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Karotenoidler, dogal olarak var olan izoprenoidler, foto sentetik anten ve reaksiyon
merkezi komplekslerinin esas bilesenlerini olustururlar. Fotosentez siirecinde
absorbsiyon, dagilima ugrama ve 151k enerjisinin transferinde énemli bir rol oynarlar.
Bu tez c¢alismasinda, Fiton Sentazi ve Fiton Desatiiraz enzimlerinin domates
bitkisindeki aktivite (H-2274)] ve ifade seviyesini tanimlanmis ve ayrica bunlarin
biyokimyasal aktivite parametresi olarak lipid peroksidasyonu (malondialdehit ve
toplam protein araciligiyla) calisilmistir. Bitkilerin yapraklari, farkli zaman dilimlerinde
tuz stresine ( 3s, 6s, 9s, 12s, 24s ve 48s) tabii tutulmustur. Bunun i¢in domates bitkileri
de aym1 100mM’lik yogunluga tabi tutulmustur. Bu tez ¢alismasinda domates bitkisinin
biyokimyasal parametreleri (MDA ve toplam protein) degerlendirilmistir. Sonuglara
gore lipid peroksidasyon diizeyi tuz stresine maruz kaldiktan sonra artmistir ve toplam
protein igerigi kontrol Ornegine nazaran artis gostermistir. Fiton Sentaz ve Fiton
Desatiiraz  enzimlerinin  kantitatif ifade analizinde 1ise ger¢gek zamanli PCR
kullanilmistir. Fiton Sentazin ifadesinin, kontrol 6rnegine gore biiyiik oranda azaldig
belirlenmistir.. Buna karsin Halbuki Fiton Desatiiraz tuz stresinin farkli saatlerine maruz
kaldiktan sonra Fiton Desatiirazin ifade seviyesinin 48h haricinde azaldig1 gozlenmistir.

Kasim 2015, 42 sayfa

Anahtar Kelimeler: Domates, Karotenoit ylagi genleri, Tuz stresi, fiton sentaz PDS-
fiton desatiiraz, Real Time PCR ve Stres faktorleri.
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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. GIRIS

1.1 Domates

Domates (H.2274), Solanaceae ailesinden bir bitkidir. .Domates , 1250 — 1700tiir i¢eren
Solanum familyasindaki en biiyiik cinstir. Iliman iklim sebzeleri, biiyiik bir ihtimalle,
toksik veya medikal bilesenler (Bergougnoux 2014) iireten mamul tiirleri ve diger
bircok tiir arasinda ekonomik degeri en fazla olan ve yaygin bir bicimde tarimi yapilan
bir yillik bitkidir. Domates yliksek besin degerine sahiptir. Vitamin C, likopen ve farkli
fenolik bilesenler yoniinden zengindir. Likopen, domateste, islenmis domates
stoklarinda ve diger meyvelerde bulunan bir karotenoiddir ve karotenoidler arasinda en
giiclii antioksidanlara sahip olanlardandir. Likopen iceren domates ve domates
tirtinlerinin besin olarak aliminin, kanser ve kalp ve damarlarina iliskin tedavi edilemez
hastaliklarda azalma ile iligkili oldugu kanitlanmistir. Serum ve doku likopen diizeyinin,
g0giis kanseri ve prostat kanseri gibi kanser ¢esitlerini iceren kanser vakalar ile tersine

iliskili oldugu bulunmustur (Agarwal ve Rao 2000).

Domates {irlinleri, oksidatif stresi ve dejeneratif rahatsizliklar1 engellemede yararli
olabilecek 1y1 aritenoid vitamin ve fenolik bilesen kaynagidir. Daha belirgin bir
bigimde, domates {iriinleri, ¢ok iyi karotenoid likopen kaynaklaridir (Borghesi vd.
2011). Domatesin iiretimi, topraktaki ve sulama suyundaki yiiksek oranda tuzluluk ile
sinirlandirilmistir.  Domates, orta dereceli tuzluluk oranlarina duyarhidir. Bitki
gelisiminin tiim evreleri, tohum ¢imlendirmesi, bitkisel biiyiime ve lireme de dahil, tuz

stresine duyarlilik gosterir ve ekonomik kayiplara neden olur (Ma Babu vd. 2011a).

Lyon (1941), domatesteki tuz stresi toleransinin gen kaynaklarini tespit eden ilk kisiydi.
1941°de, kullanarak domatesin tuz toleransini artirdi. Tuz stresi, diinya ¢apinda basta
gelen abiyotik streslerden biri olmasina karsin yine de tuz stresinde yer alan biyosentez
yolunun nasil diizenlendigi hakkinda bilgi azdir. Tuz stresi orada hayati hiicresel
fonksiyonlar1 zayiflatarak osmotik strese ve iyonik strese neden olabilir. Tuz stresi
altindaki bitkiler yapraklarda karotenoid genlerinin azalmis ifadesini gosterirler

boylelikle fotosentez oranini engellemede, kuraklik stresi olan domatesin ve turp

1



salgaminin terlemesinde biiyiik bir rol oynarlar (Makela, Kontturi, Pehu, & Somersalo,
1999). Bitki karotenoid biyo sentetik yolu, plastid icerisine yerlesmistir ve son yillarda
molekiiler olarak acikliga kavusturulmustur (Welsch vd. 2008).
Mevalonat olmayan bir dizi enzimi takiben C; Karbon metabolizmasindan, tim
izoprenoidlerin yap1 tasi olan izopentenil difosfat (IPP Cs) deoksixylulose fosfat sentezi
ile ayrilir. IPP ve IPP’nin izomeri dimethylallyl difosfati (DMAPP), daha sonra
geranilgeranil difosfat sentaz (GGPPS) ve Fiton Sentaz ile katalize edilmis zincirleme
reaksiyonlart ile karotene ¢evrilir. Olusturulan ilk karoten, fitonun trien kromoforudur
(C49), daha sonra fiton desatiiraz (PDS) tarafindan katalize edilen likopendeki
renklendirilmis undekan (undecane) (Welsch vd. 2008).

Domates tohumlari, 20 — 26 °C sicaklikta kolaylikla ¢imlenir, 6 — 14 giin icerisinde

biiyiir. Buna ragmen domates 15 °C’lik sicakliklarda bile hayatta kalabilir.

