechanism (sosl1-1, sos3-1 and hkt1-1) were
investigated in glycophyte Arabidopsis thaliana. The plants grown in hydroponics for 2
weeks were treated with 50 mM sodium chloride for one week, so that the sos1-1, sos3-
1 and hkt1-1 mutants were more sensitive than the Col-0 wild type; cpl1-6, sosl-1hktl-
1, sos3-1hktl-1, cpll-6s0s3-1 and hktl-1cpll-6 mutants were more tolerant.
Homozygous sosl-1cpll-6 plants died before they could complete their life cycles.
Expression levels of salt-related genes generally increased under salt stress in cpll-6,
cpll-6s0s3-1 and hktl-1cpll-6 mutants. As a result, it has been proved that CPL1 is
involved in plant growth and salt tolerance by genetically interacting with SOS (Salt

Overly Sensitive) pathway and negatively affecting genes in the pathway.

Keywords: CPL1, RNA metabolism regulator, transcription, salt stress, SOS tolerance mechanism
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BOLUM I

GIRIS

Tuzluluk, artan insan niifusu ile birlikte verimli tarimi tehlikeye atarak besin tirtinlerinin
tiretimini 6nemli diizeyde kisitlayan abiyotik streslerden biridir. Tuz stresine maruz
kalan bitkilerde ¢esitli gelisim siireglerinin yaninda morfolojik, hiicresel, fizyolojik ve
molekiiler seviyede pek ¢ok problemler gozlenmektedir. Bu durum, hiicre
genislemesinin azalmasi ve siirgiin gelisimin yavaslamasina neden olarak iirlin verimi
ve kalitesini olumsuz yonden etkilemektedir. Diinyada 1128 milyon hektar alan tuzluluk
tehdidi altindadir ve bu alan diinyanin tiim karasal alanlarinin %7’sinden fazladir.
Tuzluluk, bitkiler iizerindeki dogrudan etkisini ozmotik ve iyon stresi olusturarak
gosterirken, dolayli etkisini bu stres faktorleri sonucu bitkide meydana gelen yapisal
bozulmalar ve toksik bilesiklerin sentezlenmesi ile gosterir. Sodyum kloriiriin (NaCl)
sebep oldugu olumsuz etkiler; DNA, protein, klorofil ve zar fonksiyonuna zarar veren
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sentezi; fotosentezin inhibisyonu; metabolik toksisite;
K* alimmin engellenmesi ve hiicre oliimii olarak sayilabilir. Bu nedenle bitki tuz
tolerans mekanizmasinin ve sinyal taginma yontemlerinin anlasilmasi ve buradan yola

cikarak tuza dayanikli bitkilerin gelistirilmesi son derece 6nemlidir.

Tuz stresine maruz kalan birkilerde farkli bir¢ok tolerans mekanizmasi gelismistir.
Bunlardan en 6nemlisi tuza asir1 duyarli (SOS - Salt Overly Sensitive) stres sinyal
yolagidir. SOS yolaginin iyon homeostazinda ve tuz toleransinda ¢ok 6nemli bir role
sahip oldugunu gosterilmistir. Yapilan caligmalarda SOS yolaginda yer alan SOSI,
SOS2 ve SOS3 proteinlerini kodlayan genlerde olusturulan mutasyonlarin bitkiyi tuza
karst asir1 hassas hale getirdigi, bu genlerin yiliksek seviyede ifade edilmesiyle de

bitkilerin tuz stresine dayanikli hale getirilebildigi gosterilmistir.

Bitkiler, tuzun etkilerinden sakinmasina ragmen tuzlu habitatlarda yetisebilirler ve bu
bitkilerin tuzluluga karsi gelistirdikleri iyon regiilasyonu, SOS tolerans mekanizmasi,
gen ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler ve transkripsiyon faktorlerin
regililasyonu ile gergeklestirirler. Tuzluluga kars1 bu tolerans mekanizmalarini saglayan
molekiiler cevaplarin sinyal iletim yollar ile cesitli genlerin aktivasyonu ve /veya

inaktivasyonu olusur ve bu molekiiler cevaplarin sonucunda bitkilerde tuz



reglilasyonunun korunmasi saglanir. Son yillarda tuz stresinin glikofitlerdeki molekiiler
mekanizmasinin anlasilmasi amaciyla yogun ¢alismalar yapilmis olsa da SOS yolagi ile
iligkili ko-transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel kontrol mekanizmalari heniiz tam

anlamiyla bilinmemektedir.

Bitki tuz tolerans mekanizmasinda transkripsiyonu kontrol eden ko-transkripsiyon
faktorleri bulunmakta ve bunlar hiicre iginde belli bash proteinlerin sentezlenmesini
kontrol etmektedir. Bunlardan bir tanesi C ug¢ bolgesi (CTD) FOSFATAZ-BENZERI1
(CPL1 — CTD PHOSPHATASE-LIKEL) olarak bilinen ve RNA Polymeraz Il
(RNAPII) holoenziminin en biiyiik pargasinin CTD bdlgesini  defosfatlayarak
transkripsiyon dongiistiniin devamliligin1 saglayan fosfatazdir. CPLI’in tuz stres
kosullarinda sinyal iletimini durdurarak bitkilerin tuz stresine olan tepkilerini negatif
yonden etkiledigi tahmin edilmektedir. Yapilan ¢aligmalara gore cpll mutant bitkisinde
strese duyarli olan RD29A geninin ifade seviyesinin artig gosterdigi ve mutant bitkinin
tuz stresi altinda kontrol bitkilerine oranla daha iyi biiyiiyebildigi gosterilmistir. Bu
nedenle, CPL1’in tuz tolerans mekanizmasinda onemli rol oynayan SOS1, SOS3 ve
HKTI ile olan genetik etkilesimi ve bu etkilesimin bitki tuz stresi toleransindaki

etkilerinin anlagilabilmesi yiiksek 6nem tagimaktadir.

Bu calismada, RNA metabolizma regiilatorii olan CPL1’in tuz stres tolerans yolagi ile
olan genetik etkilesimi ve bu etkilesim sonucunda bitkilerin tolerans mekanimasindaki
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimler ortaya cikartilmistir. CPL1’in tuz stres
toleransindaki roliiniin ortaya ¢ikartilmasi ve bu tolerans mekanizmasiin kontroliinde
RNA metabolizma regiilatorii CPL1’in gorevlerinin anlasilmas: agisindan bir ilk
olmustur. Bu sayede, CPL1’in SOS yolag1 ve altindaki stres hedef genlerini nasil
etkiledigi kesfedilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler glikofitlerin tuza dayanma
mekanizmalarinda RNA metabolizmasinin etkilerinin anlasilabilmesi acisindan biiytlik
onem arz etmekte ve tuza dayanikhi tarla bitkilerinin gelistirilmesine biiyiik katki

saglayacagi tahmin edilmektedir.



BOLUM II
LITERATUR OZETi
2.1 Tuz Stresi

Tuzluluk, bitki biliylimesi ve gelismesini sinirlandirarak besin {iretimini kisitlayan
Oonemli abiyotik stres faktorlerinden biridir. Tuzlulugun olusma sebepleri primer (dogal)
ve sekonder tuzluluk olarak iki gruba ayrilabilir. Primer tuzluluk, tuz batakliklari, tuz
golleri, gelgit batakliklar1 gibi dogal tuz olarak ortaya ¢ikmakta, sekonder tuzluluk ise
insan faaliyetlerinden kaynaklanir. Primer tuzluluk, tuz deposu okyanuslar, ana
kayalarin ayrigmas: ve iklimsel degisimler nedeniyle; Sekonder tuzluluk ise tarimsal
alanlarda yogun sulama, cesitli tuzlar bakimindan zengin yer alti suyu Seviyesinin
toprak yiizeyine kadar yiikselmesi, asirt otlatma, bir bolgenin dogal vejetasyonunu yok
ederek tarim arazilerinin agilmasi ve topraklarin tuzluluga sebep olan kimyasallarla
kontaminasyonu nedeniyle meydana gelmektedir (Culha vd., 2011). Tuzlu toprak,

topraktaki ¢oziinlir tuz igeriginin bitkilerin biiyiimesi ve gelismesini 6nemli diizeyde
etkileyen topraklar1 gostermekte ve arastirmalara gore toprak tuzlulugunun % 0.2 ~

0.25’dan yiiksek olmasi bitkilerin strese girmesine neden olmaktadir (Wang vd.,2009).
Diinyadaki tuzdan etkilenmis topraklarin biiyiik kism1 yiiksek miktarda sodyum (Na®),
kalsiyum (Ca?*), magnezyum (Mg?*) iyonlari ile kirlenmis durumdadir (Pessarakli vd.,
1999).

Orta Dogu, Avustralya, Kuzey Afrika ve Rusya’da birgok alan yiiksek oranda tuzdan
etkilenmektedir. En son yapilan c¢alismalara gore diinyada 1128 milyon hektar alan
tuzluluk tehdidi altindadir (Mudgal vd., 2010). Kuru tarim yapilan 150 milyon hektarlik
alanin 32 milyon hektar1 gesitli oranlarda ikincil tuzluluk tehdidi altindadir. 230 milyon
hektar sulama yapilan alanin 45 milyon hektar1 tuzdan etkilenmektedir. Tiirkiye’de ise
topraklarmin yaklasik 1.5 milyon hektar1 (bunun % 32.5’i sulanabilir alanlari
igermektedir) tuzluluk sorunuyla kars1 karsiyadir (Culha vd., 2011). Bu da artan insan
niifusu ile birlikte verimli tarimi tehlikeye atarak tarimsal alanda biiyiik ekonomik

kayiplara neden olmaktadir.



2.2 Tuz Stresinin Bitkilere Vermis Oldugu Zararlar

Bitkiler tuz stresi altinda, kok rizosferinde tuz miktarmin artmasindan dolay1 su
potansiyeli azalir ve iyon dengesi bozulur, bu da ozmotik ve iyon stresine neden olarak
bitkilerin biiylimesini ve gelismesini engeller (Yildiz vd., 2010). Tuz stresinden dolay1
olusan 0zmotik stres bitkinin kullanilabilir su miktarinin azalmasina neden olur, bu da
“fizyolojik kuraklik” olarak adlandirilir (Tuteja, 2007). Stresin devam etmesi sonucunda
ortaya ¢ikan iyon dengesizligi Na* ve CI” iyonlarmm K*, Ca™ ve nitrat (NO) gibi
gerekli besin elementleri ile rekabete girmesi nedeniyle bitkide besin eksikligi veya
besin dengesizligini meydana getirir. Mineral eksiklikleri bitkilerde hiicre
genislemesinin azalmasi ve siirgiin gelisiminin yavaslamasina neden olur (Temel,
2014). Bitkilerin uzun siire tuz stresine maruz kalmasi sonucunda DNA, protein,
klorofil ve zar fonksiyonuna zarar veren aktif oksijen tiirlerinin (AOT) sentezi,
fotosentezin inhibisyonu; metabolik toksisite; K* alimimin engellenmesi ve hiicre 6liimii

ortaya ¢ikmaktadir (Cheeseman, 1988).

2.2.1 Tuzlulugun tohum cimlenme ve bitki biiyiimesine olan etkisi

Cimlenme, tohumun i¢indeki embriyonun uygun kosullarda geliserek geng bir bitki
olusturmasidir. Tohumun ¢imlenmesi i¢in suyun emilmesi, enzim ve solunum
faaliyetlerinin aktif olmasi, yedek besin maddelerinin basit ve eriyebilir hale gecmesi
gerekmektedir (Bewley, 1997). Tuz stresi altinda ozmotik basincin artmasi nedeniyle

suyun emilimi kisitlanir, bu da tohum ¢imlenme oraninin diismesine neden olur (Munns
vd., 2008).

Tuz stresi bitki bitylimesini de énemli diizeyde etkilemektedir (Hernandez vd., 1995).
Topraktaki yliksek tuz konsantrasyonlari, koklerin su alma kapasitesini bozar ve
sitoplazmada tuz konsantrasyonunun artmasina denen olur, bu da bir¢ok fizyolojik ve
biyokimyasal iglemin yavaglanmasina, besin alimi1 ve asimilasyonun engellenmesine
denen olur. Boylece, bu etkiler bitki biiylimesini, gelisimini ve hayatta kalma oranini
azaltir (Hasegawa vd., 1995). Tuz stresi altinda ozmotik ve iyonik dengesizliklerin bitki
biiylimesine olan etkisi iki asamali sema ile Munns (1995) tarafindan 6nerilmistir (Sekil

2.1). Bitkilerin tuz stresine hassas veya dayanikli olmasi bitkilerin ¢esidine, strese



maruz kalma siiresi ve tuzluluk seviyesine, tuzun yapraklarda toksik seviyelere ulagsma
hizina gore degisir. Birinci agsama boyunca, her iki bitki tiirinlin biiyiimesi, yiiksek
tuzun koklerin disindaki ozmotik etkisi nedeniyle azalir. Eger stres devam ederse ikinci
asamaya gegilir ve bu asamada stres daha siddetli hale gelir, boylece hassas bitkideki

yasl yapraklar 6liir ve bitkinin fotosentetik kapasitesini azaltir (Carillo vd., 2011).

Tuz stresi

Blylme
orani 1.Asama 2.Asama
(ozmotik stres)  (tuzun spesifik etkileri)

e Dayanikli bitki

~ = hassas bitki

Sekil 2.1. Tuz stresi altinda bitkilerin biiylime tepkisi semas1 (Munns, 1995’ten adapte
edilmistir)

Bitkiler tuz stresine maruz kaliklari zaman yaprak, gévde ve koklerin taze ve kuru
agirliklarinda 6nemli diizeyde azalma meydana gelmektedir (Dinar vd., 1999). Siirgiin
biiyiimesi kok biiylimesine gore yiliksek tuz konsantrasyonuna bagli 0zmotik strese karsi
daha hassastir, yiiksek tuz nedeniyle siirgiin biiylimesindeki azalma, genellikle kiiclik
yaprak alanindan kaynaklanir. Bunun nedeni; kok gelisimine gore yaprak alani
gelisimindeki azalmanin bitki tarafindan kullanilan suyu azaltmasi ve bdylece bitkide
tuz konsantrasyonunun yiikselmesinin 6nlenmesidir (Carillo vd., 2011). Duan (2010)
tarafindan Arabidopsis'te yapilan c¢aligmada siddetli su eksikligi altinda, bitkilerin
primer kok ucunda meristematik aktivitelerin yavaglamasindan dolay1 kok biiylimesin
durdugu ve bu nedenle yanal kok iiretiminin arttirildig: ortaya ¢ikartilmistir (Duan vd.,
2010).



2.2.2 Tuzlulugun su basinc iizerine olan etkisi

Topraktaki tuz konsantrasyonunun yiikselmesi bitkilerin kullanabilir su miktarini
siirlandirmakta ve bu da bitkide su potansiyeli ve 0zmotik potansiyelin azalmasina ve
turgor basincinin artmasina neden olmaktadir (Romero-Aranda, 2001; Khan, 2003).
Turgor basincinin artmasi hiicresel su dengesinin engellenmesine, ¢esitli hiicresel
aktivitelerin bozulmasina veya ciddi durumlarda bitki 6liimiine yol agmaktadir (Xiong
vd., 2002). Hint kenevirinde yapilan kisa siireli sodyum kloriir (NaCl) uygulamasinda
bitkilerin oransal su igerigi, yaprak su potansiyeli, su alimi, terleme hizi, su tutma ve
kullanim yeteneginde azalma gozlenmistir (Chaudhuri vd., 1997). Halofitik ¢ok yillik
¢im bitkisi olan Urochondra setulosa'da yapilan ¢aligmada su potansiyeli, ozmotik
potansiyel ve stoma iletkenliginin tuz konsantrasyonundaki artistan negatif yonden
etkilendigi; ancak, turgor basincinda artisin gézlendigi bildirilmistir (Gulzar vd., 2003).
Suaeda salsa'da tuz konsantrasyonunun artmasiyla birlikte, yaprak su potansiyeli ve
buharlasma hizi 6nemli Olclide azalirken, yaprak oransal su igeriginde herhangi bir
degisiklik olmamaktdir (Lu vd., 2002). Yaprak su potansiyeli ve ozmotik potansiyel,
koklenme ortamindaki tuz konsantrasyonunun artmasina bagli olarak azalmaktadir
(Rajasekaran vd., 2001). Hiper-ozmotik stres (150 mM'nin {zerinde NaCl
konsantrasyonlar1) kosullar1 altinda, plazmoliz (plazma zarmin hiicre duvarindan
protoplast hacminde azalmasi ile birlikte hiicre duvarindan ayrilmasi) sonucunda hiicre

olimii gézlenmektedir (Slayman, 1982; Cho, 1993).

2.2.3 Tuzlulugun iyon diizeylerine olan etkisi

Yiiksek tuz almm bitki hiicresinde Na*, CI” ve SO, gibi iyonlarin yiiksek
konsantrasyonlarda birikimine neden olarak iyon dengesizligini ortaya ¢ikarir, bu da
spesifik iyon toksisitesi olarak adlandirilir. Spesifik iyon toksisitesi sonucunda
ortamdaki fazla Na" ve CI iyonlar1 besin iyonlarmin, 6zellikle K™'un alimi ile rekabete
girmekte ve K* eksikligine neden olmaktadir. NaCl'nin artmasi, Na* ve Cl'un artmasina
neden olurken bazi bitkilerde Ca?* K* ve Mg?* seviyelerinde azalislara yol agmaktadir
(Khan vd., 2003). Normalde, yiiksek bitkilerin sitoplazmasi 100-200 mM K" ve 1-10
mM Na" igermektedir ve bu sartlarda metabolik faaliyetler devam etmektedir (Bressan,

2008) Vicia faba'da yapilan ¢alismada, tuz stresi altinda Na* ve Cl igerigi artarken, K* /



Na’ orani1 azalmaktadir (Gadallah, 1999). Ulva fasciata'da (denizalt1 yesil makro alg)
yapilan ¢alismada artan tuzluluk ile parallel olarak Na*, K* ve CI” konsantrasyonlarinin
arttig1 belirlenmistir. Na* ve CI iyonlarindaki arts, prolin birikimini indiiklerken, prolin
dehidrojenaz aktivitesini ve toplam Ca2" konsantrasyonunu azaltmaktadir. Bu da U.
fasciata'da hiicresel Ca®* kaybiin, prolin dehidrojenaz aktivitesinin inhibisyonu yoluyla
prolin birikiminin NaCl indiiksiyonu ile iligkili oldugunu gostermektedir (Lee vd.,
1999). Ferreira (2001) tarafindan guava'da yapilan bir ¢alismada tuz stresi altinda
bitkilerde biriken Na* ve CI seviyelerinde bir artisin gozlendigi ve en yiiksek iyon
birikiminin yapraklarda ve ardindan koklerde oldugu ortaya ¢ikmustir. Ca®* seviyeleri
ise koklerde degismezken, saplarda ve yapraklarda azalmistir. Artan tuz stresi altinda
K* seviyesinin yapraklarda azaldigi, Mg?* seviyesinin ise koklerde degismezken
yapraklarinda azaldig1 saptanmistir (Ferreira vd., 2001). Yapraklarda meydana gelen
Ca®* ve Mg seviyelerindeki azalmanin membran stabilitesini arttirdigs ve klorofil
iceriginin azalmasia yol agtig1 belirlenmistir (Parida vd., 2004). Ayrica, yiiksek Na®
diizeyi ve yiiksek Na'/K" oran1 gesitli enzimatik olaylar1 engelleyebilmektedir. Ozellikle
yiiksek Na®, protein sentezinde aksakliklara neden olabilmektedir (Parvaiz vd., 2008).

2.2.4 Tuzlulugun karbonhidratlar ve proteinler iizerine etkisi

Sekerler (glikoz, fruktoz, sukroz, fruktanlar) ve nisasta gibi karbonhidratlar, hiicre
bliylimesi i¢in ihtiya¢ duyulan énemli substratlardir ve bunlar esasen fotosentez islemi
yoluyla temin edilir. Bitkiler tuz stresine maruz kaldiklar1 zaman gesitli radikallerin
temizlenmesi, ozmotik dengeleme ve koruma igin ¢esitli karbonhidratlar
biriktirmektedir. Bir¢cok bitki hiicresinde karbonhidratlarin azalmasiyla birlikte stres
daha siddetli hale gelir (Kerepesi, 2000; Kerkeb, 2001; Singh, 2000). Parida (2002)
tarafindan Bruguiera parviflora'da yapilan c¢alismada tuz stresi altinda bitkinin
yapraklarindaki nisasta iceriginde azalma gozlenirken, siikroz miktarinda artis oldugu
bildirilmistir (Parida vd., 2002). Celtikte de indirgeyici ve indirgeyici olmayan
sekerlerin igerigi ve sukroz fosfat sentaz aktivitesi tuz stresi altinda artarken, nisasta
fosforilaz aktivitesi azalmaktadir (Dubey vd., 1999). Domates yapraklarinda ¢oziiniir
sekerlerin ve toplam sakaritlerin igeriginin Onemli diizeyde arttigi, ancak nisasta
iceriginin ise NaCl uygulanmasindan Onemli Ol¢iide etkilenmedigi bulunmustur

(Khavari-Nejad vd., 1998). Gao (1998) tarafindan yine domates (Lycopersicon



esculentum L.)’te yapilan c¢alismada tuz stresi altinda yapraklarda siikroz
konsantrasyonunun ve siikroz fosfat sentazin aktivitesinin arttigi, ancak asit invertaz
aktivitesinin azaldigi bildirilmistir (Gao vd., 1998). Polifenol seviyesinin ise B.

parviflora yapraklarinda tuz stresi ile arttig1 bildirilmistir (Parida vd., 2002).

Farkl bitki tiirlerinde tuzlulukla tesvik edilen ¢ok sayida proteyinler bulunmakta ve
bunlar tuz stres altinda ozmotik diizenlemeye olanak saglamaktadirlar (Ashrafvd., 2004).
Agastian (2000)’1n dutta yapan ¢alismasinda ¢oziiniir proteininlerin diisiik tuzlulukta
artarken yiliksek tuzlulukta ise azaldigini bildirmistir (Agastian vd., 2000). misir
koklerinde ise NaCl uygulanmast 61, 51, 39 ve 29kDa olan dort polipeptidin
birikmesini saglamaktadir (Tamas vd., 2001).Yen (1997)’in M. crystallinum'in SDS ve
2D-PAGE ile yaptig1 ¢alismada NaCl stresi altinda callusta molekiiler kiitleleri 40, 34,
32, 29 ve 14 kDa olan bes polipeptitin biriktigi bildirmis ve bu polipeptitler indiiksiyon
seyrine gore erken indiikklenen (40-, 34- ve 29-kDa) ve ge¢ indiiklenen (32- ve 14-kDa)
proteinler iki ayri gruba ayrilmistir (Yen vd., 1997). Parida (2004)’nin B. parviflora'da
yaptig1 bir ¢aligmaya gore tuzlulugun molekiil agirhig:r 17, 23, 32, 33 ve 34kDa olan
birka¢g protein bandinin yogunlugunda bir azalmaya neden oldugu ve bu protein
bantlarinin azalma derecesinin uygulanan NaCl konsantrasyon yiikselmesi ile orantili
oldugunu belirtmistir. En belirgin degisiklik, 400mM NaCl'de 45 giinliik uygulamadan
sonra kaybolan 23kDa polipeptidi. Tuzluluk stresi altinda B. parviflora'da kaybolan
23kDa polipeptidi, fideler tuzdan armndirildiginda tekrar ortaya ¢ikmaktadir ve bu
gbzlemler, bu polipeptitlerin B. parviflora'da tuz stresi altinda ozmotik diizenleme igin

onemli yer aldigim1 gostermektedir (Parida vd., 2004).

2.2.5 Tuzlulugun kloroplast yapisi ve fotosentetik pigmentler iizerine etkisi

Tuz stresi altinda bitki dokusunda Na* konsantrasyonunun yiikselmesi oksidatif stresin
artmasina neden olmakta, bu da kloroplast yapisinda bozulmaya ve buna bagli olarak
klorofil biyosentezinde kayiplara yol agmaktadir. Klorofil miktarinin azalmasi da
fotosentetik aktivitenin azalmasina sebep olmaktadir (El-Tayeb, 2005). Tuzluluk,
domateste kloroplastlarin kiimelenmesine; patateste kloroplast sayilarinin azalmasina
(Parida vd., 2005); celtik bitkilerinde tilakoidlerin sismesine ve lipit damlaciklari ile

polisakkarit tanelerinin birikimine neden olmaktadir (Rahman vd., 2000).



Tuz stresi altinda yapraklarda klorofil ve toplam karotenoid igeriklerindeki azalma
nedeniyle yasl yapraklarda kloroz gelismeye baslar ve tuz stresinin devam etmesiyle
yapraklarin dokiilmesine yol acar (Gadallah, 1999). Grevilea'da yapilan ¢alismada NaCl
stresi altinda protoklorofil, klorofiller ve karotenoidlerin 6nemli 6l¢iide azaldigi; ancak,
protoklorofil ve klorofildeki azalma oraninin klorofil a (Chl-a) ve karotenoidlerinkinden
daha yiiksek oldugu; antosiyanin pigmentlerin ise belirgin dl¢lide arttigi belirlenmistir
(Kennedy vd., 1997). Domates yapraklarinda, toplam klorofil (Chl-a + b), Chl-a ve B-
karoten igerigi NaCl stresi altinda azalmaktadir (Khavari-Nejad vd., 1998). Alamgir
(1999) tarafindan celtikte yapilan ¢aligmada tuzluluk stresi altinda yaprak pigmentleri
dokuz genotipte azalig gosterirken, alt1 genotipte nispeten artis gostermistir (Alamgir
vd., 1999). Tuzluluk, B. parviflora yapraklarinda Chl-a, Chl-b ve karotenoid
miktarlarinda ©Onemli disiislere neden olmaktadir (Parida vd., 2002). Klorofil
icerigindeki azalma, klorofil sentezinin azalmasindan ya da klorofil pigmentlerinin
pargalanmasindaki artistan kaynaklanmakta, klorofil par¢alanmasi ise klorofilaz enzim
aktivitesindeki artig sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Yildiz vd., 2010).

2.2.6 Tuzlulugun fotosentez iizerine etkisi

Bitkilerin biiyiimesi bir¢ok fizyolojik siirecin birlesmesi ve diizenlenmesi sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir. Bu siiregte bitkiler maruz kaldigi ¢evresel faktorlerden etkilenirle.
Bu da bitkilerin strese verdigi cevabi belirler. Bitkinin biiylimesi ve gelismesi i¢in en
onemli olan faktor de fotosentezdir. Biyokiitle {iretimi net fotosentezin bir dl¢iisiidiir ve
bliylimenin yavaslamasi da biiylimeyi etkileyen c¢evresel stresten dolayr fotosentezin
azalmasindan kaynaklanmaktadir. Tuz stresi, fotosentezde kisa ya da uzun siireli
etkilere neden olmaktadir. Kisa siireli etki strese maruz kalmanin baglamasindan birkag
saat sonra veya bir-iki giin sonra ortaya ¢ikmakta ve bu siiregte karbon asimilasyonunun
tamamen kesilmesinden dolay1 bu yanit nemlidir. Tuzun uzun vadeli etkisi birkag¢ giin
strese maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikar ve bu da karbon asimilasyonundaki azalma ve
gelismekte olan yapraklardaki tuz birikiminden kaynaklanmaktadir (Munns vd., 1986).
Tilakoidlerin pigment-protein analizleri, yiiksek tuzlulugun Fotosistem I (PS 1) ve
Fotosistem 11 (PS 1I) reaksiyon merkezlerini 6nemli derecede etkiledigini géstermistir
(Parida vd., 2003). Tuz stresi altinda bitkilerin net fotosentez orani, transpirasyon hizi

ve stoma iletkenligi azaltmakta, stoma direnci ise artmaktadir (Ashraf vd., 2004). Dutta



yapilan ¢alismada tuz stresi altinda net CO, asimilasyon oran1 (PN), stoma iletkenligi
(gs) ve transpirasyon hizi (E) diiserken, hiicreler aras1 CO, konsantrasyonu (Ci)
artmistir (Agastian vd., 2000). Horsegram'da (Macrotyloma uniflorum) yapilan
calismada tuz stresi altinda CO, asimilasyon oraninda ve stoma iletkenliginde azalma
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, tuz stresinin fotosentetik elektron taginmasini ve
Calvin dongiisiinde rol alan enzimlerinin aktivitesini inhibe ettigi ortaya c¢ikartilmigtir
(Aubert vd., 1999). Parida (2005) tarafindan Atriplex lentiformis’de yapilan deney
sonucunda tuz stresi altinda fosfoenol piruvat karboksilaz (PEPC)/ribuloz bifosfat
karboksilaz (Rubisco) orani ve net CO, asimilasyon oraninin azaldigi ortaya

¢ikartilmigtir (Parida vd., 2005).

