
ANKARA ÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

 

DOMATES BİTKİSİNDE TUZ STRESİNE KARŞI KAROTENOİD 

KODLAYAN PSY-FITON SENTAZ ( PSY-Phytoene Synthase) VE PDS-FITON 

DESATURAZ (PDS- phytoene Desaturase) GENLERİNİN İFADESİ 

DÜZEYLERİNİN BELİRLENMESİ. 

 

 

 

Ahmed DUALEH 

 

 

 

 

 

BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

 

 

 

 

ANKARA 

2015 
 

Her hakkı saklıdır 



TEZ ONAYI 

Ahmed Duale Trafından hazırlanan “Domates Bitkisinde Tuz Stresine Karşı  

Karotenoid Kodlayan Psy-Fıton Sentaz (Psy-Phytoene Synthase) ve  Pds-Fıton 

Desaturaz (Pds-Phytoene Desaturase) Genlerinin İfadesi Düzeylerinin 

Belirlenmesi” adlı tez çalışması 03/11/2015 tarihinde aşağadaki jüri tarafından oy 

birliği ile Ankara Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji Anabilim Dalı’nda 

YÜKSEK LİSANS TEZİ olarak kabul edilmiştir. 

 

Danışman:          Prof.Dr. E. Sümer ARAS 

                            Ankara üniversitesi Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Jüri Üyesi: 

Başkan : Prof.Dr. E. Sümer ARAS 

               Ankara Üniversitesi Biyoloji Anabilim Dalı 

 

 

Üye       : Doç. Dr. Sevgi ERTUĞRUL KARATAY 

                 Ankara Üniversitesi Biyoloji Anabilim Dalı 

  

 

Üye       : Doç. Dr. Demet CANSARAN DUMAN 

               Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

 

 

 

Yukarıdaki sonucu onaylarım 

 

 

Prof. Dr. İbrahim DEMİR 

Enstitü Müdürü 

 



i 
 

ETİK 

Ankara üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü tezyazim kurallarına uygun olarak 

hazırladığım bu tez içindeki bütün bilgilerin doğru ve tam olduğunu, bilgilerin 

üretilmesi aşamasında bilimsel etiğe uygun davrandığımı , yararlandığım bütün 

kaynakları atıf yaparak belirttiğimi beyan ederim. 

 

                                                                                     03.11.2015 

 

                                                                                     Ahmed DUALE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ii 
 

ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

DOMATES BİTKİSİNDE TUZ STRESİNE KARŞI KAROTENOİD KODLAYAN 

PSY-FITON SENTAZ ( PSY-Phytoene Synthase) VE PDS-FITON DESATURAZ 

(PDS- phytoene Desaturase) GENLERİNİN İFADESİ DÜZEYLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

Ahmed DUALEH 

Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr .E. Sümer ARAS 

Karotenoidler, doğal olarak var olan izoprenoidler, foto sentetik anten ve reaksiyon 

merkezi komplekslerinin esas bileşenlerini oluştururlar. Fotosentez sürecinde 

absorbsiyon, dağılıma uğrama ve ışık enerjisinin transferinde önemli bir rol oynarlar. 

Bu tez çalışmasında, Fiton Sentazı ve Fiton Desatüraz enzimlerinin domates 

bitkisindeki aktivite (H-2274)] ve  ifade seviyesini tanımlanmış ve ayrıca bunların 

biyokimyasal aktivite parametresi olarak lipid peroksidasyonu (malondialdehit ve 

toplam protein aracılığıyla) çalışılmıştır. Bitkilerin yaprakları, farklı zaman dilimlerinde 

tuz stresine ( 3s, 6s, 9s, 12s, 24s ve 48s) tabii tutulmuştur. Bunun için domates bitkileri 

de aynı 100mM’lik yoğunluğa tabi tutulmuştur. Bu tez çalışmasında domates bitkisinin 

biyokimyasal parametreleri (MDA ve toplam protein) değerlendirilmiştir. Sonuçlara 

göre  lipid peroksidasyon düzeyi tuz stresine maruz kaldıktan sonra artmıştır ve toplam 

protein içeriği kontrol örneğine nazaran artiş göstermiştir. Fiton Sentaz ve Fiton 

Desatüraz enzimlerinin kantitatif ifade analizinde ise gerçek zamanlı PCR 

kullanılmıştır. Fiton Sentazın ifadesinin, kontrol örneğine göre büyük oranda azaldığı 

belirlenmiştir.. Buna karşın Hâlbuki Fiton Desatüraz tuz stresinin farklı saatlerine maruz 

kaldıktan sonra Fiton Desatürazın ifade seviyesinin 48h haricinde azaldığı gözlenmiştir.  
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İDENTİFİCATİON OF THE EXPRESSİON LEVELS OF CAROTENOİD  

ENCODİNG (Phytoene Synthase and Phytoene Desaturase) GENES AGAİNST SALT 
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Carotenoids, the naturally occurring isoprenoids form essential components of 

photosynthetic antenna and reaction centre complexes. Thus they play a significant role 

in absorption, dissipation and transfer of light energy for the process of photosynthesis. 

The current study was designed to identify the expression level of phytoene  synthase 

and phytoene desaturase,and thier biochemical prameters ( lipid peroxidation (via 

malondialdehyde and Total protien) activity in tomato plants (H-2274). The leaves of 

the plants were studied after being subjected to different time periods of salt stress ( 3h, 

6h, 9h, 12h, 24h and 48h). For that tomato plants were subjected to same concentration 

of 100mM of salt stress. The quantitative expression analysis of phytoene Synthase and 

Phytoene Desaturase real time PCR was used. The expression of Phytoene synthase and 

completely decreased.when compared to control sample.whereas Phytoene Desaturase 

after exposure  different hours of Salt  stress the expression level of phyotene desaturase 

decreased except 48h.This current study was designed to evaluate biochemical paremers 

( MDA and total protien) of tomato plants. The result has shown that the level of lipid 

peroxidation  and total Protein content increased when compared to control sample.   
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1. GİRİŞ 

1.1 Domates  

 

Domates (H.2274), Solanaceae ailesinden bir bitkidir. .Domates , 1250 – 1700tür içeren 

Solanum familyasındaki en büyük cinstir.  Ilıman iklim sebzeleri, büyük bir ihtimalle, 

toksik veya medikal bileşenler (Bergougnoux 2014) üreten mamul türleri ve diğer 

birçok tür arasında ekonomik değeri en  fazla olan ve yaygın bir biçimde tarımı yapılan 

bir yıllık bitkidir. Domates yüksek besin değerine sahiptir. Vitamin C, likopen ve farklı 

fenolik bileşenler yönünden zengindir. Likopen, domateste, işlenmiş domates 

stoklarında ve diğer meyvelerde bulunan bir karotenoiddir ve karotenoidler arasında en 

güçlü antioksidanlara sahip olanlardandır.  Likopen içeren domates ve domates 

ürünlerinin besin olarak alımının, kanser ve kalp ve damarlarına ilişkin tedavi edilemez 

hastalıklarda azalma ile ilişkili olduğu kanıtlanmıştır. Serum ve doku likopen düzeyinin, 

göğüs kanseri ve prostat kanseri gibi kanser çeşitlerini içeren kanser vakaları ile tersine 

ilişkili olduğu bulunmuştur (Agarwal ve Rao 2000).  

Domates ürünleri, oksidatif stresi ve dejeneratif rahatsızlıkları engellemede yararlı 

olabilecek iyi aritenoid vitamin ve fenolik bileşen kaynağıdır. Daha belirgin bir 

biçimde, domates ürünleri, çok iyi karotenoid likopen kaynaklarıdır (Borghesi vd. 

2011). Domatesin üretimi, topraktaki ve sulama suyundaki yüksek oranda tuzluluk ile 

sınırlandırılmıştır.  Domates, orta dereceli tuzluluk oranlarına duyarlıdır. Bitki 

gelişiminin tüm evreleri, tohum çimlendirmesi, bitkisel büyüme ve üreme de dâhil, tuz 

stresine duyarlılık gösterir ve ekonomik kayıplara neden olur (Ma Babu  vd. 2011a). 

Lyon (1941), domatesteki tuz stresi toleransının gen kaynaklarını tespit eden ilk kişiydi. 

1941’de, kullanarak domatesin tuz toleransını artırdı. Tuz stresi, dünya çapında başta 

gelen abiyotik streslerden biri olmasına karşın yine  de tuz stresinde yer alan  biyosentez  

yolunun nasıl düzenlendiği hakkında bilgi azdır. Tuz stresi orada hayati hücresel 

fonksiyonları zayıflatarak osmotik strese ve iyonik strese neden olabilir. Tuz stresi 

altındaki bitkiler yapraklarda karotenoid genlerinin azalmış ifadesini gösterirler 

böylelikle fotosentez oranını engellemede, kuraklık stresi olan domatesin ve turp 
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şalgamının terlemesinde büyük bir rol oynarlar (Makela, Kontturi, Pehu, & Somersalo, 

1999). Bitki karotenoid biyo sentetik yolu, plastid içerisine yerleşmiştir ve son yıllarda 

moleküler olarak açıklığa kavuşturulmuştur (Welsch vd. 2008). 

Mevalonat olmayan bir dizi enzimi takiben 𝐶3 Karbon metabolizmasından, tüm 

izoprenoidlerin yapı taşı olan izopentenil difosfat (IPP 𝐶5) deoksixylulose fosfat sentezi  

ile ayrılır. IPP ve IPP’nin izomeri dimethylallyl difosfatı (DMAPP), daha sonra 

geranilgeranil difosfat sentaz (GGPPS) ve Fiton Sentaz ile katalize edilmiş zincirleme  

reaksiyonları ile karotene çevrilir. Oluşturulan ilk karoten, fitonun trien kromoforudur 

(𝐶40), daha sonra fiton desatüraz (PDS) tarafından katalize edilen likopendeki 

renklendirilmiş undekan (undecane) (Welsch vd. 2008). 

Domates tohumları, 20 – 26 °C sıcaklıkta kolaylıkla çimlenir, 6 – 14 gün içerisinde 

büyür. Buna rağmen domates 15 °C’lik sıcaklıklarda bile hayatta kalabilir.  

 

Şekil 1.1 H-2274 Domates bitkilerinin tohumları 
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1.2 Çalışmanın Amacı 

Domates (H-2274), diğer bitkiler gibi yüksek tuz konsantrasyonlarına duyarlıdır. Tuz, 

domates bitkisinin verimliliğine ve büyümesine zarar verir. Karotenoid 

metabolizmasında yer alan fiton sentaz ve fiton desatüraz hakkında literatürde bilgimiz 

dhilinde herhangi bir veri bulunmamaktadır. Bu çalışmada, laboratuvar ortamında 

100Mm NaCl stresine maruz kalan domates bitkisinde, toplam protein miktarı,lipit 

peroksidasyon düzeyi ve  karotenoidde bulunan, fiton sentaz ve fiton desatüraz 

genlerine ait ekpresyon düzeylerini araştırmak amaçlanmıştır.  
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2. KURUMSAL TEMELLER ve KAYNAK ÖZETLERİ 

 

2.1 Biyotik ve Abiyotik Stres Koşulları 

Tüm stres koşulları bitki türlerine olası zararlar verir. Bu bozulma metabolizmanın 

yavaşlamasına, büyümenin engellenmesine yol açabileceği gibi  hücreleri öldürerek geri 

döndürülemeyen hasarlara da neden olabilir. Bitkiler sayısız çevresel elementleri içeren 

çeşitli ve kompleks etkileşimlerin üstesinden gelmek zorundadırlar. Evrim sürecinde, 

stresli koşullara adapte olmalarına ve hayatta kalmalarına yardımcı olan özel 

mekanizmalar geliştirmişlerdir. Bitkilerin biyotik ve abiyotik strese maruz kalması, 

bitkinin metabolizmasında bozulmaya neden olur ve sonuçta verimde azalmaya yol açar 

(Reje vd. 2014). 