H-2274

Sekil 1.1 H-2274 Domates bitkilerinin tohumlari



1.2 Calismanin Amaci

Domates (H-2274), diger bitkiler gibi yiiksek tuz konsantrasyonlarina duyarlidir. Tuz,
domates bitkisinin  verimliligine ve biiylimesine zarar verir. Karotenoid
metabolizmasinda yer alan fiton sentaz ve fiton desatiiraz hakkinda literatiirde bilgimiz
dhilinde herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu calismada, laboratuvar ortaminda
100Mm NaCl stresine maruz kalan domates bitkisinde, toplam protein miktari,lipit
peroksidasyon diizeyi ve karotenoidde bulunan, fiton sentaz ve fiton desatiiraz

genlerine ait ekpresyon diizeylerini arastirmak amaglanmistir.



2. KURUMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyotik ve Abiyotik Stres Kosullari

Tiim stres kosullar1 bitki tiirlerine olasi zararlar verir. Bu bozulma metabolizmanin
yavaglamasina, biiylimenin engellenmesine yol acabilecegi gibi hiicreleri oldiirerek geri
dondiiriilemeyen hasarlara da neden olabilir. Bitkiler sayisiz ¢evresel elementleri i¢eren
cesitli ve kompleks etkilesimlerin {istesinden gelmek zorundadirlar. Evrim siirecinde,
stresli kosullara adapte olmalarina ve hayatta kalmalarina yardimeci olan o6zel
mekanizmalar gelistirmiglerdir. Bitkilerin biyotik ve abiyotik strese maruz kalmasi,
bitkinin metabolizmasinda bozulmaya neden olur ve sonugta verimde azalmaya yol agar

(Reje vd. 2014).

Tuzluluk stresi, tarimsal tiretimi sinirlandiran en 6nemli abiyotik faktorlerdendir. Kurak
ve yar1 kurak topraklarda bitkiler yasamlar1 boyunca farkli streslere maruz kalirlar; bu
bitkilerden bazilari stresi, bitkinin tiirline ve stresin tipine gore farkli yollarla tolere
edebilirler. Asir1 tuzluluk bir¢ok tarimsal iirlinlin, en ¢ok da sebzelerin verimliligini
disiirtir.  Bitkilerindeki tuz tolerans1 hakkindaki bilgi birikimi, tuzlu sularla sulanan
triinlerin verimliligini artirmak i¢in gereklidir. USDA raporuna gore, domatesin diger
tim bitki tiirlerine oranla tuzluluga duyarlili§i orta derecelidir. Tuz stresi su
potansiyelini diistiren, iyon dengesizligine ve toksik etkiye neden olan {i¢ katmanli bir
etkiye sahiptir. Tuz stresi ¢imlenme, ¢imlenme hizi, kok/filiz kurumasi ve kok ve

filizdeki Na*/K™ oran1 gibi baz1 temel siiregleri etkiler (Abogadallah 2010).

Iki tip cevresel stres, diger yasayan organizmalarin sebep oldugu biyotik ve cesitli gevre

sartlarinin neden oldugu abiyotik strestir. Cizelge 2.1, genel stres elementlerini kapsar.



Cizelge 2.1 Cevresel stres tipleri

Biyotik: Tiim yasayan organizmalar tarafindan etkilenir.

Abiyotik: (fizyolojik stres):

Isik: Isik yogunlugu, diisiik yogunluk

Is1: Yiiksek, diisiik (soguma ve donma)

Su: Yetersiz (kurak), Asir1 (sel)

Radyasyon: Goriilebilir, IR, UV, iyonlasan (X-1sin1 ve y —1s1n1)
Kimyasallar: iyonlar, gazlar, tuzlar, agir metaller, ot 6ldiiriiciiler

Mekanik Faktorler: riizgar ve basing

2.1.1 Tuz stresinin bitkilere zarari

Tuzluluk, ¢ozilinebilir tuzlarin bitkinin biiyiimesini engelleyen topraktaki asir1 tuz
yogunlugudur. Tuzluluga katkida bulunan katyonlar Na't Cat? Mg*t?K*,
Cl~ So;? HCO3 ve NOs?dir. Ayrica B, Sr, Li, Rb, F, Mo, Ba, ve Al gibi iz iyonlar da
vardir (Zhu 2009).

Tuzluluk bitki gelisiminin filizlenme, bitkisel biiyiime ve tliremeyi saglayan gelisim de
dahil, nerdeyse tiim yonlerini etkiler. Toprak tuzlulugu, iyon zehirlenmesi, osmotik
stres, besin yetersizligi (N, Ca, K, P, Fe, Zn) gibi sonuglar dogurur.. Tuzluluk ayni
zamanda dolayli olarak faydali ve ortakyasar mikroplarin biiylimesini iizerinde ters
etkilerde bulunur ve bitki verimliligini sinirlandirir. Topraktaki yiiksek tuz yogunluklar
osmotik stres yiikler ve bdylece topraktan su emilimini sinirlandirir. Hiicre
duvarlarindaki sodyum birikimi hizli bir sekilde osmotik strese ve hiicre dliimiine yol
agar. Iyon zehirlenmesi biyokimyasal reaksiyonlarda K *nin Na*nin yerine ge¢cmesinin
sonucudur ve Na ve Cl proteinlerde yapisal degisikliklere neden olur. Birka¢ enzim ig¢in,
K™ gereklidir ve Na* bu iyonun yerine gegemez. Yiiksek K* konsantrasyonu tRNA’y1
ribozomlara baglamak igin ve protein sentezi igin gereklidir. Iyon zehirlenmesi ve
osmotik stres metabolizmaya ait dengesizlige yol agar ve bu da oksitlenmeye ait strese

neden olur (Zhu 2006).



Hiperozmotik stres, tuz stresi ve iyon dengesizligine yol acar, dolayisi ile bitkinin
yasamsal hiicresel islevleri harap eder. Azaltilmis su mevcudiyeti, artirilmis solunum
orani, degistmis mineral dagilimi, zar hassasiyeti, turgor basincinin muhafazasinin
sekteye ugramasi bu stres doneminde baskin gelen bazi olaylardandir (Babu vd. 2012).
Tuz stresi evrelerinin baglamasi sirasinda, kok sistemlerinin su emilim kapasitesi azalir
ve yapraklardaki su kaybri ile topraktaki ve bitkilerdeki yiiksek tuz tortusu osmotik
strese bagli olarak artar ve tuz orani stresi de hiperozmotik stres olarak degerlendirilir.
Tuzluluk stresinin baglangi¢ asamasinda ozmotik stres zarin bozulmasi, besin
dengesizligi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) toksik etkisinin giderilme yeteneginin
durdurulmasi, antioksidan enzimlerdeki degisiklikler, azaltilmis fotosentez aktivitesi ve
stoma acikliginin azalmasi gibi ¢esitli fizyolojik degisikliklere sebep olur (Gupta ve
Huang 2014).