2.2.7 Tuzlulugun hiicre zan iizerine etkisi

Hiicre zarlar1 en Onemli enerjisi depolama kaynaklaridir ve hiicre i¢ organlarin
izolatorleri olarak islev gormektedir. Ayni zamanda hiicresel membranlarin yapisal
korunmasinda ve stres altinda organizmalarin hayatta kalabilmesinin saglanmasi i¢in
onemli rol oynamaktadir (Singh vd., 2002). Bu koruma mekanizmasi fosfolipit ¢ift
katmanli membrana dayanmaktadir. Bu membranin sahip oldugu doymamais yag asitleri
kuraklik veya tuz stresinin dnlenmesinde 6nemli role sahiptirler. Olefinik baglara bitisik
hidrojen atomlar1 oksidatif saldirilara karsi hassastir ve lipitler bu baglar bakimindan
zengin olduklarindan oksidatif saldirida birincil hedeftir. Oksidatif reaksiyon sirasinda
enzimler reaksiyonu kontrol edemediginden dolay: lipit oksidasyonu meydana gelmekte
ve bu saldir1 da bazi proteinlerin ve DNA'nin yapisin1 degistiren yiiksek oranda reaktif
tirlerin tretilmesine neden olmaktadir (Singh vd., 2002). Yer fistiginda (A. hypogaea
L.), disik NaCl konsantrasyonunda (45mM'ye kadar) lipit igeriginin arttig
gozlenmisken, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise azaldigi saptanmistir (Hassanein,
1999). Wu vd. (1998), tuzlu bataklik otunun (Spartina patens) kok hiice plazma
membraninda NaCl stresi altinda meydana gelen degisikliklerini analiz etmistir ve
sterollerin (serbest steroller dahil olmak tizere) ve fosfolipidin molar yiizdelerinin artan
tuzluluk orani ile azaldigini; sterol / fosfolipid oraninin ise NaCl'den etkilenmedigini
bildirmistir (Wu vd., 1998). NaCl tuzlulugunun membran yapisinda sebep oldugu
degisimlerle ilgili Dactylis glomerata L.’da yapilan bir ¢alismada, 200 mM NacCl

uygulamasi sonucunda plazma membraninda bozulmalar ve kivrilmalar meydana
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geldigi ve hiicrelerin sitoplazmalarinda membrana bagli keseciklerin  gelistigi

saptanmistir (Gupta, 2007).

2.2.8 Tuzlulugun reaktif oksijen tiirleri, antioksidanlar ve antioksidatif enzimler

uizerine etkisi

Tuz stresi, bitkilerin ¢esitli metabolik aktiviteleri tizerindeki ozmotik etkilerin bir
sonucu olarak su eksikligine neden olmakta ve bu su eksikligi, stiperoksit, hidroksil ve
peroksit radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumu nedeniyle oksidatif strese yol
agcmaktadir. Hiperozmotik ve iyonik streslerin yan iriinleri olan reaktif oksijen tiirleri,
membran fonksiyon bozukluguna ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Bohnert vd.,
1996). Bu durumda bitkiler reaktif oksijen tiirlerini temizleyen katalaz, peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve siiperoksit dismutaz gibi bazi antioksidatif enzimlerin
aktivitelerini arttirarak strese karst bir savunma mekanizmasi gelistirirler. Bitkilerin
stres altinda antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttirildigina dair birgok rapor
bulunmaktadir. Bugdayda tuz stresi altinda, askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve
manganez siliperoksitdismutaz (Mn-SOD) gibi antioksidatif enzimlerin aktiviteleri
artarken, Cu / Zn-SOD’un sabit kaldigi ve toplam askorbat igeriginin azaldigi
bulunmustur (Hernandez vd., 2000). Gossett (1994), pamukta (Gossypium hirsutum L.)
NaCl stresinin SOD, guaikol peroksidaz ve glutatyon rediiktaz aktivitelerini arttirdigini;
katalaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerini ise azalttigini bildirmistir (Gossett vd.,
1994). Celtikte yapilan ¢alisma sonucunda, tuz stresi altinda yapraklarda hidrojen
peroksit (H20,) igerigi ile SOD, APX ve GPX'in aktivitelerinin arttigi; Kkatalaz

aktivitesinin ise azaldigi bulunmustur (Lee vd., 2001).

Hiicre membran1 {izerine serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu ile etki
gostermektedir. Hiicre membraninin tahribatina yol agan lipid peroksidasyonu, birkag
reaksiyon asamasi sonucunda malondialdehit (MDA) iiretmekte ve MDA miktari
membran lipid peroksidasyonunu anlamak i¢in 6nemli bir o6l¢iim degeri olarak
bilinmektedir. MDA, tuza dayanikli genotiplerde hassas genotiplere gore daha az
miktarda tretilmekte ve MDA {iretimi lipid peroksidasyonu sonucunda meydana

geldiginden dolayr memran zararlanmasi nedeniyle iyon sizintisina yol agmaktadir
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(Koyro, 2006). Tuz stresi altindaki susam bitkilerinde yapilan ¢alisma 100 mM NaCl
uygulamast sonucunda MDA igeriginin arttig1 ve en yiiksek degere ¢iktigi belirlenmistir
(Koca vd., 2007).

2.3 Tuz Toleransi

Tuz toleransi, bitkilerin ¢ok yiiksek konsantrasyonda ¢esitli ¢oziilebilir tuzlarin icerdigi
ortamlarda biliylime ve hayat dongiilerini tamamlayabilme yeteneklerine denir.
Bitkilerin tuz stresine dayaniklili§in bir gostergesi olan tuz toleransi bitki tiirii, yasadigi
ortam ve g¢evre sartlarina gore ¢esitlilik gostermektedir (Giirel vd., 2001). Bitkiler, tuz
stresine maruz kaldiklar1 zaman biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarinda
degisiklik yaparak hayatta kalmaya galigirlar. Bitkiler tuz stresine karsi toleransligina
gore halofitler ve glikofitler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Halofitler, Salicornia
herbacea, Atriplex vericaria, Suaeda maritima gibi yiiksek tuz sartlarina adapte olmus
ve bu sartlarda yasamini siirdiirebilen bitkilerdir. Glikofitler, tuza hassas olan bitkilerdir
ve bunlar yiiksek tuz sartlarinda yasayamazlar. Ornegin, fasulye, sogan, misir, limon,
marul, findik ve ceviz tuza ¢ok hassas bitkilerdir. Domates, karanfil, pamuk, mese ve
arpa orta derece toleranslik gostermekte; hurma, seker pancari, palmiye, kavak ve giil
yiiksek derecede toleranslik gostermektedir (Ekmekei, 2005; Bressan, 2008). Bitkilerin
tuza karst gelistirdikleri tolerans mekanizmalari, iyon regiilasyonu, SOS yolunun
diizenleyici rolii, ozmolitlerin biyosentezi, antioksidatif enzimlerin aktivitesi ve bitki
hormonlarinin indiikksiyonu, stres toleransindan gorevli genlerin ekspresyonunda
meydana gelen degisiklikler ve transkripsiyon faktorlerinin diizenleyici rolii olarak

siralanabilir.

2.3.1 Iyon regiilasyonu

Tuz stresi iyon homeostazinin bozulmasina neden oldugundan dolay1r iyon alimi ve
depolanmasi sadece normal gelisim i¢in degil ayn1 zamanda tuzlu kosullar altindaki
biiyiime i¢in de 6nemlidir (Adams vd., 1992). Bitkiler, glikofit veya halofit olsun,
sitoplazmada biiylik miktarda tuzu tolere edemezler ve bu nedenle tuzlu kosullar altinda
fazla tuzu kofulda depolamakla birlikte ayn1 zamanda metabolik fonksiyonlarini

kolaylastirmak i¢in farkli dokularda boliimlere ayirirlar (Zhu, 2003).
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Na®, toprakta tuzlulugun olusmasina neden olan en &nemli iyonlardan biridir. Bu
nedenle tuz stresi ¢calismalarinin ana odak noktasi, Na* iyonunun tasinim mekanizmasi
ve bunun depolanmasina iliskin olmaktadir. Sitoplazmadaki fazla Na* iyonu Na* / H*
antiporteri ile kofula tasmir. Koful membraninda iki tip proton (H") pompasi
bulunmaktadir. Koful H® -ATPaz (V-ATPase) ve koful pirofosfataz (V-PPaz).
Bunlardan V-ATPaz, bitki hiicresinde bulunan en 6nemli H* pompasidir. Stresli
kosullar altinda bitkinin hayatta kalabilmesi V-ATPazin aktivitesine baglhidir. Otoch
(2001) tarafindan boériilce (Vigna unguiculata) bitkilerinin hipokotillerinde yapilan bir
caligmada, bitkiler tuzluluk stresine maruz kaldiginda V-ATPaz aktivitesinin arttigi,
fakat benzer sartlar altinda V-PPaz aktivitesinin inhibe edildigi ortaya ¢ikmistir (Wang
vd., 2001)

2.3.1.1 SOS yolaginin diizenleyici rolii

Bitki tuz stresi tizerinde yiiriitiilen birgok ¢alisma tuza asir1 duyarli (SOS - Salt Overly
Sensitive) stres sinyal yolaginin iyon homeostazinda ve tuz toleransinda ¢ok 6nemli bir
rolle sahip oldugunu gostermektedir (Hasegawa, 2000; Sanders, 2000). SOS sinyal
yolagr (Sekil 2.2) SOS1, SOS2 ve SOS3 olmak iizere ii¢ ana proteinden olusur. SOSI,
plazma zarinda hiicresel seviyede Na™ akisim diizenleyen Na* / H" antiporteridir. Ayn
zamanda sodyumun kokten gévdeye taginimini kolaylastirir. SOS1’in asirt ekspresyonu
bitkilerde tuz toleransi saglamaktadir (Shi vd., 2002). SOS2, bir serin / treonin kinaz
olup bir N-terminal katalitik bolgesi ve bir C-terminal diizenleme bolgesinden
olusmakta ve tuz stresi altinda Ca®" sinyali tarafindan aktiflestirilmektedir (Liu vd.,
2000). SOS stres sinyal yolaginda yer alan igiincii protein ise N-terminalinde bir
miristoilasyon balgesi igeren Ca®* baglayici protein olan SOS3 proteinidir. Bu protein
bitki tuz toleransi saglanmada 6nemli bir rol oynamaktadir (Ishitani vd., 2000). SOS2
proteininin C-terminal diizenleyici bolgesi yaklasik 21 amino asit uzunlugunda olan bir
FISL motifi (NAF bolgesi olarak da bilinir) icermekte ve Ca2+’ye baglanan SOS3
proteini i¢in bir etkilesim bolgesi olarak islev gormektedir (Guo vd., 2004). SOS2 ve
SOS3 proteini arasindaki bu etkilesim, kinazin aktivasyonu ile sonuglanir ve aktive olan
kinaz daha sonra SOS1 proteinini fosfatlayarak aktive etmektedir (Quintero vd., 2002).
SOS1 proteininin bir niikleotid baglama motifi ve bir oto-inhibitdr bolgesi iceren,
yaklagik 700 amino asit uzunlugunda bir sitosolik C-terminal kuyrugu vardir. Bu oto-

inhibitér bolge SOS2 fosforilasyonu igin hedef bdlgedir. Ca**, SOS proteinleri ile
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birlikte hiicre i¢i Na® homeostazim1 kontrol etmektedir. SOS3 proteini kendi
inhibisyonunu serbest birakarak SOS2 proteini ile etkilesime girer ve SOS2 proteinini
aktiflestirir. Daha sonra SOS2-SOS3 kompleksi SOS1'i fosforile ederck aktiflestirir ve
boylece SOS1 sitoplazmaya dogru Na' akisinin artmasmna engel olarak sodyum

toksisitesini azaltir (Martinez-Atienza vd., 2007).
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Sekil 2.2. SOS yolaginin diizenleyici rolii (Gupta vd., 2014)

2.3.1.2 K" tagtyrellarimin diizenleyici rolii

Birgok bitki tiiriinde HKT (high-affinity K™ transporter) ve NHX (NA/H* exchanger)
gibi K" tasryicilarin1 kodlayan genler tanimlanmustir. HKT ailesine ait plazma zarinda
bulunan tastyicilar, Na* ve K™ 'un tasinmasim diizenleyerek tuz toleransinda énemli bir
rol oynarlar. Arabidopsis'te tanimlanmis olan HKT tasiyicilari, bitkilerde asir1 miktarda
Na® birikimini &nleyerek bitkiyi tuzlulugun olumsuz etkilerinden korurlar. Celtikte
yapilan deneyde de benzer sekildle HKT tasiyicisinin fazla Na™ ksilemden
uzaklastirdig1 kesfedilmistir. Boylece fotosentetik yaprak dokular1 Na* iyonunun toksik
etkisinden korunmustur (Schroeder vd., 2013). Hiicre ici NHX proteinleri, K"
homeostazinda, endozomal pH diizenlemesi ve tuz toleransinda gorev alan Na® ve
K*/H* antiporterleridir. Barrag vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda
tonoplastta lokalize olan NHX proteinlerinin (NHX1 ve NHX2: iki ana tonoplast
lokalize NHX izoformu), tonoplastta aktif K* alim, turgor regiilasyonu ve stoma

fonksiyonu i¢in gerekli oldugunu bulunmustur.
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2.3.2 Tuz toleransinda antioksidatif enzimlerin aktivitesi

Bitkilerde abiyotik ve biyotik stres kloroplastlarda ve mitokondrilerde deregiilasyon ve
elektron tasima zincirlerinin (ETC) bozulmasina neden olmaktadir. Bu kosullarda,
molekiiler oksijen (0,) bir elektron alicis1 olarak hareket eder ve ROS birikimine neden
olur. Tekli oksijen (*O,), hidroksil radikali (OH"), siiperoksit radikali (O™,) ve hidrojen
peroksit (H,02) ¢ok gii¢lii oksitleyici bilesikleridir ve bu nedenle hiicre biitiinliigii i¢in
potansiyel olarak zararh etki gosterirler (Grof3 vd., 2013.). Tuz stresi altinda antioksidan
enzimler ve enzimatik olmayan bilesikler dahil olmak {izere antioksidan metabolizmasi
ROS'un indiikledigi detoksifikasyon yolaginda kritik rol oynamaktadir. Bu nedenle
tuzluluk toleransi, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksit
(GPX), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesi ile pozitif olarak iliskilidir (Asada vd., 1999; Gupta vd., 2005).
Misir bitkisinde yapilan ¢alismada 100 mM NaCl uygulanmasi sonucunda hassas ve
toleransli genotiplerin yapraklarinda APX, SOD, GPX ve GR aktiviteleri kontrole gore
artmistir ve enzim aktivitesindeki artis toleransli genotiplerde daha belirgin olmustur
(Sairam vd., 2004). Bugdayda yapilan baska bir ¢alismada, tuz, kuraklik ve yiiksek
sicaklik sartlar1 altinda SOD, APX, CAT ve GR aktivitesi artarken enzim
aktivitelerindeki artis toleransli bugday genotiplerinde daha fazla ortaya ¢ikmustir
(Sairam vd., 2002).

2.3.3 Tuz toleransinda ozmolitlerin birikimi ve ozmotik koruma

Stres sartlar1 altinda ozmotik dengenin saglanmasi ve hiicresel yapilarin korunmasi
bitkilerde bulunan glisin betain, seker, polioller ve azot iceren bilesikler gibi
ozmolitlerin fonksiyonlar1 ile basarilmaktadir. Birikimleri dis ozmolarite ile orantili
oldugu icin, bu ozmolitlerin ana fonksiyonlar1 yapiyr koruma, ozmotik dengeleme,

oksijen radikallerinin ortadan kaldirilma ve karbon depolamaktir (Parida vd., 2005).

Toplam serbest amino asitlerin yaklasik % 55'ini olusturan sistein, arginin ve metiyonin
gibi amino asitler tuzluluk stresi altinda azalirken, prolin konsantrasyonu tuz stresine
cevap olarak artmaktadir (EI-Shintinawy vd., 2001). Prolin birikimi, tuz stresinin
hafifletilmesi i¢in 6nemli bir role sahip olup, tuz stresi sirasinda biriken hiicre i¢i prolin

sadece strese karsi tolerans saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda stresin geri kazanilmasi
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sirasinda organik bir azot rezervi gorevi gormektedir (Matysik vd., 2002; Ben vd., 2010;
Saxena vd., 2013). Prolin, glutamat veya ornitinden sentezlenir ve ozmotik stres altinda
hiicrelerde glutamat, prekiirsor olarak islev yapmaktadir (Sairam vd., 2004). Zeytinde
(Olea europaea) yapilan ¢alismada prolinin bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerini,
fotosentetik aktiviteyi, bitki bliylimesini ve tuz stresi altinda bitkide suyun korunmasini
arttirarak, tuz toleransini gelistirdigini gézlemlemistir (Ben Ahmet vd., 2010). Nicotiana
tabacum'da prolinin antioksidan savunma sisteminde yer alan enzimlerin aktivitesini
artirarak tuz toleransini arttirdigi bildirilmistir (Hoque vd., 2008). Ayrica, 1 mM prolin
uygulanan tohumlardan elde edilen celtik bitkilerinin tuz stresi altindaki gelisimlerinin

onemli Ol¢iide daha az etkilendigi gosterilmistir (Deivanai vd., 2011).

Tuz stresi altinda seker (6rnegin, glikoz, fruktoz, fruktanlar ve trehaloz) ve nisasta gibi
karbonhidrat birikimi meydana gelmektedir (Parida vd., 2004). Bu karbonhidratlarin
stres toleransinda oynadigi en biiyiik rol, ozmotik koruma, karbon depolama ve ROSun
uzaklastirllmasi1 olmaktadir. Tuz stresi altinda farkli tiirlere ait bitkilerin bir¢ogunda
hiicre icindeki indirgeyici sekerlerin (sakaroz ve fruktan) seviyelerinde artig
goriilmistiir (Kerepesi vd., 2000). Tuzluluk altinda siikroz fosfat sentaz aktivitesinin
artmasina bagli olarak siikroz igeriginin domateste (Solanum lycopersicum) arttig
bulunmustur (Gao vd., 1998).

2.3.4 Tuz toleransinda bitki hormonlarinin indiiksiyonu

Tuzluluk ve kuraklik gibi abiotik stresler bitkilerde absisik asit (ABA) biyosentezi ve
birikimine neden olmaktadir. Tuzluluk stresi ozmotik strese ve su eksikligine neden
olarak silirgin ve koklerde ABA iiretimini arttirmaktadir (Popova vd., 1995; He
vd.,1996). ABA birikimi, tuzlulugun fotosentez, biiylime ve asimilatlarin
translokasyonu tizerindeki inhibe edici etkisini azaltmaktadir (Popova vd., 1995;
Jaschke vd., 1997). ABA, tuz stresi ve kuraklik ile ilgili bir dizi genlerin ekspresyonunu
modiile ederek bitkinin strese toleranshigini arttirir. Bugdayda ABA uygulanmasi,
tuzluluk stresi altinda MAPK4 benzeri, TIP1 ve GLP1 genlerinin ekspresyonunu
indiiklemistir (Keskin vd., 2010).

Salisilik asit (SA) ve brassinosteroidler (BR) gibi hormonal 6zelliklere sahip diger bazi
bilesikler de bitki abiyotik stres tepkilerine katilmaktadir (Clouse vd., 1998; Fragnicre
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vd.,2011). Jayakannan vd. (2013), SA'nin Arabidopsis'te membran potansiyelini geri
saglayarak ve K* (GORK) kanalin1 disa dogrultucu bir koruma hiicresi yoluyla tuz stresi
kaynakli K* kaybin1 énleyerek bitkinin tuzluluk toleransini arttirdigini gdstermistir. SA
uygulanan Arabidopsis bitkilerinde H* - ATPase aktivitesi artmis ve bdylece tuz stresi

sirasinda K™ korunmasi saglanmustir.

2.4 Tuz Toleransinda Onemi Rolii Olan Genler ve Transkripsiyon Faktorleri

Tuzluluk stresinde gen ifadesinin diizenlenmesi, bitkiler tarafindan spesifik gen
tirtinlerinin (protein veya RNA) iiretimini yeniden diizenlemek (arttirmak veya azaltmak)
icin kullanilan ¢esitli mekanizmalar1 igerir. Santral dogma sirasinda, transkripsiyon
baslangicindan RNA iiretimine ve proteinin post-translasyonel modifikasyonuna kadar

cesitli gen regiilasyon mekanizmalari tanimlanmistir.

Transkriptomik analiz, mRNA seviyesindeki gen ekspresyonu hakkinda ayrintili bilgi
sagladigindan dolay: strese yanit veren genleri taramak icin yaygin olarak kullanilmakta
ve bu nedenle genomik yaklasimlar, 6nemli genlerin kodlanmasi, klonlanmasi ve
karakterizasyonunda onemli bir rol oynamakatadir. Tuzluluk stresine cevap olarak
indiiklenen veya baskilanan ¢ok sayida transkripsiyon faktorii ve gen tanimlanmis ve
transkriptomik ve genomik yaklagimlar kullanilarak karakterize edilmistir (Balfagon

vd., 2019).

Transkripsiyon faktorleri, gen ifadelerini kontrol eden en Onemli regiiletdr olarak
bilinmekte ve bunlarin arasinda, bZIP, WRKY, AP2, NAC, C2H2 ¢inko parmak
faktorleri ve DREB aileleri ¢ok sayida strese duyarli iiye igermektedir. Bu
transkripsiyon faktorleri hedef genlerin promotorlerinde yer alan spesifik cis
elementelere baglanarak genlerin ekspresyonunu kontrol etmektedir. Johnson vd. (2002),
bZIP transkripsiyon faktorlerinin tuza hassas bugday ¢esitlerinde uzun siire tuz
uygulamasi sonucunda indiiklendigini, ancak tuza toleransh cesitlerde ise ifade
seviyesinin azaldigim1 gostermistir. Baska bir calismada hem piring hem de bugdayda
NAC transkripsiyon faktoriiniin asir1  ekspresyonunun tuz toleransi sagladigi
bulunmustur (Nakashima vd., 2007). Celtikte DREB1 / CBF, DREB2 ve AREB / ABF
transkripsiyon regiilatorlerinin abiyotik stres yanitlarinda 6nemli bir rol oynadig:

kanitlanmistir (Ito vd.. 2006; RoyChoudhury vd., 2008; Fujita vd., 2011; Mizoi vd.,
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2012; Fujita vd., 2013). OsNACS5 ve ZFP179 gibi transkripsiyon faktorlerinin tuz stresi
altinda indiiklendigi bilinmis, bunun da stres toleransinda 6nemli rol oynayan prolin,
seker ve LEA proteinlerinin sentezini ve birikmesini diizenledigi gosterilmistir (Song
vd., 2011). Arabidopsis'te yapilan galismada, tuz stresi altinda RD29A promotoriine
baglanan AtWRKY8'in indiiklendigi bilinmis ve bu da RD29A’nin AtWRKY8'in hedef
genlerinden biri oldugunu gostermektedir (Hu vd., 2013).

Farkli bitki tiirlerinde tuzluluga yanmit olarak islev goéren ¢ok sayida gen ve
transkripsiyon faktorii bulunmaktadir (Chakraborty vd., 2012; Hu vd., 2013). Bitki tuz
toleransinda onemli rolii olan genler ve transkripsiyon factorleri Cizelge 2.I'de
stralanmistir. Bunlar asagidaki fonksiyonel kategorilere ayrilabilir: iyon tagima veya
homeostaz ile iliskili genler (6rnegin SOS genleri, AINHX1 ve H* - ATPase genleri),
yaslanma ile iligkili genler (6rnegin SAG), molekiiler saperonlar (6rnegin HSP genleri)
ve dehidrasyonla iligkili transkripsiyon faktorleri (6rnegin DREB genleri).

Tuz veya kuraklik stresine karsi indiiklenen genler, erken ve ge¢ yanit veren genler
olarak ikiye ayrilmaktadir. Erken yanit veren genler (indiiklenebilir transkripsiyon
aktivatorleri) dakikalar igersinde ve gegici olarak ifade edilmekte ve bunlarin tesvikinde
tim sinyal komponentleri zaten bulundugu icin bu agsamada yeni protein sentezini
gerektirmemektedir. Fakat tuza duyarli genlerin ¢gogunlugunu olusturan ge¢ yanit veren
genler (stres tolerans efektorleri), bitkiler strese maruz kaldiktan saatler sonra aktive
edilmekte ve devamli ifade edilmektedirler. Ge¢ yanit veren genleri erken yanit veren

genler tarafindan kodlanan transkripsiyon faktorleri aktive etmektedir (Kalefetoglu vd.,

2005; Meng vd., 2009).
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Cizelge 2.1. Tuz stresi altinda indiiklenen baz1 genler ve fonksionlari

NaCl .
Tiirler konsantrasyonu Gen adi Gen fonksiyonlar: Kaynak
(mM)
SOS1 ot
Brassica campestris SOS3 up i . s yu vd., (2012)
NHX1 baglayici protein
PRP Prolin bakimindan zengin proteinler ve
Orvza sativa 50 SAG hiicre ¢eperinin korunmasi, diizenleyici | Roshandel vd.,
ry HSPCO25 stiregler ve hiicresel sinyal iletimi, Is1 | (2009)
soku proteinleri, protein stabilizasyonu
OsHSP23.7 Is1 sok proteinleri, katlama, montaj ve
Oryza sativa 100 OsHSP71.1 SOK pr ’ ’ Ve | Zou vd., (2009)
OsHSP80.2 proteinlerin taginmasi
Arabidopsis Transkripsiyon faktord,
thalianap 150 AtSKIP transkripsiyonel on baglatma, ekleme ve | Lim vd., (2010)
poliadenilasyon
OsHsp17.0 Ist sok proteinleri, molekiiler saperonlar
Oryza sativa 200 OsHspZS.Y ve proteinlerin katlanmasi, | Zou vd., (2012)
B birlestirilmesi ve taginmasi
Yiiksek sicaklik altinda hiicre canliligi | Song vd.,
Havug 300 2 ve membran stabilitesi (2011)
Arabidopsis orell y A Trg v
thaliana 300 Jc Transkripsiyon faktorii (2011)

2.5 Abiyotik Stres Alinda RNA Metabolizma Regiilatorii CPL1'in Onemi

RNA polimeraz 11 (RNAP I1), mRNA sentezinden sorumlu olan enzimdir ve en biiyiik
alt tinitesinin C ug bolgesi (CTD — C terminal domain), Y*S?P*T*S°P°S’ olarak tekrar
eden heptapeptitler igermektedir (Jeong vd., 2013). CTD'nin fosforilasyonu
transkripsiyon ve mRNA olgunlagma siireglerinin diizenlemesi i¢in énemlidir (Ho vd.,
1999; Ahn vd., 2004). Transkripsiyon dongiisii sirasinda, CTD'in fosforilasyonu
heptapeptit tekrarlari igindeki ikinci ve besindi serin aminoasitlerinde gergeklesir
(Komarnitsky vd., 2000). CTD-Phosphatase-Likel (CPL1), RNA polimeraz Il
holoenziminin CTD golgesindeki bu serin aminoasitlerinin defosfatlanmasini saglayan
bir protein fosfatazdir. Fakat birgok CTD fosfatazin aksine, CPL1 c¢ift sarmalli (ds)
RNA-baglaman motifi (dsSRBM) igerir ve dsRNA'ya bagl yolaklarin aracilik ettigi

genlerin regiilasyonunda islev gérmektedir (Jeong vd., 2013).

Arabidopsis genomunda CPL ailesinin 20'den fazla {iyesi bulunmaktadir (Jeong vd.,
2013). Arabidopsis CPL gen ailesi, strese duyarili genlerin transkripsiyonunu negatif
olarak kontrol etmektedir (Koiwa vd., 2002; Xiong vd., 2002). Jeong vd. (2013)
tarafindan yapilan genetik etkilesim c¢alismasinda, cpll’in ros! 'de transkripsiyonel gen

susturma ve DNA hipermetilasyon fenotipini kismen baskilayabildi bildirilmis, bu da
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CPLI’in siRNA iiretimini azaltmadan RNA yonlendiren DNA metilasyon yolaginda
(RNA-directed DNA methylation pathway) yer aldigin1 gostermektedir. CPL1 proteini
mikroRNA (miRNA) biyojenezi i¢in 6nemli olan proteinlerle etkilesime girerek,
CPL1'in miRNA islemesini diizenledigi gosterilmistir. AtCPL3 ve AtCPL4, prototip
CTD fosfataz olan Saccharomyces cerevisiae FCP1 ile homolog olup, C terminallerinde
BRCT igerir. BRCT, ABA sinyallesmesini kolaylagtiran AtCPL3'"lin in planta islevi igin
gereklidir (Bang vd., 2006). Buna karsilik, AtCPL1 ve AtCPL2, C-terminallerinde
BRCT alan1 igermemektedir. AtCPL1'in C-terminal bolgesi, iki dSRNA baglayict motif
(DRM) ve bir ¢ekirdek lokalizasyon sinyali (Koiwa vd., 2004) icermekte ve strese
duyarli gen ekspresyonunun regiile edilmesi igin gereklidir (Xiong vd., 2002).
Memelilerde yapilan c¢alismalar CTD fosfatazlarin transkripsiyon kompleksi ile
etkilesime girdigini gostermistir (Li vd., 2003; Yeo vd., 2005). AtCPL1'in strese duyarl
genlerin  spesifik promotdriine yonlendiren protein-protein veya protein-RNA

etkilesimlerinde kritik bir rol oynadig1 gosterilmistir (Koiwa vd., 2004).