Tuzluluk stresi, tarımsal üretimi sınırlandıran en  önemli abiyotik faktörlerdendir. Kurak 

ve yarı kurak topraklarda bitkiler yaşamları boyunca farklı streslere maruz kalırlar; bu 

bitkilerden bazıları stresi, bitkinin türüne ve stresin tipine göre farklı yollarla tolere 

edebilirler. Aşırı tuzluluk birçok tarımsal ürünün, en çok da sebzelerin verimliliğini 

düşürür.  Bitkilerindeki tuz toleransı hakkındaki bilgi birikimi, tuzlu sularla sulanan 

ürünlerin verimliliğini artırmak için gereklidir. USDA raporuna göre, domatesin diğer 

tüm bitki türlerine oranla tuzluluğa duyarlılığı orta derecelidir. Tuz stresi su 

potansiyelini düşüren, iyon dengesizliğine ve toksik etkiye neden olan üç katmanlı bir 

etkiye sahiptir. Tuz stresi çimlenme, çimlenme hızı, kök/filiz kuruması ve kök ve 

filizdeki 𝑁𝑎+/𝐾+ oranı gibi bazı temel süreçleri etkiler (Abogadallah 2010).  

İki tip çevresel stres, diğer yaşayan organizmaların sebep olduğu biyotik ve çeşitli çevre 

şartlarının neden olduğu abiyotik strestir. Çizelge 2.1, genel stres elementlerini kapsar. 
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Çizelge 2.1 Çevresel stres tipleri 

Biyotik: Tüm yaşayan organizmalar tarafından etkilenir. 

Abiyotik: (fizyolojik stres): 

Işık: Işık yoğunluğu, düşük yoğunluk 

Isı: Yüksek, düşük (soğuma ve donma) 

Su: Yetersiz (kurak), Aşırı (sel) 

Radyasyon: Görülebilir, IR, UV, iyonlaşan (X-ışını ve γ –ışını) 

Kimyasallar: iyonlar, gazlar, tuzlar, ağır metaller, ot öldürücüler 

Mekanik Faktörler: rüzgar ve basınç 

 

2.1.1 Tuz stresinin bitkilere zararı  

Tuzluluk, çözünebilir tuzların bitkinin büyümesini engelleyen topraktaki aşırı tuz 

yoğunluğudur. Tuzluluğa katkıda bulunan katyonlar 𝑁𝑎+
,𝐶𝑎+2

, 𝑀𝑔+2
,𝐾+, 

𝐶𝑙− ,𝑆𝑜4
−2 ,𝐻𝐶𝑂3

−
, ve NO3

-2 
dir. Ayrıca B, Sr, Li, Rb, F, Mo, Ba, ve Al gibi iz iyonlar da 

vardır (Zhu 2009).  

Tuzluluk bitki gelişiminin filizlenme, bitkisel büyüme ve üremeyi sağlayan gelişim de 

dâhil, nerdeyse tüm yönlerini etkiler. Toprak tuzluluğu, iyon zehirlenmesi, osmotik 

stres, besin yetersizliği (N, Ca, K, P, Fe, Zn) gibi sonuçlar doğurur.. Tuzluluk aynı 

zamanda dolaylı olarak faydalı ve ortakyaşar mikropların büyümesini üzerinde ters 

etkilerde bulunur ve bitki verimliliğini sınırlandırır. Topraktaki yüksek tuz yoğunlukları 

osmotik stres yükler ve böylece topraktan su emilimini sınırlandırır. Hücre 

duvarlarındaki sodyum birikimi hızlı bir şekilde osmotik strese ve hücre ölümüne yol 

açar. İyon zehirlenmesi biyokimyasal reaksiyonlarda 𝐾 +nın 𝑁𝑎+nın yerine geçmesinin 

sonucudur ve Na ve Cl proteinlerde yapısal değişikliklere neden olur. Birkaç enzim için, 

𝐾+ gereklidir  ve 𝑁𝑎+ bu iyonun yerine geçemez. Yüksek 𝐾+ konsantrasyonu tRNA’yı 

ribozomlara bağlamak için ve protein sentezi için gereklidir. İyon zehirlenmesi ve 

osmotik stres metabolizmaya ait dengesizliğe yol açar ve bu da oksitlenmeye ait strese 

neden olur (Zhu 2006). 
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Hiperozmotik stres, tuz stresi ve iyon dengesizliğine yol açar, dolayısı ile bitkinin 

yaşamsal hücresel işlevleri harap eder. Azaltılmış su mevcudiyeti, artırılmış solunum 

oranı, değiştmiş mineral dağılımı, zar hassasiyeti, turgor basıncının muhafazasının 

sekteye uğraması bu stres döneminde baskın gelen bazı olaylardandır (Babu vd. 2012). 

Tuz stresi evrelerinin başlaması sırasında, kök sistemlerinin su emilim kapasitesi azalır 

ve yapraklardaki su kaybı ile topraktaki ve bitkilerdeki yüksek tuz tortusu osmotik 

strese bağlı olarak artar ve tuz oranı stresi de hiperozmotik stres olarak değerlendirilir. 

Tuzluluk stresinin başlangıç aşamasında ozmotik stres zarın bozulması, besin 

dengesizliği, reaktif oksijen türlerinin (ROS) toksik etkisinin giderilme yeteneğinin 

durdurulması, antioksidan enzimlerdeki değişiklikler, azaltılmış fotosentez aktivitesi ve 

stoma açıklığının azalması gibi çeşitli fizyolojik değişikliklere sebep olur (Gupta ve 

Huang 2014). 

Büyüme yavaşlaması diğer semptomlara yol açan temel zarardır, buna rağmen 

programlanmış hücre ölümü ciddi tuzluluk şokları altında gerçekleşebilir. Tuz stresi 

koruma hücrelerine taşındığında gözenekleri kapayan absisik asidin sentezine sebep 

olur.  Gözeneklerin kapanması ile fotosentez azalır ve ışı engellemesine ve oksidasyona 

bağlı stres oluşur. Ozmotik stresin bitki büyümesi üzerinde ani etkisi, onun hücre 

genişlemesinin direk ya da dolaylı olarak absisik asit ile yavaşlamasıdır (Munns ve 

Tester 2008).   

Bitkilerin tam anlamıyla büyümesini ve gelişimini etkileyen içsel ve dışsal faktör vardır. 

Hücreler arası ve hücre içinde sinyal iletimine yardım eden sinyal molekülleri olan bitki 

olgunlaşma hormonları,iç faktörler olarak yaşamlarının her evresinde bitkilerin 

gelişimini desteklerler. Dış faktörler, su ilişkilerini, uygun besin sağlanmasını vb. içerir. 

Tüm bu faktörler, su ilişkileri, karbon tedariki, hormonsal karalılık vb. yüksek tuz 

yoğunluklarına maruz kalan bitkilerin büyümesinin kontrolü ile ilişkilidir. Bitkilerin 

NaCl’ye maruz kalması, bitkiler için su kullanılabilirliğini azaltır, böylece ozmotik stres 

etkilenir. 𝑁𝑎+ ve 𝐶𝑙− iyonlarının baskınlığı, bitkinin büyümesi için gerekli olan diğer 

minerallerin emilimini engeller (Borghesi vd. 2011) 
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2.1.2 Bitkilerdeki NaCl’nin emilimi ve birikimi 

 

Tuzlu toprağın toprak çözeltisi, tuz stresine sebep olan bir dizi çözünmüş tuz içerir fakat 

NaCl en yaygın tuzdur ve tuzluluk üzerindeki çalışmaların büyük bir kısmı onun 

üzerinde yoğunlaşmıştır (Tavakkoli vd. 2010). Birikimin bir diğer nedeni ise rüzgâr ve 

yağmur tarafından getirilen okyanus tuzlarının tortulaşmasıdır. Yağmur suyu 6-50 

mg/kg sodyum klorür içerir. Yoğunluk kıyıdan uzaklaştıkça azalır. 10 mg/kg sodyum 

klorür içeren yağmur, yağış başına 100 mm ile her yıl 10kh/ha tuz biriktirir (Büyük ve 

Aras 2014). 

Tuz stresi ayrıca hiper iyonik stres olarak da bilinir. Tuzluluk stresinin en zararlı 

etkilerinden biri 𝑁𝑎+ve 𝐶𝑙− iyonlarının yüksek oranda NaCl içeren topraklardaki 

bitkilerinin dokularında toplanmasıdır. Hem 𝑁𝑎+ hem de 𝐶𝑙−nin hücrelere girişi iyon 

dengesizliğine neden olur ve aşırı oranda gerçekleşirse belirli fizyolojik sorunlara yol 

açabilir. Yüksek 𝑁𝑎+ yoğunluğu, büyüme ve gelişme için gerekli element olan  𝐾+ 

iyonlarının emilimini engeller, düşük verimliliğe hatta ölüme yol açabilir (Gupta ve 

Huang 2014). Yüksek oranda tuza maruz kalan bitkilerde, iyonlar, tipik olarak Na
+ 

ve 

Cl, dış su potansiyelini azaltır, turgor basıncının azalmasına veya kaybına ve bitkinin 

büyümesine öncülük eden sitoplazmada aşırı birikmeye sebep olur (Niu vd. 1993). Bitki 

hücrelerinde sitozolik Na
+ 

yoğunluğu düşük seviyededir. Bu düşük seviye, hem hücre 

zarında hem de kofulda bulunan  elektrokimyasal H
+ 

pompasına ait Na
+
/H

+  

antiporterlerin aktivitesi ile elde edilir. H
+  -

ATPaz ve koful (H
+
-ATPaz, H

+ 
PPaz)   

hücre zarı ve koful tarafından kullanılan Na
+
/H

+
 antiportera bağlı enerjiyi üretirler 

(Blumwald 2003).   

Kök yüzeyindeki aşırı sodyum iyonları bitkide potasyum alınımını engelller. Sodyum ve 

potasyum iyonlarının benzer kimyasal doğasından dolayı, sodyum, kökün potasyum 

emiliminde güçlü kısıtlayıcı bir etkiye sahiptir. Bitkiler potasyum emiliminde hem 

düşük hem de yüksek çekim sistemlerini kullanırlar. Sodyum iyonunun varlığı, düşük 

potasyum ve sodyum seçiciliği olan düşük çekimli sistemler üzerinde daha zarar verici 

sonuçlara neden olurlar. Sodyum stresi altında, yeterli potasyum besinini idame 

ettirmek için, bitkilerin daha seçici yüksek çekimli potasyum emilimini gerçekleştirmesi 
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gereklidir. Potasyum bulunmaması giderek büyüyen aksamalara sebep olur çünkü 

potasyum, en çok bulunan hücresel katyon olarak, hücre turgorunu, zar potansiyelini, 

enzim aktivitelerini ve bitkilerdeki nitrat, potasyum ve fosfatın korunmasında hayati bir 

rol oynar (Zhu 2009). Sodyum sitoplazmanın içine girdiğinde, birçok enzimin 

aktivitesini engeller. Bu zarar aynı zamanda ne kadar çok potasyumun bulunduğuna da 

bağlıdır. Yüksek sodyum/potasyum oranı en zararlı olandır (Zhu 2009). 