Biiyiime yavaslamasi diger semptomlara yol agan temel zarardir, buna ragmen
programlanmis hiicre 6liimii ciddi tuzluluk soklari altinda gerceklesebilir. Tuz stresi
koruma hiicrelerine tasindiginda gozenekleri kapayan absisik asidin sentezine sebep
olur. Gozeneklerin kapanmasi ile fotosentez azalir ve 151 engellemesine ve oksidasyona
bagli stres olusur. Ozmotik stresin bitki biiylimesi {lizerinde ani etkisi, onun hiicre
geniglemesinin direk ya da dolayli olarak absisik asit ile yavaslamasidir (Munns ve
Tester 2008).

Bitkilerin tam anlamiyla biiylimesini ve gelisimini etkileyen igsel ve digsal faktor vardir.
Hiicreler aras1 ve hiicre i¢inde sinyal iletimine yardim eden sinyal molekiilleri olan bitki
olgunlasma hormonlari,i¢ faktorler olarak yasamlarinin her evresinde bitkilerin
gelisimini desteklerler. Dis faktorler, su iligkilerini, uygun besin saglanmasini vb. igerir.
Tiim bu faktorler, su iligkileri, karbon tedariki, hormonsal karalilik vb. yiiksek tuz
yogunluklarina maruz kalan bitkilerin biiylimesinin kontrolii ile iliskilidir. Bitkilerin
NaCl’ye maruz kalmasi, bitkiler i¢in su kullanilabilirligini azaltir, bdylece ozmotik stres
etkilenir. Na™ ve Cl~ iyonlarinin baskinligi, bitkinin biiyiimesi i¢in gerekli olan diger

minerallerin emilimini engeller (Borghesi vd. 2011)



2.1.2 Bitkilerdeki NaCl’nin emilimi ve birikimi

Tuzlu topragin toprak ¢ozeltisi, tuz stresine sebep olan bir dizi ¢ézlinmiis tuz icerir fakat
NaCl en yaygin tuzdur ve tuzluluk iizerindeki ¢alismalarin biiyiik bir kismi onun
tizerinde yogunlagmistir (Tavakkoli vd. 2010). Birikimin bir diger nedeni ise riizgar ve
yagmur tarafindan getirilen okyanus tuzlarmin tortulagmasidir. Yagmur suyu 6-50
mg/kg sodyum kloriir i¢erir. Yogunluk kiyidan uzaklastik¢a azalir. 10 mg/kg sodyum
kloriir i¢eren yagmur, yagis basma 100 mm ile her yil 10kh/ha tuz biriktirir (Biiyilik ve
Aras 2014).

Tuz stresi ayrica hiper iyonik stres olarak da bilinir. Tuzluluk stresinin en zararli
etkilerinden biri Na*ve Cl~ iyonlarinin yiiksek oranda NaCl igeren topraklardaki
bitkilerinin dokularinda toplanmasidir. Hem Na* hem de Cl™nin hiicrelere girisi iyon
dengesizligine neden olur ve asir1 oranda gergeklesirse belirli fizyolojik sorunlara yol
acabilir. Yiiksek Na™ yogunlugu, biiyiime ve gelisme igin gerekli element olan K™
iyonlarinin emilimini engeller, diisiik verimlilige hatta 6lime yol agabilir (Gupta ve
Huang 2014). Yiiksek oranda tuza maruz kalan bitkilerde, iyonlar, tipik olarak Na* ve
Cl, dis su potansiyelini azaltir, turgor basincinin azalmasina veya kaybina ve bitkinin
biiylimesine onciiliikk eden sitoplazmada asir1 birikmeye sebep olur (Niu vd. 1993). Bitki
hiicrelerinde sitozolik Na* yogunlugu diisiik seviyededir. Bu diisiik seviye, hem hiicre
zarinda hem de kofulda bulunan  elektrokimyasal H® pompasma ait Na'/H"
antiporterlerin aktivitesi ile elde edilir. H* "ATPaz ve koful (H*-ATPaz, H* PPaz)
hiicre zar1 ve koful tarafindan kullanilan Na’/H* antiportera bagl enerjiyi iiretirler

(Blumwald 2003).

Kok ylizeyindeki asir1 sodyum iyonlar bitkide potasyum alinimini engelller. Sodyum ve
potasyum iyonlarinin benzer kimyasal dogasindan dolayi, sodyum, kokiin potasyum
emiliminde giiclii kisitlayict bir etkiye sahiptir. Bitkiler potasyum emiliminde hem
diisiik hem de yiiksek ¢ekim sistemlerini kullanirlar. Sodyum iyonunun varligi, diisiik
potasyum ve sodyum seciciligi olan diisiik ¢ekimli sistemler iizerinde daha zarar verici
sonuclara neden olurlar. Sodyum stresi altinda, yeterli potasyum besinini idame

ettirmek icin, bitkilerin daha se¢ici yiiksek ¢ekimli potasyum emilimini gergeklestirmesi

7



gereklidir. Potasyum bulunmamasi giderek biiyiiyen aksamalara sebep olur ¢iinkii
potasyum, en ¢ok bulunan hiicresel katyon olarak, hiicre turgorunu, zar potansiyelini,
enzim aktivitelerini ve bitkilerdeki nitrat, potasyum ve fosfatin korunmasinda hayati bir
rol oynar (Zhu 2009). Sodyum sitoplazmanin igine girdiginde, birgok enzimin
aktivitesini engeller. Bu zarar ayn1 zamanda ne kadar ¢ok potasyumun bulunduguna da

baghdir. Yiiksek sodyum/potasyum orani en zararli olandir (Zhu 2009).

2.1.3 Bitkilerin tuz tolerans1 mekanizmasi

Tuz toleransi, bitkilerin tuzlu topraklarda biiylime yetenegidir. Tolerans mekanizmalari
arasinda tuz alinimi ya da tuzun dig ortama salinimi bir¢ok bitkide tuzluluga cevap
olarak tanmmmustir. Tuzu dig ortama salanlar, toksik iyonlarin koklerden, filizlerden,
depodan ya da topraktan tekrar yer degistirme ile geri emilimi ile filizin igerisine tuz
emilimini sirlama (Ozellikle Na*) yetenegine sahiptir. Tam tersine tuz alicilar biiyiik
miktarlarda tuz alirlar ve kokte depo ederler. Birgok tuzlar, tuzlarin koful igerisinde
boliimlere ayrilmasi uygulamasini igerirler. Diger alicilar yiliksek yogunluktaki tuzlar

bosaltmak i¢in yaprak yiizeylerinde 6zel bezelere sahiptirler (Gupta ve Huang 2014).