Jeong vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada cpll mutasyonunun soguk stresi, ABA ve
NaCl uygulamasina cevap olarak RD29A::LUC hiperekspresyonuna neden oldugu ve
ozellikle NaCl uygulamasinda soguk stresine gére RD29A::LUC ifadesinin yaklasik 7
kat daha fazla indiiklendigi gosterilmisir (Sekil 2.3). Bu sonuglar, RNAP II
fosforilasyon durumunun C-terminali bolgesinin fosfataz aracili diizenlemesinin, bitki
stres tepkileri ve gelisimi gibi karmasik islemlerin odak kontrol noktasi oldugunu
gostermektedir. AtCPL ailesi {iyeleri, bitki tepkisini belirleyen sinyal c¢ikisini
farklilagtiran hem benzersiz hem de Ortlisen transkripsiyonel diizenleyici fonksiyonlara
sahiptir. Buna ek olarak, global transkriptom analizi ve oksidatif stres analizleri cpll
mutantlariin  bitkide oksidatif strese karsi toleranslarmin arttigimi  gostermistir
(Thatcher vd., 2018), bu da AtCPL1'in strese duyarili genlerin regiilasyonunda énemli

rolii oldugunu gostermektedir.
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Sekil 2.3. cpl1-6 mutantinda RD29A::LUC "in hiperekspresyonu. On giinliik cpll ve
cpl3 T4 ve yabanil tip (C24) bitkilerinin soguk (0 °C, 2 giin), ABA'dan (100 mM, 4
saat) ve NaCl (100 mM, 2 giin) uygulamalarindan sonra strese yanit olarak gosterdikleri
RD29A::LUC hiperekspresyonu (Alinti: Hisashi vd., 2001).

2.6 Tez Cahsmasimin Onemi ve Amaci

Bitkilerin stres kosulunda olusturdugu cevap hiicresel olarak olduk¢a kompleks olup,
pek cok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmay1 aktiflestirebilmektedir.
Tuz stresi toleransi ile ilgili molekiiler kontrol mekanizmalarinin aydinlatilmas: stres ile
iligkili cesitli genlerin aktivasyonu, inaktivasyonu ve/veya birbirleriyle olan genetik
etkilesime dayanmaktadir. Tuz stresinin glikofitlerdeki molekiiler mekanizmasi
aydinlatilmaya ¢alisilmis olsa da 6zellikle ko-transkripsiyolen ve post-transkripsiyonel
kontrol mekanizmalari heniiz tam anlamiyla arastirilmamistir. RNA metabolizma
regiilatorii olan CPL1’in tuz stresi ile olan etkilesimi her ne kadar uzun yillardir bilinse
de, bu etkilesimin genetik karakterizasyonu ve tuz stres toleransindaki rolii heniiz
anlasilamamistir. CPL1’in tuz strestoleransindaki roliiniin ortaya c¢ikartilmasi, bu
tolerans mekanizmasinin kontroliinde RNA metabolizma regiilatorlerinin gérevlerinin

anlasilmasi acisindan bir ilk olmustur.

Bu tez ¢alismasinin amaci; model bitki olan glikofit Arabidopsis thaliana bitkisinde
cpll mutant1 ile tuz tolerans mekanizmasindan sorumlu genlerin (SOS1, SOS3 ve
HKT1) mutantlarinin genetik olarak birbirleriyle olan etkilesimlerinin incelenmesi ve
dolayli yoldan biitliin mutantlarin tuz stresine karst vermis olduklar1 fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler tepkilerin analiz edilerek, genlerin fonksiyonlarinin ve tuz

toleransindaki Onemlerinin anlasilmasidir. Bu sayede, bitkilerin tuza tolerans
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mekanizmasinin ve bu mekanizmadaki genler ile RNA metabolizma regiilatorii CPL1

arasindaki genetik etkilesimin aydinlatilmasi saglanmistir.
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BOLUM Il

MATERYAL VE METOT

3.1 Cifte Mutantlarin Elde Edilmesi

3.1.1 Bitki genotipleri ve genel biiyiime kosullar:

Bu tez ¢alismasinda cpl1-6s0sl1-1, cpl1l-6s0s3-1 ve cpll-6hktl-1 ¢ifte mutant bitkilerini
elde etme amaciyla homozigot Arabidopsis thaliana cpl1-6, sosl-1, sos3-1, hktl-1,
sosl-1hktl-1 ve sos3-1hktl-1 tohumlar1 kullamilmistir. Homozigot cpl1-6 ve hktl-1, T-
DNA ekleme mutantlaridir. sosl-1 ve s0s3-1, homozigot olup nokta mutasyonu
icermektedir. Biitiin mutantlar Kolombiya-0 (Col-0) ekotipinde iiretildiginden, Col-0
calismada kontrol bitkisi olarak kullanilmistir. Biitiin tekil mutant tohumlar1 Ohio
Eyalet Universitesi Arabidopsis Biyolojik Kaynak Merkezi'nden (Arabidopsis
Biological Resource Center - ABRC) satin alinmistir. Mutantlarla ilgili detayli bilgiler

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mutantlarla ilgili genel bilgiler

Genler AGI Mutant ismi Mutant Mutasyon Tiirii Referans
numarasi numarasi
CPL1 AT4G21670 cpll-6 GK-165H09 | T-DNA ekleme Aksoy vd., 2006
EMS mutasyonu
SOS1 AT2G01980 sosl-1 CS3862 sonucu gergeve Shi vd., 2000
kaymasi
SOS3 | AT5G24270 5053-1 Cs3ges | Hizlinotronsonucu oy qgqg
delesyon mutasyonu
HKT1 AT4G10310 hkt1-1 CS6531 T-DNA ekleme Rus vd., 2001
SOS1
HKT1 sos1-1hkt1-1 CS6527 Rus vd., 2004
S0OS3
HKT1 s0s3-1hkt1-1 CS6529 Rus vd., 2004

Cifte mutant bitkilerini elde etme amaciyla ilk olarak her bir mutanttan yaklasik 50-60
tohum 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere konulmus ve laminar akis kabininin i¢inde 300 pl %
70’lik etanol ile 30 sn ¢alkalandiktan sonra 3 kez 300 pl steril saf su ile 10 sn yikanarak
yiizey sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan tohumlar, 100 ul %1°lik agar ile
karistiritlip 1 mI’lik pipet ucu yardimiyla 1/4 mukavemetli Murashige and Skoog (1/4 X
MS) besiyerine (Murashige ve Skoog, 1962) takviye olarak % 0.5 (w/v) siikroz ve %
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0.8 (w/v) agar (Sigma E) ilave edilen bazal besiyerine her bir petride yaklagik 15-20
adet olarak yerlestirilmistir. Bazal besiyerinin igerigi ve hazirlanmasiyla ilgili bilgiler
Ek-1’de verilmistir. Tohumlarin ekildigi petri kaplar1 prafilm ile sarildiktan sonra 4
°C’de 3 giin stratifiye edilmis ve uzun giin fotoperiyodunda (16 saat 151k/8 saat karanlik)
24 °C’de kontrollii bir iklim dolabinda % 60 nem ve 500 lux isik (Philips marka
floresan, 6500K tam giin 15181) altinda 15 giin ¢imlendirilmistir. Cimlenen bitkiler 2:1
oraninda torf (Klasmann Ts1) ve perlit i¢ceren 5 litrelik saksilara her bir gesitten 12 bitki
olacak sekilde aktarilmistir ve toprak doyma kapasitesine gelene kadar sulanarak ayni

kabinde ¢igeklenme periyodune kadar biiytitiilmiistiir.

3.1.2 Genetik ¢caprazlamalar

Bitkiler ¢igekleme evresine gelince cpll-6 bitkisiyle sos1-1, sos3-1, hktl-1, sosl-1hktl-
1 ve so0s3-1hkt1-1 bitkileri melezlenmistir. Bitkilerin ¢aprazlanmasi stereo mikroskop
altinda gergeklestirilmistir. Arabidopsis thaliana erkek ve disi organi ayni ¢igek
tizerinde bulunan kendine tozlanan bir bitkidir. Cigegi 4 tane ta¢ yaprak (pertal), 6 tane
erkek orgn (stamen), 1 tane disi organ (pistil) ve 4 tane ¢anak yaprak (sepal)’den
olugmaktadir. Caprazlama yapilirken anne olarak kullanilan bitki ¢igeginin erkek
organlan c¢icekten uzaklastirilmali ve segilen c¢iceginin de kendine tozlanmamis olasi
gerekmektedir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda bitki melezlemelerinin giiniin erken
saatlerinde yapilmasina 6zen gosterilmistir ve o giin yeni acilan ve kendine tozlanmayan
cigekler kullanilmistir. Caprazlama yapilirken ilk olarak stereo mikroskop altinda anne
olarak kullanilacak bitki ¢iceginin erkek organlari ince uglu cimbiz yardimiyla tag
yaprak ve canak yapraklariyla birlikte ¢icekten uzaklastirilmistir. Bu asamada anterlerin
disi organ tlizerindeki stigmaya degmemesine dikkat edilmistir. Ardindan baba olarak
kullanilacak bitkiden bir adet ¢igek alinip erkek organlari uzaklastirilan ¢igegin stigmasi
izerine degdirilerek baba bitki anterlerin anne bitki stigmasi iizerine yapigmasi
saglanmigtir. Caprazlama islemleri bitikten sonra stigmanin kurumamas igin yaklasik
1.5 cm gapinda kiigiik bir parga streg film ile kapatilmis ve anne olarak kullanilan bitki
¢esidi, baba olarak kullanilan bitki ¢esidi ve tarih belirtilerek etiketlenmistir. Bu sekilde
her giin sabah saatlerinde yaklasik iki hafta boyunca cpl1-6 bitkisiyle sosl-1, sos3-1,
hktl-1, sosl-lhktl-1 ve so0s3-1hktl-1 caprazlama yapilmistir. Caprazlama yapilan
melezlemeler Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Caprazlama bitince bitkiler tekrardan

bliylime kabinine getirilip tohum olugmas1 beklenmistir.
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Cizelge 3.2. Caprazlamada kullanilan bitki genotip sayilari

Anne bitki Baba bitki F1 genotipi Caprazlama yapilan
bitki sayisi
cpll-6 sosl-1 cpl1-6 sosl-1 10
cpll-6 50s3-1 cpl1-6 sos3-1 6
cpll-6 hktl1-1 cpl1-6 hktl-1 12
sosl-1 cpll-6 sosl-1cpll-6 11
50s3-1 cpll-6 s0s3-1cpll-6 7
hktl-1 cpll-6 hktl-1cpll-6 9

3.1.3 F1, F; ve F; generasyonlarinin PCR ile taranmasi ve dogrulanmasi

Caprazlama yapilan bitkilerin tohum taslaginda tohumlar olusup kuruduktan sonra
tohumlar 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere toplanmis ve 7 gin oda sicakliginda
kurutulmustur. Ardindan, her bir ¢aprazlamadan elde edilen 25-30 adet tohum tekli
mutant tohumlariyla paralel olarak 3.1.1°de anlatilan ydntemle yiizey sterilizasyonu
yapildiktan sonra 1/4 X MS iceren bazal besiyerine ekilmis ve 4°C’de 3 giin stratifiye
edilip, iklim dolabinda ¢imlendirilmistir. Cimlenen bitkiler 2:1 oraninda torf ve perlit
iceren 5 litrelik saksilara her bir melezden 20-25 bitki olacak sekilde aktarilmis ve
toprak doyma kapasitesine gelene kadar sulanarak iklim dolabinda biiyiitiilmiistiir. F;
bitkilerin caprazlanmasinin (heterozigotlugun) dogrulanmasi icin biitiin bitkilerden
genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Devaminda Cizelge 3.3’te gosterilen erkek
bitkideki mutasyona 6zgii primer ¢ifti kullanilarak PCR ile ¢ogaltim yapilmis ve erkek

mutasyonlarin disi iistiine elle tozlanip tozlanamadig1 dogrulanmustir.

3.1.3.1 Genomik DNA izolasyonu

Bitkiler 7-8 yaprak evresine gelince numaralandirilip her bir bitkiden yaklagik 5-8 mm

capinda yaprak ornekleri toplanarak genomik DNA izolasyonu yapilmustir.
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Cizelge 3.4. DNA izolasyon tamponu

Stok 250 ml i¢in son Derisim
1M Tris-HCI pH 7.5 50 ml 200 mM Tris-HCI pH7.5
5 M NaCl 12.5ml 250 mM NaCl
0.5M EDTA pH 8.0 12.5 ml 25 mM NaCl
% 10 SDS 12.5 ml % 0.5 SDS
saf su 162.5 ml -

DNA izolasyonu Edwards vd. (1991) tarafindan belirtilen yontemde bazi1 degisiklikler
yapilarak gerceklestirilmistir. Buna gore, iki grup eppendorf tiipii hazirlanmig ve her
grupdaki  tiipler =~ DNA  izolasyonu  yapilacak  bitkilerin = numaralariyla
numaralandirilmigtir. Birinci grupdaki tiiplere 200 pul DNA izolasyon tamponu (Cizelge
3.4), ikinci gruptaki tiiplere 200 pl izopropanol eklenmistir. DNA izolasyonu yapilacak
bitkiler de tiiplerle ayn1 sekilde numaralandirilmis ve her bir bitkiden yaklasik 5-8 mm
capinda yaprak ornekleri toplanarak ayni numaradaki DNA izolasyon tamponu igeren
tiiplere konulmustur. Daha sonra 6rnekler mavi ¢ubuklar (temiz ama otoklavlanmamis)
yardimiyla oda sicakliginda ezilmistir. Parcalanan ornekler 13,500 rpm devirde 4
9 C’de 5 dk santrifiij yapilmis ve iist faz izopropanol igeren ikinci grupdaki tiiplere
aktarilip alt iist ¢evrilerek karistirilmistir. Tiipler — 20 °C’de gece boyunca ¢oktiirme
islemi i¢in bekletilmistir. Ertesi giin tlipler 13,500 rpm devirde 4 ° C’de 5 dk santrifiij
yapilmis ve st faz atildiktan sonra pelet 500 pl % 70°lik etanol ile yikanmistir. Daha
sonra tiipler 13,500 rpm devirde 4 © C’de 5 dk santrifiij yapilmisg ve st faz atilip, 7-8
saniye spin yapilarak tlipiin yan duvarlarinda kalan etanol de uzaklastirilmistir. Tiiplerin
dibinde kalan pelet speedvac ile 25 °C’de 5-7 dk kurutulmustur. Son olarak, DNA, 30
ul otoklavlanmis saf su ile 20 pl’lik pipet ucu yardimiyla ¢6ziildiikten sonra 3-4 saniye

spin yapilmis ve PCR’da kullanmak {izere 4°C saklanmaistir.

3.1.3.2 PCR ve jel elektroforez

Genomik DNA o6rneklerinde ilgili mutasyonlarin var olup olmadiginin belirlenmesinde
polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction — PCR) teknigi kullanilmistir.
Elde edilen DNA o6rnekleri kullanilarak bitkilerin mutasyon igerip icermediklerinin test
edilmesi i¢in kullanilan PCR karisim igerigi, Cizelge 3.5’te verilmistir. Mutasyonlarin
belirlenmesinde kullanilan PCR programlar1 Cizelge 3.6’te gosterilmistir. Hazirlanan

PCR karisimlar1 her bir mutantin belirlenmesi i¢in uygun PCR programinda 35 dongii
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olacak sekilde c¢ogaltilmis ve cogaltilan PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezde

kosturularak Col-0 kontrol bitkisi ve uygun tekil mutantlara kiyasla belirlenmistir.

sosl-1 mutant1 nokta mutasyonu igermekte olup PCR sonucunda ¢ogaltilan amplikon
SOS1 gen amplikonundan 14 baz kisadir (Shi vd., 2000). Bu tez ¢alismasinda SOS1
yabanil tip ve sosl-1 mutanti icin PCR yapilirken kullanilan ileri ve geri primeler ayni
olup, bu primer ¢iftleri SOS1 yabanil tip i¢in 115 bazlik bir bolgeyi ¢ogaltirken sosl1-1
mutantinda ise 101 bazlik bir bolgeyi ¢ogaltmaktadir. Bu nedenle agaroz jelde SOS1
yabanil tip ve sos1-1 mutantini ayristirabilmek i¢in PCR iriinleri etidyum bromiir igeren
% 2.5’lik agaroz jelde, geri kalan genlerde yabanil tip ve mutanttin ayristirilabilmesi
icin % 1’lik agaroz jelde kosturulmustur. PCR amplikon uzunluguna bagl olarak jel
hazirlandiktan sonra yaklasik 30 dk jelin donmasi beklenmistir. Ardindan 0.5 X’lik tris-
borate-EDTA (TBE) igeren elektroforez tankina aktarilmis ve 6rnekler 5 ul PCR firiinii,
2 ul DNA jel yiikleme boyasi (6x) ve 5 ul otoklavlanmig saf su ile karistirilip jele
yiiklenmistir. Markir olarak Thermo Scientific’in GeneRuler 100 bg¢’lik DNA markirt
(Kat.No. SM0241) kullanilmistir. SOS1 PCR iiriinleri 3 V/cm’de 90 dk kosturulmus,
geri kalan Ornekler 5 V/cm’de en az 40 dk kosturulmustur. Ardindan UV 15181 altinda

BioRad goriintiileme sistemi araciligiyla goriintiilenmistir.

Cizelge 3.5. PCR karisim igerigi

Icerik Son konsantrasyon
10 x PCR reaksiyon tamponu 1x
20 mM dNTP karigimi Her bir NTP’den 200 uM
Ileri primer (10 uM) 250 nM
Ters primer (10 pM) 250 nM
25 mM MgSO, 1.5mM
Taq DNA polimeraz (5 U/uL) ® 0.5 U/uL
DNA"® 0.5— 1.5 pg/ul

? Biitiin PCR ¢ogaltimlarmda ThermoFisher rekombinant Taq DNA polimeraz (Kat.No.
EP0402) kullanilmustir.

° fzole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyonlart 0.5 — 1.5 pg/ul araliginda
oldugundan teker teker dl¢iilmemis ve PCR i¢in her birinden 2 pl kullanilmistir.

Toplam hacim, steril saf su ile 20 pul’ye tamamlanmuistir.
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Cizelge 3.3. Mutantlarin taranmasi i¢in kullanilan primer dizileri ve PCR amplikon
uzunluklari
Ampliko
Mutan PCR oL s s . s s n
t cesidi leri primer (5’ - 3°) Ters primer (5’ —3’) uzunlugu
(be)
T-
DNA GAGACTGCTCGACGAATTTG
PCR1 CATACTCATTGCTGATCCATG A 500-600
col1-6 (GABI
P LB3)
Yabani
| tip GCTGATACTGAAGTGGAGAG GAGACTGCTCGACGAATTTG | 639
PCR1
sosl-1 | Yabam GGCATTGCATCAGTTATTTGG GGTCTACAGA(?AGACGTACA
T 115
PCR1
i\)/l Cu}tli ot GCTGTGCTTTCAAGTTACG TTTATCTTTCCTTGCATGGC 713
s0s3-1 | Yabam
| tip ATGTGCTTTCAAGTTGTACG TTTATCTTTCCTTGCATGGC 725
PCR1
T-
5 (’j\ll':\ GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCT | TTACTTCCTCAATCCATGGG ~ 1100
! TG AG
hkee-1 | SAIL
LB1)
Yabani
I tip AGTAGACCTCTCTACACTTTCC TTACTTCCTEARTCCATEEE | 665
G
PCR1
Cizelge 3.6. Mutant taramasi i¢in kullanilan PCR programlari
PCR programlari
Program cpll-6 cpll-6 sos1-1 50s3-1 50s3-1 hkt1-1 hkt1-1
basamaklar1 T-DNA Yabanil PCRy Yabanil Mutant T-DNA Yabanil
PCR1 tip PCR1 tip PCR1 PCR1 PCR1 tip PCR1
Oncii
denatiirasyon 3 dk. 3 dk. 3 dk. 3dk. 3 dk. 3 dk. 3 dk.
(94°C)
Denatugasyon 30 sn. 30 sn. 30 sn. 30 sn. 30 sn. 30 sn. 30 sn.
(94°C)
Primer 50°C 50 °C 51°C 44°C 44°C 48 °C 48 °C
baglanma 30 sn. 30 sn. 30 sn. 30 sn. 30 sn. 30 sn. 30 sn.
Uzatma 40 sn. 40 sn. 30 sn. 30 sn. 30 sn. 70 sn. 70 sn.
(72°C)
Son uzatma
(72°C) 5 dk. 5 dk. 5 dk. 5 dk. 5 dk. 5 dk. 5 dk.

PCR, 35 dongii olarak yapilmistir.
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3.1.3.3 cpll-6s0s1-1 homozigot bitkisinin elde edilmesi

Homozigot cpll-6s0sl-1 ¢ifte mutant bitkilerini elde etme amaciyla cpl1-6 (anne) ile
sosl-1 (baba) ¢aprazlamasindan elde edilen tohumlardan 30 tanesi 3.1.1°de belirtilen
yonteme gore ekilerek 27 adet F; bitkisi yetistirilmistir. Bu bitkilerden 3.1.2.1°de
belirtilen yontemle genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan elde edilen DNA
ornekleri kullanilarak F1 bitkilerinin sosl-1 mutasyonunu igerip igermediklerini tespit
etmek icin SOS1 yabani tip ve S0Sl-1 mutantina 6zgli primerler aracilifiyla PCR
yapilmistir. Deneyde Col-0 negatif kontrol, homozigot sosl-1 tekli mutanti ise pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. PCR ile tarama sonucunda 27 adet F; bitkisinden bir
tanesinin ¢aprazlamasinin basarili oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu bitkiden tohum toplamak
icin bitki iklim dolabinda biliyiimeye devam ettirilmistir. Bitki tohum olusturup
tohumlart kuruduktan sonra tohumlar eppendorf tiiplere toplanmistir ve oda sicakliginda

7 giin kurutulmustur.

Toplanan F, tohumlar: F; tohumlariyla ayn1 yontemle ¢imlendirilip biiyiitiilmiistiir ve 7-
8 yaprak evresine gelince numaralandirilip genomik DNA izolaysonu yapilmistir.
Ardindan her bir bitki i¢in ayr1 ayr1 sosl-1 PCR1, CPL1 yabanil tip PCR1 ve cpl1-6 T-
DNA PCRu1 yapilarak bitkilerin homozigot veya heterozigotlugu tespit edilmistir. Bu
calismada 3 bagimsiz deney kurulmus olup, birinci deneyde 72 adet F, bitkisinden 4
adet ve ikinci deneyde 87 adet F; bitkisinden 4 adet homozigot cpl1-6sosl1-1 bitkisi elde
edilirken, tiglincti deneyde 92 adet F, bitkisinden hig ¢ifte mutant elde edilememistir.
Fakat bu deneylerde elde edilen homozigot F, cpll-6sosl-1 ¢ifte mutant bitkileri
yetisirken, bitkiler bodur kalmis, ¢igek agmamistir (Sekil 3.1). Bu nedenle homozigot F,
cpll-6s0sl-1 cifte mutantlarindan tohum toplanamamis ve ileriki deneylerde cpll-

6s0s1-1 homozigot bitkiler kullanilamamugtur.
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Sekil 3.1. F; cpl1-6s0s1-1 ¢ifte mutant bitkilerinin morfolojisi

3.1.3.4 cpl1-6s0s3-1 homozigot bitkisinin elde edilmesi

cpl1-6s0s3-1 homozigot bitki elde etme amaciyla cpl1-6 (anne) ile sos3-1hktl-1 (baba)
caprazlamasindan elde edilen F; tohumlardan 2 tane F; bitki yetistirilmistir ve bu
bitkilerden 3.1.2.1°de gosterildigi yontemle genomik DNA izolasyonu yapilmustir.
Ardindan elde edilen DNA 6rnekleri kullanilarak F; bitkilerinin kht1-1 mutantini igerip
icermediklerini tespit etmek ig¢in hktl-1 T-DNA PCR yapilmigtir. Deneyde Col-0
negatif kontrol, hktl-1homozigot pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. PCR ile tarama
sonucunda 2 tane F; bitkiden bir tanesinin ¢aprazlamasi basarili oldugu ortaya ¢ikmistir
ve bu bitkiden tohum toplamak i¢in iklim dolabinda biiylimeye devam ettirilmistir. Bitki
tohum olusturup tohumlar1 kuruduktan sonra tohumlar eppendorf tiiplere toplanmistir ve

oda sicakliginda 7 giin kurutulmustur.

Toplanan F, tohumlar F; tohumlariyla ayni yontemle ¢imlendirilip bilyiitiilmistiir ve 7-
8 yaprak evresine gelince numaralandirilip genomik DNA izolaysonu yapilmistir.

Ardindan her bir bitki i¢in ayr1 ayr1 CPL1 yabanil tip PCR ve cpl1-6 T-DNA PCR,
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SOS3 yabanil tip PCR ve s0s3-1 mutant PCR; HKT1 yabanil tip PCR ve hktl-1 T-DNA
PCR yapilarak bitkilerin homozigot veya heterozigtlugu ayristirilmistir.

Bu c¢alismada toplam 117 tane F, bitkiden PCR taramasi yapilmis olup, tarama
sonucunda 3 tane cpll-6s0s3-1 homozigot bitki eldilmistir. Ardindan dogrulama
amaciyla bu 3 bitkiden tekrardan DNA izole edilip CPL1 yabani tip PCR ve cpl1-6 T-
DNA PCR; SOS3 yabani tip PCR ve s0s3-1 mutant PCR; HKT1 yabam tip PCR ve
hktl-1 T-DNA PCR yapilmistir ve hepsinin cpl1l-6s0s3-1 homozigot oldugu
kanatlanmistir. Elde edilen 3 tane cpl1-6s0s3-1 homozigot bitkileri iklim dolabinda
bliylimeye devam ettirilmistir ve tohum olusup tohumlar kuruduktan sonra ayri ayri
tiiplere tohumlar toplanmistir. Tohumlar 7 giin oda sicakliginda kurutulduktan sonra her
bir tiipten 5 adet tohum ¢imlendirip biiyiitiilerek toplam 15 adet F3 bitkisi elde edilmistir
ve bu bitkilerden de DNA izole edilip PCR yapilarak F3 generasyonunda tekrardan
dogrulama yapilmis ve ilerdeki ¢alismalarda kullanmak {izere yeterince cpll-6s0s3-1

homozigot tohumu elde edilmistir.

3.1.3.5 hkt1-1cpl1-6 homozigot bitkisinin elde edilmesi

Homozigot hktl-1cpll-6 cifte mutant bitkilerini elde etme amaciyla sos1-1hkt1-1 (anne)
ile cpll-6 (baba) ¢aprazlamasindan elde edilen F; tohumlarmmdan 5 adet F; bitkisi
yetistirilmistir. Bu bitkilerden 3.1.2.1°de belirtilen yontemle genomik DNA izolasyonu
yapilmigtir. Ardindan elde edilen DNA ornekleri kullanilarak Fi bitkilerinin khtl-1
mutasyonunu igerip icermediklerini tespit etmek i¢in hktl-1 T-DNA PCR yapilmistir.
Deneyde Col-0 negatif kontrol, homozigot hktl-1 tekli mutanti pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. PCR ile tarama sonucunda 5 adet F; bitkisinden bir tanesinin
caprazlamasinin basarili oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu bitkiden tohum toplamak igin bitki
iklim dolabinda biiylimeye devam ettirilmistir. Bitki tohum olusturup tohumlan
kuruduktan sonra tohumlar eppendorf tiiplere toplanmistir ve oda sicakliginda 7 giin

kurutulmustur.
Toplanan F, tohumlari F; tohumlariyla ayn1 yontemle ¢imlendirilip biiyiitiilmiistir ve 7-

8 yaprak evresine gelince numaralandirilip genomik DNA izolasyonu yapilmistir.

Ardindan her bir bitki i¢in ayr1 ayr1 CPL1 yabanil tip PCR1 ve cpl1-6 T-DNA PCRy,
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SOS1 yabanil tip PCR1 ve sosl-1 mutant PCR1; HKT1 yabanil tip PCR1 ve hktl-1 T-
DNA PCRI1 yapilarak bitkilerin homozigot veya heterozigotlugu belirlenmistir.

Bu calismada toplam 138 adet F, bitkisinden PCR taramasi yapilmis olup, tarama
sonucunda 3 adet homozigot hktl-1cpl1l-6 gifte mutant bitki elde eldilmistir. Ardindan
dogrulama amaciyla bu 3 bitkiden tekrardan genomik DNA izole edilip CPL1 yabanil
tip PCR1 ve cpl1-6 T-DNA PCR1; SOS1 yabanil tip PCR1 ve sos1-1 mutant PCR1; HKT1
yabanil tip PCR1 ve hktl-1 T-DNA PCRi1 yapilmistir. Sonugta, bir bitkinin homozigot
hktl-1cpll-6 ¢ifte mutant oldugu kanatlanmistir. Elde edilen homozigot hktl-1cpll-6
bitkisi iklim dolabinda biiyiimeye devam ettirilmistir ve tohum olusup bitkiler
kuruduktan sonra tohumlar1 toplanmistir. Tohumlar 7 giin oda sicakliginda
kurutulduktan sonra 8 adet tohum g¢imlendirip biiyiitiilerek F3 bitkisi elde edilmistir.
Daha sonra bu bitkilerden de genomik DNA izole edilip PCR yapilarak F3
generasyonunda tekrardan dogrulama yapilmistir. Dogrulama sonucunda bu bitkilerin
hepsinin homozigot hkt1-1cpl1-6 oldugu saptanmistir. Bu sayede, ilerideki ¢aligmalarda

kullanilmak tizere yeterli homozigot hktl-1cpl1-6 ¢ifte mutant tohumu elde edilmistir.