 2.1.3 Bitkilerin tuz toleransı mekanizması  

Tuz toleransı, bitkilerin tuzlu topraklarda   büyüme yeteneğidir. Tolerans mekanizmaları 

arasında tuz alınımı ya da tuzun dış ortama salınımı birçok bitkide tuzluluğa cevap 

olarak tanınmıştır.  Tuzu dış ortama salanlar, toksik iyonların köklerden, filizlerden, 

depodan ya da topraktan tekrar yer değiştirme ile geri emilimi ile filizin içerisine tuz 

emilimini sınırlama (Özellikle  𝑁𝑎+) yeteneğine sahiptir. Tam tersine tuz alıcılar büyük 

miktarlarda tuz alırlar ve kökte depo ederler. Birçok tuzlar, tuzların koful içerisinde 

bölümlere ayrılması uygulamasını içerirler. Diğer alıcılar yüksek yoğunluktaki tuzları 

boşaltmak için yaprak yüzeylerinde özel bezelere sahiptirler (Gupta ve Huang 2014).  

Bitkilerin tuzluluğa toleransları açısından, yüksek tuzluluk yoğunluğu altında büyüyüp 

üreyebilen halofitler (>400mM NaCl) ve yüksek tuzluluğa dayanamayan glikofitler 

olarak bölünürler. Tahıl ürünlerinin ve diğer bitkilerin çoğu glikofitlerdir ve toprak 

tuzluluğuna yüksek oranda duyarlıdırlar. Bitki tuz toleransının moleküler temelini 

anlamak aynı zamanda kuraklık ve aşırı sıcaklık stres toleransının anlaşılmasıa da 

yardımcı olacaktır çünkü ozmotik ve oksidatif stres bu yaşam dışı streslere alışkındır. 

Bitkilerin tuz toleransı mekanizmaları, iyon dengesi, ozmotik  denge, stres zarar 

kontrolü ve onarma ve büyüme düzenlemesi olarak geniş bir şekilde açıklanabilir 

(Chinnusamy vd. 2006). Bitkiler zehirli iyonların emilimini sınırlandırarak iyon 

dengesini elde ederler, gerekli iyonların alımını sürdürürler ve belirli doku tiplerinde 

toksik iyonların kofulda bölümlere ayrılmasını sağlarlar. Birçok kültür bitkisinde  𝑁𝑎+, 

iyon zehirlenmesinin temel nedenidir ve bu nedenle hücresel  𝑁𝑎+ yoğunluğunun 

idaresi tuz toleransı için önemlidir. Sodyum iyonları hücre sıvısı içerisinde toksik 

oranının altında: i) kök korteks hücrelerine 𝑁𝑎+ girişini sınırlandırarak, ii) 𝑁𝑎+ kök 
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hücrelerinden toprağa atarak, iii) 𝑁𝑎+’yı terleme bitki dokusu akışından alıp köklerde 

dolaştırarak, iv) 𝑁𝑎+’yı olgun hücrelerin kofulunda depolayarak, v) 𝑁𝑎+yı tuz 

bezelerinden dışarı atarak tutulabilir. Bu mekanizmalar arasında tuz bezeleri ile 𝑁𝑎+ nın 

dışarı atılması sadece halofitlerde önemlidir. 

Biyokimyasal, elektro fizyolojik ve moleküler genetik kanıtlar, SOS yolunun hücresel 

ve tüm bitki iyon dengesini açıklamada önemli bir rol oynadığını belirtir (Chinnusamy 

vd., 2006). Bitkinin çevresel stresle savaşma yeteneği, bitkinin çevresel stresi 

hissedebilme yeterliliğiyle anlaşılır ve bu savunma mekanizmasını aktive eder. Tuz 

stresi bitkiler tarafından iyonik ve ozmotik stres olarak algılanır. Aşırı 𝑁𝑎+ve 𝐶𝑙− 

protein yapısında ve zar depolarizasyonunda yapısal değişikliklere neden olur ve iyon 

zehirlenmesinin algılanmasına neden olur. Hücre zarı proteinleri, iyon taşıyıcıları ve 

𝑁𝑎+ duyarlı enzimler, hücre dışı ve hücre içi için toksik 𝑁𝑎+yoğunluğunun sensörleri 

olarak varsayıldılar. SOS1’inkine (Fazla tuza duyarlı 1, hücre zarı 𝑁𝑎+/ 𝐻+ antiporter) 

benzer uzun sitoplazmik kuyruklara sahip birçok taşıyıcı,taşınan molekülün 

algılayıcılarıdır (Chinnusamy vd. 2006). Bitkiler tuzluluğa uyum sağlamak için birkaç 

mekanizma geliştirmişlerdir. Bitki toleransı ya da tepkisinin üç farklı çeşidini 

ayrımsamak mümkündür: Ozmotik stres toleransı, Na
+
 nın yaprak yüzeyinden dışa atımı 

ve doku toleransı (Nandal ve Hooda 2013). 

Tuzların toprakta yüksek oranda birikimi, kökler için su alımını kısıtlar ve bitki 

içerisinde yüksek orandaki tuz, bitkiye zararlı olabilir. Köklerin dışındaki tuzların hücre 

büyümesi ve metabolizma üzerinde ani sonuçları olur; Bitki faaliyetleri üzerinde bir etki 

yaratmadan önce  toksik tuz yoğunluklarının bitki içerisinde yoğunlaşması zaman alır 

(Munns ve Tester 2008). 

2.2 Oksijensiz Köklerin Bitki Üzerindeki Etkileri  

 

Moleküler oksijen (triplet oksijen), dünya üzerindeki yaşam için gereklidir. Yaşayan 

hücrelere direk zarar vermeyen, nispeten istikrarlı bir moleküldür. Yine de triplet 

oksijen ekstra enerji veya elektron aldığında yaşanan, lipid, protein ve nükleik asitler de 
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dâhil hücrelerin çeşitli bileşenlerine oksidatif zarar veren bir dizi ROT (Reaktif Oksijen 

Türleri) meydana getirir. En bilinen ROT’lar, singlet oksijenler (1𝑂2 ), hidrojen peroksit 

(𝐻2𝑂2 ), süper oksit anyonlar (𝑂2) ve hidroksil radikallerdir(OH). Triplet oksijenin, 

farklı yörüngelerde yer alan iki eşleşmemiş elektronu vardır. Işık ile klorofil tarafından 

enerji alımı üzerine, bu iki elektronun zıt dönüsü, oksijenin (tekli oksijen) oksitleyici 

gücünü ciddi ölçüde artırır. triplet oksijen bir elektron aldığında bir dizi kimyasal 

dönüşümle hidrojen peroksit. foto sistem II ve I ile yakalanır ve bir dizi elektron transfer 

reaksiyonlarından geçen ve NADPH’de sonlanan elektronları harekete geçirmek için 

kullanılır (Abogadallah 2010). 

Oksidatif stres reaktif oksijen türleri ve biyolojik sistem kapasitesi arasında dengesizliği 

temsil eder, hazır bir şekilde reaksiyon ara oksitlerin zehir etkisini giderir ya da oluşan 

zararı onarır (Sarkar vd. 2012). Bitkilerin aşırı sıcaklığa ve kuraklık stresine tepkileri, 

artmış oksidatif streste gözlenen tipik tepkilerle ilişkilidir. Oksidatif stres,  

kendiliğinden yayılan oto oksidasyon reaksiyonu ile sonuçlanan organik olmayan 

jenerasyon radikaller tarafından başlatılabilir. Bu radikaller, ani radyasyondan ya da 

ikincil olarak oksijen radikalleri reaksiyonlarından ya da azaltılmış oksijenin yarı kararlı 

biçimlerine tepki olarak oluşurlar. Mesela, Hidroksil radikal (OH.), hidrojen peroksit 

(𝐻2𝑂2), Tekli Oksijen (1𝑂2) ve superoksit radikal (𝑂2). Biyolojik sisteme gelen zarar, 

tipik radikal zincirleme reaksiyonu ile yayılan organik peroksitlerde bağlıdır (Alscher ve 

Hess 1993). 

Bitki hücrelerinin en önemli işlevlerinden biri, çevrelerindeki değişimlere tepki verme 

yetenekleridir. Bitkinin ilk tepkileri ve sonrasında gelen ve değişmiş çevresine göre 

başarılı düzenlemeler kuran olaylar arasındaki bağlantıları anlamak, bitki biyolojisinin 

sıradaki büyük zorlu görevidir. Çevresel kaynaklardan ve gelişimsel tohum 

olgunlaşması geçişlerden oluşan oksidatif stres, reaktif oksijen türlerinin (ROS) bitki 

hücrelerinde oluşumunu içerir. Merkezi olayları takiben, redoks olarak modüle edilmiş 

değişiklikler hücresel tepkilerdir (Grene 2002). Aktif oksijen türleri süper oksit, 

hidrojen peroksit, hidroksil radikal ve tekli oksijen, bitkilerde normal aerobik 

metabolizma sonucunda oluşur. Zara bağlı süper oksit dismutazın (SOD) eylemi, bir 

enzimi katalize eden süper oksit anyonun kaldırılması, su üretimi ile sonuçlanır. 
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Biyolojik zarların, oksijenin oluştuğu su sevmeyen içeriğinde, bakır ve demirin 

varlığında, enzim atik olmayan bir şekilde hidrojen oksit ile reaksiyona giren hidroksil 

radikaller oluşturabilir. Hidroksil radikaller nerdeyse tüm hücre bileşenleri ile etkileşime 

girer fakat sadece üretildikleri yerde. Aktive edilmiş oksijen türleri kimyasal 

modifikasyonlar ve/veya proteinlere, lipitlere, karbonhidratlara ve nükleotidlere zarar 

verebilir (Quartacci vd. 1997). 

2.2.1 Aktive edilmiş oksijen üretimi  

Oksijenin süper oksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikaller oluşturmak için 

azaltılması, birçok biyolojik sistemde oksijen aktivasyonunun ilke mekanizmasıdır. 

Yine de birçok foto sentetik bitkide tekli oksijenin ışık sistemleri ile oluşturulması 

büyük öneme sahiptir. Aktive edilmiş oksijen, sıklıkla metabolizmanın bir bileşeni 

olarak kompleks kimyasal reaksiyonları saplamak için, işlevini yitirmiş enzimler ya da 

elektron taşıma sistemleri ile kimyasal ya da çevresel stres nedeniyle metabolizmada 

huzursuzluklardan dolayı oluşur. Kloroplast, mitokondri, endoplazmik retikulum, mikro 

cisimler, hücre zarları ve hücre duvarları, aktive edilmiş oksijen üretiminin bitki 

hücrelerinde temel siteleridir (McKersie vd. 2000).  