Bitkilerin tuzluluga toleranslar1 agisindan, yiiksek tuzluluk yogunlugu altinda biiytiyiip
tireyebilen halofitler (>400mM NaCl) ve yiiksek tuzluluga dayanamayan glikofitler
olarak boliiniirler. Tahil {irlinlerinin ve diger bitkilerin ¢cogu glikofitlerdir ve toprak
tuzluluguna yiiksek oranda duyarhdirlar. Bitki tuz toleransinin molekiiler temelini
anlamak aynmi zamanda kuraklik ve asir1 sicaklik stres toleransinin anlasilmasia da
yardimci olacaktir ¢iinkii ozmotik ve oksidatif stres bu yasam dis1 streslere aligkindir.
Bitkilerin tuz toleransi mekanizmalari, iyon dengesi, ozmotik denge, stres zarar
kontrolii ve onarma ve bliylime diizenlemesi olarak genis bir sekilde aciklanabilir
(Chinnusamy vd. 2006). Bitkiler zehirli iyonlarin emilimini sinirlandirarak iyon
dengesini elde ederler, gerekli iyonlarin alimini siirdiiriirler ve belirli doku tiplerinde
toksik iyonlarin kofulda boliimlere ayrilmasini saglarlar. Birgok kiiltiir bitkisinde Na™,
iyon zehirlenmesinin temel nedenidir ve bu nedenle hiicresel Na* yogunlugunun
idaresi tuz toleransi i¢in Onemlidir. Sodyum iyonlar1 hiicre sivisi igerisinde toksik

oranmin altinda: i) kok korteks hiicrelerine Na* girisini simirlandirarak, ii) Nat kok
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hiicrelerinden topraga atarak, iii) Na™’y1 terleme bitki dokusu akisindan alip koklerde
dolagtirarak, iv) Na*’y1 olgun hiicrelerin kofulunda depolayarak, v) Na'y1 tuz
bezelerinden disar1 atarak tutulabilir. Bu mekanizmalar arasinda tuz bezeleri ile Na™ nin

disar1 atilmasi sadece halofitlerde 6nemlidir.

Biyokimyasal, elektro fizyolojik ve molekiiler genetik kanitlar, SOS yolunun hiicresel
ve tlim bitki iyon dengesini agiklamada 6nemli bir rol oynadigini belirtir (Chinnusamy
vd., 2006). Bitkinin c¢evresel stresle savasma yetenegi, bitkinin ¢evresel stresi
hissedebilme yeterliligiyle anlasilir ve bu savunma mekanizmasini aktive eder. Tuz
stresi bitkiler tarafindan iyonik ve ozmotik stres olarak algilanir. Asirt Na*ve CI~
protein yapisinda ve zar depolarizasyonunda yapisal degisikliklere neden olur ve iyon
zehirlenmesinin algilanmasina neden olur. Hiicre zar1 proteinleri, iyon tagiyicilart ve
Na™ duyarli enzimler, hiicre dis1 ve hiicre i¢i igin toksik Na*yogunlugunun sensorleri
olarak varsayildilar. SOS1’inkine (Fazla tuza duyarli 1, hiicre zar1 Na*/ H* antiporter)
benzer uzun sitoplazmik kuyruklara sahip bircok tastyicitasinan molekiiliin
algilayicilaridir (Chinnusamy vd. 2006). Bitkiler tuzluluga uyum saglamak igin birkag
mekanizma gelistirmiglerdir. Bitki tolerans1 ya da tepkisinin ii¢ farkli ¢esidini
ayrimsamak miimkiindiir: Ozmotik stres toleransi, Na* nin yaprak yiizeyinden disa atimi

ve doku toleransi (Nandal ve Hooda 2013).

Tuzlarin toprakta yiiksek oranda birikimi, kokler i¢in su alimmi kisitlar ve bitki
igerisinde yiiksek orandaki tuz, bitkiye zararli olabilir. Koklerin disindaki tuzlarin hiicre
bliylimesi ve metabolizma {lizerinde ani sonuglar olur; Bitki faaliyetleri tizerinde bir etki
yaratmadan Once toksik tuz yogunluklarinin bitki igerisinde yogunlagsmasi zaman alir

(Munns ve Tester 2008).

2.2 Oksijensiz Koklerin Bitki Uzerindeki Etkileri

Molekiiler oksijen (triplet oksijen), diinya {izerindeki yasam i¢in gereklidir. Yasayan
hiicrelere direk zarar vermeyen, nispeten istikrarli bir molekiildiir. Yine de triplet

oksijen ekstra enerji veya elektron aldiginda yasanan, lipid, protein ve niikleik asitler de



dahil hiicrelerin ¢esitli bilesenlerine oksidatif zarar veren bir dizi ROT (Reaktif Oksijen
Tiirleri) meydana getirir. En bilinen ROT’lar, singlet oksijenler (10, ), hidrojen peroksit
(H,0, ), siiper oksit anyonlar (0,) ve hidroksil radikallerdir(OH). Triplet oksijenin,
farkli yoriingelerde yer alan iki eslesmemis elektronu vardir. Isik ile klorofil tarafindan
enerji alimi tizerine, bu iki elektronun zit doniisii, oksijenin (tekli oksijen) oksitleyici
giictinii ciddi olgiide artirir. triplet oksijen bir elektron aldiginda bir dizi kimyasal
dontisiimle hidrojen peroksit. foto sistem II ve I ile yakalanir ve bir dizi elektron transfer
reaksiyonlarindan gecen ve NADPH’de sonlanan elektronlar1 harekete gegirmek igin

kullanilir (Abogadallah 2010).