Sonug olarak, bu asamada laboratuvar stoklarimizda mevcut olan mutant tohumlari
kullanilarak genetik caprazlama ve PCR ile tarama sonucunda ileriki calismalarda
kullanilmak tizere homozigot cpl1-6s0s3-1 ve homozigot hktl-1cpll-6 tohumlar: elde
edilmistir. Lakin, cpl1-6s0s1-1 ¢ifte mutant bitkileri bodur kalmis ve ¢icek agmamustir.
Bu nedenle F, generasyonundaki homozigot cpll-6s0sl-1 ¢ifte mutantlarindan tohum

toplanamamis ve ileriki ¢calismalarda kullanilmamasina karar verilmistir.

3.2 Bitkilerin Biiyiitiilmesi ve Stres Uygulamasi

3.2.1 Genel biiyiitme kosullar:

Bu tez galismasinda Col-0 ekotip, cpl1-6, sosl-1, sos3-1, hktl-1, sosl-1hktl-1 ve s0s3-
1hkt1-1 mutant tohumlar1 ile ¢aprazlamalar sonucunda elde edilen cpl1-6s0s3-1 ve hktl-

1cpl1-6 tohumlar1 kullanilmis olup, tohumlar paralel olarak yetistirilmis, ¢alismalarda

kullanilan tohumlarin eski olmamasina dikkat edilmistir.
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Yiizey sterilizasyonu icin tohumlar % 70 etanol ile 30 sn calkalandiktan sonra 3 kez
steril saf su ile yikanmistir. Biitiin deneylerde steril besiyeri ortaminda 90x15 mm (cap
x yiikseklik) boyutundaki steril plastik petri kaplari igerisinde biiyiitiilen bitkiler
kullanilmistir. Bitkilerin biiyiitiilmesinde 1/4 mukavemetli Murashige and Skoog (1/4 X
MS) besiyeri kullanilmig olup, besiyerine takviye olarak % 0.5 (w/v) siikroz ve % 1.5
(w/v) agar (Sigma E) ilave edilmistir (Bu besiyeri bazal besiyeridir). Stres
uygulamalarinin kolay yapilabilmesi i¢in petri kutusunun biiyiikliiglinde kesilen selofan
membranlar (Sigma, Kat.No. GESE542) otoklavda steril edildikten sonra besiyerinin
lizerine yerlestirilmistir. Uzerindeki nano boyutlu delikler sayesinde membranlar besin
gecisine olanak tanimakta ve bitki stres uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadirlar
(Koiwa vd., 2006; Kang vd., 2008; Aksoy vd., 2013). Bu membranin {izerine tohumlar
yerlestirilip petriler 4 °C’de 3 giin stratifiye edildikten sonra uzun giin fotoperiyodunda
(16 saat 151k/8 saat karanlik) 24 °C’de kontrollii bir iklim dolabinda, % 60 nem ve 500

lux altinda 4 giin biiyiitiilmiistiir.

Hidroponik deneyi ig¢in %4 x MS ortaminda 15 giin ¢imlendirilen bitkiler 1/4
mukavemetli Hoagland besin ¢ozeltisinde 2 hafta biiytitiilmiistiir.

3.2.1.1 Hoagland cozeltisinin hazirlanmasi

Cozeltinin hazirlanmasi igin makroelementler Cizelge 3.7°de verilen miktara gore her
birinden 250 ml hazirlanmis, mikroelementler Cizelge 3.8’de verildigi miktara gore
tartildiktan sonra hepsi birlikte coziilerek 100 ml minér karisimi hazirlanmistir.
Hoagland besin ¢ozeltisini hazirlamak igin gerekli stok makro- ve mikro-besin element

¢ozeltileri 4 °C’de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.7. 1/4 x Hoagland besin ¢6zeltisi igerigi (Hoagland ve Arnon, 1950)

Elementler | Molekiiler Stok g/ 250 Son ml stok /
Agirhk | konsantrasyonu | ml stok | konsantrasyon | son hacim
0L
KNO; 101.10 2M 50.55 2.5 mM 18.75
FeNa- 367.00 20 mM 1.83 2.5 uM 18.75
EDTA
KH,PO, 136.09 1M 34.02 2.0 mM 15.00
MgSO, 120.47 2M 123.23 |1.0mM 7.50
CaCl,.2H,0 | 147.02 2M 73.51 1.0 mM 7.50
NH;NO3 080.04 2M 40.2 1.0 mM 7.50
mindr - - - - 7.50

Cizelge 3.8. Hoagland besin ¢6zeltisinin hazirlanmasinda kullanilan minor icerigi

Elementler Molekiiler Stok Son g/ 100 ml
Agirhk konsantrasyonu | konsantrasyon stok
H3BO3 61.83 70 mM 17.5 uM 0.43
MnCl, 179.91 14 Mm 3.50 uM 0.28
CuSO4 249.69 0.5 mM 0.125 uM 0.0125
ZnSQOy 287.54 1.0 mM 0.250 uM 0.0288
Na,M00,4.2H,0 | 241.95 0.2 mM 0.050 uM 0.004839

3.2.1.2 Hidroponik sistem

Col-0, cpl1-6, sos1-1, s0s3-1, hktl-1, sos1l-1hkt1l-1 ve sos3-1hktl-1 mutant tohumlari ile
caprazlamalar sonucunda elde edilen cpll-6s0s3-1 ve hktl-1cpll-6 tohumlar1 yiizey
sterilizasyonu tamamlanip 15 giin siiresince iklim dolabinda ¢imlendirdikten sonra Sekil
3.9’de gosterildigi gibi Onceki c¢aligmalardan ilham alinarak tasarlanan hidroponik
sistemine aktarilip bitkilerin biiylimesi ve stres uygulanmasi bu hidroponik sistemde
gerceklestirilmistir (Smeets vd., 2008; Conn vd., 2013; Zeng vd., 2018). Hidroponik
sistem i¢in uzunlugu 40 cm, genisligi 28 cm, yiiksekligi 10 cm (hacmi 11.2 litre) olan
10 adet dikdortgen seffaf plastik kutu (1); alt cap1 30 cm, iist gap1 40 cm, yiiksekligi 30
cm (hacmi 29.045 litre) olan 2 adet kesik koni seklindeki kova (2); 2 adet WP-2880 tipli
akvaryum pompasi (3); yaklasik 20 m uzunluktaki su borusu (4); uzunlugu 39 cm,
genisligi 27.5 cm olan 10 adet izolasyon kopiigii (5); yaklasik 1500 adet uzunlugu ve
genisligi 1 cm, yiiksekligi 5 cm olacak sekilde kesilen siinger pargalart (6) kullanilmistir
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Hidroponik sistem sematigi

Hidroponik sistemin kurulmasi i¢in seffaf dikdortgen kutular dig kisminda siyah akrilik
boya ile boyanip ardindan matkap yardimiyla iki yandan 3 cm c¢apinda delikler
acildiktan sonra 10 cm uzunlugundaki plastik boru ile 5 adet kutu bir grup olacak
sekilde birbirine baglanmis ve bu iki grup kutu toplu olarak iklim dolabina
yerlestirilmistir. Her bir grup kutu i¢in 1. ve 5. kutunun bas ve sonundaki delige 1 m ve
4 m uzunluktaki borular silikon yardimiyla sabitlestirilip birinci kutuya bagl olan
burunun ucuna akvaryum pompasi yerlestirilmistir. Kutularin sol tarafina 2 adet kova
yerlestirilmis ve 3.2.1.1°de belirtilen yonteme gore 160 litre, pH’s1 5.7 olan Hoagland
¢oOzeltisi hazirlanip tiim kutu ve kovalar hoaglan ¢ozeltisi ile doldurulmustur. Her bir
grup ic¢in ucuna birinci kutudan gelen boru takilan akvaryum pompasi ve besinci
kutudan gelen borunun ucu Hoagland ¢6zeltisi doldurulan kovanin igine yerlestirilmis
ve pompa calistirilip Hoagland ¢6zeltisinin stok ile kutular arasinda devirdaim olmasi

saglanmistir. Bu sirada besin soliisyonuna dogal oksijen girisi saglanmistir.

Bitkilerin Hoagland ¢ozeltisi iistiinde ylizebilmesini saglamak i¢in 10 adet uzunlugu 39
cm (kutunun uzunlugundan lcm kisa), genisligi 27.5 cm (kutu genisliginden 0.5 c¢cm
kisa) olan 1zolasyon koépiigii kullanilmis olup, her birinin {izerine 1.5 cm ¢apida 40 adet
delik acilmistir. Ardindan 15 giin iklim dolabinda c¢imlendirilen bitkiler cimbizla
alinmig ve bitkilerin kokleri 2 adet uzunlugu ve genisligi 1 cm, yiiksekligi 5 cm olacak
sekilde kesilip Hoagland ¢6zeltisi ile 1slatilan siinger arasina konulduktan sonra cimbiz

ile koptkli siingerdeki delikler icine yerlestirilmistir. Bitkilerin aktarilmasi bitince
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izolasyon kopiikleri vakit kaybetmeden Hoagland iceren kutulara yerlestirilmis ve
bitkilerin kurumasini dnlemek i¢in lizerleri stre¢ film ile kapatilmistir. Boylece her bir
kutuya 40 adet bitki aktarilmis olup her bir ¢esitten bir uygulamada 40 bitki olarak
toplam 400 bitki aktarilmistir. Bitkiler aktarildiktan sonra 3 giin stre¢ film ile kapali
kalmis, 3. Qiniin sonunda stre¢ film ftizerinde ufak delikler agilarak bitkilerin
aklimatasyonu saglanmis ve 2 haftaya kadar lizeri kapali kalmistir. Bu g¢alismada
bitkilerin tutunmasi i¢in kullanilan siinger beyaz oldugu igin 151k gecirebilmekte ve
bundan dolayr siingerin etrafinda yosun biiyiimeye basladigi goézlemlenmistir. Bu
durumu engellemek i¢in siyah bezle siinger kapatilmistir (Sekil 3.3; Sekil 3.4). Deney
stiresince Hoagland besin ¢ozeltisinin miktarinin ayni kalmasini saglamak icin deneyi
baslatmadan 6nce stoktaki Hoagland besin ¢ozeltisinin seviyesi markor kalem ile kova
lizerine igaretlenmis ve Hoagland ¢ozelti seviyesinin diistiigii halde yeniden hazirlanip

iistiine ilave edilmistir.

Sekil 3.3. Hidroponik sistemin genel goriiniimii
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Sekil 3.4. Hidroponik sisteminde bitkilerin buyiime agsamalari. (A) Yeni hidroponik
sistemine aktarilan bitkiler, 0. giin. (B) Hidroponik isteminde normal kosullarda bir
hafta biiyiitiilen bitkiler. (C) Hidroponik isteminde normal kosullarda iki hafta
biiyiitiilen bitkilerin kok goriintiisii. (D) Hidroponik isteminde normal kosullarda 3 hafta
biiyiitiilen bitkilerin goriintiisii.

3.2.2 Stres uygulamasi

In vitro tuz stresi uygulamalarinda deneye bagl olarak farkli sodyum kloriir (NaCl)
dozlar1 uygulanmistir. Cimlenme deneyi i¢in tohumlar 0, 100, 120, 150 ve 200 mM
NaCl igeren besiyerlerine ekilmis ve 5, 7 ve 10. giinlerinde ¢imlenen tohum sayisi
alimmustir (Quesada vd., 2000). Kok uzunlugu deneylerinde 0, 10, 25, 30, 50, 75, 90 ve
100 mM NaCl igeren besiyerleri kullanilmis ve bitkilerin tuz ortamina aktarilmalarini
takiben 5 giin boyunca her giin kok uzunluklar1 markoér kalem ile isaretlenmistir (Shi
vd., 2000; Qiu vd., 2002). Petri deneyinde tiim islemler laminar flowun i¢inde yapilmis

ve bitkilerin ¢cimlenme ve biiyiitiilmesi kontrollii iklim dolabinda gerceklestirilmistir.
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Hidroponik deneyde bitkiler Hoagland besin ¢ozeltisinde 2 hafta biiyiitiildiikten sonra
stres uygulanmasi baslatilmistir. Buna gore iki grup olarak kurulan hidroponik
sistemdeki birinci grup bitkiler kontrol olarak normal Hoagland soliisyonunda
biiyiimeye devam ettirilmistir. Ikinci gruptaki bitkilere tuz stresi uygulamak iizere her
bir kutu ve stoktaki Hoagland miktari1 tekrardan hesaplanmis ve 4 litre 1.5 M NaCl
hazirlanip Hoaglandin miktarina gore lstiine ilave edilerek her bir kutu ve stoktaki
NaCl konsantrasyonunun 50 mM olmasi saglanmistir. Bitkilere 1 hafta stres

uygulanmustir.

3.3 Fizyolojik Olgiimler

Col-0, cpl1-6, sos1-1, sos3-1, hktl-1, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1 ve cpl1-6s0s3-1, hktl-
1cpll-6 mutantlarinin tuz stresi altinda gostermis olduklart fizyolojik tepkileri
degerlendirmek ve stresin yol acgtig1 degisiklikleri belirlemek igin stres uygulamasi
sirasinda ve stres uygulanmasi sonucunda stres uygulanan ve kontrol bitkilerinden

asagidaki fizyolojik Slglimler alinmistir.

3.3.1 Kok uzunluklari

Tohumlar yilizey sterilizasyonu yapildiktan sonra stres uygulamalarinin kolay
yapilabilmesi i¢in petri kutusunun biiyiikliigiinde kesilen selofan membranlar (Sigma,
Kat.No. Z377600) otoklavda steril edilmis ve besiyerinin {iizerine yerlestirilmistir
(Koiwa vd., 2006). Devaminda tohumlar memran iizerine yerlestirilip 4 °C’de 3 giin
stratifiye edildikten sonra iklim dolabinda dikey olarak yerlestirilip 4 giin
cimlendirilmistir. Ardindan ¢imlenen bitkicikler cimbiz yardimiyla selofan memranla
birlikte almip 0, 10, 25, 30, 50, 75, 90 ve 100 mM NacCl igeren %4 x MS ortamina
aktarilmig ve 5 giin daha biiyiitiilmistiir. Deney her bir gesit igin her petride 6-7 adet
bitki olacak sekilde 5 biyolojik tekrar olarak yapilmstir.

cpll-6sosl-1 ¢ifte mutantinin tuz stresine olan etkisini anlayabilmek igin cpl1-6 ile
sosl-1 melezlenmesinden elde edilen F, tohumlarina yiizey sterilizasyonu yapildiktan
sonra selofan memran {iizerine yerlestirilip 4 °C’de 3 giin stratifiye edilmistir. Ardindan
iklim dolabinda dikey olarak yerlestirilip 4 glin ¢imlendirilmistir. Cimlenen bitkicikler
cimbiz yardimiyla selofan memranla birlikte alinip O ve 10 mM NaCl igeren % X MS
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ortamina aktarilmig ve 5 giin daha biiyiitiilmiistiir. Deney her bir ¢esit i¢in her petride 10
adet bitki olacak sekilde 8 biyolojik tekrar olarak yapilmistir. Bitkilerin homozigot ve
heterozigotlugunu anlamak i¢in de tiim bitkilerden tek tek DNA izolaysonu ve PCR

yapilmis ve deney sonucunda genotiplerin kok uzunluklar1 analiz edilmistir.

Stres uygulamasinin baglangicindan itibaren 5 giin boyunca hergiin bitkilerin kok
uzunluklar1 markor kalem ile isaretlenmistir. Besinci giiniin sonunda bitkiler
fotograflanmis ve Aksoy vd. (2013)’da anlatildigi gibi kok uzunluklart Imagel
(Abramoft vd., 2004) yazilim1 kullanilarak analiz edilmistir.

3.3.2 Kok ve govde yas ve kuru agirhiklar:

Olgiimler hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda bulunan tiim
bitkilerden stres uygulamasinin akabinde (7. giiniin sonunda) yapilmistir. Kok ve govde
yas ve kuru agirliklarint almak i¢in bitki 6rnekleri toplanmis ve kok ile govdeleri
ayrilarak Aksoy vd. (2013)’da anlatildig1 gibi yas agirlhigr tartilmistir. Daha sonra
ornekler 65 °C firinda 24 saat kurutulus ve kuru agirliklar: tartilmistir. Bu deneyde her
bir uygulamaya ait 6 farkli bitkinin kdk ve gdvdelerin yas ve kuru agirliklar: alinmis ve

ortalama deger hesaplanmistir.

3.3.3 SPAD degeri (yaprak klorofil indeksi)

Yaprak klorofil indeksi hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda
bulunan tiim bitkilerden stres uygulamasinin akabinde (7. gilinlin sonunda) yapilmistir.
Olgiimler bitkilerin gelisimini tamamlamis en iistteki 4. yapraktan Minolta SPAD 502
Klorofilmetreyle her bir yapraktan 3 defa 6l¢iim alinip cihaz yardimiyla ortalama degeri
hesaplanmistir. Deney her bir uygulamaya ait 6 biyolojik tekrar olarak yapilmis ve

ortalama degerleri hesaplanmuistir.

3.3.4 Yaprak sicakhigi (°C)

Yaprak sicakligi hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda bulunan
tiim bitkilerden stres uygulamasinin akabinde (7. giiniin sonunda) yapilmstir. Olgiimler

bitkilerin gelisimini tamamlamis en istteki 4. yapraktan kizilotesi termometre (IRT,
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MASTECH BM380 Lazer Sicaklik Olgiim Cihazi) yardimiyla her bir yapraktan 3 defa
Ol¢tim alinip ortalama deger hesaplanmistir. Deney her bir uygulamaya ait 6 biyolojik

tekrar olarak yapilmis ve ortalama degerleri hesaplanmaistir.

3.3.5 Kok ve yaprak taze ve kuru agirhgi ile oransal su icerigi

Olgiimler hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda bulunan tiim
bitkilerden stres uygulamasinin akabinde (7. gliniin sonunda) yapilmistir. Kok ve yaprak
taze ve kuru agirligi ile oransal su igerigi analizi i¢in bitki drnekleri toplanmis ve kok ile
gelisimini tamamlamis en {stteki 4. yapraklar ayrilip hemen hassas terazide tartilarak
taze agirliklar1 kaydedilmistir. Daha sonra taze kok ve yapraklar saf su icerisinde gece
boyu bekletilmis ve turgor haldeki agirligi dlciilerek kaydedilmistir. Ardindan turgor
haldeki kok ve yaprak oOrnekleri 65 °C firinda 24 saat kurutulus ve kuru agirligi
tartilarak kaydedilmistir. Oransal su igerigi, elde edilen degerlerin asagidaki esitlige
yerlestirilmesiyle hesaplanmistir. Deneyde her bir uygulamaya ait 3 farkli bitkinin kok
ve yapraklarinin taze ve kuru agirligi ile oransal su igerigi analizi yapilmis ve ortalama

deger hesaplanmastir.

Oransal Su Igerigi = [ (Taze Agirhik-Kuru Agirlik) / (Turgor Agirhk-Kuru Agirlik) ] *
100

3.4 Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda

bulunan tiim bitkilerden stres uygulamasinin akabinde (7. giiniin sonunda) yapilmistir.

3.4.1 Klorofil miktar tayini

Klorofil miktar tayini ¢aligmalari klorofilin foto-transformasyonunu engellemek igin los
151k altinda yapilmistir. Calismada gelisimini tamamlamis en {istteki 4. yapraklar
kullanilmistir. Yaklasik 50 mg yaprak ornekleri tartilmis ve 1 ml soguk % 75 (v/v)’lik
soguk aseton igerisinde TissueLyser (Qiagen) araciligiyla her saniyede 30 frekansta 50
saniye c¢alkalanarak dokularin pargalanmasi saglanmistir. Akabinde ornekler 2 ml’lik

eppendorf tiipler icerisinde 4°C’de gece boyu bekletilmistir. Daha sonra ornekler
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4°C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra 750 pl st faz alinip klorofil a,
klorofil b ve toplam karotenoid miktarlarin belirlenebilmesi i¢in UV-Viz
spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800) araciligiyla 470 nm, 646.8 nm ve 663.2 nm
dalgaboylarindaki absorbans degerleri alinip not edilmistir. Olgiimler UV-Viz
spektrofotometrede bitki Ornegi koyulmamis % 75 (v/v)’lik aseton kullanilarak
stfirlandiktan sonra alinmistir. Lichtenthaler (1987) tarafindan verilen asagidaki
hesaplamalar kullanilarak toplam klorofil ve karotenoid miktarlar1 hesaplanmistir.
Sonuglar mg/g yas agirlik cinsinden verilmistir. Deney her bir uygulamaya ait 6

biyolojik tekrar olarak yapilmistir.

Klorofil a = 10.3 X Agsz.2 — 0.918 X Agsss (Mg ml™)
Klorofil b = 19.7 X Agse.s — 3.87 X Agez2 (mg ml™)
Toplam klorofil = Klorofil a + Klorofil b (mg mI™)
Karotenoid = 5.02 x As7o (mg mI™)

3.4.2 Malondialdehit (MDA) tayini

Analiz, kontrol ve stres kosullarinda bulunan tiim bitkilerde stres uygulamasinin
akabinde lipid peroksidasyonunda son iiriin olan MDA miktarini belirlemede kullanilan
2-Thiobarbiturik asit (TBA) testiyle gerceklestirilmistir. Heath ve Packer (1968)
yontemine gore yapilan analizde, sivi azot i¢inde parcalanip — 80 °C’de depolanan kok
ornekleri (100 mg) 1 ml (w/v) % 0,1°lik trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu ile vorteks
yapilarak karigtirllmis ve ornekler 10.000 g’ de 10 dk. santrifiij edilmistir. Elde edilen
iist fazdan 500 pl alinmis ve iizerine % 0,5 (w/v) TBA iceren % 20’lik (w/v) TCA
cozeltisinden 500 pl eklendikten sonra alt {ist cevirilip karnstirilmistir. Karigim 90
°C’deki su banyosunda 20 dk. inkiibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak i¢in tiipler
buz icerisinde 2 dk. bekletilmistir. Ornekler oda sicakligina gelince 10.000 g’de 5 dk.
santrifiij edilmis ve 750 ul iist faz alinip absorbansi 532 nm ve 600 nm’de okunmustur.
MDA miktar;, 155 mM™cm™ katsayr degeri kullamlarak hesaplanmustir. Absorbans
Olctimiinde, % 0,5 TBA igeren % 20’lik TCA ¢ozeltisi kor olarak kullanilmistir. Deney
her bir uygulamaya ait 4 biyolojik tekrar olarak yapilmistir.
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3.4.2 Element seviyelerinin tayini

Analiz, kontrol ve stres kosullarinda bulunan tiim bitkilerde stres uygulamasinin
akabinde yapilmistir. Bitkilerin kok ve yapraklar1 ayrilarak kuru agirliklar tartilmis ve
Aksoy vd. (2013)’de belirtilen yontem takip edilerek kok ve yapraklarinda biriken Na®
miktarlar1 Endiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) yardimiyla
belirlenmistir. Buna gore, alinan 6rneklerin kok ve govdeleri ayrildiktan sonra 65 °C’de
24 saat kurutulmustur (Aksoy vd., 2013). Kurutulan 6rnekler her bir 6l¢iim i¢in 50-70
mg olacak sekilde tartilmig ve kuru agirliklar1 kaydedildikten sonra aside dayanikli
borosilikat test tliplerinin ic¢erisine konulmustur. Test tliplerinin icerisindeki 6rnekler 4
mL % 98.8 nitrik asit (HNOj3) (tekrar damitilmig) ve 1 mL hidroklorik asit (HCI)
icerisinde gece boyunca oda sicakliginda cekerocakta bekletilmis, sonraki giin kiil
firininda 100 °C’de 1 saat, 150 °C’de 1 saat, 180 °C’de 1,5 saat ve son olarak da 210
°C’de 2 saat inkiibe edilmistir (Vasconcelos vd., 2006). Inkiibasyon sonrast ornekler
cikartilmis ve oda sicakligina geldikten sonra her birinden 2 pl almip % 2’lik 10 ml
HNO; ile seyreltilmistir. HNO3z’in % 2 olarak seyreltilmesi ultra saf su (18.2 Q)
kullanarak yapilmistir. Seyreltme islemleri yapildiktan sonra ICP-MS aletinde (Perkin
Elmer DRC Il model ICP-MS) hizmet alimi olarak ODTU Merkez Laboratuvari’nda
Na" seviyeleri tayin edilmistir. Dahili standart olarak indiyum, kalibrasyon igin ise
uygun standartlar kullanic1 kilavuzuna uygun sekilde kullamilmistir. Elde edilen veriler
kuru agirliktaki milyonda bir birim olacak metal seviyesine cevrilerek hesaplanmistir

(ppm/kuru agirlik). Deney her bir uygulamaya ait 3 biyolojik tekrar olarak yapilmistir.

3.5 Bitkilerin Kok Dokularindan Toplam RNA lIzolasyonu ve Gen Ifade Seviye

Tayinleri

3.5.1 Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu hidroponik ortamda yetisen kontrol ve stres kosullarinda
bulunan tiim bitkilerden stres uygulamasinin akabinde bitkilerin kdk dokularindan
yapilmigtir. Stresin sonlandirildigi giin bitki kokleri toplanarak hemen sivi azot i¢inde
dondurulmus ve — 80 °C’de saklanmistir. Toplam RNA izolasyonu Trizol soliisyonu
(Invitrogen) kullanilarak ireticinin protokoliinde kiigclik degisiklikler yapilarak

gergeklestirilmistir (Rio vd., 2010). Kisaca, doku pargalayici kullanilarak sivi azot
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yardimiyla toz haline getirilen 50 mg bitki kdk 6rnegine 1 ml Trizol eklenip hemen
vortekslenerek drneklerin Trizol icinde ¢oziilmesi saglanmistir. Ornekler 15.000 rpm’de
4 °C’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra 900-950 ul iist faz yeni bir ependorf tiipe
aktarilarak 200 pl kloroform eklenmistir ve 15 saniye alt iist gevirilip karistirilmastir.
Daha sonra, 6rnekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra 15.000 rpm’de 4
°C’de 20 dakika santrifiij gerceklestirilmistir. Olusan iki fazdan iistte olanindan 300 pl
alinip yeni bir tiipe aktarilmis ve 300 ul soguk izopropanol eklendikten sonra birkag
defa alt iist ¢evirilip karigtirilmistir. 10 dakika — 20 °C’de bekletilen karisim daha sonra
15.000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Olusan pelete 1 ml % 75’1lik
soguk etanol eklenmis ve vorteks ile karigtirilip peletin yikanmasi saglanmistir. Tiip oda
sicakliginda 3 dakika bekletildikten sonra 15.000 rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Ust faz atilmis ve 15 saniye spin yapilarak tiipiin yan duvarlarinda kalan
etanol de ¢oktiiriiliip atilmigtir. Son olarak, RNA 6rnekleri speedvac ile 3 dk kurutulmus
ve kurutulan pelet tizerine 40 ul DEPC igeren steril saf su eklenip 65 °C’de 15 dakika
inkiibasyonda bekletilerek peletin ¢oziilmesi saglanmistir. Coziilen pelet 3-4 saniye spin

yapilmis ve - 20 °C’de saklanmistir.

Toplam RNA konsantrasyonu mikrospektrofotometre (nanodrop) ile 6l¢iilmiis, kalite ve
saglamligiin belirlenebilmesi i¢in 400 ng toplam RNA 6rnekleri 0,5x tris borat EDTA
(TBE) tamponu ile hazirlanan % 1°lik agaroz jel ile goriintiilenmistir. Jel goriintiileme

sirasinda Thermo Scientific’in 100 bp’lik DNA markir1 kullanilmagtir.