(Grene 2002) tarafından anlatıldığı gibi, kloroplast içinde oksijeni aktive edebilecek en 

az dört tane site vardır. İlk olarak, PSI sitesinin azalan tarafı, oksijenin tek birleşme 

kapasitesine sahip azalmasına NADP’nin sınırlandırıcı olduğu koşullara önemli 

derecede katkıda bulunur. İkincil olarak yakalanan ışık enerjisinin değerlendirilmesini 

engelleyen koşullar altında, elektron taşıma sistemlerinde, ışık ile aktive edilen 

klorofilin uyarılması oksijeni tekli ve üçlü biçimlerde çıkarabilir. Üçüncü olarak 

PSH’nin okside eden tarafında moleküler oksijenden elektronlardan sızıntılar ya da 

kısmen azaltılmış oksijen ürünlerinin serbest bırakılması aktive edilmiş oksijen 

üretimine katkıda bulunur. Son olarak, proksizomlarda sonraki metabolizması aktive 

edilmiş oksijenin doğuşuna götüren ışıl solunum glikolatı oluşur. Pürüzsüz endoplazmik 

retikulumda meydana gelen farklı oksidatif süreçler oksijenin NAD (P)H’yi elektron 

vericisi olarak kullanarak organik substrata taşınmasıdır. Süper oksit, sitokrom P450 

(Winston ve Cederbaum 1983) içeren mikrozomal NAD(P)H’ye bağlı elektron taşıma 
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ile üretilir. Alt katmanı (RH) ile reaksiyona girer ve bir radikal orta seviye (cytP450-R.) 

oluşturur, bu da hazır olarak triplet oksijen ile reaksiyona girerek her birinin bir 

eşleşmemiş elektronu olduğu için (cytP45o-ROO.) oluşturur. Bu oksijene edilmiş 

karışım sitokrom ile azaltılabilir ya da ara sıra karışım süper oksit salarak çözünebilir 

(McKersie vd. 2000).  

Peroksizom ve glioksizomlar yağ asitlerinin ve glioksik asit döngüsünün oksidasyonda 

yer alan,  glikolat oksidaz, katalaz ve farklı peroksidatları da içeren enzimleri içerirler. 

Glikolat oksidaz, glikolattan oksijene iki-elektron transferi içeren bir reaksiyonda 𝐻202 

üretir. Ksantin oksidazurat oksidaz ve NAD(P)H oksidaz, substratlarının 

oksidasyonunun sonucu olarak süper oksit meydana getirir (McKersie vd. 2000). 

2.2.2 Bitkilerin mekanizmaları, azaltılmış oksijen türlerinden korunmaktadır 

(ROS) 

Bitkiler azaltılmış oksijen türlerinden korunmak için farklı mekanizmalara sahiptirler. 

Oksidatif strese karşı korunma karmaşıktır ve enzimatik ve enzimatik olmayan 

bileşenler içerir. Su stresi gibi bazı anormal süreçlerde savunma mekanizmasında 

anahtar enzim, O2 radikallerini  H2O2 ya çeviren zehrin etkisini giderme sürecinde ilk 

enzim olan SOD’dir (Passos 2003). Kuraklık ve donma stresi, ısı stresi ve doku 

kültürünün hazırlanması, reaktif oksijen türleri (ROS) üretimi artırılmış SOD ve CAT 

aktivitelerinde ROS yoğunluğunu azaltmak ve hücreyi korumaya yol açacak şekilde 

uyarılabilir (Navari-Izzo vd. 1997). Dahası ROS hücre zarının oksidasyonuna sebep 

olabilir ve işlevini yok edebilir. Klorofil, protein ve DNA gibi bazı biyolojik makro 

moleküller de okside edilmiştir ve stres durumunda bitkinin ölümüne yol açabilir. Hücre 

içerisinde, süper oksit dismutaz (SODs), ROS karşısında ilk savunmayı oluşturur. 𝑂2, 

bir elektron transferi zincirinin olduğu her yerde üretilir ve 𝑂2 nin aktive edilişi 

mitokondri, kloroplast, mikrozom, glioksizomlar,  peroksizomlar, apoplasts ve sitozolu 

da içeren hücrenin farklı kompartımanlarında oluşabilir. Durum bu olmakla beraber, 

SODlerin tüm bu hücre içi yerlerde bulunması sürpriz değildir. Hücrenin tüm 

kompartımanları 𝑂2 oluşumu için olası yerlerken, kloroplast, mitokontri ve 

peroksizomlar ROS’nin en önemli üreticileri olarak sanılırlar (McKersie vd. 2000). 
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2.3 Karotenoitlerin Bitkilerdeki ve İnsanlardaki Genel Rolü  

Karotenoidler  bitkilerin fotosentezle ilgili sistemleri için önemli bileşenlerdir. Yakın 

zamanda yosunlar ve siyano bakterilerle birlikte 70’den fazla karotenoit tanımlandı. Işık 

oksidatiften gelen zarar karşı korurlar ve fotosentez için ışık hibesine yardımda 

bulunurlar (Kato vd. 2004). Tüm karotenoidler, izoprenden kaynaklanan 𝐶40 

tetraterpenoidlerdir ve polien temelleri doğrusal ya da her iki uçta da bir veya birden 

fazla halkalı  β-iyonuna  veya  ε-iyonuna sahiptirler. Oksijene edilmemiş karotenoidler 

karatenler olarak anılır, β-karateni gibi. Oksijene edildiklerinde lütein gibi ksantofil 

olarak tahsis edilirler (Li 2008).  

Bitki karotenoidleri, kloroplast ve kromoplast zarının içine sıkıca yerleştirilmiş kırmızı, 

turuncu ve sarı renkteki lipid çözünebilir pigmentlerdir. Renkleri fotosentezle ilgili 

dokular içerisinde klorofil tarafından kaplanmıştır fakat bitki gelişiminin sonraki 

aşamalarında bu pigmentler birçok çiçeğin, meyvenin ve havuç kökünün parlak 

renklerine katkıda bulunur. Karotenoidler, fotosentezle ilgili organizmaları potansiyel 

zararlı ışın oksidatif süreçlerinden korur ve fotosentezle ilgili duyarganın ve reaksiyon 

merkezi komplekslerinin önemli yapısal bileşenleridir. Bitkilerde bu bileşenlerin 

bazıları gelişimsel ve stres sürecini dönüştüren bir fitohormon olan absisik asidin 

(ABA) öncüleridirler (Bartley vd. 1995). Bitkinin büyümesi sırasında karotenoidler 

yeşil dokularda yaşamsal ışın koruyucusu ve çiçeklerde ve meyvelerde çok ta gerekli 

olmayan renklendiriciler olarak iki rol oynarlar.  Işık sistemi doyduğunda, fotosentezle 

ilgili anten sistemindeki klorofil molekülleri oksijenler reaksiyona girerek tekli 

oksijenler oluşturabilir bu da ölümcül oksidatif reaksiyonlara sebep olabilir. 

Karotenoidler uyarılmış klorofillere su vererek tekli oksijenlerin oluşmasını engeller. 

Karotenoidler, özel su sevmeyen proteinleri birleştirdikleri plastidler içerisinde sentez 

edilmiş ve birikmiştir. Tüm plastidler karotenoid içerir; bu pigmentlerin en yüksek 

düzeyi kloroplast ve kromoplast içerisindedir. Kromoplastlar yüksek oranlardaki 

karotenoidleri toplayabilmek için uzmanlaşmış plastidlerdir ve birçok meyve ve çiçeğin 

parlak sarı ve parlak kırmızı renginden sorumludur (Giuliano vd. 1993). 
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Provitamin A aktivitesi ile karotenoidler, insan diyetinin önemli bileşenleridir ve birçok 

karotenoidin kansere karşı eylemleri olduğuna dair kayda değer bulgular vardır. 

Karotenoidler gıda ile emilir ve sık sık diğer bileşenler içerisine metabolize edilir, 

bilinen hayvanlardan ıstakoz, flamingo ve balığın renklerinden sorumludurlar. Sık sık 

gıda renklendiricilerinin doğasından habersiz olarak, insanlar gıdalara temel olarak göz 

zevkine uyması için eklenmiş yüksek oranlarda karotenoidler tüketirler (Bartley and 

Scolnik 1995). Astaksantinin bir besin takviyesi olarak insanlar için yararlı rolü 

aşikardır. Böylelikle kanıtlanmıştır ki astaksantin β-karaten ve α-tokoferole göre daha 

yüksek antioksidan aktivitesine sahiptir ve lipit peroksidasyonun geciktiricisi olarak 

güçlü antioksidan aktivitede bulunur. Mide ile ilgili iltihabın azaltılması ve pilori-

bulaşmış fare ve insanlarda, H’deki bakteriyel yüklemenin azaltılması, yaşla gelen 

maküler bozulmanın engellenmesi,  damar sertliği riskinin engellenmesi gibi yararlı 

etkileri olan astaksantinin bu etkileri şu an inceleme altındadır (Steinbrenner and Linden 

2001).  

2.3.1 Domatesteki karotenoid biyo sentetik yol  

Geçmiş yarı yüzyılda mantar ve bakteri bitkilerin karotenoid biyo sentetik yolları, 

kapsamlı bir şekilde gözden geçirilmiştir; Neredeyse tük karotenoid genleri tanınmıştır 

ve ürünleri ayırt edilmiştir (Li 2008). Karotenoid biyo sentetik yol öyle önemli bir 

yoldur ki fotosentezde önemli rol oynayan karotenoidleri üretir. Fotosentez tuz 

stresinden en çok etkilenen faktördür. Fotosentezle ilgili duyarga ve reaksiyon merkezi 

komplekslerinin esas bileşenlerini oluştururlar. Böylece fotosentez sırasında ışık 

enerjisinin toplanmasında can alıcı bir rol oynarlar. Karotenoidlerden başka bu yolun 

aracılarından olan geranilgeranil fosfat klorofil, fitol, steroitler, plastokinon, tokofroller 

gibi  bitkilerin yaşam döngülerinde büyük bir etkiye sahip olan ara ürünlerin sentezinde 

öncüdürler (Ma Babu vd. 2011a).  

Domates, meyvenin olgunlaşması sırasında karotenoid biyo sentez yolunu çalışmak için 

önemli bir model olarak tercih edilir (Wiebke ve  Ralph 2009). Yol domates 

meyvesinde olgunlaşma sırasında belirli karotenoidlerin toplanabilmesine yol açacak 

kadar yüksek derecede aktiftir. Meyve olgunlaşmasının evresinde lütein yüksek 
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oranlarda birikir; lütein insanlarda retinanın zarar veren ışınlardan korunmasına ve yaşla 

alakalı maküler bozulmaya karşı yardımcıdır (Smita vd. 2013).  

Biyo sentetik olarak karotenoidler, izopentenil difosfatı (𝐶5) kullanarak metirelitritol-4-

fosfat yolundan türemiş plastidlerde sentez edilmiş izoprenoidlerdir. İki geranilgeranil 

difosfat (𝐶20) moleküllerinin fitona (𝐶40) dönüştürülmesi, karotenoid yolunda ilk atılan 

adımı temsil eder ve enzim fiton sentezi tarafından katalize edilir. Fiton, karakteristik 11 

bağlı çifte bağın sonucu olarak kırmızı renge sahip tüm trans likopenleri oluşturmak için 

ardışık seriler halinde desatürasyonlar ve izomerizasyondan geçebilen üç eşlenik çifte 

bağlı renksiz bir karatendir. Bitkilerde ve yosunlarda fitonun likopene optimal 

desatürasyonu ve izomerleştirilmesi dört proteine, bir fitona ve z-karaten desatürazına 

ve z-karateni ve cis-likopen üzerinde hareket eden iki eş enzime gerek duyar. Siklaz 

enzimlerinin eylemi ve özelliğine dayanarak, likopen daha sonra boreionone halkaları 

oluşturmak için b-karatenini ve/ya da a-karatenini açığa vurarak siklizasyondan 

geçebilir. Bu klinik karotenoidler daha sonra hidroksilasyon ve epoksidasyon 

reaksiyonlarla dekore edilebilir (Nogueira vd. 2013). 