Oksidatif stres reaktif oksijen tiirleri ve biyolojik sistem kapasitesi arasinda dengesizligi
temsil eder, hazir bir sekilde reaksiyon ara oksitlerin zehir etkisini giderir ya da olusan
zarar1 onarir (Sarkar vd. 2012). Bitkilerin asir1 sicakliga ve kuraklik stresine tepkileri,
artmis oksidatif streste gozlenen tipik tepkilerle iliskilidir. Oksidatif stres,
kendiliginden yayilan oto oksidasyon reaksiyonu ile sonuglanan organik olmayan
jenerasyon radikaller tarafindan baslatilabilir. Bu radikaller, ani radyasyondan ya da
ikincil olarak oksijen radikalleri reaksiyonlarindan ya da azaltilmis oksijenin yar1 kararli
bi¢imlerine tepki olarak olusurlar. Mesela, Hidroksil radikal (OH.), hidrojen peroksit
(H,0,), Tekli Oksijen (10,) ve superoksit radikal (0,). Biyolojik sisteme gelen zarar,
tipik radikal zincirleme reaksiyonu ile yayilan organik peroksitlerde baglidir (Alscher ve

Hess 1993).

Bitki hiicrelerinin en 6nemli islevlerinden biri, ¢evrelerindeki degisimlere tepki verme
yetenekleridir. Bitkinin ilk tepkileri ve sonrasinda gelen ve degismis c¢evresine gore
basarili diizenlemeler kuran olaylar arasindaki baglantilar1 anlamak, bitki biyolojisinin
siradaki  biiyiik zorlu gorevidir. Cevresel kaynaklardan ve gelisimsel tohum
olgunlagsmasi gecislerden olusan oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) bitki
hiicrelerinde olusumunu igerir. Merkezi olaylari takiben, redoks olarak modiile edilmis
degisiklikler hiicresel tepkilerdir (Grene 2002). Aktif oksijen tiirleri siiper oksit,
hidrojen peroksit, hidroksil radikal ve tekli oksijen, bitkilerde normal aerobik
metabolizma sonucunda olusur. Zara bagl siiper oksit dismutazin (SOD) eylemi, bir

enzimi katalize eden siiper oksit anyonun kaldirilmasi, su iiretimi ile sonuclanir.
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Biyolojik zarlarin, oksijenin olustugu su sevmeyen igeriginde, bakir ve demirin
varliginda, enzim atik olmayan bir sekilde hidrojen oksit ile reaksiyona giren hidroksil
radikaller olusturabilir. Hidroksil radikaller nerdeyse tiim hiicre bilesenleri ile etkilesime
girer fakat sadece {iretildikleri yerde. Aktive edilmis oksijen tiirler1 kimyasal
modifikasyonlar ve/veya proteinlere, lipitlere, karbonhidratlara ve niikleotidlere zarar

verebilir (Quartacci vd. 1997).

2.2.1 Aktive edilmis oksijen iiretimi

Oksijenin siiper oksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikaller olusturmak igin
azaltilmasi, bircok biyolojik sistemde oksijen aktivasyonunun ilke mekanizmasidir.
Yine de bir¢ok foto sentetik bitkide tekli oksijenin 151k sistemleri ile olusturulmasi
biliylik 6neme sahiptir. Aktive edilmis oksijen, siklikla metabolizmanin bir bileseni
olarak kompleks kimyasal reaksiyonlar1 saplamak i¢in, islevini yitirmis enzimler ya da
elektron tasima sistemleri ile kimyasal ya da gevresel stres nedeniyle metabolizmada
huzursuzluklardan dolay1 olusur. Kloroplast, mitokondri, endoplazmik retikulum, mikro
cisimler, hiicre zarlar1 ve hiicre duvarlari, aktive edilmis oksijen iiretiminin bitki

hiicrelerinde temel siteleridir (McKersie vd. 2000).

(Grene 2002) tarafindan anlatildig1 gibi, kloroplast i¢inde oksijeni aktive edebilecek en
az dort tane site vardir. Ilk olarak, PSI sitesinin azalan tarafi, oksijenin tek birlesme
kapasitesine sahip azalmasima NADP’nin sinirlandirict oldugu kosullara 6nemli
derecede katkida bulunur. Ikincil olarak yakalanan 1sik enerjisinin degerlendirilmesini
engelleyen kosullar altinda, elektron tasima sistemlerinde, 151k ile aktive edilen
klorofilin uyarilmas: oksijeni tekli ve {i¢lii bicimlerde cikarabilir. Ugiincii olarak
PSH’nin okside eden tarafinda molekiiler oksijenden elektronlardan sizintilar ya da
kismen azaltilmis oksijen {riinlerinin serbest birakilmasi aktive edilmis oksijen
tiretimine katkida bulunur. Son olarak, proksizomlarda sonraki metabolizmasi1 aktive
edilmis oksijenin dogusuna gotiiren 151l solunum glikolati olusur. Piirlizsiiz endoplazmik
retikulumda meydana gelen farkli oksidatif siirecler oksijenin NAD (P)H’yi elektron
vericisi olarak kullanarak organik substrata taginmasidir. Siiper oksit, sitokrom Paso

(Winston ve Cederbaum 1983) iceren mikrozomal NAD(P)H’ye bagl elektron tagima
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ile Uretilir. Alt katmani1 (RH) ile reaksiyona girer ve bir radikal orta seviye (cytP4s0-R.)
olusturur, bu da hazir olarak triplet oksijen ile reaksiyona girerek her birinin bir
eslesmemis elektronu oldugu igin (cytP450-ROO.) olusturur. Bu oksijene edilmis
karisim sitokrom ile azaltilabilir ya da ara sira karisim siiper oksit salarak ¢oziinebilir

(McKersie vd. 2000).

Peroksizom ve glioksizomlar yag asitlerinin ve glioksik asit dongiistiniin oksidasyonda
yer alan, glikolat oksidaz, katalaz ve farkli peroksidatlar1 da igeren enzimleri igerirler.
Glikolat oksidaz, glikolattan oksijene iki-elektron transferi i¢eren bir reaksiyonda H,0,
iretir. Ksantin oksidazurat oksidaz ve NAD(P)H oksidaz, substratlarinin