3.5.2 Toplam RNA orneklerine DNaz I uygulanmasi

Elde edilen toplan RNA oOrneklerinin igerisindeki genomik DNA kontaminasyonunun
giderilmesi i¢cin DNaz I uygulamas: ireticinin protokoliine gore gerceklestirilmistir
(Thermo Scientific, Kat.No. EN0521). Kisaca, steril 1.5 ml’lik eppendorf tiipiin
icerisinde 20 ng’a eslenik hacimde RNA 6rnegi, 20 ul MgCl, igeren 10 x reaksiyon
tamponu ve 20 ul RNaz-ari DNaz I eklenerek, steril saf su ile karigim 200 pl’ye
tamamlanmustir. Tiipler 37 °C’de 30 dk. inkiibe edildikten sonra buz iizerinde oda
sicakligina gelene kadar 2-3 dk. bekletilmis ve iizerlerine 50 mM EDTA’dan 20 pl ilave
edilip reaksiyonun durdurulmasi icin tiipler 65 °C’de 10 dk. inkiibe edilmistir. Daha
sonra RNA konsantrasyonu mikrospektrofotometre (nanodrop) ile ol¢iilmiis, kalite ve

saglamliginin belirlenebilmesi i¢in 400 ng toplam RNA &rnekleri 0,5x tris borat EDTA
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(TBE) tamponu ile hazirlanan % 1’°lik agaroz jel ile goriintiilenmistir. Jel goriintiileme

sirasinda Thermo Scientific’in 100 bp’lik DNA markir1 kullanilmistir.
3.5.3 Birinci zincir cDNA sentezi

Genomik DNA’nin RNA oOrneklerinden uzaklastirilmasindan sonra 2 pg toplam RNA,
SuperScript® VILO™ cDNA sentez kiti (Invitrogen) kullanilarak birinci zincir
cDNA’ya ¢evrilmistir. Kisaca, 4 ul 5X VILO™ reaksiyon karigimi, 2 pl 10X
SuperScript™ enzim karisimi ve RNA 0Ornegi steril bir PCR tiipii icerisinde
karistirilarak toplam hacim DEPC uygulanmis su ile 20 pl’ye tamamlanmistir. Daha
sonra karisim PCR makinesine yazilan bir programda 25 °C’de 10 dk., 42 °C 60 dk ve
son olarak da 85 °C’de 5 dk. inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA iirtinleri — 20 °C’de

saklanmistir.,
3.5.4 Ger¢ek zamanh kantitatif PCR ile gen ifadesinin tayini

500 ng/pl olacak sekilde seyreltilmis cDNA 6rneginin 1 pl’si 0.8 uM gene 6zgii ileri ve
geri primerler kullanilarak toplam 20 pl hacim igerisinde SYBR Green PCR kiti
(Roche) ile Rotorgene PCR makinesinde (Qiagene) g¢ogaltilmistir. Amplifikasyon
sonrasi1 erime egrisi degerlendirmesi yapilmis ve sadece tek bir amplikonun ¢ogaltildig:
veriler degerlendirmeye almmistir. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi sirasinda
olusabilecek farkliliklart anlamlandirabilmek amaciyla, her bir 6rnekten 3 ayr1 toplam
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirilmis, secilen hedef genlerin
amplifikasyonu ise her bir kantitatif PCR asamasinda 3 kez gergeklestirilmistir. Bu
sekilde her bir ornek icin 9 veri elde edilmis ve ortalamasi alinarak hesaplamalar

tamamlanmaistir.

RT-qPCR c¢alismalarinda referans gen olarak AKTIN2 (ACTIN2 - ACT2 -
AT4G05320) kullanilmistir (Czechowski vd., 2005). Ilgili primerler Cizelge 3.9°de
gosterilmistir. Gen ifadelerinin analizinde Muller vd. (2002) ve Pfaffl (2001) tarafindan
gelistirilen ve o PCR caligmasina ait amplifikasyon verimini de dikkate alan yaklasim
kullanilmistir. Buna gore, gen ifade seviyelerinin analizi igin 2 * ' formiilii

kullanilmistir.
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Cizelge 3.9. RT-qPCR calismalarinda kullanilan genler ve primer sekanslari

AGI

Gen ismi

ileri primer (5’ — 3°)

Ters primer (5’ - 3°)

AT2G0198
0

SALT OVERLY
SENSITIVEL
(SOS1)

CACTTCTGGGAAATGGTTGCA

TGCCTTCAGCAATGACAACAC

AT5G2427
0

SALT OVERLY
SENSITIVE3
(SOS3)

TCCTTAGGTGTCTTCCATCCAA

CGCTACTACCATCTCTTTCAATT
CTT

AT4G1031
0

HIGH-AFFINITY
K+
TRANSPORTER1
(HKT1)

GACCTCTCTACACTTTCCCCAGC

TCGTCTTTTGTTCCGTCAACGGC

AT5G2715
0

NA+/H+
EXCHANGER1
(NHX1)

TGGGTGATTATCTTGCTATTGGT

TGGTTTAGGTGAGTGAGATCAA
A

AT5G5231
0

RESPONSIVE
TO
DESICCATION2
9A (RD29A)

TATCTTGATGGTCAACGGAAGG

TCCTCCAGTTTCTTCTTTGGTG

AT5G5230
0

RESPONSIVE
TO
DESICCATION2
9B (RD29B)

TCACAGTTGACACGTCCTTATG

ATGCTCTTCTTCTTCTGGATGG

AT2G4254
0

COLD-
REGULATED15
A (COR15A)

CAGCGGAGCCAAGCAGAGCAG

CGTTGAGGTCATCGAGGATGTT
G

ATA4G2608
0

ABA
INSENSITIVEL
(ABI1)

CCATAAACCGGATAGAGAAGATG
AAG

TCAGGAATGATGGATGGTTTCA
AG

AT4G2167
0

C-TERMINAL
DOMAIN
PHOSPHATASE-
LIKEL (CPL1)

CCTGATGTCAGCCATTATTTGGT

GAAATTGCCTCCTTCAGTCTTCT
C

AT5G0541
0

DEHYDRATION-
RESPONSIVE
ELEMENT
BINDING
PROTEIN2A
(DREB2A)

CAGTGTTGCCAACGGTTCAT

GCGGATCAAAACCACTTTGT

AT3G1102
0

DEHYDRATION-
RESPONSIVE
ELEMENT
BINDING
PROTEIN2B
(DREB2B)

GGTGGTTTAACGGTGGCTGA

CCCTTTCGCAGGAACTTTGC

AT1G4524
9

ABA-
RESPONSIVE
ELEMENT
BINDING
PROTEIN1
(AREB1)

GAGTTACAACGAAAGCAGGCAA

GAAGATTCCTCATCTCCGTCTC

3.6 istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen veriler Statistix 8.1 (Analytical Software, USA) yazilimi

kullanilarak tek yonlii varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve devaminda ¢oklu

karsilagtirma (post-hoc) olarak da LSD (en 6nemsiz fark) yontemi kullanilarak % 5

seviyesinde analiz edilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR

Bu ¢alisma, model glikofit bitki Arabidopsis thaliana’da cpl1-6 mutanti ile tuz tolerans
mekanizmasindan sorumlu olan s0sl-1, s0s3-1, hktl-1 mutantlarinin genetik olarak
birbirleriyle olan etkilesimlerinin incelenmesi ve dolayli yoldan biitiin mutantlarin tuz
stresine kars1 vermis olduklar fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tepkilerin analiz
edilerek, genlerin fonksiyonlarinin ve tuz toleransindaki onemlerinin anlasilmasi igin
yapilmistir. Bu sayede, bitkilerin tuza tolerans mekanizmasiin ve bu mekanizmadaki
genler ile RNA metabolizma regiilatorii CPL1 arasindaki genetik etkilesimin

aydinlatilmasi saglanmaistir.

4.1 Cifte Mutantlarin Elde Edilmesi

Glikofit Arabidopsis thaliana bitkisinde cpll-6 mutant1 ile tuz tolerans
mekanizmasindan sorumlu olan s0sl-1, s0s3-1, hktl-1 mutantlarimin genetik olarak
birbirleriyle olan etkilesimlerini inceleyebilmek igin sosl-1, sos3-1, hktl-1 tekli
mutantlarinin cpl1-6 mutant1 ile melezleme yapilarak ¢ifte mutant bitkileri elde edilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle, sosl-1, sos3-1, hktl-1, sosl-1hkt1-1, sos3-1hkt1l-1 ve cpll-
6 mutantlar1 bitki biiylime kabininde biiyiitiiliip ¢igeklenme evresine geldikten sonra
melezleme yapilmis ve bunlardan F; tohumlar toplanarak F; bitkiler biyiitiiliip erkek
mutasyona 6zgii primer ¢ifti kullanilarak PCR ile ¢ogaltim yapilip erkek mutasyonlarin
disi Ustline elle tagmip tasinmadigr dogrulanmistir. Dogrulanan F; bitkileri biiyiitiiliip
tohumlar1 toplandiktan sonra tekrardan ekilerek F bitkiler elde edilmis ve F, bitkilerden
PCR ile tarama yapilarak homozigot ¢ifte mutant bitkileri elde edilmistir. Ardindan F,
bitkilerden tohum toplanip F3 generasyona gegilmis ve F3 generasyonunda tekrardan
PCR yapilip homozigot cifte mutant bitkilerin dogrulanmasiyla birlikte ilerdeki

caligmalarda kullanmak iizere yeterince homozigot tohumu elde edilmistir.
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4.1.1 Homozigot cpl1-6s0sl-1 ¢ifte mutantinin gelistirilmesi

4.1.1.1 F; generasyonunda PCR ile melez bitkilerin se¢imi

Homozigot cpl1-6sosl-1 ¢ifte mutant genotipini elde etmek amaciyla cpl1-6 (anne) ile
sosl-1 (baba) melezlemesinden elde edilen tohumlardan 28 adet F; bitki yetistirilmistir
ve bu bitkilerden DNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan S0sl-1 mutantina 6zgiin
primerler araciligiyla PCR yapilmis ve jelde yiiriitiiliip goriintiileyerek 28 adet F;
bitkiden bir bitkinin (17 numara) melezlemesinin basarili oldugu bulunmustur (Sekil
4.1). SOS1-1 yabanil tip PCR’1t ve so0sl-1 mutant PCR’inda ayni primer c¢iftleri
kullanilmis olup, bu primer giftleri yabanil tip PCR’da 115 baz gifti (bg) olan bolgeyi
cogaltirken, mutant PCR’da ise 101 bg¢ olan bdlgeyi ¢ogaltmaktadir. PCR taramasi
sonucunda melezlemesi basari dolan 17 numarali F; bitkisinden F, tohumlari toplanip

uygun kosullarda kurutulduktan sonra F, generasyona gegilmistir.

SEm
M & 60‘?’12 3 45 6 7 8 9101112 13 14 15 16 17

L= ]

e, T ——
M 18 19 20 21 22 23 2425 26 2728

|~

- -

e e e e e e e— e — —

Sekil 4.1. 28 adet F; bitkisinden elde edilen genomik DNAlarin yapilan sos1-1 PCR
sonuglart. Col-0; yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, mutant PCR’inda ise negatif
kontrol olarak kullanilmistir. s0s1-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, mutant

PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markéri
(ThermoScientific).
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4.1.1.2 Homozigot F, cpll-6so0s1-1 bitkilerinin belirlenmesi

F1 generasyonundan toplanan heterozigot tohumlar besiyeri ortaminda ¢imlendirildikten
sonra topraga aktarilmis ve 12 adet F, bitkisi yetistirilmistir. Ardindan sosl-1 mutanti,
CPL1-6 yabanil tip ve cpl1-6 mutantina 6zgii primerler araciligryla PCRIar yapilmis ve
elde edilen drlinler jelde yiiriitilip gorintilenerek bitkilerin homozigot veya
heterozigot olup olmadigi tespit edilmistir. sosl-1 PCRi sonunda 6 adet sosl-1
heterozigot, 1 adet sosl-1 homozigot bitkisi bulunmustur (Sekil 4.2). Buna gore, PCR
sonucunda 29, 30, 32, 33, 34, 39 numarali bitkilerin sosl-1 heterozigot; 40 numarali
bitkinin sos1-1 homozigot; ve 31, 35, 36, 37 ve 38 numarali bitkilerin ise SOS1 yabanil
tip homozigot oldugu belirlenmistir. cpll-6 PCR sonuglarinda ise 5 adet cpll-6
heterozigot bitkisi bulunmustur. Buna gére, PCR sonucunda 29, 30, 34, 39, 40 mumrali
bitkilerin cpl1-6 heterozigot oldugu belirlenmistir. Fakat, cpl1-6s0s1-1 ¢ifte homozigot
bitkisi elde edilememistir (Sekil 4.3).

N
\Y/| (5}'Q o‘>
9 293031 32 333435 36 37 38 39 40

Sekil 4.2. 12 adet F; bitkisinden elde edilen genomik DNAlardan yapilan sos1-1 PCR
sonuglari. Col-0; yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, mutant PCR’inda ise negatif
kontrol olarak kullanilmistir. s0s1-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, mutant

PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markori
(ThermoScientific).
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Sekil 4.3. 12 adet F; bitkisinden elde edilen genomik DNAlardan yapilan cpl1-6 PCR
sonuglar1. Col-0; yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, T-DNA ekleme PCR’inda ise
negatif kontrol olarak kullanilmistir. cpl1-6; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA
ekleme PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA
Markorii (ThermoScientific).

CPL1 4. kromozom (AT4G21670), SOS1 ise 2. kromozom (AT2G01980) tizerinde yer
almaktadir. Melezleme yapilan mutantlarin lokuslar1  farkli  kromozomlarda
bulundugundan F; popiilasyonunda taranan bitkilerden homozigot ¢ifte mutantlarin elde
edilmesinde normal Mendel genetigine uygun bir dagilim olmas: beklenmektedir.
Dolayisiyla ¢ifte mutantlarda her iki lokusun da homozigot olma olasiligr % 6.25°dir.
Bu nedenle ilk taramada kullanilan bitki sayisinin yetersizliginden homozigot bitkisi
elde edilemedigi diisiinerek bitki sayisi gogaltilarak deney tekrarrlanmistir. Bu deneyde,
74 adet F; bitkisi yetistirilmis ve PCR sonucunda 4 adet (581, 584, 587, 594 numaral1 )
cpl1-6s0s1-1 homozigot bitkisi elde edilmistir (Sekil 4.4; Sekil 4.5). Ancak, elde edilen
homozigot F, cpll-6sosl-1 cifte mutant bitkileri normal toprakta yetisirken, bitkiler
bodur kalmig ve ¢igek agmamustir. Dolayisiyla da homozigot F, cpll-6sosl-1 g¢ifte
mutant bitkilerinden tohum elde edilememistir. Ilging bir sekilde tekil mutantlara
kiyasla ¢ifte mutant yapraklarinda daha fazla antosiyanin biriki gozlenmistir. Bu da
bitkilerin normal biiylitme kosullarinda dahi g¢evresel stres hissettikleri anlamina

gelmektedir.
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Sekil 4.4. 74 adet F; bitkisinden elde edilen genomik DNAlardan yapilan sosl1-1 PCR
sonuglari. Col-0; yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, mutant PCR’1nda ise negatif
kontrol olarak kullanilmigtir. S0s1-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, mutant

PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markorii

(ThermoScientific). PCR sonucunda 551, 561, 566, 579, 581, 583, 584, 587, 594, 599,

612,613, 615, 618, 619 numarali bitkinin sos1-1 homozigot oldugu belirlenmistir.
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ﬂ

cpl/1-6 TDNA PCR

Sekil 4.5. s0s1-1 PCR’inda homozigot oldugu belirlenen 15 adet F; bitkisinden elde
edilen genomik DNAlardan yapilan cpl1-6 PCR sonuglari. Col-0; yabanil tip PCR’da
pozitif kontrol, T-DNA ekleme PCR’1nda ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. cpll-
6; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme PCR’inda ise pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markérii (ThermoScientific). sos1-1
ve cpl1-6 PCR sonucunda 581, 584, 587, 594 numaral1 bitkilerin cpl1-6so0s1-1
homozigot oldugu belirlenmistir.

4.1.1.3 Homozigot cpl1-6sosl-1 bitkisinin morfolojik yapisi

Deney sonucunda F;, taramasindan elde edilen cpl1-6/cpl1-6 SOS1/sos1-1 heterozigot ve
CPL1/cpll-6 sosl-1/s0s1-1 heterozigot bitkilerin Col-0, sosl-1, cpll-6 ve homozigot
cpl1-6s0s1-1 genotipleriyle kiyaslanmasi i¢in yan yana saksilarda normal kosullarda
yetistirilmistir (Sekil 4.6). Sasirtic1 bir sekilde, sos1-1 mutasyonunun homozigot olmasi
bitkileri olumsuz yonde etkilemekte ve CPL1 ile SOS1’in genetik etkilesimi bitki
gelisimini olumsuz etkilemektedir. Col-O ile homozigot cpll-6s0s1-1 mutantinin
gelisimsel karsilastirmas1 Sekil 4.7°de, ¢icek morfolojisi Sekil 4.8’de gosterilmistir.
Buna gore, homozigot cpll1-6sosl-1 mutanti gelisememekte ve ¢igek agamadigindan
dolay1 tohum verememektedir. Bu durum cpll ile sosl’in normal kosullar altinda bile
birbiriyle genetik etkilesime girerek bitkinin gelismesi ve ¢icek agmasini olumsuz

yonden etkiledigini gostermektedir.
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Sekil 4.7. Homozigot cpl1-6s0s1-1 mutantinin Col-0 ile morfolojik karsilastirilmasi
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i cpl1-6sos1-1

Sekil 4.8. Col-0 ile Homozigot cpl1-6s0s1-1 mutantinin ¢igek morfolojisinin
karsilastirilmasi

4.1.1.4 Homozigot cpl1-6sosl-1 bitki morfolojik yapisinin dogrulanmasi

Homozigot cpll-6sosl-1 bitkisinde meydana gelen morfolojik degisikliklerin
dogrulanmasi i¢in 179 adet F» tohumu bir kez daha yetistirilip PCR ile taranmigtir.
Deney sonunca 4 adet homozigot cpll-6sosl-1 bitkisi, 16 adet CPL1/cpll-6 sosl-
1/sos1-1 bitkisi, 19 adet cpl1l-61/cpl1-6 SOS1/sosl-1 bitkisi elde edilmistir. Deney
sonucunda, bu bitkiler de bir 6nceki deneyle ayni tepkiyi gostermis, homozigot cpll-
6s0s1-1 bitkileri ayn1 sekilde bodur kalmis ve ¢igek agmamaistir. Bitkilerin taranmasinda
yapilan PCR sonuglar1 Sekil 4.9; Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Ornek olarak 92 adet F, bitkisinden elde edilen genomik DNAlardan yapilan
s0s1-1 PCR sonuglari. Col-0; yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, mutant PCR’inda ise
negatif kontrol olarak kullanilmistir. sos1-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, mutant
PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markorii
(ThermoScientific).

PCR taramas bittikten sonra deney sonuglarina gore bitkiler homozigot ve heterozigot
guruplara boliinmiis ve muantlarin elde edilme yiizdeleri hesaplanmistir (Cizelge 4.1).
Hesaplama sonucunda cpl1-6sos1-1 homozigot bitkisi hari¢ geri kalan 8 genotipin
ytizdesinin beklenen yiizdelere yakin oldugu belirlenmistir. Bu da cpl1-1 (4. kromozom
tizerinde yer almakta) ve sosl-1 (2. kromozom iizerinde yer almakta) mutant bitkilerinin
melezlenmesi  sonucunda, melezleme yapilan mutantlarin  lokuslar1  farkh
kromozomlarda bulundugundan F;, popiilasyonunda taranan bitkilerden homozigot ve
heterozigot mutantlarin elde edilmesinde normal Mendel genetigine uygun bir dagilim

oldugu gostermektedir.
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Sekil 4.10. Ornek olarak 92 adet F; bitkisinden elde edilen genomik DNAlardan yapilan
cpl1-6 yabanil tip PCR sonuglart. Col-0 pozitif kontrol,cpl1-6 negatif kontrol olarak
kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markérii (ThermoScientific).
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Sekil 4.11. Ornek olarak 92 adet F; bitkisinden elde edilen genomik DNAlardan yapilan
cpl1-6 T-DNA ekleme PCR sonuglari. Col-0 negatif kontrol, cpl1-6 pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markérii (ThermoScientific).
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F, popiilasyonunda tarama sonucunda elde edilen cpl1l-6s0s1-1 homozigot bitkisinin
yiizdesinin beklenen orandan daha diisiik olamasinin nedeni de CPL1 ile SOS1’in
etkilesiminin sadece bitki biiyiime ve ¢i¢cekleme siirecinde degil, tohum ¢imlenmesini de
negatif yonden etkiledigi olarak tahmin edilmektedir. Bundan dolay1, cpll-6s0sl-1

homozigot tohumlarin viabilitesinin diisiik oldugu tahmin edilmektedir.

Cizelge 4.1. PCR sonunda elde edilen bitki ¢esitleri ve sayist

Bitki genotipi Bitki Mendel genetigine uygun dagilim Muantlarin elde edilme
sayisl yiizdesi (%) yiizdeleri (%)

Col-0 17 6.25 9.50

cpll-6sos1-1 4 6.25 2.23

cpl1-6/cpll-6 16 6.25 8.94

sos1-1/s0s1-1 21 6.25 11.73

CPLI1/cpl1-6 16 12.50 8.94

SOS1/s0s1-1

cpl1-6/cpll-6 19 12.50 10.61

SOS1/s0s1-1

CPLI/cpl1-6 20 12.50 11.17

SOS1/s0s1-1 22 12.50 12.29

CPLI1/cpl1-6 44 25.00 24.58

SOS1/s0s1-1

Toplam bitki sayist 179 - -

4.1.1.5 Homozigot cpl1-6so0s1-1 bitkisinin tuz stresine olan tepkisi

Bu deney, cpll-6s0sl-1 homozigot bitkisinden tohum alinamadigindan dolayi tuzun
cpll-6sosl-1 homozigot bitkisine olan etkisini anlayabilmek amaciyla yapilmistir.
Deneyde toplam 103 adet sosl-1 ve cpll-6 (anne) X sosl-1 (baba) F, bitkisi
yetistirilmis olup bitkiler 10 mM NaCl i¢eren besiyerine aktardiktan 4 giin sonra iki adet
bitkinin stres ortaminda hi¢ biliylimedigi ve yapraklarinda 6lmeye yakin sararmalar
olustugu gozlenmistir (Sekil 4.12). Bu tepki sonucunda bu bitkilerden DNA izolasyonu
ve PCR yapildiktan sonra bu iki bitkinin cpl1-6s0s1-1 homozigot oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.13; Sekil 4.14).
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Sekil 4.12. cpl1-6s0s1-1 mutantinin 4 giin10 mM NaCl uygulamasi sonucundaki
morfolojik goriintiisii. Kirmizi kutu ile isaretlenen bitkiler homozigot cpl1-6s0s1-1
mutantidir.

CPL1PCR cpl1-6 TDNA PCR

Sekil 4.13. 10 mM NaCl altinda gelisemeyen 2 adet F, bitkisinden elde edilen genomik
DNAlardan yapilan cpl1-6 PCR sonuglari. Col-0; yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, T-
DNA ekleme PCR’inda ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. cpl1-6; yabanil tip
PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markérii (ThermoScientific). Bu iki bitkinin
cpl1-6 homozigot oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.14. 10 mM NaCl altinda gelisemeyen 2 adet F, bitkisinden elde edilen genomik
DNAlardan yapilan sos1-1 PCR sonuglari. Col-0; yabanil tip PCR’da pozitif kontrol,
mutant PCR’1nda ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. sos1-1; yabanil tip PCR’da

negatif kontrol, mutant PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. M: GeneRuler
100 bp DNA Markérii (ThermoScientific). Bu iki bitkinin cpl1-6s0s1-1 homozigot
oldugu belirlenmistir.
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Geri kalan bitkiler biiyiimeye devam etmis ve 7 giin biiyiitiiliip kok uzunluklart i¢in
fotograflari alindiktan sonra DNA izolasyonu ve PCR yapilip bitkilerin heterozigot veya
homozigotlugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). Buna gore, yetistirilen popiilasyonda
normal Mendel genetigine uygun bir dagilim oldugu goriilmiistiir. Deney sonucunda her
bir bitkinin kok uzunluklari alinmig ve her bir genotip grubundaki bitkilerin kok
uzunluklart Statistix 8.1 programi kullanilarak varyans analizine tabi tutularak, elde
edilen ortalama degerler arasindaki farkliliklar LSD analizi araciligiyla % 5 6nem
seviyesinde karsilagtirililmistir. Sonugta homozigot cpl1-6sos1-1 bitkisin 10 mM NaCl
uygulamasinda kok uzunlugunun diger genotiplere gore onemli farklilik gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.15). Bu da homozigot cpll-6sosl-1 bitkisin tuza asir1 hassas

oldugunu gostermistir.

Bu deneyde toplam 6 adet homozigot cpll-6so0sl-1 bitkisi elde edilmis; lakin, ikisinde
stres uygulamasindan 4 giin sonra Olim gozlenmisken geri kalan 4 tanesi
yasayabilmistir. Bunun nedeninin F, generasyonunda ¢ifte mutant tohumlarinin
yasayamamasi, yasasa dahi gelisimini tamamlayamamasi, tohum gelistirememesi veya

gelisen tohumlarin viabilitesinin diisiik olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

10 mM NaCl uygulanmasi sonucunda sos1-1 ve cpl1-6 (anne) X sosl-1 (baba)’den elde
edilen bitkilerin F, generasyonunda ac¢ilim géstermesi sonucunda elde edilen gesitli
homozigot ve heterozigot bitkilerin kok uzunluklariyla Sekil 4.15’de gosterelen F,
bitkilerinin boy uzunluklar1 arasinda benzer tepki belirlenmistir. Bu da cpl1l-6 mutant
bitkisine sosl-1 mutanti eklendigi zaman genlerin birbirleri ile etkilesiminin bitkinin

gelisimi ve fizyolojisi lizerinde 6nemli etkisinin oldugunu gostermektedir.

cpl-6s0s1-1 cifte mutant elde atme amaciyla toplam 368 adet cpl1l-6 (anne) X sosl-1
(baba) F, bitkisi PCR ile taranmis ve sonugta 14 adet homozigot cpl-6sosl-1 ¢ifte
mutant bitkisi elde edilmis, fakat bitkiler bodur kalmis, tohum vermemistir. Bundan

dolayi ileriki hidroponik deneylerde homozigot cpl1-6so0sl-1 bitkiler kullanilamamustir.
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Cizelge 4.2. cpl1-6 (anne) X sosl-1 (baba) F; bitkisinden yapilan PCR sonunda elde
edilen bitki genotipleri ve sayilar

Bitki ¢esidi Bitki Mendel genetigine uygun dagilim Muantlarin elde edilme
sayisi yiizdesi (%) yiizdeleri (%)
Col-0 5 6.25 4.85
cpll-6so0sl-1 6 6.25 5.83
cpl1-6/cpl1-6 6 6.25 5.83
s0s1-1/s0s1-1 7 6.25 6.80
CPLI1/cpl1-6 18 12.50 17.48
sosl/sosl-1
cpl1-6/cpl1-6 9 12.50 8.74
SOS1/s0s1-1
CPLI1/cpl1-6 8 12.50 7.77
SOS1/s0s1-1 14 12.50 13.59
CPLI1/cpl1-6 30 25.00 29.13
SOS1/s0s1-1
Toplam bitki sayisi 103 - -
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Sekil 4.15. cpl1-6 (anne) X sosl-1 (baba) F; bitkilerin 10 mM NaCl uygulamasi
sonucundaki kok uzunluklari. Harfler gruplar arasi istatistiksel farki belirtmektedir (p <
0.05).
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4.1.2 Homozigot cpl1-6s0s3-1 ¢ifte mutantinin gelistirilmesi

4.1.2.1 F; generasyonunda PCR ile melez bitkilerin se¢cimi

Homozigot cpl1-6s0s3-1 ¢ifte mutantini elde etmek amaciyla cpll-6 (anne) ile sos3-
1hktl-1 (baba) melezlemesinden elde edilen tohumlardan 17 adet F; bitkisi
yetistirilmistir ve bu bitkilerden DNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan hktl-1
mutantina 6zgiin primerler araciligiyla PCR yapilmis ve jelde yiiriitiiliip goriintiilenerek
17 adet F; bitkisinden 2 bitkinin (1, 14 numara) melezlemesinin basarili oldugu
bulunmustur (Sekil 4.16). PCR taramasi sonucunda melezlemesi basarili olan 1 ve 14
numarali F; bitkilerinden tohum toplanip uygun kosullarda kurutulduktan sonra F,

generasyona gegilmistir.

O S
Q1 23 4 56 789 101112 131415 16 17
N

Sekil 4.16. 17 adet F; bitkisinden elde edilen genomik DNAlardan yapilan hkt1-1 T-
DNA PCR sonuglari. Col-0; negatif kontrol olarak kullanilmistir. hkt1-1; pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markérii (ThermoScientific).

4.1.2.2 Homozigot F; cpl1-6s0s3-1 bitkilerinin belirlenmesi

cpl1-6 (anne) ile sos3-1hktl-1 (baba) melezlemesinden elde edilen F, tohumlarindan
118 adet F; bitkisi yetistirilmistir. Deneyde homozigot cpl1-6s0s3-1 bitkisini elde etmek
amaglandigi i¢in ilk olarak hktl-1 T-DNA ekleme mutantina 6zgii primerler araciligiyla
hktl-1 T-DNA PCR’1 yapilmis ve elde edilen iirtinler jelde yiiriitiiliip goriintiilenmistir
(Sekil 4.17). Deney sonucunda hktl-1 T-DNA mutasyonunu i¢eren 97 adet bitki ortadan
kaldirilmastir.
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Sekil 4.17. cpl1-6 (anne) ile sos3-1hktl-1 (baba) melezlemesinden alinan 118 adet F,
bitkisinden elde edilen genomik DNAlardan yapilan hktl-1 T-DNA PCR sonuglari. Col-
0 negatif kontrol olarak, hktl-1 pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100
bp DNA Markorii (ThermoScientific). 742, 745, 749,750,751,754, 757,758,762,
768,771,773,781,782,792,794,799,801,817,821,823 numaral bitkiler hkt1-1 T-DNA
negatif olarak belirlenmistir.