 

Şekil.2.1 Domatesin PSY ve PDS genlerinin karotenoid biyo sentetik yolu birkaç orta derece 

basitleştirme amacıyla çıkarılmıştır. (https://www.google.com.tr/search) 
Fiton sentazın ve fiton desaturazın ifadesi mevcut yayımda çalışılmıştır.  

Carotenogenic genler nükleer genomlarda kodlanmıştır ve sentezlenmiş proteinler 

translasyonel sonrası işlendikleri plastidlerde ön proteinler olarak hedef alınır (Parvin 

vd. 2014). Yoldaki ilk karotenoid, enzim fiton sentezi (Psy) ile iki geranilgeranil 
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difosfat moleküllerinden sentezlenmiştir. Bitki yolunun bir sonraki adımında enzim 

fiton desatüraz (Pds) fitonun I-karotene dönüşümünü katalize eder. Fiton renksiz bir 

bileşendir, t-karoteni sarı ve sonraki bileşenler ise kırmızı (likopen), turuncu (0-karaten) 

veya sarıdır (ksantofil ya da hidroksile edilmiş karotenoidler). Yolun bir yan mamulü 

ise bitkinin çeşitli gelişimsel ve stres sinyallerine tepkilerini ayarlayan fitohormon 

absisik asittir (Giuliano vd. 1993). Bitki gelişimi sırasında karotenoidler, yeşil 

dokulardaki gerekli ışın koruyucuları ve çiçeklerdeki zorunlu olmayan renklendiriciler 

gibi çifte roller oynarlar. Işık sistemi doyduğunda, bitkilerin içindeki klorofil 

molekülleri ve karotenoidler sentezlenir ve yalnızca özel hidrofobik proteinleri 

birleştirdikleri plastidlerde birikirler. Bütün plastidler karotenoid içerirler ve pigmentler 

kloroplast ve kromoplastlarda en yüksek seviyede bulunurlar (Steinbrenner  ve Linden 

2001). Birtakım raporlar ABA formasyonunun avokado, domates (Solanum 

lycopersicum) ve tütün  karotenoid yarılma düzeyinde düzenlendiğini kanıtladı fakat 

karotenoidlerin kıt olduğu kökler ABA’nın temel kaynağıdır ve karotenoidlerdeki hız 

sınırlayıcı adımlar düzenleyici hale gelebilir (Welsch vd. 2008). 

Birçok dokuda, PSY, karotenoidlerdeki ilk işlenmiş adım carotenogenesisleri katalize 

eder ve hız sınırlayıcı olduğu düşünülmektedir. Mesela Altın Pirinçte PSY’nin etkinliği  

(bakteriyel karaten desatüraz CrtI olmayan), artırılmış karotenoid düzeyleri için 

belirleyicidir. Benzer bir şekilde bakteriyel PSY’nin kanola tohumlarındaki (kolza 

tohumu) aşırı ifadesi artırılmış b-karotenine yol açar. Karotenoid yol enzimleri için bitki 

genleri çekirdekseldir ve protein ürünleri örgenciklerin içine alınır. Karotenoid biyo 

sentetik genler için olan moleküler sondalar şu an kullanılabilir hale gelmektedir. 

Karotenoid biyo sentez ve düzenlenmesi, domates, tütün ve yosun gibi birçok bitki 

türünde çalışılmıştır. Son iki yılda PDS ve PSY, tablo ikide görebileceğiniz gibi 

domatesin meyvesinin içinde olduğu olgunlaşma ve gelişim sırasında karotenoid biyo 

sentez ve düzenleme sırasında, bunun gibi bitki türlerinden klonlanmıştır. Domates 

bitkisinin olgunlaşması sırasında PSY ve PDS’nin ibaresi artırıldı (Kato vd. 2004). 

PSY, bazı bitkilerde A. Thaliana gibi tek kopyalama genidir yine de, domates, tütün ve 

çimen ailesinin birçok türü gibi diğer bitkilerde birkaç kopya bulunabilir (Poaceae). 

Domatesteki PSY1 meyve ve çiçeğe özgün bir genken, PSY2 gen dokularında yer alan 

ve baskın olandır (Giuliano vd. 1993).  
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Çizelge 2.2 Son yıllarda PDS ve PSY bitkilerden klonlanmıştır 

 

Fiton Sentaz 

 

Mısır, Nergis, Biber, Pirinç, Domates 

 

Fiton Desatüraz 

 

Mısır, Nergis, Biber, Pirinç, Soya Fasulyesi, Domates 

2.4 Bitkilerdeki Fiton Desatüraz ve Fiton Sentazın İfadesi 

Karotenoidler, bitkiler, yosun ve siyano bakterilerde ışığın toplanmasına katkıda 

bulunan ve ışık oksidatif zarara karşı koruyan fotosenteze ait düzeneklerin esas 

bileşenleridir (Kato vd. 2004). Karotenoid biyo senteze müdahil olan genler farklı 

çevresel uyarıcılar tarafından uyarılmıştır. PSY’nin domates fidesi içindeki ışık 

tarafından uyarıldığı rapor edilmiştir dahası oksidatif stres, biber içerisindeki 

kromoplasta özel karotenoidleri uyarmıştır.  Yeşil su yosununda yüksek ışık ve tuz 

stresi, astaksantinin hızlı bir şekilde birikmesini ile sonuçlanan karotenoid hidroksili ve 

PSY’nin gen ifadesinin meydana çıkarmıştır (Welsch vd. 2008). Psy ve Pds klonları 

temel olarak olgunlaşan meyvedeki ve çiçekteki genleri ifade eder. Hâlbuki diğer her bir 

enzim için genler tahminen yeşil kloroplastik dokuda olarak ifade edilmektedir ve olgun 

meyvede de daha düşük bir düzeyde ifade edilebilir. Genetik tamamlama üzerindeki son 

çalışmalarda, domatesin fiton sentaz noksanı mutant domates, bitkide üç fiton sentaz 

geninin ifade edildiğini önerir: bir tanesi yeşil doku içerisinde, diğer bir tane olgunlaşan 

meyve içerisinde ve üçüncüsü ise çiçektedir (Fraser vd. 1994). Pigment 

kompozisyonuna bakılmaksızın PSY ve PDS ifadelerinin en yüksek seviyeleri 

kromoplast içeren dokularda bulundu. Meyvelerdeki ve çiçeklerdeki kromoplast 

gelişimi sırasında PSY ve PDS’nin farklılık gösteren düzenlemesini gözlemledik. Her 

iki genin de ifadesinde test edilen çiçek gelişiminin evreleri sırasında 10 kat arttı. Yine 

de portakal meyvelerinde PSY’nin ifadesi olgunlaşmamış yeşil meyveye göre 25 kat 

fazladır fakat PDS’nin ifadesi sadece 3 kat daha fazladır. Bu farklılığın fizyolojik temeli 

kromoplastın çiçekler ve meyveler içerisindeki gelişim zamanlaması olabilir. Böylece 

karotenoid biyo sentezdeki bu patlama PSY, PDS ve muhtemelen diğer yolun farklı 
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bileşenlerini kodlayan genlerin eşgüdümsel girişini gerektirebilir. Buna karşıt olarak 

kromoplast meyve gelişimi nispeten yavaş bir süreçtir (Giuliano vd. 1993). 

2.5 Domates Bitkisi Karotenoidleri Üzerinde Tuzun Etkisi  

Karotenoidler fotosentezin foto koruma için esastırlar ve biyotik ve abiyotik stres 

altında bitki gelişiminde sinyal vermede öncü olarak özel bir rol oynarlar. Karotenoid 

biyo sentetik yolu, fotosentezde önemli bir rol oynayan karotenoidleri ürettiği için 

fevkalade önemli bir yoldur. Fotosentez tuz stresinden en fazla etkilenen faktörlerdendir 

(Ma Babu vd. 2011a). Besin kalitesini ve bitki verimini artırmak için özel potansiyelleri 

vardır. Bugünlerde, bitkilerdeki artmış karotenoid içeriği, farklı bitkilerin 

yetiştirilmesinde ve genetik mühendisliğinde kayda değer ilgiye sahiptir. Son 

zamanlarda şeker kamışı ile çalışılırken bulunmuştur ki farklı bitki büyümesi 

evrelerinde tuz stresinin zorla kabul ettirilmesi Chl ve karotenoid içeriğinde göze çarpan 

bir azalmaya sebep oluyor (Ashraf ve Harris 2013). Aşırı tuz stresine maruz kalmak 

domates meyvesinin boyutunu küçültür ve toplam verimini azaltır. Orta dereceli tuz 

stresi genel olarak karotenoidleri ve domatesin tadı için önemli bileşenler olan şeker, 

organik asitler ve amino asitler gibi toplam çözünür katıları artırarak meyve kalitesini 

iyileştirir (Ezzat vd. 2014). Tuz stresi altında bitkiler yapraklarda fotosentez düzeyini 

engel olmada önemli bir rol oynayan karotenoid biyo sentetik genlerin azalmış ifadesini 

gösterirler, bu da bitkilerin verimliliğini azaltır. Karotenoidler foto oksidatif zararı 

önlemede kritik bir rol oynarlar.  

(Ma Babu vd. 2011b)’e göre farklı domates bitkileri sırasıyla 25 mM, 50 mM, 100 mM, 

150 mM ve 200 mM sodyum klorür yoğunluklarına maruz bırakıldıktan sonra domates 

yapraklarındaki dört farklı genin karotenoid biyo sentetik yolu analiz edilmiştir. 

İnceleme altındaki genler PSY, PDS, ZDS ve LCY-β idi. RT PCR kullanılarak yapılan 

nicel ifade analizi, bu genlerin sodyum klorüre maruz kalan bitkilerdeki kontrol 

bitkilerine karşılık olarak farklı ifade modellerini göstermiştir. Bu genlerin ifadesi NaCl 

yoğunluğu arttıkça azalmıştır.  
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3. MATERYAL VE METODLAR  

3.1 Kimyasal Materyaller  

Bu çalışmada kimyasallar Roche Şirketinden elde edilmiştir. Damıtık su solüsyonların 

hazırlanması sırasında kullanılmıştır.  

3.2 Metodlar 

3.2.1 Bitkilerin büyümesi  

Domates tohumları (H-2274) %20 çamaşır suyu ile üç dakika dezenfekte edildi. 

Tohumlar steril damıtılmış suda üç kez durulandı. Daha sonra tohumlar pelet ve 1000 

mL ½ Hoagland çözeltisi, makro besinler (K2SO4, KH2PO4, MgSO4, 7H2O, Ca 

(NO3)2, 4H2O, and KCl) ve mikro besinler (H3BO3, MnSO4, CuSO4, 5H2O, NH4 

Mo,ZnSO4, ve 7H2O) içeren plastik tabağa taşındı. Şekil 2.1’de görebileceğiniz gibi 

tohumlar  büyüme odasında 23 ± 2ºC ve bağıl %70 nemlilikte, 16 saatlik ışık ve 8 

saatlik karanlık  devrinde tutulmuştur. 