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

2.2.2 Bitkilerin mekanizmalari, azaltilmis oksijen tiirlerinden korunmaktadir
(ROS)

Bitkiler azaltilmig oksijen tiirlerinden korunmak i¢in farkli mekanizmalara sahiptirler.
Oksidatif strese karsi korunma karmagiktir ve enzimatik ve enzimatik olmayan
bilesenler icerir. Su stresi gibi bazi anormal siireclerde savunma mekanizmasinda
anahtar enzim, O, radikallerini H,0, ya g¢eviren zehrin etkisini giderme siirecinde ilk
enzim olan SOD’dir (Passos 2003). Kuraklik ve donma stresi, 1s1 stresi ve doku
kiiltiirlintin hazirlanmasi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretimi artirilmig SOD ve CAT
aktivitelerinde ROS yogunlugunu azaltmak ve hiicreyi korumaya yol acacak sekilde
uyarilabilir (Navari-1zzo vd. 1997). Dahast ROS hiicre zarinin oksidasyonuna sebep
olabilir ve islevini yok edebilir. Klorofil, protein ve DNA gibi baz1 biyolojik makro
molekiiller de okside edilmistir ve stres durumunda bitkinin 6liimiine yol acabilir. Hiicre
icerisinde, siiper oksit dismutaz (SODs), ROS karsisinda ilk savunmayi olusturur. O,,
bir elektron transferi zincirinin oldugu her yerde firetilir ve O, nin aktive edilisi
mitokondri, kKloroplast, mikrozom, glioksizomlar, peroksizomlar, apoplasts ve sitozolu
da iceren hiicrenin farkli kompartimanlarinda olusabilir. Durum bu olmakla beraber,
SODlerin tiim bu hiicre i¢i yerlerde bulunmasi siirpriz degildir. Hiicrenin tiim
kompartimanlart O, olusumu i¢in olas1 yerlerken, kloroplast, mitokontri ve

peroksizomlar ROS’nin en 6nemli {ireticileri olarak sanilirlar (McKersie vd. 2000).
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2.3 Karotenoitlerin Bitkilerdeki ve insanlardaki Genel Rolii

Karotenoidler bitkilerin fotosentezle ilgili sistemleri i¢in dnemli bilesenlerdir. Yakin
zamanda yosunlar ve siyano bakterilerle birlikte 70°den fazla karotenoit tanimlandi. Isik
oksidatiften gelen zarar karsi korurlar ve fotosentez ig¢in 151k hibesine yardimda
bulunurlar (Kato vd. 2004). Tim Kkarotenoidler, izoprenden kaynaklanan C,
tetraterpenoidlerdir ve polien temelleri dogrusal ya da her iki ugta da bir veya birden
fazla halkali B-iyonuna veya e-iyonuna sahiptirler. Oksijene edilmemis karotenoidler
karatenler olarak anilir, B-karateni gibi. Oksijene edildiklerinde liitein gibi ksantofil

olarak tahsis edilirler (Li 2008).

Bitki karotenoidleri, kloroplast ve kromoplast zarinin igine sikica yerlestirilmis kirmizi,
turuncu ve sar1 renkteki lipid ¢ozilinebilir pigmentlerdir. Renkleri fotosentezle ilgili
dokular igerisinde klorofil tarafindan kaplanmigtir fakat bitki gelisiminin sonraki
asamalarinda bu pigmentler bircok c¢icegin, meyvenin ve havu¢ kokiiniin parlak
renklerine katkida bulunur. Karotenoidler, fotosentezle ilgili organizmalar1 potansiyel
zararli 151n oksidatif siireglerinden korur ve fotosentezle ilgili duyarganin ve reaksiyon
merkezi komplekslerinin Onemli yapisal bilesenleridir. Bitkilerde bu bilesenlerin
bazilar1 gelisimsel ve stres siirecini doniistiiren bir fitohormon olan absisik asidin
(ABA) onciileridirler (Bartley vd. 1995). Bitkinin biiylimesi sirasinda karotenoidler
yesil dokularda yasamsal 151 koruyucusu ve ciceklerde ve meyvelerde ¢ok ta gerekli
olmayan renklendiriciler olarak iki rol oynarlar. Isik sistemi doydugunda, fotosentezle
ilgili anten sistemindeki klorofil molekiilleri oksijenler reaksiyona girerek tekli
oksijenler olusturabilir bu da Oliimciil oksidatif reaksiyonlara sebep olabilir.
Karotenoidler uyarilmis klorofillere su vererek tekli oksijenlerin olugsmasini engeller.
Karotenoidler, 6zel su sevmeyen proteinleri birlestirdikleri plastidler igerisinde sentez
edilmis ve birikmigtir. Tiim plastidler karotenoid igerir; bu pigmentlerin en yiiksek
diizeyi kloroplast ve kromoplast icerisindedir. Kromoplastlar yiiksek oranlardaki
karotenoidleri toplayabilmek i¢cin uzmanlagmis plastidlerdir ve bir¢ok meyve ve ¢icegin

parlak sar1 ve parlak kirmizi renginden sorumludur (Giuliano vd. 1993).
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Provitamin A aktivitesi ile karotenoidler, insan diyetinin 6nemli bilesenleridir ve bir¢ok
karotenoidin kansere karst eylemleri olduguna dair kayda deger bulgular vardir.
Karotenoidler gida ile emilir ve sik sik diger bilesenler igerisine metabolize edilir,
bilinen hayvanlardan 1stakoz, flamingo ve baligin renklerinden sorumludurlar. Sik sik
gida renklendiricilerinin dogasindan habersiz olarak, insanlar gidalara temel olarak g6z
zevkine uymasi i¢in eklenmis yiiksek oranlarda karotenoidler tiiketirler (Bartley and
Scolnik 1995). Astaksantinin bir besin takviyesi olarak insanlar igin yararli rolii
asikardir. Boylelikle kanitlanmistir ki astaksantin B-karaten ve a-tokoferole gore daha
yiiksek antioksidan aktivitesine sahiptir ve lipit peroksidasyonun geciktiricisi olarak
giicli antioksidan aktivitede bulunur. Mide ile ilgili iltihabin azaltilmasi ve pilori-
bulagsmis fare ve insanlarda, H’deki bakteriyel yiiklemenin azaltilmasi, yasla gelen
makiiler bozulmanin engellenmesi, damar sertligi riskinin engellenmesi gibi yararh
etkileri olan astaksantinin bu etkileri su an inceleme altindadir (Steinbrenner and Linden

2001).

2.3.1 Domatesteki karotenoid biyo sentetik yol

Gegmis yar1 ylizyillda mantar ve bakteri bitkilerin karotenoid biyo sentetik yollari,
kapsamli bir sekilde gézden gecirilmistir; Neredeyse tiik karotenoid genleri taninmistir
ve tlrilinleri ayirt edilmistir (Li 2008). Karotenoid biyo sentetik yol dyle dnemli bir
yoldur ki fotosentezde oOnemli rol oynayan karotenoidleri iiretir. Fotosentez tuz
stresinden en ¢ok etkilenen faktordiir. Fotosentezle ilgili duyarga ve reaksiyon merkezi
komplekslerinin esas bilesenlerini olustururlar. Bdylece fotosentez sirasinda 1s1k
enerjisinin toplanmasinda can alict bir rol oynarlar. Karotenoidlerden baska bu yolun
aracilarindan olan geranilgeranil fosfat klorofil, fitol, steroitler, plastokinon, tokofroller
gibi bitkilerin yagam dongiilerinde biiytik bir etkiye sahip olan ara {irlinlerin sentezinde

onciidiirler (Ma Babu vd. 2011a).