Geri kalan 21 adet bitkiden cpl1-6 yabanil tip PCR, T-DNA PCR ile s0s3-1 yabanil tip
PCR, mutant PCR yapilarak 3 adet homozigot cpll-6s0s3-1 bitkisi (749, 750, 799
numarali) elde edilmistir (Sekil 4.18). PCR taramalarinda elde edilen 3 adet homozigot
cpl1-6s0s3-1 bitkisinden tekrardan DNA izolasyonu yapilmis ve tekrardan PCR yapilip
jelde goriintiilerek homozigotluklart dogrulanmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. hktl-1 T-DNA PCR’inda negatif olarak belirlenen F; bitkilerinden elde
edilen genomik DNAlardan yapilan cpl1-6 ve sos3-1 PCR sonuglari. Col-0; yabanil tip
PCR’da pozitif kontrol, cpl1-6 T-DNA ekleme PCR ve s0s3-1 mutant PCR’inda ise
negatif kontrol olarak kullanilmistir. cpl1-6; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA
ekleme PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. S0s3-1; yabanil tip PCR’da
negatif kontrol, mutant PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler
100 bp DNA Markérii (ThermoScientific). 749, 750, 799 numarali 3 adet bitkinin cpl1-
6s0s3-1 homozigot oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.19. Homozigot F, cpl1-6s0s3-1 ¢ifte mutantinin molekiiler dogrulanmasi. M:
GeneRuler 100 bp DNA Markorii (ThermoScientific). 749, 750, 799 numarali bitkilerin
cpl1-6s0s3-1 homozigot oldugu dogrulanmustir.

4.1.2.3 Fzgenerasyonunda homozigot cpl1-6s0s3-1 bitkisinin dogrulanmasi

F, generasyonunda homozigot cpl1-6s0s3-1 oldugu belirlenen 3 adet bitkiden tohum
toplanmis ve her bir bitkiden elde edilen tohumlardan beser adet tohum ekilerek toplam
15 adet F; bitkisi yetistirilmistir. Bitkiler 10 yaprak evresine gelince DNA izole
edildikten sonra cpl1-6 PCR1 (Sekil 4.20), sos3-1 PCR1 (Sekil 4.21) ve hktl-1 PCRi
(Sekil 4.22) yapilmistir. PCR sonucunda bu 3 bitkinin homozigot cpl1-6s0s3-1 oldugu

dogrulanmis ve sonraki yapilacak ¢aligmalar igin yeterince tohum elde edilmistir.
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cpl1-6 TDNA PCR

Sekil 4.20. F, generasyonunda homozigot cpl1-6s0s3-1 oldugu belirlenen bitkilerin F3
generasyonunda dogrulanmasi i¢in yapilan cpl1-6 PCR sonuglari. Col-0; yabanil tip
PCR’da pozitif kontrol, cpl1-6 T-DNA ekleme PCR’inda ise negatif kontrol olarak

kullanilmistir. cpl1-6; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme PCR’inda ise
pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markorii
(ThermoScientific). 15 adet F3 bitkisinin tamaminin homozigot cpl1-6 oldugu
belirlenmistir.
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sos3-1 mutant PCR

Sekil 4.21. F, generasyonunda homozigot cpl1-6s0s3-1 oldugu belirlenen bitkilerin F3
generasyonunda dogrulanmasi i¢in yapilan s0s3-1 PCR sonuglari. Col-0; yabanil tip
PCR’da pozitif kontrol, S0s3-1 mutant PCR’1nda ise negatif kontrol olarak
kullanilmistir. S0s3-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, mutant PCR’inda ise pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markorii (ThermoScientific).
15 adet F3 bitkinin tamaminin s0s3-1 homozigot oldugu belirlenmistir.
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928 929 930 931 932 933 934 935 936 937 938 939 940 941 942
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Sekil 4.22. F, generasyonunda homozigot cpl1-6s0s3-1 oldugu belirlenen bitkilerin F3
generasyonunda dogrulanmasi i¢in yapilan hktl-1 PCR sonuglari. Col-0; yabanil tip
PCR’da pozitif kontrol, hktl-1 T-DNA ekleme PCR’inda ise negatif kontrol olarak

kullanilmistir. hktl-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme PCR’inda ise
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markorii
(ThermoScientific). 15 adet F3 bitkinin tamaminin hktl-1 homozigot oldugu
belirlenmistir.

4.1.3 Homozigot hktl-1cpl1-6 ¢ifte mutantinin gelistirilmesi

4.1.3.1 F; generasyonunda PCR ile melez bitkilerin se¢cimi

Homozigot hktl-1cpll-6 gifte mutantin1 elde etmek amaciyla sosl-1hktl-1 (anne) ile
cpl1-6 (baba) melezlemesinden elde edilen tohumlardan 5 adet F; bitkisi yetistirilmistir
ve bu bitkilerden DNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan cpll-6 mutantina 6zgi
primerler araciligtyla PCR yapilmis ve elde edilen driinler jelde yiiriitiiliip
goriintiilenerek 5 adet F; bitkisinden bir bitkinin (108 numara) melezlemesinin basarili
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.23). PCR taramasi sonucunda melezlemesi basarili olan
108 numarali F; bitkisinden tohum toplanip uygun kosullarda kurutulduktan sonra F,

generasyona gecilmistir.
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Sekil 4.23. 5 adet F; bitkisinden elde edilen genomik DNAIlardan yapilan cpl1-6 PCR

sonuglart. Col-0; yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, cpl1-6 T-DNA ekleme PCR’inda

ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. cpl1-6; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-

DNA ekleme PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp

DNA Markorii (ThermoScientific). 5 adet F; bitkisinden sadece 108 numarali bitkinin
melezlenmesinin basarili oldugu belirlenmistir.

4.1.3.2 Homozigot F, hkt1-1cpl1-6 bitkilerinin belirlenmesi

sosl-1hktl-1 (anne) ile cpll-6 (baba) melezlemesinden elde edilen F; tohumlardan 138
adet F; bitkisi yetistirilmistir. Ardindan tiim bitkiler i¢in cpl1-6 yabanil tip PCR, cpl1-6
T-DNA PCR (Sekil 4.24), hktl-1 yabanil tip PCR, hktl-1 T-DNA PCR (Sekil 4.25) ve
sosl-1 PCR (Sekil 4.26) yapilarak 3 adet bitkinin homozigot hktl-1cpl1-6 ¢ifte mutant
oldugu (452, 510, 545 numarali1) belirlenmistir.
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Sekil 4.24. Ornek olarak sos1-1hkt1-1 (anne) ile cpl1-6 (baba) melezlemesinden elde
edilen F, bitkilerinden izole edilen DNA’dan yapilan cpl1-6 PCR sonuglar1. Col-0;
yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, cpl1-6 T-DNA ekleme PCR’inda ise negatif kontrol
olarak kullanilmstir. cpl1-6; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme
PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markorii
(ThermoScientific). 15 adet F3 bitkisinin cpl1-6 homozigot oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.25. Ornek olarak sos1-1hkt1-1 (anne) ile cpl1-6 (baba) melezlemesinden elde
edilen F bitkilerinden izole edilen DNA’dan yapilan hktl-1 PCR sonuglar1. Col-0;
yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, hktl-1 T-DNA ekleme PCR’inda ise negatif kontrol
olarak kullanilmistir. hktl-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme
PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markorii
(ThermoScientific).
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Sekil 4.26. Ornek olarak sos1-1hkt1-1 (anne) ile cpl1-6 (baba) melezlemesinden elde
edilen F; bitkilerinden izole edilen DNA’dan yapilan sos1-1 PCR sonuglari. Col-0;
yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, mutant PCR’1nda ise negatif kontrol olarak
kullanilmistir. sos1-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, mutant PCR’1inda ise pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp DNA Markérii (ThermoScientific).

PCR taramalarindan elde edilen 3 adet homozigot hktl-1cpll-6 bitkisinden tekrardan
DNA izolasyonu yapildiktan sonra bu ii¢ bitkinin yeni izole edilen DNA’ss ve daha
once kullanilan DNA’sindan tekrar PCR yapilip jelde goriintiilenerek dogrulanmasi

sonucunda bir bitkinin (545 numara) homozigot hktl-1cpll-6 ¢ifte mutant oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Homozigot F, hktl-1cpl1-6 ¢ifte mutantinin molekiiler dogrulanmasi. Col-0;
yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, cpl1-6 T-DNA ekleme PCR’1, hktl-1 T-DNA
ekleme PCR’1 ve s0s1-1 mutant PCR’inda ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. cpl1-
6; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme PCR’inda ise pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. hkt1-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme
PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. sos1-1; yabanil tip PCR’da negatif
kontrol, mutant PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp
DNA Markorii (ThermoScientific). Sayi-2: tekrardan izole edilen DNA’lardan yapilan
PCR’1 gostermektedir. 11k taramada 138 adet bitkiden secilen 3 adet homozigot olarak
bilinen bitkilerden 452 ve 510 numaral1 bitkilerin homozigot olmadig1, sadece 454
numaral1 bitkinin homozigot hktlcpl1-6 oldugu belirlenmistir.

4.1.3.3 Fzgenerasyonunda homozigot cpl1-6s0s3-1 bitkisinin dogrulanmasi

F, generasyonunda homozigot hktl-1cpll1-6 oldugu belirlenen 1 adet bitkiden tohum
toplanmig ve bu tohumlardan 8 adet F; bitkisi yetistirilmistir. Bitkiler 10 yaprak
evresine gelince DNA izole edildikten sonra cpl1-6 PCR1, hktl-1 PCR1 ve s0s3-1 PCR1
(Sekil 4.28) yapilmigtir. PCR sonucunda bu bitkilerin homozigot hktl-1cpl1-6 oldugu

dogrulanmis ve sonraki yapilacak ¢alismalar i¢in yeterinCe tohum elde edilmistir.
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Sekil 4.28. F, generasyonunda homozigot hkt1-1cpl1-6 oldugu belirlenen bitkilerin F3
generasyonunda dogrulanmasi i¢in yapilan cpl1-6, hktl-1 ve sos1-1 PCR sonuglari. Col-
0; yabanil tip PCR’da pozitif kontrol, cpl1-6 T-DNA ekleme PCR’1, hktl-1 T-DNA
ekleme PCR’1 ve s0s1-1 mutant PCR’inda ise negatif kontrol olarak kullanilmustir. cpll-
6; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme PCR’inda ise pozitif kontrol
olarak kullanilmustir. hkt1-1; yabanil tip PCR’da negatif kontrol, T-DNA ekleme
PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. sos1-1; yabanil tip PCR’da negatif
kontrol, mutant PCR’1nda ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. M: GeneRuler 100 bp
DNA Markorii (ThermoScientific). PCR taramasinda elde edilen bir adet 454 numarali
bitkinin homozigot hktlcpl1-6 oldugu belirlenmistir.

4.2 Fizyolojik Ol¢iimler

Col-0, sos1-1, hktl-1, sos3-1, cpl1-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-1cpll-6 ve cpll-
6s0s3-1 mutantlarinin tuz stresi altinda gostermis olduklar1 fizyolojik tepkileri
degerlendirmek ve stresin yol actig1r degisiklikleri belirlemek igin stres uygulanmasi
sonucunda stres ve kontrol gruplarindaki bitkilerden asagidaki fizyolojik olctimler

alinmistir.
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Col-0 50s1-1 hkt1-1 50s3-1 cplt-6  sosl-1hktl-1 sos1-3hkt1-1  hktZ-Icpll-6  cpl1-6sos3-1
Kontrol tuz Kontrol tuz Kontrol tuz Kontrol tuz  Kontrol tuz Kontrol tuz Kontrol tuz ~ Kontrol tuz  Kontrol tuz

Sekil 4.29. kontrol ve tuz stresi gurubundaki Col-0, sos1-1, hktl-1, sos3-1, cpl1-6, sosl-
1hkt1-1, sos3-1hkt1-1, hktl-1cpll1-6 ve cpll-6s0s3-1 mutantlarinin morfilojik goriintiisii.
MS besiyeri ortaminda 2 hafta boyunca ¢imlendirilen bitkiler normal hidroponik
ortamina aktarilmis, bir hafa normal ortamda biiyiitiildiikten sonra bitkilerin yarisi
kontrol olarak normal ortamda biiyiimeye devam etmis, tuz grubundakilere ise 50 mM
NaCl uygulanmistir. Bir hafta stres uygulandiktan sonra bitkiler hidroponik ortamdan
cikartilip fotograflar: alinmastir.

4.2.1 Kontrol ve stres gurubundaki bitkilerin morfilojik goriintiisii

Bitkiler Hoagland besin ¢6zeltisinde 2 hafta biiyiitiildiikten sonra stres uygulanmasi
baglatilmigtir. Buna gore iki grup olarak kurulan hidroponik sistemdeki birinci grup
bitkiler kontrol olarak normal Hoagland soliisyonunda biiyiimeye devam ettirilmistir.
Ikinci gruptaki bitkilere tuz stresi uygulamak iizere her bir kutu ve stoktaki Hoagland
miktar1 tekrardan hesaplanmis ve 4 litre 1.5 M NaCl hazirlanip Hoaglandin miktarina
gore lstiine ilave edilerek her bir kutu ve stoktaki NaCl konsantrasyonunun 50 mM
olmasi saglanmustir. Bitkilere 1 hafta stres uygulanmistir. Sekil 4.29°de Col-0 yabanil
tip ile sos1-1, hktl-1, sos3-1, cpl1-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-1cpll-6 ve cpll-
6s0s3-1 mutantlarinin  kontrol ve tuz stresi altindaki morfilojik goriintiisi
gosterilmektedir. Kontrol guruplarindaki bitkilerin morfilojik goriintiisiinde ¢ok
degisiklik gozlemlenmemektedir. Tuz gurubunda ise sosl-1, hktl-1, sos3-1 mutantlarin
yapraklarinda sararma ve solgunluk gozlemlenmis, bitki boyu kontrol guruplarina gore
cok daha kii¢iik kalmistir. Tuz stresi altinda cpl1-6 mutantinin yapraklarinda sararma
gozlenmemis ama bitki boyu ¢ok da etkilenmemis ve hatta Col-0’dan daha iyi
biiyiiyebilmistir. Bu da c¢pll-6 mutantinin tuz stresine dayanikli oldugunu
gostermektedir. Sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1 c¢ifte mutant bitkilerinin sosl-1, hktl-1,

s0s3-1 tekli mutant bitkilerine gére daha dayanikli oldugu gozlemlenmis, bu da Rus vd
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(2001)’nin  Arabidopsis’ta yaptigi g¢alismada s0s3-1lhktl-1 bitkisine 75 mM tuz
uygulamasi sonucunda morfilojik olarak Col-0 ile aymi tepkiyi vermesiyle
kanitlanabilmektedir. hkt1-1cpl1-6 ¢ifte mutant bitkisinde ise, hktl-1 tekli mutant bitkisi
tuza hassas iken cpll-6 ile melezlenip ¢ifte mutant tretildiginde hktl-1 tekli mutant
bitkilerinde goézlemlenen bitki boyunun kiigiik kalmasi hafiflemis, stres altinda tekli
mutant bitkisine gore daha iyi bliyliyebildigi gozlemlenmistir. Yine aym sekilde sos3-1
tekli mutant bitkisine cpll-6 mutanti eklendigi zaman tuz stresi altinda s0s3-1 tekli
mutantinda ortaya ¢ikan sararma ve solgunluk ortadan kalkmis, bitki boyuda artis
gozlemlenmistir. Bu da hktl-1cpl1-6 ve cpl1-6s0s3-1¢ifte mutantlarinin hktl-1, sos3-1
tekli mutantlarinda gozlemlenen hassashigin hafifledigini gostermektedir. Tuz stresi
altinda cpll-6 mutantinin hktl-1 ve so0s3-1 mutantlarindaki hassasligin hafiflemesine
neden olmasi, cpll-6 tekli mutant bitkisinin ise tuzdan ¢ok da etkilenmemesi, CPLI
proteininin tuz stresi ile iliskili genlerin gen ifade yolaginda daha yukar1 bolgesinde yer

alarak bu genlerin ifadesini negetif yonden etkiledigini ispatlamaktadir.

4.2.2 Kok uzunluklari

Tuz stresi altinda koklerin gelisimi yiiksek tuzun koklerin disindaki ozmotik etkisi
nedeniyle azalmaktadir. Bundan dolayr kok uzunluklari bitkilerin tuz stresine olan
tepkisinin anlagilmasinda dnemli bir 6l¢iim degeri olarak bilinmektedir. Bitki ¢esitlerine
gore degisim gostermekle birlikte diisiik tuz altinda bitkilerin kdk uzunluklarinda artis
meydana gelirken, yiizsek tuz stresi altinda bitki kok uzunluklarinda kisalma
gozlemlenmektedir. Bu calismada, bitki kok uzunluklari besiyeri ve hidroponikte
yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda bulunan bitkilerden stres uygulamasinin
akabinde fotograflar1 alindiktan sonra ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) yazilimi

kullanilarak analiz edilmistir.

4.2.2.1 Besiyeri ortaminda tuzun bitki kok uzunluklarina olan etkisi

Col-0 yabanul tip ile sos1-1, sos3-1, hktl-1, cpl1-6, hktl-1cpl1-6 ve cpl1-6s0s3-1 mutant
tohumlar1 MS besiyeri ortaminda 4 giin ¢imlendirildikten sonra 0, 10, 25, 30, 50, 75, 90
ve 100 mM sodyum kloriir (NaCl) igeren besiyerlerinde aktarilmis ve ilave 5 giin daha
biyiitiiliip fotograflar1 alimmistir. Sekil 4.30°da bitkilere 5 giin stres uygulanmasi
sonucunda genotiplerin kok morfilojileri, Cizelge 4.4’te bitkilerin k6k uzunluklari, Sekil
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4.31°de ise bitkilerinin kontrol bitkisine goére kok uzunluklarinin yiizde degisimi
verilmistir. Ele edilen veriler Statistix 8.1 programi araciligiyla varyans analizine tabi
tutularak, elde edilen ortalama degerler arasindaki farkliliklar LSD analizi ile % 5 6nem
seviyesinde karsilagtirllmistir. Sonug olarak sosl-1, sos3-1ve hktl-1 mutantlarinin tuza
hassas oldugu belirlenmistir. cpl1-6 mutantinin kdk uzunluklarinin tim tuz uygulama
guruplarinda Col-0 ile ayni tepkiyi verdigi, istatistiksel olarak farklilik olmadig:
belirlenmis, bu da cpll-6 mutantinin tuz stresine Col-0 kadar dayanikli oldugun
gostermektedir. hktl-1cpll-6 bitkisi 0, 10, 30, 50 ve 75 mM tuz uygulamasinda cpll1-6
bitkisi ile istatistiksel olarak farklilik gostermemistir. Bu da hktl-1 tekli mutanti tuza
hassas iken cpll-6 mutantinin eklenmesiyle dayanikli oldugu gostermektedir. cpll-
6s0s3-1 bitkisi 25 ve 30 mM tuz uygulamalarinda cpll1-6 bitkisi ile istatistiksel olarak
farklilik gostermemisken, 50 mM tuz uygulamasinda kok uzunluklari birden diisiis
gostermektedir. Bu da in vitro kosullarda cpll-6s0s3-1 bitkisinin yiiksek tuza hassas
oldugunu gostermektedir. 50 mM tuz uygulamasinda gozlemlenen kok uzunlugundaki
kisalma sos1-1, sos3-1, hktl-1 bitkileri i¢in de gegerlidir. Bundan dolay1, bir sonraki
yapilacak olan hydroponik deneyde stres guruplarmma 50 mM NaCl uygulanmasi

kararlasririlmistir.
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Col-0 sosl-1 s0s3-1 hktl-1 cpll-6  hktl-1cpll-6 cpll-6s0s3-1

0 mM

30 mM

50 mM

75 mM

90 mM

100 mM

Sekil 4.30. Col-0, sos1-1, sos3-1, hktl-1, cpl1-6, hktl-1cpl1-6 ve cpll-6s0s3-1
genotiplerinin farkli NaCl konsantrasyonu i¢ceren MS ortaminda 5 giin stres
uygulanmasi sonucundaki morfolojik goriintiisii
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Cizelge 4.3. Col-0, sos1-1, so0s3-1, hkt1-1, cpl1-6, hktl-1cpl1-6 ve cpl1l-6s0s3-1
genotiplerinin in vitro NaCl uygulamasina vermis olduklar1 kok uzunluk tepkileri

NaCl Bitki Kok uzunlugu NaCl Bitki Kok uzunlugu
konsantrasyonu - konsantrasyonu L
(MM) genotipi (cm) (mM) genotipi (cm)

Col-0 2.39+0.13%° Col-0 2.42 +0.077%®
sosl 152 +0.307° sos1 0.22 +0.02F
s0s3 2.02+0.225® 503 0.54+£0.10

0 hkt1 1.61+0.11 %P 50 hkt1 0.42+0.10°¢
cpl1-6 2.42+0.68" cpll1-6 2.33+0.11 °%°
hktl cpl1-6 | 2.45+ 0.59 ~¥ hkt1 cpl1-6 2.58+0327
cpll-6s0s3 | 1.86+0.09 P cpl1-6s0s3 0.58+0.12"
Col-0 2.23 + (.23 ABD Col-0 2.12+0.26 2
s0s1 0.98 +0.09 B s0s1 0.15+0.01
5053 239+0237 503 0.23+0.06 °

10 hktl 227+0.14 7 8 hkt1 0.17+0.07
cpll-6 1.96 +0.15 °° cpll-6 2.18 £0.09 A52
hktl cpl1-6 | 2.14 +0.24 B hkt1 cpl1-6 2270267
cpl1-6s0s3 | 2.28 £0.10 ™ cpl1-6s0s3 0.26 +0.07
Col-0 2.25+0.23 7 Col-0 224+0.21 75
sosl 0.68 +0.09 & s0s1 0.09+0.02F
5053 2.09+0.23 % 5053 0.20 £ 0.04 ™°

25 hkt1 1.64 +0.14 P 90 hkt1 0.16 +£0.03 &
cpll-6 2.01+0.15 % cpll-6 2.20+0.16 7%
hitl cpll-6 | 2.02+0.24 hEtl cpll-6 1.91+020°
cpll-6s0s3 | 2.20+0.10 %2 cpl1-6s0s3 0.16 +0.03
Col-0 2.25+0.13 ABP Col-0 1.85+0.06 &
sos1 0.39 +0.04 >® sosl 0.09 £0.02 ¢
5053 2.05+0.17 ¢ 5053 0.14 +0.06 ™°

30 hkt1 1.31+0.10 " 100 hktl 0.12+0.03 F
cpl1-6 2.26 +0.04 "5 cpl1-6 1.47+0.10%
hktl cpll-6 | 2.68£0.21 ™ hkt1 cpl1-6 1.43+0.21 7"
cpl1-650s3 | 2.06 +0.17 5 cpl1-6s0s3 0.12+0.02 F

Biiyiik harfler, ayn1 genotipte farkli uygulamalar arasindaki istatistiksel farki; kiigiik
harfler, bir uygulamadaki 7 farkli genotipin arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir.
(p <0.05).

Kok nzunlugundaki degisun oram (%)

omM omm 25mM OmM 50m 75mh 90mM 00mM

NaCl konsantrasyonu (mM)

8= Col-0 sosI-1 sos3-1 kt]-! e CPII-G et fikt]-1cpl]-6 | et Cpl1-65053-1

Sekil 4.31. Genotiplerin in vitro kosullarda NaCl uygulamasina vermis olduklart kék
uzunluk degisim oranlari
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4.2.2.2 Hidroponik ortamda tuzun bitki kok uzunluklarina olan etkisi

Col-0 yabanil tip ile sosl-1, hktl-1, sos3-1, cpll-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-
lcpll-6 ve cpll-6s0s3-1 mutant tohumlari MS besiyeri ortaminda 2 hafta
¢imlendirildikten sonra hidroponik ortamina aktarilmis ve normal ortamda bir hafta
biiyiimeye devam etmistir. Ardindan bitkiler kontrol ve stres gurubu olarak iki gruba
ayrilarak kontrol grubundaki bitkiler normal ortamda biiylimeye devam ederken stres
grubundaki bitkilere bir hafta boyunca 50 mM NaCl uygulanmistir. Deney sonunda her
bir genotipten 6 bitkinin kdk uzunluklart alinmig ve Statistix 8.1 programi araciligiyla
varyans analizine tabi tutularak elde edilen ortalama degerler arasindaki farkliliklar LSD
analizi ile % 5 onem seviyesinde karsilastirilmistir. Sekil 4.32°de kontrol ve stres
gruplarindaki bitkilerin kok uzunluklarinin ortalama degeri verilmistir. Sekil 4.33’de tuz

stresi altinda kok uzunluklarinin kontrol gurubuna gore yilizde degisimi verilmistir.

30
H kontrol M tuz
25
20

15

10

kok uzunlugu (cm)

Sekil 4.32. Genotiplerin tuz stresi altindaki kok uzunluklari. Biiyiik harfler, kontrol
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kiigiik harfler, stres grubundaki
genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.33. Kok uzunlugu ytizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).

Buna gore, normal kosullarda Col-0, cpl1-6 bitkileri; sos1-1, hktl-1, sos3-1 bitkileri ve
sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, cpl1-6s0s3-1 bitkilerin kok uzunluklar: arasinda istatistiksel
fark gozlenmemisken, tuz stresi altinda cpll-6 bitkisingin en dayanikli oldugu
belirlenmistir. Kok uzunlugunun yiizde degisiminde ise cpll-6s0s3-1 bitkisinde
istatistiksel fark gozlenmemistir, bu da cpl1-6s0s3-1 bitkisinin tuz stresine karsi

dayaniklilik gosterdigini belirtmektedir.

4.2.3 Yaprak ve kok dokulariin yas ve kuru agirhgi

Tuz stresi bitkilerde fizyolojik kurakliga neden olarak bitkileri su eksikligine
ugratmakla birlikte gelismeyi yavaglatarak bitki boyunun ve koklerin kii¢iik kalmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle, yaprak ve koklerin yas ve kuru agirliklarinin
belirlenmesi bitkinin tuzdan etkilenme derecesini anlamak i¢in onemli faktorlerden
biridir. Yaprak ve kok yas ve kuru agirligi hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve
stres kosullarinda bulunan bitkilerden stres uygulamasinin akabinde (7. giliniin sonunda),
her bir uygulamada her bir genotipten 6 bitki olmak tizere toplam 108 adet bitkinin kok
ve yapraklarindan yapilmistir. Elde edilen veriler Statistix 8.1 programi kullanilip
varyans analizine tabi tutularak, ortalama degerler arasindaki farkliliklar LSD analizi ile

% 5 onem seviyesinde karsilastirilmistir.
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4.2.3.1 Yaprak yas agirhg

Sekil 4.34°de kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin yaprak yas agirliklarinin ortalama
degerleri verilmistir. Sekil 4.35’de tuz stresi altinda, genotiplerin yaprak yas

agirliklariin kontrol grubuna gore yilizde degisimleri verilmistir.

Olgiim sonuglarma gore kontrol kosullarinda yetisen bitkilerin yaprak yas agirliginin
stres gurubuna gore daha yiiksek oldugu, bu farkliligin da istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir. Bitkilerin stres altinda gelisimlerinin yavaslamasindan kaynakli
bitkinin kii¢iik kalmasi nedeniyle tuz grubundaki yapraklarin yas agirligi kontrol
grubuna gore daha diisiik olmaktadir. Kontrol kosullarinda sosl-1, hktl-1, sos3-1 ve
cpl1l-6 bitkileri Col-0 bitkisiyle aynmi tepkiyi vermisken sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1,
hktl-1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 cifte mutantlarinin yaprak agirliginda 6nemli diizeyde
diisiis meydana gelmistir. Bu da normal satlarda birkag genin es zamanli mutasyona
ugramasinin bitkilerin normal yasam doéngiilerini tamamlamlarin1 6nemli diizeyde
etkiledigini kanitlamaktadir. Tuz stresi altinda sosl-1 bitkisinin yaprak yas agirlig1 en
diistik, cpll1-6 bitkisinin ise en yiiksek olarak bulunmustur. Bu da sosl1-1 bitkisinin tuz
stresine hassas, cpl1-6 bitkisinin ise dayanikli oldugunu gostermektedir. Ilging bir
sekilde, daha 6nceki ¢alismalarda hassas oldugu belirlenen hktl-1, sos3-1 tekli mutant
bitkileri, dayanikli oldugu bilinen s0s3-1hkt1-1 bitkisi ve bu tez ¢alismasinda incelenen
hktl-1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 cifte mutant bitkilerinin yaprak yas agirliklari Col-0
bitkisiyle iistatistiksel olarak farklilik gostermemektedir. Bu da bu bitkilere bir hafta
boyunca 50 mM tuz uygulanmasimnin yaprak yas agirhgmi yeterli diizeyde

etkilemedigini gostermektedir.
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Sekil 4.34. Genotiplerin tuz stresi altindaki yaprak yas agirliklari. Biiytik harfler,
kontrol grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kiigiik harfler, stres
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.35. Yaprak yas agirligi yiizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir (p <
0.05).
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4.2.3.2 Kok yas agirh@

Sekil 4.36’da kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin kok yas agirliklarinin ortalama
degeri verilmistir. Sekil 4.37°de tuz stresi altinda kok yas agirliklarinin kontrol grubuna
gore ylizde degisimi verilmistir. Koklerin yas agirliklar1 yaprak yas agirligina paralel
olarak tuz stresi altinda azalma gostermektedir. Fakat kok yas agirligindaki yiizde
degisim yapraktaki yiizde degisimden daha yiiksek gézlenmistir. Bu da tuz stresinin
koklere olan etkisinin yapraklara olan etkisinden daha yiiksek oldugunu géstermektedir.
Kontrol gruplarimin kok yas agirliginda iistatistiksel olarak farklilik gozlenmemistir.
Tuz guruplarinda ise sos1-1, hktl-1, sos3-1 tekli mutant bitkileri hassasken, cpl1-6 ve
sos1-1hkt1-1, sos3-1hktl-1, hktl-1cpl1-6 cifte mutant bitkilerinin kok yas agirligi Col-
0’a gore iistatistiksel olarak farklilik gostermemis, cpl1-6s0s3-1 bitkisi ise cpll-6
bitkisiyle farklilik gostermemistir. hktl-1, sos3-1 tekli mutantlara cpll-6 mutanti
eklenerek hktl-1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 c¢ifte mutant elde edildiginde, bitkilerin
dayanikliligin artmasi cpl1-6 mutantindan kaynaklanmaktadir. Bu da CPL1 proteininin

tuz stresi altindaki genleri negatif yonden etkiledigini gostermektedir.