 

Şekil 3.1 23 Günlük domates büyüme odası 
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3.2.2 Hoagland Besin Ortamının Hazırlanması  

Hoagland Besin Ortamı bitkilerin büyümesi için gerekli olan makro besinler ve mikro 

besinler içeren farklı bileşenlerden oluşturuldu. Hazırlıktan sonra dikilen bitkileri 

sulamak için 23 gün boyunca bu çözelti kullanıldı.  

Çizelge 3.1 Hoagland besi ortamı makro besin çözeltisi içeriği 

Makro besin çözeltisi 

K2SO4 15.7 g  

2 L saf su  

içerisinde 

çözülür 

KH2PO4 2.7 g 

MgSO4.7H2O 24 g 

Ca (NO3)2. 4H2O 47.23 g 

KCl 0.0746 g 

 

Çizelge 3.2 Hoagland besi ortamı mikro besin çözeltisi içeriği 

Mikro besin çözeltisi 

H3BO3. 0.124 g  

2 L saf su  

içerisinde 

çözülür 

MnSO4 0.066 g 

CuSO4.5H2O 0.100 g 

NH4Mo 0.048 g 

ZnSO4.7H2O1 0.1553 g 

 

3.3 Tuz Uygulaması 

Her 5lt 1/10 Hogland besi ortamı içerisine NaCl’nin son konsantrasyonu 100Mm olacak 

şekilde 29,22g NaCl eklenmiştir.veiscpor marka vapro ( vapor Pressure Osmometer) 

5520 cihazının 100 mmol/kg basınç oluşturan OPTI-MOLE TM osmolalite standardlar 

aracılığı ile kalibrosyonunun ardından ,elde edilen solüsyon osmotik basınçı yaklaşık 

190mmol/kg olarak tespit edilmiştir. Her kap icerisinde 10 fıde olacak şekilde 23 
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günlük bitkiler 100mMiçeren 7 kap icerisinde alınmış ve Ankara Universitesi 

Molekuler Laboratuarına ait iklim ve geliştirmiş odasında tutulmaya devam edilmiştir. 

0,3,6,9,12,24,48 saatlerde örneklem alımı gerçekleştitilmiştir Örneklem saatlerinde 

alınan bitki yaprakları sıvı azot ile muamele edilerek önceden soğutulmuş havanlarda 

havaneli yardımıyla homojenize edilmiştir 

3.4 Total RNA İzolasyonu 

Çalışmada total RNA izolasyonu Trizol yöntemi ile yapıldı. Trizol yönteminde, 2 ml’lik 

tüpe 1ml TRIzol® Reagent eklenip üzerine önceden sıvı azotla ezilmiş olan 300-500 mg 

bitki örneği alındı.. Tüp kuvvetli bir şekilde sallanarak örneğin trizol ile karışımı 

sağlanmış ve sonrasında tüpler vortekslenerek oda sıcaklığında 10 dakika bekletilmiştir. 

Süre sonunda karışıma 250 µl kloroform eklenmiş ve karıştırılmış oda sıcaklığında 10 

dakika bekletilmiştir. Süre sonunda 14.000 devir/dakikada 4°C’de 10 dakika santrifüj 

yapıldıktan sonra oluşan üst faz yeni bir tüpe alınmıştır. Üzerine 250 µl 0.2 M sodyum 

klorür ve 250 µl 2-propanol eklenmiştir. Karışım bu şekilde 10 dakika oda sıcaklığında 

bekletilmiştir. Süre sonunda 14.000 devir/dakikada 4°C’de 10 dk santrifüj yapılarak üst 

faz uzaklaştırılmış ve oluşan pellet %70’lik etanol ile yıkanarak ardından kurutmaya 

bırakılmıştır. Kurutulan örnekler 20-50 µl dd H2O ile  çözdürülmüştür. 

 Elde edilen total RNA miktarları ve saflık değerleri NanoDrop Spektrofotometre 

(Thermo Scientific) cihazında (Şekil 3.3) ölçülerek aşağıdaki çizelgede gösterilmiştir 

(Çizelge 3.4).       
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Şekil 3.2 Çalışmada kullanılan Nano-Drop spektrofotometre cihazı 

RNA numunelerinin kalitesi ve miktarı Nano-drop Spektrofotometre ile Ankara 

Üniversitesi Bitki Moleküler Biyolojisi Laboratuvarında belirlendi. RNA izolasyon 

süreci tamamlandıktan sonra Nano-drop Spektrofotometre elde edilen nükleik asidin 

saflığını  260/280 nm oranları belirlenerek saptandı. 

Çizelge 3.3  Elde edilen RNA miktarları ve saflık değerleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nacl’nin stres 

saatleri 

A260/280      ng / µl 

Kontrol 1.95 200.0 ng/µl 

3 saat 1.95 298.1 ng/ µl 

6 saat 1.96 283.5 ng/ µl 

9 saat 1.92 248 ng/ µl 

12 saat 1.94 229.3 ng/ µl 

24 saat 2.00 271.0 ng/ µl 

48 saat 2.00 333.3 ng/µl 
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3.5 cDNA  (Komplementer DNA) Sentezi 

İzole edilen  RNA örneklerinden cDNAsı sentezi yapılmıştır. cDNA sentezinin ilk dizisi 

High Reverse Transcriptase cDNA synthesis kit and high Bound kullanılarak uygulandı. 

cDNA’yı elde etmek için deney iki aşamaya bölünmüştür. İlk aşamada 5μl RNA, 0.5μl 

oligo-dT ve 1μl dd𝐻2O  toplam hacim 6.5 μl olarak denatürasyon için 10 dakika 

65°C’de tutuldu. İkinci aşama, 5X tampon, 0,25μl Rnase inhibitor , 1μl 

deoxyribonucleoside trifosfat (dNTP) ve dd𝐻2O ile 20μL 0,25μl ters transkriptaz enzim 

ile tamamlandı. Bu karışım 55°C‘de 30 dakika ve 85°C‘de 5 dakika tutularak amplifiye 

edildi. Elde edilen cDNA‘lar NanoDrop LITE Spektrofotometre (Thermo Scientific) 

cihazında ölçülmüş ve değerler aşağıdaki çizelgede (Çizelge 3.4.) gösterilmiştir. 

Çizelge 3.4 Elde edilen cDNA miktarları ve saflık değerleri 

Nacl’nin stres 

saatleri 

A260/280      ng / µl 

Kontrol 1.94 1314.5 ng/µl 

3 saat 1.95 1293.5 ng/ µl 

6 saat 1.95 1348.2 ng/ µl 

9 saat 1.93 1313.5 ng/ µl 

12 saat 1.93 1313 ng/ µl 

24 saat 1.95 1426.4 ng/ µl 

48 saat 1.95 1395.7 ng/µl 

3.6 Real-Time (Gerçek Zamanlı) PCR reaksiyonu 

Real Time PCR, Light cycler Nano Sistemi (Roche) kullanılarak uygulandı. Hedef 

genlere ait (PSY- Gene ID:EF650011.1) (ACT Gene ID:543519) ve (PDS-Gene 

ID:EF157835.1) primer  diziler veri tabanındaki mevcut domates genlerinin dizilerini 

temel alacak şekilde tasarlandı (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Diziler domates 
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hücrelerinin karotenoidlerinde bulunan iki tip genin ortak dizileridir. Real-time PRC 

SYBR yeşil boya aracılığı ile gözlemlendi.  

 

Şekil 3.3 Yeni nesil Real-Time PCR cihazı, Light Cycler Nano (Roche) 

 

Deney 4µl SYBR Green, 0.7 µl ileri primer, 0.7 µl ters primer ve belirli iki gen PSY ve 

PDS’nin 1 µl cDNA numunesini içeren 20 µl reaksiyon düzeneğinde çalışılmıştır. 

Standart seyreltme serileri,standart eğriyi elde etmek için hazırlandı.  

Aşağıda, çizelge 3.5’de uygulanan  PCR programını göstermektedir. 

Çizelge 3.5 Real Time PCR reaksiyonunun gerçekleştiği program 

 

Program 

 

Sıcaklık 

 

Süre 

 

Döngü sayısı 

    

Denatürasyon 95 
o
C 10 s  

Bağlanma 60
 o
C 30 s 45 

Uzama 72
 o
C 15 s  

Erime  

Eğrisi Analizi 

58-95 
o
C Sürekli 

okuma 

1 
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Real Time PCR işlemi sonrasında her iki gen için de, her stres koşuluna ait farklı 

zamanlarda alınmış örneklerde PCR eş zamanlı olarak izlenmiş ve pik profili olarak 

kaydedilmiştir. Cq değeri polimeraz zincir reaksiyonuna ait pik profilinde logaritmik 

artış fazına geçilen döngüyü (ilk noktayı) ifade eder. Cq değerleri pik profilleri aracılığı 

ile belirlenmiştir. Belirlenen bu Cq değerleri ve her iki gen için de oluşturulmuş olan 

standart eğri grafikleri aracılığı ile sentezlenen gen ürünlerinin mRNA seviyeleri 

kantitatif olarak tespit edilmiştir. 

3.7 Genlerin Seçimi ve Primer Tasarımı  

Bu çalışmada Fiton Sentaz ve Fiton Desatüraz karotenoid biyosentez genleri , endojen 

kontrol olarak kullanılan beta aktin geni  çalışmaya konu olmuştur. Genlerin nükleotid 

dizileri ayrı ayrı GenBank (Gen Bankası) Veritabanından elde edilmiştir 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Primerler, Primer 3 yazılımı kullanılarak 

tasarlanmış ve çizelge 3.6’da listelenmiştir.  

Çizelge 3.6 Real-Time PCR primer diziler 

Genler GenBank 

(Gen Bankası) 

Acc. No. 

            Primer Dizileri 

              5                3 

PSY EF650011.1 İleri 5- GTT GAT GGC CCA AAC GCA TC-3’ 

Geri 5---AGC ACC ATC GAG CAT GTC AA – 3 

PDS EF157835.1 İleri 5- TTG GTT AAG GAC TTG GGG CC -3’ 

Geri 3-  CCA ATG GTT TAG TTG GGC GC -3’ 

Kontrol 

ACT 

ACTJ:543519 

 

Aktin İleri -TCTGTTTCCCGGTTTTGCTATTAT 

Aktin geri-TGCATCAGGCACCTCTCAAG 
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3.8 Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi (Malondialdedit Analizi –MDA) 

MDA analizi Hodges (1999) tarafından belirlenen yönteme göre gerçekleştirilmiştir. 

Yöntemde 100 mg domates yaprağı %80’lik 1ml etanol ile homojenize edilmiş,  

homojenizasyon sonrasında oluşan üst faz iki eşit hacime bölünerek ayrı tüplere 

alınmıştır. Birinci tüpe,  üst faz hacmi ile eşit hacimde %20’lik TCA  ve aynı hacimde 

%0,01 BHT eklenmiştir. İkinci tüpe, üst faz hacmi kadar % 0,65 TBA  içeren %20’lik 

TCA ve eşit hacimde %0,01’lik BHT eklenmiştir. Tüpler 95°C’de 25 dakika 

inkübasyona alınmıştır. Süre sonunda tüpler ani soğutma amacıyla buz üstüne alınarak 

yeterince soğuyana kadar bekletilmiştir. Örnekler 3000 g’de 10 dakika santrifüj 

edilmiştir. Oluşan üst fazlar ayrı tüplere alınmıştır. İçinde TBA bulunmayan birinci tüp 

532 ve 600 nm dalga boyunda, içinde TBA bulunan ikinci tüp ise 440, 532 ve 600 nm 

dalga boylarında spektrofotometrik olarak ölçümlenmiştir. Deney tasarlanırken her bir 

yoğunluk için iki deneme yapılmış, Manual Victor 2
TM

 (Perkin Elmer) cihazında 

spektrofotometrik ölçümler öncelikle köre daha sonra suya karşı yapılmıştır. 