Domates, meyvenin olgunlagmasi sirasinda karotenoid biyo sentez yolunu ¢alismak i¢in
onemli bir model olarak tercih edilir (Wiebke ve Ralph 2009). Yol domates
meyvesinde olgunlagsma sirasinda belirli karotenoidlerin toplanabilmesine yol acacak

kadar yiiksek derecede aktiftir. Meyve olgunlagsmasimin evresinde liitein yliksek
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oranlarda birikir; liitein insanlarda retinanin zarar veren 1ginlardan korunmasina ve yasla

alakali makiiler bozulmaya kars1 yardimcidir (Smita vd. 2013).

Biyo sentetik olarak karotenoidler, izopentenil difosfati (Cs) kullanarak metirelitritol-4-
fosfat yolundan tiiremis plastidlerde sentez edilmis izoprenoidlerdir. Iki geranilgeranil
difosfat (C,,) molekiillerinin fitona (C,,) doniistiiriillmesi, karotenoid yolunda ilk atilan
adimi temsil eder ve enzim fiton sentezi tarafindan katalize edilir. Fiton, karakteristik 11
bagli ¢ifte bagin sonucu olarak kirmizi renge sahip tiim trans likopenleri olusturmak igin
ardigik seriler halinde desatlirasyonlar ve izomerizasyondan gegebilen ii¢ eslenik cifte
bagli renksiz bir karatendir. Bitkilerde ve yosunlarda fitonun likopene optimal
desatiirasyonu ve izomerlestirilmesi dort proteine, bir fitona ve z-karaten desatiirazina
ve z-karateni ve cis-likopen iizerinde hareket eden iki es enzime gerek duyar. Siklaz
enzimlerinin eylemi ve 6zelligine dayanarak, likopen daha sonra boreionone halkalari
olusturmak i¢in b-karatenini ve/ya da a-karatenini agiga vurarak siklizasyondan
gecebilir. Bu klinik karotenoidler daha sonra hidroksilasyon ve epoksidasyon

reaksiyonlarla dekore edilebilir (Nogueira vd. 2013).

Farnesyl pyrophosphate

l CrtE (geranylgeranyl pyrophosphate synthase)
Geranylgeranyl pyrophosphate

l CrtB (phytoene synthase)

Phytoene
l Crtl (phytoene desaturase)

Lycopene
l CrtY (lycopene cyclase)

B-carotene
l CrtU (B-carotene desaturase)

Isoneriatene

Sekil.2.1 Domatesin PSY ve PDS genlerinin karotenoid biyo sentetik yolu birkac orta derece
basitlestirme amaciyla ¢ikarilmigtir. (https://www.google.com.tr/search)
Fiton sentazin ve fiton desaturazin ifadesi mevcut yayimda ¢alisilmistir.

Carotenogenic genler niikleer genomlarda kodlanmistir ve sentezlenmis proteinler
translasyonel sonrasi islendikleri plastidlerde 6n proteinler olarak hedef alinir (Parvin

vd. 2014). Yoldaki ilk karotenoid, enzim fiton sentezi (Psy) ile iki geranilgeranil
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difosfat molekiillerinden sentezlenmistir. Bitki yolunun bir sonraki adiminda enzim
fiton desatiiraz (Pds) fitonun I-karotene doniisiimiinii katalize eder. Fiton renksiz bir
bilesendir, t-karoteni sar1 ve sonraki bilesenler ise kirmizi (likopen), turuncu (0-karaten)
veya saridir (ksantofil ya da hidroksile edilmis karotenoidler). Yolun bir yan mamuli
ise bitkinin c¢esitli gelisimsel ve stres sinyallerine tepkilerini ayarlayan fitohormon
absisik asittir (Giuliano vd. 1993). Bitki gelisimi sirasinda karotenoidler, yesil
dokulardaki gerekli 1s1n koruyucular ve ¢igeklerdeki zorunlu olmayan renklendiriciler
gibi ¢ifte roller oynarlar. Isik sistemi doydugunda, bitkilerin icindeki klorofil
molekiilleri ve karotenoidler sentezlenir ve yalnizca 6zel hidrofobik proteinleri
birlestirdikleri plastidlerde birikirler. Biitiin plastidler karotenoid igerirler ve pigmentler
kloroplast ve kromoplastlarda en yiiksek seviyede bulunurlar (Steinbrenner ve Linden
2001). Birtakim raporlar ABA formasyonunun avokado, domates (Solanum
lycopersicum) ve tiitlin karotenoid yarilma diizeyinde diizenlendigini kanitladi fakat
karotenoidlerin kit oldugu kokler ABA’nin temel kaynagidir ve karotenoidlerdeki hiz
sinirlayict adimlar diizenleyici hale gelebilir (Welsch vd. 2008).

Bir¢ok dokuda, PSY, karotenoidlerdeki ilk islenmis adim carotenogenesisleri katalize
eder ve hiz sinirlayict oldugu diistiniilmektedir. Mesela Altin Piringte PSY ’nin etkinligi
(bakteriyel karaten desatiiraz Crtl olmayan), artirilmis karotenoid diizeyleri icin
belirleyicidir. Benzer bir sekilde bakteriyel PSY’nin kanola tohumlarindaki (kolza
tohumu) asir1 ifadesi artirilmis b-karotenine yol acar. Karotenoid yol enzimleri i¢in bitki
genleri c¢ekirdekseldir ve protein iriinleri drgenciklerin i¢ine alinir. Karotenoid biyo
sentetik genler igin olan molekiiler sondalar su an kullanilabilir hale gelmektedir.
Karotenoid biyo sentez ve diizenlenmesi, domates, tiitlin ve yosun gibi bir¢ok bitki
tiriinde calisilmigtir. Son iki yilda PDS ve PSY, tablo ikide gorebileceginiz gibi
domatesin meyvesinin iginde oldugu olgunlasma ve gelisim sirasinda karotenoid biyo
sentez ve diizenleme sirasinda, bunun gibi bitki tiirlerinden klonlanmistir. Domates
bitkisinin olgunlagsmasi sirasinda PSY ve PDS’nin ibaresi artirildi (Kato vd. 2004).
PSY, baz bitkilerde A. Thaliana gibi tek kopyalama genidir yine de, domates, tiitiin ve
¢imen ailesinin bir¢ok tiirii gibi diger bitkilerde birka¢ kopya bulunabilir (Poaceae).
Domatesteki PSY1 meyve ve cicege 6zgiin bir genken, PSY2 gen dokularinda yer alan
ve baskin olandir (Giuliano vd. 1993).
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Cizelge 2.2 Son yillarda PDS ve PSY bitkilerden klonlanmistir