0.25 M kontrol Mtuz

0.2

o
N
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Sekil 4.36. Genotiplerin tuz stresi altindaki kok yas agirliklari. Biiyiik harfler, kontrol
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kiigiik harfler, stres grubundaki
genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.37. Kok yas agirligi ylizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir (p <
0.05).

4.2.3.3 Yaprak kuru agirhgi
Sekil 4.38’da kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin yaprak kuru agirliklarmin

ortalama degeri verilmistir. Sekil 4.39’da tuz stresi altinda yaprak kuru agirliginin

kontrol grubuna gore yiizde degisimi verilmistir.
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Sekil 4.38. Genotiplerin tuz stresi altindaki yaprak kuru agirliklari. Biiyiik harfler,
kontrol grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kiiciik harfler, stres
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).

Yaprak kuru agirligi yas agirhigiyla ayni sekilde stres altinda azalmaktadir. Kontrol
kosullarinda sosl-1, hktl-1, sos3-1 ve cpll-6 bitkileri Col-0 bitkisiyle ayni tepkiyi
vermisken, sos1-1hktl-1, sos3-1hkt1-1, hktl-1cpl1-6 ve cpl1-6s0s3-1 ¢ifte mutantlarinin
yaprak kuru agirliginda 6nemli diizeyde diisiis meydana gelmistir. Stres guruplarinda ise
listatistiksel olarak farklilik meydana gelmemistir. Yaprak yas agirliginda sosl-1
bitkisinin yaprak yas agirlig1 en diisiik, cpl1-6 bitkisinin ise en yiiksek olmusken, kuru
agirliginda farklilik olmamasi stres altinda sos1-1 bitkisinin su tutma kapasitesinin en
diisiik, yani en hassas, cpll-6 bitkisinin su kapasitesinin en yiiksek, yani en dayanikli

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.39. Yaprak kuru agirlig: yiizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir (p <
0.05).

4.2.3.4 Kok kuru agirh@

Sekil 4.40°da kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin kok kuru agirliklarinin ortalama
degeri verilmistir. Sekil 4.41°de tuz stresi altinda kok kuru agirliginin kontrol grubuna

gore ylzde degisimi verilmistir.

Koklerin kuru agirliklart yas agirliklartyla ayni sekilde tuz stresi altinda azalma
gostermekte ve kontrol grubundaki bitkilerin kok yas agirliklar arasinda iistatistiksel
olarak bir farklilik goriilmemistir. Tuz gruplarinda sosl-1, hktl-1, sos3-1 tekli mutant
bitkileri hassasken, cpll-6 ve sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-1cpll-6, cpll-6s0s3-1
cifte mutant bitkilerinin kok kuru agirhigi Col-0’a gore iistatistiksel olarak farklilik
gostermemistir. Kok yas agirliklariyla ayni sekilde hktl-1, sos3-1 tekli mutantlara cpll-
6 mutanti eklenerek hktl-1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 c¢ifte mutant elde edilmesiyle
bitkilerin dayanikliligin artmasi cpl1-6 mutantindan kaynaklanmaktadir. Bu da, CPL1

proteininin tuz stresi altindaki genleri negatif yonden etkiledigini gostermektedir.
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Sekil 4.40. Genotiplerin tuz stresi altindaki kok kuru agirliklari. Biiyiik harfler, kontrol
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kiigiik harfler, stres grubundaki
genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.41. Kok kuru agirligi ylizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir (p <
0.05).
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4.2.4 SPAD degeri (yaprak klorofil indeksi)

Yapraktaki klorofil indeksinin belirlenmesi igin SPAD o6l¢iimii yapilmistir. SPAD
Olctimii hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda bulunan bitkilerden
stres uygulamasinin akabinde (7. giinliin sonunda) yapilmistir. Elde edilen veriler
Statistix 8.1 programi kullanilip varyans analizine tabi tutularak, ortalama degerler
arasindaki farkliliklar LSD analizi ile % 5 6nem seviyesinde karsilastirilmistir. Sekil
4.42°de kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin SPAD degerinin ortalamasi verilmistir.
Sekil 4.43’te tuz stresi altinda SPAD degerinin kontrol grubuna gore ylizde degisimi

verilmigtir.

Kontrol kosullarinda yetisen bitkilerin SPAD degerinin stres grubuna gore daha da
yiiksek oldugu, bu farkliligin da cpl1-6s0s3-1 bitkisinden baska biitiin genotiplerde
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Bu da tuz stresinin yapraktaki klorofil
indeksini negatif yonden etkiledigini kanitlamaktadir. Tuz stresi altinda cpl1-6 mutanti
ile Col-0 arasinda SPAD degerinde istatistiksel farklilik goriilmemistir. Bu da cpl1-6
mutantinin tuz stresine dayaniklilik gosterdigini bildirmektedir. Tuz stresi altinda s0s3-1,
hktl-1 mutantlar1 diisiik klorofil indeksi gosterirken, cpll-6 ile melezleme sonucunda
elde edilen cpll1-6s0s3-1 ve hktl-1cpll-6 ¢ifte mutant bitkilerinde ise yaprak klorofil
indeksi istatistiksel olarak ©nemli diizeyde artmaktadir. Ozellikle cpl1-6s0s3-1
bitkisinde kontrol ve stres grubu arasindaki SPAD degerinde istatistiksel farklilik

goriilmemistir. Bu da cpl1-6s0s3-1 bitkisinin tuza dayanikli oldugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.42. Genotiplerin tuz stresi altindaki yaprak klorofil indeksleri. Biiytik harfler,
kontrol grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kiigiik harfler, stres
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.43. Yaprak klorofil indeksinin yiizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir

(p < 0.05).
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4.2.5 Yaprak sicakhig (°C)

Tuz stresi bitkilerde fizyolojik kurakligin olugsmasina neden olmakta ve bu denenle
bitkiler su kaybimi azaltmak i¢in stomalarin1 kapatmaktadir. Stomalarin kapanmasi da
yapraklarda terlemeyi azaltarak yaprak sicakliginin artmasina sebep olmaktadir
(Dolferus, 2014; Farooq vd., 2009). Bu nedenle tuz stresi altinda yaprak sicakligin
artmas1 beklenmektedir. Bu caligmada yaprak sicakligi hidroponik ortamda yetistirilen
kontrol ve stres kosullarinda bulunan bitkilerden stres uygulamasinin akabinde (7.
giiniin sonunda) yapilmis ve Statistix 8.1 programi kullanilip varyans analizine tabi
tutularak ,elde edilen ortalama degerler arasindaki farkliliklar LSD analizi ile % 5 6nem
seviyesinde karsilastirilmistir. Sekil 4.44°te kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin
yaprak sicakliklarin ortalama degeri verilmistir. Sekil 4.45°de tuz stresi altinda yaprak

sicakliginin kontrol grubuna gore yiizde degisimi verilmistir.

Buna gore tuz stresi altinda Col-0 ile cpll-6s0s3-1, hktl-1cpl1l-6 bitkilerinin yaprak
sicakliginda istatistiksel bir farklilik goriildiigii belirlenmistir. Ote yandan, cpl1-6, s0s3-
1, hktl-1, cpll-6s0s3-1 ve hktl-1cpll-6 bitkilerinin yaprak sicakliklari arasinda ise
istatistiksel farklilik goriilmemistir. Fakat tuz stresi altinda yaprak sicakligimnin
yiikselmesi beklenirken cpl1-6s0s3-1 bitkisinde ise diistiigii belirlenmistir. Bu da cpll1-

650s3-1 mutantinin tuz stresine dayanikli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.44. Genotiplerin tuz stresi altindaki yaprak sicakliklar1 (°C). Biiyiik harfler,
kontrol grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kii¢iik harfler, stres
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.45. Yaprak sicaklig1 ylizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir (p <
0.05).

4.2.6 Yaprak ve kok oransal su icerigi

Tuz stresi bitkilerde oransal su igeriginin diismesine neden olmaktadir. Bassiouny vd.
(2005) tarafindan yapilan ¢alismada tuz stresi altinda musir bitkisinin oransal su
iceriginin azaldigi gosterilmistir. Yine bugdayda yapilan bagka bir calismada hassas
cesitlerin oransal su icerigindeki azalmanin dayanikli gesitlere gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sairam vd., 2002). Bu g¢alismada yaprak ve kok oransal su igerigi
hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda bulunan bitkilerden stres
uygulamasinin akabinde (7. giiniin sonunda) yapilmistir. Elde edilen degerler Statistix
8.1 programi kullanilip varyans analizine tabi tutularak, ortalama degerler arasindaki
farkliliklar LSD analizi ile % 5 6nem seviyesinde karsilastirilmigtir. Sirasi ile Sekil 4.46
ve Sekil 4.48’de kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin yaprak ve kok oransal su
igerigin ortalama degeri verilmistir. Siras1 ile Sekil 4.47 ve Sekil 4.49°da yaprak ve
koklerin tuz stresi altinda oransal su igeriginin kontrol grubuna gore ylizde degisimi

verilmistir.
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Sekil 4.46. Genotiplerin tuz stresi altindaki yaprak oransal su igerikleri. Biiyiik harfler,
kontrol grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kiigiik harfler, stres
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.47. Yaprak oransal su icerigi yiizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir
(p =< 0.05).
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Sekil 4.48. Genotiplerin tuz stresi altindaki kok oransal su igerikleri. Biiyiik harfler,
kontrol grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kiigiik harfler, stres
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).

Buna gore tuz stresi altinda yaprak ve kokte oransal su igeriginde azalis belirlenmistir.
Yaprakta tuz stresi altinda cpll-6, sosl-1hktl-1 ve sos3-1hktl-1 mutantlarinin oransal
su igeriginin Col-0’ya gore daha yiiksek oldugu ve bu degerin istatistiksel farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Bu da cpll1-6, sos1-1hktl-1 ve sos3-1hktl-1 mutantlarinin tuza
dayaniklilik gosterdigini kanitlamaktadir. Yine hktl-1 mutant bitkisinin yaprak oransal
su igerigi diisiikken, hktl-1cpl1-6 mutanti hktl-1 mutantina gére daha yiiksek su igerige
sahiptir. Bu da hktl-1 mutantina cpll-6 mutanti eklendigi zaman bitkinin tuza
dayaniklihigm arttirdigim1 gostermektedir. Kokiin oransal su igeriginde ise genotipler
arasinda istatistiksel farklilik goriilmemis, yani bir haftalik stres uygulamasmin 3
haftalik Arabidopsis bitkisinin kok oransal su igerigine etkisi olmamustir. Ayni
genotiplerin tuz stresi altinda yaprak oransal su igeriginin kontrol bitkilerine gore yiizde
degisiminde yaprakta hktl-1 mutantinin en yiiksek oldugu, dolayisiyla tuza hassas

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.49. Kok oransal su igerigi ylizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir (p
< 0.05).

4.3 Biyokimyasal Analizler

4.3.1 Klorofil miktar tayini

Tuz stresi altinda, bitki dokusunda Na* konsantrasyonunun yiikselmesi oksidatif stresin
artmasina neden olmakta, bu da kloroplast yapisinda bozulmaya ve buna bagli olarak
klorofil miktarinda azalmaya yol agmaktadir (EI-Tayeb, 2005). Klorofil miktar tayini
hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda bulunan bitkilerden stres
uygulamasinin akabinde (7. giiniin sonunda) yapilmistir. Elde edilen veriler Statistix 8.1
programi kullanilip varyans analizine tabi tutularak, ortalama degerler arasindaki
farkliliklar LSD analizi ile % 5 onem seviyesinde karsilagtirilmistir. Sekil 4.50’de
kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin chla+chlb degerinin ortalamasi verilmistir. Sekil
4.51°de tuz stresi altinda chlatchlb degerinin kontrol grubuna gore yiizde degisimi

verilmistir.
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Sekil 4.50. Genotiplerin tuz stresi altindaki toplam klorofil miktarlar1. Biiyiik harfler,
kontrol grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kiigiik harfler, stres
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.51. Toplam klorofil miktar1 ylizde degisimi. * istatistiksel fark1 belirtmektedir (p
< 0.05).

Tuz stresi altinda cpl1-6 mutant bitkisinin toplam klorofil miktar1 ile Col-0 bitkisinin
toplam klorofil miktari arasinda istatistiksel olarak farklilik gériilmemistir. Bu da cpl1-6
mutantinin tuza dayanikli oldugunu gostermektedir. sos1-1hkt1-1, hktl-1cpl1-6 ve cpll-
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6s0s3-1 ¢ifte mutant bitkilerinin SPAD degerinde sosl1-1, hktl-1 ve sos3-1 tekli mutant
bitkilerine kiyasla istatistiksel olarak farklilik goriilmiisken, klorofil miktarlarinda
farkhilik gortilmemistir. Bu da bir hafta stres uygulamasinin bu bitkilere yeterli

olmadigin1 gostermektedir.

4.3.2 Malondialdehit (MDA) ol¢ciimii

Hiicre membraninin zararlanmasina yol agan lipit peroksidasyonu, birka¢ reaksiyon
asamas1 sonucunda malondialdehit (MDA) iiretmekte ve MDA miktar1 membran lipit
peroksidasyonunu anlamak igin 6nemli bir 6l¢iim degeri olarak bilinmektedir. MDA
iretimi lipit peroksidasyonu sonucunda meydana gelmekte ve tuza dayanikh
genotiplerde hassas genotiplere gore daha az miktarda iiretilmektedir (Koyro, 2006).
MDA miktar 6l¢timii hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres kosullarinda
bulunan bitkilerden stres uygulamasinin akabinde (7. giiniin sonunda) yapilmistir. Elde
edilen veriler Statistix 8.1 programi kullanilip varyans analizine tabi tutularak, ortalama
degerler arasindaki farkliliklar LSD analizi ile % 5 6nem seviyesinde karsilagtirilmistir.
Sekil 4.52°de kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin MDA miktarlarinin ortalamasi
verilmistir. Sekil 4.53’te tuz stresi altinda MDA miktarinin kontrol grubuna gore yiizde

degisimi verilmistir.
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Sekil 4.52. Genotiplerin tuz stresi altindaki MDA miktarlar1. Biiyiik harfler, kontrol
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kii¢iik harfler, stres grubundaki
genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.53. MDA miktar1 ylizde degisimi. * istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).

Tuz stresi altinda tiim genotiplerde MDA miktar1 kontrol gruplarina gore daha yiiksek

olarak bulunmustur. Fakat bu arti S0s3-1 mutantinin haricindeki genotiplerde

istatistiksel olarak farklilik gostermemstir. Bu da bitkilere bir hafta boyunca 50 mM tuz

uygulanmasimin yeterli olmadigini, S0s3-1 mutantinin tuza hassas oldugunu
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gostermektedir. Kontrol grubundaki bitkilerin MDA miktarinda istatistiksel olarak
farklilik goriilmemistir. Tuz stresi altinda sosl-1, sos3-1 ve hktl-1 mutantlarinin MDA
miktar1 yiiksekken, cpll-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1
mutantlarinin MDA miktart Col-0 ile istatistiksel bir farklilik gostermemistir. Deney
sonucuna gore cpll-6 bitkisi dayaniklilik gostermekte, bu da CPL1 proteininin tuz
stresiyle iligkili genleri negatif yonden etkiledigini gostermektedir. Hassas olan s0s3-1
ve hktl-1 tekli mutant bitkileriyle, dayanikli olan cpll-6 bitkisinin melezlenmesi
sonucunda elde eden cpl1-6s0s3-1 ve hktl-1cpll-6 ¢ifte mutant bitkilerinin tuz stresine
dayanikli olmasi1 CPL1 proteininin tolerans gen ifade yolaginin istiinde ¢alisarak, tuz

stresi ile ilgili genleri negatif yonden etkiledigini gostermektedir.

4.3.3 Element seviyelerinin tayini

Elde edilen mutant bitkilerin tuz stresi altinda yaprak ve koklerinde biriken sodyum
miktarlarinin  belirlenmesi i¢in hidroponik ortamda yetistirilen kontrol ve stres
kosullarinda bulunan bitkilerden stres uygulamasinin akabinde (7. giinlin sonunda)
yaprak ve kok ornekleri kurutulup, kuru 6rnekler asit karisimi ile parcalanmig ve ICP-
MS ile mineral birikim seviyeleri belirlenmistir. Elde edilen veriler Statistix 8.1
programi kullanilip varyans analizine tabi tutularak, ortalama degerler arasindaki
farkliliklar LSD analizi ile % 5 Onem seviyesinde karsilastirilmistir. Sekil 4.54°de
kontrol ve stres gruplarindaki bitkilerin yaprak ve koklerinde biriken Na* miktarlarinin
ortalamasi verilmistir. Sekil 4.55’te tuz stresi altinda yaprak ve koklerinde biriken Na®

miktarinin kontrol grubuna gore yiizde degisimi verilmistir.
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Sekil 4.54. Genotiplerin tuz stresi altindaki sodyum birikim miktarlari. A. Yapraklarda
biriken sodyum miktari. B. Koklerde biriken sodyum miktari. Biiyiik harfler, kontrol
grubundaki genotipler arasindaki istatistiksel farki; kii¢iik harfler, stres grubundaki
genotipler arasindaki istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.55. Sodyum miktarlar1 yiizde degisimi. A. Yapraklarda biriken sodyum
miktarinin ylizde degisimi. B. Kdklerde biriken sodyum miktarinin yiizde degisimi. *
istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).

Beklendigi iizere tuz stresi altinda biitiin genotiplerin yapraklarinda daha fazla Na*
birikimistir. Bu birikim 6zellikle hktl-1, hktl-1cpl1-6 ve cpl1-6s0s3-1 mutantlarinda
Col-0 yabanil tipe kiyasla istatistiksel olarak daha fazla iken, sosl-1 ve s0s3-1

mutantlarinda istatistiksel olarak daha azdir.
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Koklerde biriken Na™ miktarlarina bakildigi zaman ise farkli bir sonug elde edilmistir.
Buna gore tuz stress uygulamasmin akabinde hktl-1, cpl1-6 ve hktl-1cpll-6
mutantlarinin  koklerinde biriken Na® miktar1 kontrol kosullarinda aymi bitkilerin
koklerinde biriken miktardan farkli degildir. Bu da bu mutantlarin tuz stresine daha
dayanikli olmalar ile agiklanabilir. Bu nedenle de mutant bitkiler biiyiik bir olasilikla
hidroponik ortamdaki fazla tuzu kéklerine almamaktadir. Ote yandan tuz stresine hassas
olan sosl-1 ve s0s3-1 ile dayanikli olan sosl-1hktl-1, sos3-1lhktl-1 ve cpll-6s0s3-1
bitkilerinin koklerinde tuz uygulamasi sonucunda daha fazla Na* birikimi gozlenmistir.
Yabanil tip Col-0 ile kiyaslandiginda sosl-1, sos3-1, sosl-1hktl-1 ve sos3-1hktl-1
mutantlarmin koklerinde istatistiksel olarak daha fazla Na® birikimi gdzlenirken, hkt1-1,
cpl1-6, hktl-1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 mutantlarinin koklerinde istatistiksel olarak daha

az Na' birikimi bulunmustur.

Tuz stresi uygulandiktan sonra farkli genotiplerin yaprak ve koklerinde biriken Na*
miktarlr1 arasindaki farkliliklara bakildiginda istatistiksel olarak biitiin genotiplerde bir
artis sozkonusudur. Ancak koklerdeki bu artis 6zellikle dayanikli olarak tahmin edilen
cpll1-6, hktl-1cpl1-6 ve cpll-6s0s3-1 mutantlarinda Col-0 yabanil tipine kiyasla daha az
gerceklesmistir. Bu sonuglara bakilarak, cpl1-6’nin koklerde Na® alimimi engelleyerek
tuz stresine dayanikliliga yol a¢tigi, 6te yandan fazla tuzu yapraklarda biriktirirken,

tuzun zararl etkilerini kolaylikla ortadan kaldirabildigini gostermektedir.

4.4 RNA Izolasyonu ve Gen ifade Seviye Tayini

4.4.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu kontrol ve stres kosullarinda biiyiiyen bitkilerden stres uygulamasinin
sonunda her bir gesitten 3 bitki, 2 biolojik tekrar olarak yapilmistir. RNA izolasyonunun
sonunda DNA kontaminasyonunu gidermek i¢cin DNaze | uygulanmigtir. Daha sonra
orneklerin nanodrop ile konsantrasyonuna (Ek 2) ve jel elektroforezde yiitiiliip RNA
kalitesine bakilmistir(Sekil 4.56).
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Sekil 4.56. RNA kalitesini gosteren jel elektroforez sonuglari

4.4.2 Gen ifade seviye tayini

Col-0, sos1-1, hktl-1, sos3-1, cpl1-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hkt1-1, hktl-1cpll-6 ve cpll-
6s50s3-1 bitkilerinin tuz stresinde onemli rolii olan SOS1, SOS3, HKT1, NHX1, RD29A,
RD29B, COR15A, CPL1, DERB2A, DREB2B, AREB1, ABI1 gen ve transkripsiyon
faktorlerinin ifade seviyelerine Real Time quantitative PCR (RT-gPCR) araciligiyla
bakilmistir (EK 3). Gen anlatimmin kantifikasyonunda housekeeping gen olarak
kullanilmasi i¢in S-tubulin (TUBS8), ACTIN2 ve 18S rRNA genlerinin kontrol ve tuz
kosullarinda RT-qPCR araciligiyla gen ifade seviyesine bakilmig ve kontrol ve stres

kosullarinda ifadesinde degisiklik olmayan ACTIN2 geni referans gen olarak se¢ilmistir.

Sekil 4.57°de Col-0, hktl-1, sos3-1, cpl1-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-1cpll-6 ve
cpl1-6s0s3-1 bitkilerinde SOS1 geninin ifade seviyesi gosterilmistir. cpl1-6 ve sS0s3-
1hktl-1 bitkilerinde SOSI1’in ifade seviyesi Col-0’ya gore artarken hktl-1cpll-6

bitkisinde azalmaktadir.
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Sekil 4.57. SOS1 geninin ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki
belirtmektedir (p < 0.05).

Sekil 4.58’de Col-0, sos1-1, sos3-1, cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde HKT1 geninin
ifade seviyesi gosterilmistir. S0s1-1, s0s3-1 ve cpl1-6s0s3-1 bitkilerinde HKT1’in ifade
seviyesi Col-0’ya gore azalmig, cpll-6 bitkisinde ise istatiksel olarak farklilik

gdzlenmemistir.
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Sekil 4.58. HKT1 geninin ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki
belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.59’de Col-0, sosl-1, hktl-1, cpl1l-6, sosl-1hktl-1 ve hktl-1cpl1l-6 bitkilerinde
SOS3 geninin ifade seviyesi gosterilmistir. S0s1-1, hktl-1, sos1-1hktl-1 ve hktl-1cpl1-6
bitkilerinde SOS3’iin ifade seviyesi Col-0’ya goére azalmis, cpll-6 bitkisinde ise

istatiksel olarak farklilik géstermemistir.
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Sekil 4.59. SOS3 geninin ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki

belirtmektedir (p < 0.05).

Sekil 4.60’de Col-0, sos1-1, hktl-1, sos3-1, cpl1-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-

1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde NHX1 geninin ifade seviyesi gosterilmistir. Bu

calismada kullanilan 8 mutant bitkinin higbirinde NHX1 geninin ifade seviyesi Col-0’a

gore istatiksel olarak fark gostermemistir.
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Sekil 4.60. NHX1 geninin ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki

Sekil 4.61°te Col-0,

belirtmektedir (p < 0.05).

sosl-1, hktl-1, sos3-1, cpll-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-

1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde RD29A geninin ifade seviyesi gosterilmistir. S0S3-
1hkt1-1 bitkisinde RD29A geninin ifade seviyesi en yiikselirken sos1-1, hktl-1, sos3-1,

cpl1-6, sosl-1hktl-1,
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Sekil 4.61. RD29A geninin ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel

farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.62’te Col-0, sosl-1, hktl-1, sos3-1, cpl1-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-
1cpl1-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde RD29B geninin ifade seviyesi gosterilmistir. S0S3-

1hkt1-1 bitkisinde RD29B geninin ifade seviyesi yiikselmis, geri kalan 7 mutant bitkinin

gen ifadesinde Col-0’a gore istatiksel olarak farklilik gostermemistir.
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Sekil 4.62. RD29B genini ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki

belirtmektedir (p < 0.05).

Sekil 4.63’te Col-0, sosl-1, hktl-1, sos3-1, cpll-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-
1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde COR15A’in ifade seviyesi gosterilmigtir. S0s1-1,
hktl-1, sos3-1, cpl1-6, sosl-1hktl-1, hktl-1cpl1-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde COR15

geninin ifade seviyesi azalmaktadir.
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Sekil 4.63. COR15A’in ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki
belirtmektedir (p < 0.05).

Sekil 4.64’te Col-0, sosl-1, hktl-1, sos3-1, cpll-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-
1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde ABI1 geninin ifade seviyesi gosterilmistir. S0S3-
1hkt1-1 bitkisinde ABI1’in ifade seviyesi yiikselmis, geri kalan 7 mutant bitkinin gen
ifadesinde Col-0’a gore istatiksel olarak farklilik gostermemistir.
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Sekil 4.64. ABI1’in ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki
belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.65’te Col-0, sosl-1, hktl-1, sos3-1, sosl-1hktl-1 ve sos3-1hktl-1 bitkilerinde
CPLY’in ifade seviyesi gosterilmistir. s0s1-1, hktl-1, sos3-1, sosl-1hktl-1 bitkisinde

CPLY’in ifade seviyesi azalmistir.
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Sekil 4.65. CPL1’in ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki
belirtmektedir (p < 0.05).

Sekil 4.66’de Col-0, sos1-1, hktl-1, sos3-1, cpl1-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-
1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde DREB2A geninin ifade seviyesi gosterilmistir.
s0s3-1hkt1-1 ve cpl1-6s0s3-1 bitkilerinde genin ifade seviyesi yiikselmistir.
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Sekil 4.66. DREB2A’in ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki
belirtmektedir (p < 0.05).

Sekil 4.67°de Col-0, sosl-1, hktl-1, sos3-1, cpl1l-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-
1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde DREB2B’in ifade seviyesi gosterilmistir. S0S3-
1hkt1-1 ve cpl1-6s0s3-1 bitkilerinde genin ifade seviyesi yiikselmistir.
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Sekil 4.67. DREB2B’in ifade seviyesi. Harfler genotipler arasindaki istatistiksel farki
belirtmektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.68’da Col-0, sosl-1, hktl-1, sos3-1, cpl1l-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, hktl-
1cpll-6 ve cpll-6s0s3-1 bitkilerinde AREB1’in ifade seviyesi gosterilmistir. cpll-6
bitkisinde genin ifade seviyesi yiikselmis; sosl-1, hktl-1, sosl-1hktl-1 ve hktl-1cpl1-6

bitkilerinde ise ifade seviyesi azalmistir.
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Sekil 4.68. AREB1’in ifade seviyesi. genotipler arasindaki istatistiksel farki
belirtmektedir (p < 0.05).
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BOLUM V

TARTISMA

Tuz stresi, verimli tarimi tehlikeye atarak besin liretimini onemli diizeyde kisitlayan
abiyotik streslerden biridir. Tuz stresi bitkilerde yaprak sicakligin artmasi, bitki boyu ve
koklerin kisa kalmasi, klorofil miktarinin azalmasi, MDA birikimi ve tuz stresi ile

iliskili gen ve tarnskripsiyon faktorlerinin ifade seviyesindeki degismesine neden

olmaktadir (Culha vd., 2011).