 3.9 Total Protein Miktarı Tayini 

Çalışmada Bradford metodu ile ağır metale maruz bırakılan ayçiçeği bitki örneklerinde 

total çözünebilir protein miktarı incelenmiştir (Bradford 1976). 

1litre Bradford Boyası için; 100 mg Coomassie mavisi, %95’lik 50ml etanol ile 

karıştırılmıştır. Karışıma 850 ml saf su eklenmiş. 900ml’lik boya etanol ve su 

karışımına 100 ml fosforik asit ilave edilmiştir. Boya reaktifi için son konsantrasyonlar, 

%0,01 (m/v) coomassie brillant mavisi G-250, %4,7 (m/v) etanol ve %8,5 (m/v) 

fosforik asit olacak şekilde boya şişesi ışık almayacak şekilde +4°C’de muhafaza 

edilmistir.Protein tayini aşaması şu şekilde gerçekleştirilmiştir: 0,08 gr bitki örneği kum 

yardımıyla ezilmiştir. Ezilen örneklere 700μl fosfat tamponu (0.2M  pH:7.0) eklenerek 

homojenatlar elde edilmiştir. Homojenizosyon işleminden sonra 14.000 devir/dakika 

20dakika santrifüj edilen örneklerden üst fazlar ayrılmıştır. 200μl örnek çözeltisi 

üzerine 2000μl 1X Bradford çözeltisi eklenerek yaklaşık olarak 10 saniye 

vortekslenerek karıştırılmıştır. Örnekler 10 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Kör 
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olarak 2000μl 1X Bradford boyası kullanılmıştır. Manual Victor 2
TM

 (Perkin Elmer) 

mikroplate okuyucuda 595 nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçülmüştür. 

3.10 Normalizasyon ve İstatistiksel Analiz 

Farklı sürelerde tuz stresi uygulanmış bitkilerde phytoene sentaz ve phytoene desatüraz 

genine ait transkript profilleri kontrol profilleri ve aktin ile karşılaştırılmıştır. Elde 

edilen verilerin istatistiksel olarak değerlendirilmesi Livak ve Schmittgen (2001)’in 2
-

ΔΔCT
 metoduna göre ve One Way ANOVA (Dunnett) ile yapılmıştır. Araştırmacıların bir 

kontrol grubunu birden fazla deney grubu ile karşılaştırması gerektiğinde Dunnet testini 

kullanmaları önerilmektedir. Post-Hoc testi ise (Multiple Comparisons Dependent 

Variable: Expression Dunnet T3) eğer varyans analizi sonucunda gruplar arasında bir 

fark bulunmuşsa, farklılığın hangi gruplardan kaynaklandığını tespit etmek için 

kullanılmaktadır.Cq değeri olarak belirlenen gen ekpresyonu sonuçları housekeeping 

gen olarak çalışmada kullanılan ACT (aktin) ve kontrol şartları dikkate alınarak 

normalize edilmiştir (Livak ve Schmittgen 2001). Bu verilerin ortalama, standart sapma, 

standart hata ve istatistiksel olarak anlamlılık dereceleri istatistik programı (SPSS 15) 

ile hesaplanmıştır.   
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4. BULGULAR                                                                          

Hogland çözeltisinde 23 günlük normal büyümeden sonra ekilmiş domates, (H.2274) 

fideleri, 100mM Nacl uygulamasına maruz bırakılmıştır. Genç bitkilerin maruz kalma 

süreleri kısa dönemlerde (0 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat, 24 saat ve 48 saat stres 

uygulaması) farklılık gösterdi. Belirtilen stres sürelerinden sonra sadece yaprak dokuları 

RNA  izole etmek için kullanıldı. İki karotenoid biyosentetik geninin transkript ifade 

düzeylerinde değişim, yani Fiton Sentaz (Psy) ve Fiton Desatüraz (Pds) kantitatif real 

time pcr (qRT-PCR) tekniği ile analiz edildi ayrıca biyokimyasal parametreler (MDA ve 

toplam protein içeriği) spektrofotometre ile analiz edildi. Sonuçlar aşağıda 

gösterilmiştir.  

4.1 Real-time RT-PCR Sonuçları 

PSY ve PDS genlerinin RNA ifade düzeyleri, H-2274 domates örneklerinde  real-time 

PCR (Light Cycler® nano, Roche) ile analiz edildi ve sonuçlar şekil 4.1 ve 4.2’de 

özetlenmiştir. Domates örneklerinde hesaplanan PSY ve PDS genleri transkript 

düzeyleri hatalardan kaçınmak için tuz stresinin farklı zaman müddetlerine maruz 

bırakıldı. Real-time RT-PCR kontrol numuneleri ile birlikte tipik olarak iç düzen 

işlemcisi ve iç kontrol geni ACT ile normalleştirildi. İki genin PDS, PSY ve ACT 

transkript düzeylerinin stabilite ve sonuçlarını değerlendirmek için tüm deneyler bu 

kontrol ve numunelerin karşılaştırmalı analizine göre üç kez yapılmıştır. Tüm real-time 

PCR deneylerinin sonuçları aşağıda verilmiştir.  

4.2 Tuzluluğun Fiton Desatürazın İfade Düzeyi Üzerindeki Etkisi 

Fiton Desatürazın ifade düzeyi, stres uygulanmamış örneğe göre ilk 3,6 ve 9 s 100mM 

tuz uygulamasına maruz kaldıktan sonra hızlı bir şekilde azalmıştır. 9 s tuz stresinden 

sonra gene ait ifade düzeyi 12 saat, 24 saat ve 48 saat için sırasıyla  0.954, 0.959 ve 

1.185 olarak bulunmuştur. 9. Saatte en düşük seviyesine ulaşan ifade düzeyi giderek 

artarak 48. Saatte en yüksek düzeyine ulaşmıştır. 
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Çalışmamızda bu genin ifadesi 48 saatlik tuz stresi hariç tuz stresinin tüm farklı zaman 

aralıklarında azaldı.  

 

Şekil 4.1 Farklı zaman aralıklarında 100Mm tuz stresine maruz kalan H-2274 domates 

örneklerinde Fiton Desatüraz (PDS) gen ifadesi profili 

Tüm noktalar ortalamalayı gösterdi (n=7). PDS gen ifadesi 100 mM NaCl uygulanmış  domates 

bitkisinde 9. ve 48. saatlerde elde edilen sonuçlar istatistiki olarak kontrol numunesi ile 

karşılaştırıldığında P<0.005’te anlamlı bulundu 100mM NaCl uygulamasında 3, 6, 12 ve 24. Saatlerdeki 

gen ifadesi değişimi istatistik olarak P<0.005’te anlamlı bulunmuştur. 

4.3 Fiton Sentazın İfade Düzeyi Üzerinde Tuzluluğun Etkisi 

Fiton Sentaz geninin ifade düzeyinde, kontrole oranla tüm saatlerde belirgin azalma 

gözlenmiştir.. İlk 3, 6 ve 12 saatte 100mM tuz stresine maruz kaldıktan sonra ifade 

seviyesi en düşük düzeye ulaşmıştır. Gen ifade düzeyi ilk 3, 6 ve 9 saatlik zaman 

sürelerinde sırasıyla, 0.169, 0.054 ve 0.033’e inmiştir. 12. Saatten itibaren  gen ifadesi 

tekrar artmaya başlamış ve sırasıyla 0.071, 0.591 ve 0.330 olarak gözlenmiştir. 24. 

Saatte önceki zaman aralıklarına göre artış gösteren ifade düzeyi 48. Saatte yine düşüş 

eğilimine geçmiştir. Şekil 3.1’de gösterildiği gibi, domates öreneklerinde  kontrol 

numunesi ile karşılaştırılınca Sentaz Fitonun ifade düzeyinin tüm saatlerde  azalış 

gösterdiği kaydedilmiştir. 
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Şekil 4.2 100Mm tuz stresinin farklı zaman aralıklarına maruz kalan H-2274 domates 

bitkisi örneklerinde  Fiton Sentaz(PSY) gen ifadesi profili 

Tüm noktalar ortalamayı göstermektedir (n=7). PSY gen ifadesi 100 mM NaCl uygulanmış domateste 9. 

ve 48. saatlerde kontrol numunesi ile karşılaştırıldığında istatistik olarak (P <0.005’te) anlamlı bulundu. 

 

4.4 Toplam Protein İçeriği 

Çalışmamıza göre ilk üç saatte toplam protein düzeyi düşük oranda azalma göstermiştir. 

Tuz stresinin ilk 6 saatinde protein düzeyi kontrol düzeyine nazaran toplam en yüksek 

düzeye ulaştı.  6 saatten sonra 9. saatte protein ifadesinin düzeyi en düşük düzeye indiği 

kaydedilmiştir. Kritik bir nokta olan 9. Saatte, protein aktiviteleri az oranda arttı. 48.  

saatte  kontrol numunesine nazaran toplam protein düzeyi hafif bir artış göstermiştir.  
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Şekil 4.3 Farklı sürelerde 100mM NaCl stresine marus bırakılan (H-2274) domates 

fidelerindeki toplam protein düzeyi 

Tüm noktalar ortalamayı göstermektedir (n=7). Toplam proteindeki tüm değişimler kontrol numunesi ile 

karşılaştırıldığında istatistik olarak (P<0.005’te) anlamlı bulundu. 

4.5 Lipit Peroksidasyon Tayini 

Artan tuz konsantrasyonu ile, domates yapraklarındaki MDA içeriğinde önemli 

değişiklikler gözlenmiştir.100mM NaCl uygulaması ile domates bitkisindeki lipit 

peroksidasyon düzeyinde herhangi bir artış gözlenmemiştir. 6 saatten sonra MDA 

içeriği 12’nci saate kadar kademeli olarak azalmış, daha sonra tekrar düzenli olarak 

artmış ve 24 saate en yüksek düzeye ulaşmıştır. 48. saatte  ise yine düşüş eğilimine 

geçtiği gözlenmiştir.Sonuç olarak genelde MDA düzeyinde önemli artış olduğunu 

söyleyebiliriz.  
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Şekil 4.4 Farklı saatlerde 100Mm NaCl’ye maruz bırakılan H-2274 Domates bitkisinde 

lipit peroksidasyonu (malondialdehit=MDA içeriği) 

Tüm noktalar ortalamayı göstermektedir (n=7). 3, 6, 9, 24 ve 48 saat 100 mM NaCl uygulanmış domates 

bitkisi ne ait sonuçlar kontrol örneği ile karşılaştırıldığında istatistiki olarak P<0.05’te anlamlı bulundu.  
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Çizelge 4.1 100mM Nacl uygulanmış domates bitkisinin işleme tabi tutulduktan sonra MDA 

eşdeğer düzeylerinin emilimi (nmol mL–1g FW–1)  

 
Bitki 
Materyali 

                          

  

TBA(-

TBA) ile 

tahlil 

   TBA 

(+TBA) 

ile 

tahlil 

 
  

  A B Toplam MDA 
eşdeğerlikleri 

  532       600   532 600    

100 mM Nacl 
Kontrol 

0,037     0,036 0,04 0,041 0,04 0 0,0002 -0,00127 

  0,039     0,038 0,041 0,041 0,039    

         

100Mm Nacl’nin 
3’üncü saati 

0,039     0,04 0,041 0,04 0,04 0 0,000114 -0,00073 

  0,04     0,039 0,042 0,04 0,042    

100mM Nacl’nin 
6’ncı saati 

0,041     0,04 0,043 0,041 0,042 0,0015 0,000171 0,008463 

  0,041     0,041 0,044 0,04 0,041    

100mM Nacl’nin 
9’uncu saati 

0,04     0,04 0,044 0,041 0,042 0,001 0,000228 0,004915 

     0,04 0,041    

100mM Nacl’nin 
12’nci saati 

0,041     0,041 0,044 0,043 0,043 0 0,000171 -0,00109 

     0,041 0,044    

Nacl’nin 24’üncü 
saati 

0,042     0,042 0,045 0,042 0,044 0,003 0,000228 0,017654 

  0,042     0,04 0,045 0,043 0,043    

100mM Nacl’nin 
48’inci saati 

0,044     0,041 0,046 0,039 0,036 -0,001 0,000257 -0,00801 

  0,042     0,041 0,045 0,038 0,037      
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmada Domates Bitkileri (H-2274), domates bitkisinde karotenoid sentezinde 

görev alan  Fiton Sentaz ve Fiton Desatüraz genlerinin ifade düzeylerini mRNA 

seviyesinde  belirlemek amaçlanmıştır.  Bu genlerin tuzluluk stresine karşısında 

tepkilerini değerlendirmek için ve MDA düzeyinin ve protein miktarlarının tayini 

amacıyla domates örnekleri 100mM NaCl stresine farklı zaman aralıklarında maruz 

bırakılmışlardır (Kontrol,3s, 6s, 9s, 12s, 24s ve 48s).  

Domates, karotenoidler gibi birçok faydalı içeriğe sahip olan, dünya çapında en çok 

kullanılan tarımsal ürünlerden biridir. Hem çiğ hem de pişmiş olarak tüketilebilir. 

Abiyotik stres, domates bitkisinin büyüme ve verimliliğine ilişkin en zararlı 

faktörlerden biridir (Ma Babu vd., 2011b). Bu ürün diğer birçok baklagil mamulleri gibi 

tuza duyarlıdır. Tuzluluk, bitkilerin maruz kalabildiği olumsuz çevre  koşullardan 

biridir. Tarımda sulamaya bağlı olarak, kurak ve yarı kurak bölgeler önemli tuzluluk 

kaynaklarıdır. Toksik iyon etkisi ve su stresi, maruz kalan ürünün kalitesini ve 

verimliliğini düşürür (Ghassemi-golezani ve Taifeh-noori 2009). Dahası bitkilerde 

kuraklık ve tuzluluk stresi su potansiyeli dengesizliğine, turgor azalmasına, hiper 

ozmotik strese ve oksidatif strese yol açar. Oksidatif strese, singlet oksijen (1𝑂2), süper 

oksit radikal (𝑂2), hidrojen peroksit (𝐻2𝑂2) ve hidroksil radikal (𝑂𝐻−) gibi oksijen 

reaktif oksijen türleri (ROT) neden olur (Soydam-Aydin vd. 2013). Tuzluluk, bitki 

hücre yapısı ve metabolizmasını farklı yönlerden derinlemesine etkiler. Ozmotik ve 

iyonik yönleri ile çekirdek yapısının içten yeniden düzenlenmesi ve metabolizma ile 

alakalı tuzluluk, hücresel adaptasyonu teşvik eder.  Proteinler,abiyotik strese karşı, bitki 

hücresel adaptasyonundsinyal verme, gen ifadesinin düzenlenmesi, ayrıca, enerji 

metabolizması, redoks metabolizması, ozmolit metabolizması, savunma, mekanik stres, 

fitohormon, ve sekonder metabolizma da dâhil pekçok hücresel işlevde büyük bir rol 

oynarlar.genetik olarak ilişkili bitki materyallerinde karşılaştırmalı proteomik analiz, 

araştırmacıların farklı stres toleransını ortaya çıkaran farklı yapılardaki proteinleri 

tanımlamalarına imkân tanımıştır (Kosová vd. 2013). Bitkilerin genel olarak 

büyümesini ve gelişimini etkileyen birkaç iç ve dış faktör bulunmaktadır. Hücreler arası 

ve hücre içerisinde sinyalleri taşımaya yardım eden sinyal molekülleri olan bitki 
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büyüme hormonlarının yaşamlarının her bir aşamasında bitkinin gelişimine destek 

sağlaması bu duruma en iyi örneği oluşturmaktadır.  Dış faktörler su ilişkileri, düzenli 

besin tedarikini vb. içerir. Su ilişkileri, karbon tedariki, hormonsal denge gibi yukarıda 

belirtilen tüm faktörler, bitki büyüme kontrolünde yüksek tuz yoğunluğuna maruz 

kalmış bitkilerin büyümesinin kontrolü altındadır (Ma Babu vd. 2011b).  

Tuz stresinin ROT üretimini değiştirdiği daha önce rapor edilmiştir. Strese maruz 

kalmış bitkilerde artmış ROT düzeyleri, lipit peroksidasyona sebep olabilecek zar 

lipitlerinde, zar bileşimi modifikasyonunda, akışkanlıkta ve geçirgenlikte ya da enzim 

aktivitelerini modifiye eden hücre duvarı farklılaşmada, doymamışlık göstergesi olabilir 

(Chatzidimitriadou vd. 2009).  

Toplam proteindeki değişimler, bitkideki tuz stresi sonucunda iyon miktarlarının artışı 

ile ortaya çıkabilmektedir (Ayala-Astorga ve Alcaraz-Meléndez 2010). Pirinç ve 

domates bitkileriyle ilgili çalışmalarda bu kültür bitkilerinin tuz stresine maruz 

kaldığında  tuz toleransı gelişiminin artan antioksidan enzim aktiviteleri ve özellikle 

SOD aktivitesi ile ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Wang, Wisniewski, & Meilan, 2007). 

Bu tez çalışmasının  sonucunda 100mM NaCl’ye maruz kalan domates bitkisi 

örneklerinde toplam protein miktarının arttığı kaydedilmiştir.  Tuz stresine maruz 

kaldıklarında bitkilerin hayatta kalabilmesi için, hücreleri tuz stresi etkilerinden 

koruyabilmek için, tuz toleransı olan çeşitlerde SOD aktivitesi artır.  

Tuzun zar üzerindeki olumsuz etkileri, biriken toksik iyonlar ve ROT’ların neden 

olduğu sonuçlardır. Zarların iyon dengesi 𝑁𝑎+ ve 𝐶𝑙− birikimi ile değişir. Bu iyonlar, 

tuz stresi altında zar proteinlerini çalışmasında önemli bir role sahip olan  𝐾+ ve 

𝐶𝑎+2 iyonlarının yerine geçerler.  Diğer bir yandan ROT’lar, özellikle hidrojen peroksit 

ve hidroksil radikalleri, zar lipitlerine zarar verir ve lipit peroksidasyonu, zarar görmüş 

zar yapısı ve bütünlüğü ile sonuçlanır (Borghesi vd. 2011). 

Domates bitkisindeki enzim aktivitesi ve gen ifadesi profilinde tuz stresinin ROT 

birikmesiyle alakalı olduğu bilinmektedir. Strese maruz kalmış bitkilerde artan ROT 

düzeyleri zar lipitlerinde hasara, zar yapısında modifikasyona, akışkanlık  ve geçirgenlik 
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de bozulmalara ya da hücre duvarını modifiye eden enzim aktivitelerinde farklılaşma 

lipit peroksidasyona sebep olabilir (Soydam Aydin vd. 2013). 

 Bu çalışmada  konu olan domates bitki (H-2274) örneklerinin, artan NaCl stresine 

duyarlı olduğunu ifade edebiliriz.. Araştırmada, MDA analizi lipid peroksidasyonun ya 

da zar zararının bir göstergesi olarak kullanılmıştır. Farklı zaman aralıklarında 

(kontrol,3s,6s,12s,9s,24s ve 48s) NaCl Tuz Stresi uygulaması domates bitki 

örneklerinde MDA içeriklerinin  kontrol düzeyine nazaran, (3s, 12s haricinde) artışına 

sebep olmuştur. Bu çalışmanın sonuçlarına göre, tuz stresinin uzatılmış zaman 

aralıklarında önemli derecede artmıştır. Sonuçlar aynı zamanda  ROT’ların neden 

olduğu lipit peroksidasyonun hızlı bir şekilde başladığını işaret etmektedir.  

Domates bitkisinde karotenoid biyosentetik genlerinin ifadesi tuz stresine maruz 

kaldıktan sonra artış göstermiştir. Artan ifade reaktif oksijen türlerinin temizlenmesinde 

yardım eden artan düzeylerde antioksidan enzimler üretti.  (Ma Babu vd. 2011b). 

Domates yapraklarındaki karotenoid gen ifadesi üzerinde tuz stresinin etkileri 

araştırıldığı bu çalışmada.domates bitkileri farklı konsantrasyonlarda tuza maruz 

bırakıldı. Bitkinin boyu, bitki başına meyve sayısı; fiton sentaz, fiton desatüraz, zeta 

karaten desatüraz ve likopen beta siklaz klorofil gibi içeriği ve dört ana karotenoid yolu 

genlerinin ifadesi analiz edildi. Real time PCR kullanılarak yapılan nicel analiz 

sonucunda, tuz konsantrasyonu arttıkça çalışılan tüm genlerin ifadesinde azalma olduğu 

anlaşılmıştır (Ma Babu vd., 2011b). Farklı saatlerde (3s, 6s, 9s, 12s, 24s ve 48s)100Mm 

tuz stresine maruz bırakılan  domates bitkisinde fiton desatüraz gen ifadesinde 48 saat 

dışındaki tüm saatlerde azalma olduğu kaydedilmiştir.  Fiton sentaz gen ifade profili 

analiz edildiğinde. değişiklikler istatistiksel olarak anlamlı bulundu.   

Bitki verimliliği önündeki engelleri aşabilmek ve tuz stresi altındaki ziraiürünlerin 

verimliliğini artırabilmek için, yüksek bitkilerdeki stres tepkisine ait moleküler 

mekanizmaları anlamak önemlidir. Bu çalışmanın sonuçları domates bitkisinde fiton 

sentaz ve fiton desatürazın 100 Mm tuz stresi altında ifade düzeyleri hakkında bilgi 

vermekte ve.aynı zamanda, diğer tüm baklagillerde olduğu gibi, çalışılan domates (H-

2274) çeşidinin de100Mm NaCl tuz stresine  duyarlı olduğunu savunmaktadır. Bu bitki 
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ile ilgili mevcut çalışmada elde edilen sonuçlar ve ayrıca  100mM dışındaki farklı tuz 

konsantrasyonlarına maruz bırakıldığında, biyokimyasal parametrelerinde gerçekleşecek 

değişimleri ve ,Fiton Sentaz ve Fiton desatürazın ifade düzeyinde oluşabilecek 

farklılıkları inceleyecek daha ileri çalışmalar, tuza duyarlı çeşitlerin  gelişmesine 

yardımcı olacaktır.  
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