5.1 CPL1 Proteini Tuz Stresi ile Ilgili Genleri Negatif Yonden Etkiler

Tuz stresi altinda ozmotik ve iyonik dengesizliklerden dolay1r besin alimi ve iiretimi
azalmakta, besin eksikligi de bitki kok ve gdovdelerinin kisa kalmasi, yapraklarin ise
sararmasina neden olmaktadir. Tuz stresine maruz kalan bitkilerin toleransinda tuza
asir1 duyarli (SOS - Salt Overly Sensitive) stres sinyal yolaginda yer alan SOS1, SOS2
ve SOS3 proteinlerin iyon homeostansinda ¢ok 6nemli rolleri mevcuttur (Hasegawa,
2000; Sanders, 2000). SOS1’in yiiksek seviyede ekspresyonu bitkilerde tuz toleransi
saglarken (Shi vd., 2002), sosl-1 ve s0s3-1 mutantlarinda ise tuza hassasiyet dikkati
cekmektedir. Bu mutantlarda 100mM NaCl uygulamasinda kok uzunluklarinin kisa
kaldig1 saptanmistir (Dalmay vd., 2000). Arabidopsis'te yapilan ¢aligmada siddetli su
eksikligi  altinda, Dbitkilerin primer kok ucunda meristematik  aktivitenin
yavaslamasindan dolay1 kok biiylimesin durdugu saptanmistir (Duan vd., 2010 ). Rus vd
(2004)’nin Arabidopsis’te yaptigi ¢alismada sos1-1, sos3-1 ve hktl-1 tekli mutantlarinin
tuz stresi altinda bitki boylarin kiiglik kalmasi, yapraklarinda sararma ve hatta 6lme
gozlenirken, sosl-1, s0s3-1 mutantlarina hktl-1 mutantinin eklenmesi sonucunda elde
edilen sosl-1hktl-1 ve so0s3-1lhktl-1 c¢ifte mutantlarinin 50 mM NaCl altinda
yetistirildiklerinde strese dayanikli olduklari saptanmistir. Hisashi vd. (2002) tarafindan
yapilan ¢alismada cpll mutasyonunun soguk stresi, ABA ve NaCl uygualamasina cevap

olarak RD29A::LUC hiperexpressionuna neden oldugu gdsterilmisir.

Bu tez calismasinda da bitkilere 50 mM NaCl uygulanmasi sonucunda, bitkilerin kok
uzunluklarmin kontrol gurubuna gore kisa kaldigi, yas ve kuru agirliklarinin da kontrole

gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Ozellikle sos1-1, hktl-1 ve sos3-1 tekli mutant
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bitkileri tuz stresinden en ¢ok etkilenmis, cpl1-6 mutanti ise Col-0 ile aym tepkiyi
vermistir. S0S1-1hktl-1, sos3-1hktl-1 ¢ifte mutant bitkilerinin sosl-1, hktl-1 ve sos3-1
tekli mutant bitkilerine gore tuz stresi altinda daha iyi biiyiiyebildigi, yas ve kuru
agirliklarinin tekli mutant bitkilerine gore daha yiiksek oldugu saptanmustir. hktl-1cpll-
6 ve cpll-6s0s3-1 ¢ifte mutantlarminda ise hktl-1 ve sos3-1 tekli mutantlarinda
gozlemlenen hassasligin hafifledigi ve stres altinda tekli mutant bitkilerine kiyasla yas
ve kuru agirliklarinin daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmustir. Tuz stresi altinda cpl1-6
mutantinin hktl-1 ve so0s3-1 mutantlarindaki hassasligin hafiflemesine neden olmasi,
cpl1-6 tekli mutant bitkisinin ise tuzdan etkilenmemesi, CPL1 proteininin tuz stresi ile

iligkili yolaklarin kontroliinii negetif yonden etkiledigini gostermektedir.

Yaprak su potansiyeli ve ozmotik potansiyel, koklenme ve bitki biiyiimesinde ortamdaki
tuz konsantrasyonunun artmasina bagli olarak azalmaktadir (Rajasekaran vd., 2001). Bu
tez ¢aligmasinda da ayni sekilde, bitkilere tuz uygulanmasi sonucunda yaprak ve kok
yas ve kuru agirliklarinda 6nemli 6l¢iimde azalis goriilmektedir. sos1-1, sos3-1 ve hktl-
1 mutantlarinin tuza hassas oldugu, hktl-1cpl1-6, cpl1-6s0s3-1, sosl-1hktl-1 ve sos3-
1hkt1-1 bitkilerinin ise tuz stresine kars1 dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir. Tuz stresi
altinda bitki yapraklar1 terlemeyi azaltarak su kaybini engellemekte ve bunu da
stomalar1 kapatarak gergeklestirmektedir. Bu nedenle stomalarin kapanmasi yapraktaki
suyun buharlagmasimi engellerken, ayni zamanda da sicakliginin artmasma sebep
omaktadir (Dolferus, 2014). Bu tez ¢alismasinda stres kosullarinda bitkilerin yaprak
sicakliklart kontrol gurubundaki bitkilere kiyasla artmis, fakat cpl1-6s0s3-1 bitkisinde
ise stres altinda yaprak sicakligin diistiigii ortaya ¢ikmustir. cpl1-6s0s3-1 bitkisinin
yaprak oransal su igeriginin onceki ¢aligsmalarda dayanikliligi bilinen sosl-1hktl-1 ve
s0s3-1hktl-1¢ifte mutant bitkileri ve bu tez ¢alismasinda dayanikliligi ortaya cikartilan
hkt1-1cpll-6 cifte mutant bitkisine gore istatiksel olarak daha diisiik oldugu bulunmutur.
Yaprak oransal su igerigi ylizde degisiminin ise bu bitkilerden daha da belirgin olmasi,
cpl1-6s0s3-1 mutantinin stres altinda yapraktaki suyun bir kismini1 buharlastirip, bitki
sicakligimin artmasini engelleyerek stres altinda metabolizmanin normal devam etmesini

saglayip, yasamini devam ettirdiginin gostergesidir.

Tuz stresi altinda oksidatif stresin artmasiyla kloroplast yapisinda 6nemli bir bozulma
gercekleserek, fotosentetik aktivitenin azalmasina ve yash yapraklarda kloroz

gelisimine sebep olmaktadir (EI-Tayeb vd., 2005; Turhan vd., 2019). SPAD degeri ve
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toplam klorofil miktar1 tayini bitki stresinin bir gostergesi ve cevresel streslere
adaptasyonunun gostergesi olarak bilinmektedir. Tuz stresi bitkilerde SPAD degeri ve
klorofil miktarinin azalmasina neden olmaktadir (Merzlyak vd., 1999; Shah vd., 2017).
Bu tez ¢alismasinda yapraktaki klorofil indeksinin belirlenmesi i¢in SPAD o6l¢iimii ve
toplam klorofil miktar tayini yapilmistir. Onceki calismalara benzer olarak tuz stresinin
yapraktaki klorofil indeksini negatif yonden etkiledigi ve cpl1-6 mutantinin tuz stresine
dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir. Tuz stresi altinda s0s3-1 ve hktl-1 mutantlari
diisiik klorofil indeksi gosterirken, cpl1-6 ile melezleme sonucunda elde edilen cpll-
6s0s3-1 ve hktl-1cpll-6 cifte mutant bitkilerinde ise yaprak klorofil indeksi onemli

diizeyde artmustir.

Tuz stresi altinda hiicre membraninin tahribatina yol agan lipit peroksidasyonu, birkag
reaksiyon asamasi sonucunda malondialdehit (MDA) iiretmekte, MDA 6l¢iimii de bitki
stresinin  gostergesi olarak bilinmekte ve tuz stresi altinda miktar1 yiikselmektedir
(Koyro vd., 2006). Koca (2007) tarafindan susam bitkilerinde yapilan ¢aligmada 100
mM NaCl uygulamasi sonucunda MDA igeriginin arttigi bulunmustur. Bu tez
calismasinda da ayni sekilde tuz stresi altinda tiim bitki genotiplerinde MDA miktari
kontrol gruplarina gore daha yiiksek bulunmus, cpl1-6 mutanti Col-0 ile ayn1 tepkiyi
gostermis, S0S1-1, s0s3-1 ve hktl-1 mutantlariin MDA miktar1 en yiiksek olarak
belirlenmistir. Hassas olan hktl-1 ve so0s3-1 mutant bitkilerine cpll-6 mutantinin
eklenmesi sonucunda bitkilerin MDA igerigi azalmis ve dolayisiyla hassasiyeti ortadan

kalkmstir. Ozellikle cpl1-6s0s3-1 bitkisinde % 182 oraminda azalma gdzlenmistir.

Tez calismasinda kontrol ve stres gurubundaki bitkilerden elde edilen fizyolojik ve
biyokimyasal analizler sonucunda tuz stresi altinda cpll-6 mutantinin Col-0 ile ayni
tepkiyi gosterdigi, hassas olan s0s3-1 ve hktl-1 mutantlariyla cpll-6 mutantinin
melezlenmesi sonucunda elde edilen cpll-6s0s3-1 ve hktl-1cpll-6 ¢ifte mutant
bitkilerinin tuz stresi altinda daha iyi biiyliyebildigi; kok uzunlugu, yaprak ve kok yas
ve kuru agirligi, oransal su igerigi ve klorofil miktarinin tekli mtantlara gére daha
yiksek, MDA birikiminin ise daha diisik oldugu, dolayisiyla s0s3-1 ve hktl-1
mutantlarina cpl1-6 mutantinin eklenmesiyle bitkilerin tuz stresinden daha az
etkilendigin ve bu nedenle tekli mutantlardaki hassasiyetin ortadan kalktig1 saptanmigtir.
Bu nedenle, CPL1 proteininin tuz stresi ile ilgili yolaklar1 negatif yonden etkiledigi

gosterilmistir.
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5.2 Tuz Stresi Altinda CPL1 Proteini Na"”’un Kok Kofuluna Alimini ve Ksilemden

Cekilmesini Kontrol Eder

Bitkiler tuz stresine kars1 dayaniklilifina gore halofitler ve glikofitler olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Halofitler yiiksek tuz sartlarina adapte olmus ve bu sartlarda
yasamini siirdiirebilen bitkilerdir. Glikofitler, yiiksek tuz sartlarinda yasayamayan, tuza
hassas olan bitkilerdir (Bressan, 2008). Halofitlerin dayaniklililk mekanizmasi bu
bitkilerin Na* ve Cl™"ii yapraklara etkin sekilde tasiyarak yasli dokularda depo bileseni
gibi kullanmast ve ozmotik dengeleme igin fruktoz ve prolin biriktirmelerine
dayanmaktadir (Al Hassan vd., 2017). Glikofitler ise tasiyicilar araciligryla Na™un kok
icerisine girisinin engellenmesi ve sitoplazmadaki fazla Na"’un kofulda biriktirilmesiyle

tuz stresine karsi dayaniklilik saglamaktadir (Bartels vd., 2005).

Huazhong vd (2002) tarafindan yapilan ¢aligmada, s0sl-1 mtantinina 2 giin boyunca
100 mM NaCl uygulanmas1 sonucunda koklerde biriken Na* miktarmin yapraklara gore
daha yiiksek oldugu ve SOS1'in kokten govdeye Na® tasimasini kontrol etmek igin
kritik ©neme sahip oldugunu saptanmigtir. S0s3-1 mtantinina 100 mM NaCl
uygulanmas1 sonucunda da koklerde daha cok Na* birikimi oldugu bulunmustur (Rus
vd., 2004). Bu tez ¢alismasinda da benzer sonuglar elde edilmis, sosl-1 ve s0s3-1
mutantlarin  koklerinde Na® birikiminin yapraklara goére daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu nedenle, sosl-1 ve sos3-1 mutantlarinin koklerinde Na® birikiminin
fazla olmasi nedeniyle bu bitkilerin daha hassas oldugu anlagilmaktadir. Fakat ilging bir
sekilde bu tez caligmasinda ve daha onceki yapilan tiim deneylerde (Rus vd., 2004;
Davenport vd., 2007) hkt1-1 tekli mutant bitkisinin yapraklarinda koklerine gére daha
¢ok Na* birikimi oldugu, yani tuz stresine kars1 halofitler gibi davranmasina ragmen tuz
stresine hassas oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu durumu agiklamak i¢in Davenport vd (2007)
radyoaktif izleyiciler kullanmis ve hktl-1 mutant bitkisinde Na® birikimi tespidi
sonucunda da ayn1 sonuglar elde etmis ve HKT1’in Na"’un kok kofuluna alimim ve
ksilemden ¢ekilmesini kontrol ettigini bulmustur. Bu nedenle sosl-1lhktl-1 bitkisinin
dayanikli olmasi, S0sl-1 mutantina hktl-1 mutantinin eklenmesi sonucunda kok
tarafindan alinan fazla Na“un yash yapraklara tasinarak bitkinin tuz stresinden
korunmasina yardim etmesiyle aciklanmigtir (Davenport vd., 2007). Bu tez
¢alismasinda da benzer sonuglar elde edilmis, sos1-1hktl-1 ve sos3-1hktl-1 mutantlarin

tuz dayanikli oldugu gdzlenmistir. cpl1-6 mutantinin koklerinde Na* miktarin diger
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mutantlara kiyasla en az olmasi ve alman az miktardaki Na™u da yapraklarda
depolamasi, cpl1-6 mutantinin tuz stresi altinda fazla Na**un toksik etkilerinden kendini
koruyup fizyolojik ve biyokimyasal olarak Col-0 ile ayni tepkiyi verme nedenini
acilmamaktadir. s0s3-1 tekli mutantina cpll-6 mutantinin eklenmesiyle cpl1l-6 mutanti
koklerdeki fazla Na™u yapraklara tasinmasini saglayarak cpll-6s0s3-1 bitkinin tuz
stresine dayanikli yapmaktadir. Bu sonuglar 1s1ginda CPL1 proteininin tuz stresi altinda
HKT1 gibi Na™un kok kofuluna alimini ve ksilemden cekilmesini kontrol eden

yolaklarin kontroliinii negatif yonden etkiledigi saptanmustir.

5.3 CPL1, Farkh Hiicresel ve Biyokimyasal islemlerde Yer Alan Cok Fonksiyonlu

Bir Fosfatazdir

Arabidopsis CTD-Phosphatase-Like 1 (CPL1), RNA polimeraz Il C u¢ bdlgesinin
(CTD) defosfatlanmasini saglayan bir protein fosfatazdir (Jeong vd., 2013) ve
Arabidopsis CPL gen ailesinin strese duyarili olan genlerin ekspresyonunun negatif
yonden regiile ettigi bilinmektedir (Koiwa vd., 2002; Xiong vd., 2002). Jiang vd. (2013)
tarafindan yapilan calismada Arabidopsis K homoloji motifleri ile baglanan protein
SHINYZ1’in, strese bagli gen ifadesini bastirmak i¢in CPL1 ile etkilesimde girdigi, shil
mutantinin vejetatif biliylime sirasinda soguk stresine hassas oldugu, niikleer lokalize
proteinleri olan SHI1 hem de SHI4 / CPL1’in in vitro ve in vivo olarak birbiriyle
etkilesime girdigi, shil ve shi4 mutantlarinin yabanil tip ile karsilastirildiginda, stres ile
indiiklenebilen genlerin bazilarinda daha yilksek mRNA korunma etkinligi ve
degistirilmis poliadenilasyon yeri se¢imi sergiledigi, SHI1-SHI4 / CPL1 kompleksinin,
gene Ozgiin olarak mRNA kapagini ve transkripsiyon baglangict ve uzamasini inhibe
ettigi bulunmustur. Arabidopsis thaliana K homolojisi (KH) bolgesi proteininin belirli
bitki dokularinda miRNA biyogenezini etkileyen bir kofaktér olarak bilinen
REGULATOR OF CBF GENE EXPRESSION 3 (RCF3) regiilatorii bulunmakta ve rcf3
mutantinin bazt miRNAlarin ve miRNAlarin hedef genlerinin ifade seviyesinde azalisa
neden oldugu, RCF3’in miRNA biyogenezini ise C-TERMINAL DOMAIN
PHOSPHATASE-LIKE1 ve 2 (CPL1 ve CPL2) fosfatazlar1 ile niikleer etkilesimler
yoluyla ¢ift sarmalli RNA baglayict protein ve DICER-LIKE1 (DCLI1) kofaktor
HYPONASTIC LEAVES!'in (HYLI1) fosforilasyon durumunu ve dolayisiyla

aktivitesini diizenlemek i¢in 6nemli oldugu ortaya ¢ikmistir (Karlsson vd., 2015).
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Bu tez calismasinda, tuz stresi altinda Onemli rolii olan gen ve transkripsiyon
faktorlerinin gen ifade seviyesi tayini sonucunda sos3-1 mutantina cpll-6 mutantinin
eklenmesiyle ABI1, DREB2A ve DREA2B’in gen ifade seviyelerinin arttigi, dolayisiyla
tuz stresi altinda CPL1 proteininin ABI1, DREB2A ve DREA2B’in ifade seviyesilerini
negatif yonden etkiledigi ortaya ¢ikmistir. SOS3 ve HKT1’in ifade seviyesi hktl-1 ile
hktl-1cpl1l-6 mutant bitkilerinde ve sos3-1 ile cpll-6s0s3-1 mutant bitkilerinde bir
degisiklik gostermemis, bu sonug da cpl1-6’in eklenmesinin SOS3 ve HKT1’in ifadesini
etkilemedigini gostermekte. Fakat ilging bir sekilde SOS yolagi mutantlarinda CPL1’in
ifade seviyesi azalmaktadir. cpl1-6 mutantinda AREB1’in ifade seviyesi yiikselmekte,
bu da CPL1 proteininin AREB1’in ifade seviyesini negatif yonden -etkiledigini
belirtmektedir. Sonug olarak, cpll-6 mutasyonu SOS yolagindaki genlerin ifade
seviyesini degistirmezken bu yolakta birlikte ¢alisan SOS yolaginin altindaki genleri
aktiflestirerek bitkilerin tuz stresine olan tepkilerini negatif yonden etkiledigi
saptanmigtir. CPL1 iizerinde yapilan onceki ¢aligmalar ve bu tez calismasinda elde
edilen sonuglar yardimiyla RNA metabolizma ragiilatorii CPL1’in farkli hiicresel ve
biyokimyasal islemlerde yer alan ¢ok fonksiyonlu bir RNA Polimeraz 1l CTD fosfataz
oldugu saptanmistir.
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BOLUM VI

SONUCLAR

Hem dogal hem de andropogenik etkilerden dolay1 toprakta yiiksek oranda biriken tuz,
bitkilerin geligimini etkileyerek {irlin verimini azaltmaktadir. Tuz stresine maruz kalan
bitkilerde morfolojik, hiicresel, fizyolojik ve molekiiler seviyede pek c¢ok problem
gozlenmektedir. Bitkilerdeki tuz toleransi ile ilgili molekiiler kontrol mekanizmalarinin
aydinlatilmasi stres ile iliskili ¢esitli genlerin aktivasyonu, inaktivasyonu ve/veya
birbirleriyle olan genetik etkilesime dayanmaktadir. Bitki tuz tolerans mekanizmasinda
stres genlerinin transkripsiyonunu kontrol eden ko-transkripsiyon faktorleri bulunmakta
olup, bunlar hiicre iginde belirli proteinlerin sentezlenmesini kontrol etmektedir.
Bunlardan bir tanesi C ug bolgesi (CTD) Phosphatase-Likel (CPL1) olarak bilinen ve
RNA polimeraz Il holoenziminin en biiyiik par¢asinin CTD boélgesini defosfatlayarak
transkripsiyon dongiistinin  devamliligini saglayan fosfatazdir. RNA metabolizma
regiilatorii olan CPL1’in tuz stresi ile olan etkilesimi her ne kadar uzun yillardir bilinse
de, bu etkilesimin genetik karakterizasyonu ve tuz stres toleransindaki rolii heniiz

anlagilamamustir.

Tuz stresi altinda bitkiler tepki olarak farkli yolaklar:1 aktiflestirirler. Bunlardan en
onemlisi SOS (Salt Overly Sensitive) tolerans mekanizmasidir. Igerisinde SOS1, SOS2,
SOS3, SOS4 ve SOSS5 proteinlerini barindiran SOS yolagi, bitkinin tuza toleransi
acisindan biiylik 6nem tagimaktadir. SOS yolagmin iiyeleri ilk kez 1997 yilinda
kesfedilmis ve gorevleri yavas da olsa bugiine kadar calisilmistir. Ancak, son on yil
igerisinde yapilan caligmalar ile SOS yolagmin aslinda daha karmasik bir regiilasyonu

igerdigi anlagilmistir.

CPL1’in SOS yolaginda gorevli SOS1, SOS3 ve HKTI ile genetik etkilesime girerek,
tuz stres toleransindaki roliiniin ortaya c¢ikartilmasit bu tolerans mekanizmasinin
kontroliinde RNA metabolizma regiilatorlerinin gorevlerinin anlasilmasi agisindan
biiylik 6nem arz etmektedir. Bu caligmada model bitki olan glikofit Arabidopsis
thaliana’da cpll-6 mutant1 ile tuz tolerans mekanizmasindan sorumlu genlerin
mutantlarmin (S0s1-1, sos3-1 ve hktl-1) genetik olarak birbirleriyle olan etkilesimleri

fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle incelenmistir. Calisma kapsaminda
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ilk olarak sos1-1, sos3-1 ve hktl-1 tekli mutantlari cpl1-6 mutant1 ile melezlenerek F3
generasyonunda homozigot sos1-1cpll1-6, cpl1l-6s0s3-1 ve hktl-1cpll-6 ¢ifte mutantlari
elde edilmis ve PCR ydntemiyle homozigotluklar1 belirlenmistir. ilging bir sekilde,
genetik melezleme sonucunda homozigot sosl-1cpll-6 bitkileri gelisim siireglerini
tamamlayamadan Olmiislerdir. Bu nedenle, CPL1 proteininin SOSI ile etkilesiminin
bitki gelisimine olumsuz bir etkisinin oldugu anlagilmaktadir. Ek olarak, bu ¢aligmada

s0s1-1hkt1-1 ve sos3-1hktl-1 ¢ifte mutantlar1 da kullanilmistir.

Hidroponik kosullarda 2 hafta yetistirilen bitkilere bir hafta 50 mM sodyum kloriir
uygulanmas1 sonucunda sos1-1, sos3-1 ve hktl-1 tekli mutantlarinin Col-0 yabanil tipe
kiyasla daha hassas oldugu; cpll-6, sosl-1hktl-1, sos3-1hktl-1, cpl1-6s0s3-1 ve hkitl-
1cpll-6 mutantlarinin ise daha dayanikli oldugu kok uzunluk, kok/govde yas/kuru
agirlik, sodyum ve malondialdehit birikimi, klorofil miktar1 ve oransal su igerigi
deneyleriyle belirlenmistir. Yapilan biitiin stress deneylerindede cpll-6 tekli mutantinin
Col-0 yabanil tipe oranla ya daha dayanikli oldugu, ya da yabanil tip ile benzerlik
gosterdigi bulunmustur. Ote yandan, cpl1-6 mutantmin eklendigi sosl-1, sos3-1 ve
hktl-1 genotiplerinde de hassasiyet ortadan kalkmigtir. CPL1 ve SOS yolaginin altinda
yer alan genlerin ifade seviyelerine bakilarak bitkilerin tuz toleransimna dayaniklilikla
alakali genleri nasil kontrol ettikleri anlagilmaya ¢alisilmistir. Bu baglamda yapilan RT-
gPCR analizlerinde tuz toleransiyla alakali genlerin ifade seviyeleri cpl1-6, cpl1-6s0s3-
1 ve hktl-1cpll-6 mutantlarinda tuz stresi uygulanmasiyla artis goéstermistir. Bu
sonuclar 15181inda, CPL1’in SOS yolag: ile genetik etkilesime girerek bitki gelisimi ve
tuz toleransinda gorev aldig1 ve yolaktaki genleri negatif olarak etkiledigi ispatlanmistir.
Sonug olarak, CPL1’in SOS tolerans yolagini negatif olarak olarak etkileyen bir RNA

metabolizma regiilatorii oldugu kanitlanmaigstir.
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MgS0,4.7H,0 0.075 4.625¢

KH,PO, 0.625 21259

250 ml’lik kahverengi sisede hazirlanir.

Sise 111

Kimyasal M 100 ml’deki miktar
CaCl,.H,O 0.3 449

100 ml’lik kahverengi sisede hazirlanir. Cabuk kontamine olur.

Sise IV

Kimyasal M 100 ml’deki miktar
FeSO,.7H,O  0.02 0.552 g

Na,EDTA 0.02 0.745¢g

100 mI’lik kahverengi sisede hazirlanir. {1k basta oda sicakliginda Na,EDTA suda
¢Oziiliir. Hazirlandiktan sonar demirin oksitlenmesini 6nlemek igin karanlikta
turulmalidir.

Sise V

Kimyasal M 500 ml’deki miktar
MnSQ,4.H,0 10x10° 0.845¢g
ZnS0,.7H,0  3x107 0.429 g
CuSO45H,0  1x10” 0.0012 g
CoCl,.6H,0 1x10” 0.0012 g

KI 5x10™ 0.0416 g

HsBO; 0.01 0.31g

Na,Mo00,.2H,0 1.03x10"  0.013 g

500 ml’lik sisede hazirlanir.
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Ek-2. Bazal MS besiyerinin hazirlanmasi

1. Safsuigerisine asagida siralananlar eklenir (Toplam hacmin % 20°si kadar
sui lave edilir).
Sise
Numarasi Son Konsantrasyon
Y4 X (Ceyrek) % X (Yarim) 1 X (Tam)
250 mL 500mL 1L 250mL 500mL 1L 250mL 500mL 1L
| 3.125ml 6.25 ml 12.5 ml 6.25 ml 125 ml 25 ml 125 ml 25 ml 50 ml
1 1.25 ml 25ml 5ml 2.5ml 5ml 10ml | 5ml 10 ml 20 ml
i 0.625 ml 1.25ml 2.5ml 1.25ml 25ml 5mi 2.5ml 5ml 10 mi
v 0.625 ml 1.25ml 25ml 1.25ml 25ml 5ml 2.5ml 5ml 10 ml
V 0.625 ml 1.25ml 25ml 1.25ml 25ml 5ml 2.5ml 5ml 10 ml
2. Siikroz (Sigma) ilave edilir.
Son Konsantrasyon
Y4 X (Ceyrek) % X (Yarim) 1 X (Tam)
500 mL 1L 500 mL 1L 500 mL 1L
Siikroz 259 5¢ 259 5¢ 259 5¢
3. pH, KOH veya HCI kullanilarak 5,6 — 5,8 arasinda ayarlanir.
4. Son hacim saf sui le ayarlanir.
5. Siselere asagidaki agar konsantrasyonlar1 eklenir.
Son Konsantrasyon
0.8% 1% 1.5%
100 250 500 1L (100 250 500 1L |100 250 500 1L
mL mL mL mL mL mL mL mL mL
Agar® 08g 2g 4g 8g |1g¢ 259 5¢ 10g {159 259 75g 15¢

% Sigma E agar kullanilmaktadir.
6. S1v1 dongiide 121°C’de 20 - 25 dakika otoklavlanir.
7. 55°C’deye sogutulup steril kabin igerisinde steril petrilere dokiiliir.
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Ek-3. RNA Orneklerinin Konsantrasyon Bilgileri

Genotipler | A260/A280 | Konsantrasyon | Genotipler | A260/A280 | Konsantrasyon
(ng/ul) (ng/ul)

Col-0 2.137 189.960 cpll-6 2.022 730.720

kontrol-1 kontrol-1

Col-0 2.044 234.160 cpll-6 2.210 385.400

kontrol-2 kontrol-2

Col-0 tuz- | 2.097 197.400 cpl1l-6 tuz-1 | 1.969 538.480

1

Col-0 tuz- | 2.096 226.560 cpll-6 tuz-2 | 2.194 366.960

2

sosl-1 2.075 191.600 sosl-1hktl- | 2.115 250.520

kontrol-1 1 kontrol-1

sosl-1 2.157 194.040 sos1-1hktl- | 2.090 1179.720

kontrol-2 1 kontrol-2

sosl-1 2.086 960.120 sosl-1hktl- | 2.051 932.040

tuz-1 1tuz-1

sosl-1 1.981 616.080 sosl-1hktl- | 2.108 317.760

tuz-2 1 tuz-2

hkt1-1 2.008 272.400 sos3-1hktl- | 2.266 1573.920

kontrol-1 1 kontrol-1

hkt1-1 2.155 226.680 sos3-1hktl- | 2.175 1354.480

kontrol-2 1 kontrol-2

hkt1-1 2.123 319.160 s0s3-1hktl- | 2.085 1106.640

tuz-1 1tuz-1

hkt1-1 2.139 1178.440 sos3-1hktl- | 2.002 735.800

tuz-2 1 tuz-2

s0s3-1 2.157 1126.760 hktl-1lcpll- | 2.042 924.680

kontrol-1 6 kontrol-1

s0s3-1 1.999 672.280 hktl-1cpll- | 1.964 551.560

kontrol-2 6 kontrol-2

s0s3-1 2.077 548.680 hktl-1lcpll- | 2.111 290.000

tuz-1 6 tuz-1

s0s3-1 2.008 508.320 hktl-1cpll- | 1.950 482.600

tuz-2 6 tuz-2

cpll- 2.097 349.880 cpll-6 2.022 730.720

650s3-1 kontrol-1

kontrol-1

cpll- 2.335 1884.560 cpl1l-6 2.210 385.400

6s0s3-1 kontrol-2

kontrol-2

cpll- 2.285 1615.920 cpl1l-6 tuz-1 | 1.969 538.480

6s0s3-1

tuz-1

cpll- 1.970 677.880 cpll-6 tuz-2 | 2.194 366.960

650s3-1

tuz-2
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Ek-4. gPCR’da Kullamlan Primrlerin Erime Sicaklik Bilgileri
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