Fiton Sentaz Misir, Nergis, Biber, Piring, Domates

Fiton Desatiiraz Misir, Nergis, Biber, Piring, Soya Fasulyesi, Domates

2.4 Bitkilerdeki Fiton Desatiiraz ve Fiton Sentazin ifadesi

Karotenoidler, bitkiler, yosun ve siyano bakterilerde 1s18in toplanmasina katkida
bulunan ve 1s1k oksidatif zarara karsi koruyan fotosenteze ait diizeneklerin esas
bilesenleridir (Kato vd. 2004). Karotenoid biyo senteze miidahil olan genler farkli
cevresel uyaricilar tarafindan uyarilmistir. PSY’nin domates fidesi icindeki 151k
tarafindan uyarildigi rapor edilmistir dahasi oksidatif stres, biber igerisindeki
kromoplasta 6zel karotenoidleri uyarmistir. Yesil su yosununda yiiksek 151k ve tuz
stresi, astaksantinin hizli bir sekilde birikmesini ile sonuglanan karotenoid hidroksili ve
PSY’nin gen ifadesinin meydana ¢ikarmistir (Welsch vd. 2008). Psy ve Pds klonlari
temel olarak olgunlasan meyvedeki ve ¢igekteki genleri ifade eder. Halbuki diger her bir
enzim i¢in genler tahminen yesil kloroplastik dokuda olarak ifade edilmektedir ve olgun
meyvede de daha diisiik bir diizeyde ifade edilebilir. Genetik tamamlama iizerindeki son
caligmalarda, domatesin fiton sentaz noksani mutant domates, bitkide ii¢ fiton sentaz
geninin ifade edildigini 6nerir: bir tanesi yesil doku igerisinde, diger bir tane olgunlasan
meyve igerisinde ve TUglinclisii ise ¢igektedir (Fraser vd. 1994). Pigment
kompozisyonuna bakilmaksizin PSY ve PDS ifadelerinin en yiiksek seviyeleri
kromoplast iceren dokularda bulundu. Meyvelerdeki ve ciceklerdeki kromoplast
gelisimi sirasinda PSY ve PDS’nin farklilik gdsteren diizenlemesini gézlemledik. Her
iki genin de ifadesinde test edilen ¢icek gelisiminin evreleri sirasinda 10 kat artt1. Yine
de portakal meyvelerinde PSY’nin ifadesi olgunlagmamis yesil meyveye gore 25 kat
fazladir fakat PDS’nin ifadesi sadece 3 kat daha fazladir. Bu farkliligin fizyolojik temeli
kromoplastin ¢icekler ve meyveler igerisindeki gelisim zamanlamasi olabilir. Boylece

karotenoid biyo sentezdeki bu patlama PSY, PDS ve muhtemelen diger yolun farkli
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bilesenlerini kodlayan genlerin esgiidiimsel girisini gerektirebilir. Buna karsit olarak

kromoplast meyve gelisimi nispeten yavas bir siiregtir (Giuliano vd. 1993).

2.5 Domates Bitkisi Karotenoidleri Uzerinde Tuzun Etkisi

Karotenoidler fotosentezin foto koruma igin esastirlar ve biyotik ve abiyotik stres
altinda bitki gelisiminde sinyal vermede oncii olarak 6zel bir rol oynarlar. Karotenoid
biyo sentetik yolu, fotosentezde onemli bir rol oynayan karotenoidleri lrettigi igin
fevkalade 6nemli bir yoldur. Fotosentez tuz stresinden en fazla etkilenen faktorlerdendir
(Ma Babu vd. 2011a). Besin kalitesini ve bitki verimini artirmak i¢in 6zel potansiyelleri
vardir. Bugiinlerde, bitkilerdeki artmis karotenoid igerigi, farkli bitkilerin
yetistirilmesinde ve genetik miihendisliginde kayda deger ilgiye sahiptir. Son
zamanlarda seker kamist ile caligilirken bulunmustur ki farkli bitki biiylimesi
evrelerinde tuz stresinin zorla kabul ettirilmesi Chl ve karotenoid igeriginde géze garpan
bir azalmaya sebep oluyor (Ashraf ve Harris 2013). Asir1 tuz stresine maruz kalmak
domates meyvesinin boyutunu kiiciiltiir ve toplam verimini azaltir. Orta dereceli tuz
stresi genel olarak karotenoidleri ve domatesin tadi igin énemli bilesenler olan seker,
organik asitler ve amino asitler gibi toplam ¢oziiniir katilar1 artirarak meyve kalitesini
tyilestirir (Ezzat vd. 2014). Tuz stresi altinda bitkiler yapraklarda fotosentez diizeyini
engel olmada 6nemli bir rol oynayan karotenoid biyo sentetik genlerin azalmis ifadesini
gosterirler, bu da bitkilerin verimliligini azaltir. Karotenoidler foto oksidatif zarari

onlemede kritik bir rol oynarlar.

(Ma Babu vd. 2011b)’e gore farkli domates bitkileri sirasiyla 25 mM, 50 mM, 100 mM,
150 mM ve 200 mM sodyum kloriir yogunluklarina maruz birakildiktan sonra domates
yapraklarindaki dort farkli genin karotenoid biyo sentetik yolu analiz edilmistir.
Inceleme altindaki genler PSY, PDS, ZDS ve LCY-p idi. RT PCR kullanilarak yapilan
nicel ifade analizi, bu genlerin sodyum kloriire maruz kalan bitkilerdeki kontrol
bitkilerine karsilik olarak farkli ifade modellerini gostermistir. Bu genlerin ifadesi NaCl

yogunlugu arttikca azalmistir.
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1 Kimyasal Materyaller

Bu c¢aligmada kimyasallar Roche Sirketinden elde edilmistir. Damitik su soliisyonlarin

hazirlanmasi sirasinda kullanilmistir.

3.2 Metodlar

3.2.1 Bitkilerin biiyiimesi

Domates tohumlar1 (H-2274) %20 c¢amasir suyu ile ii¢c dakika dezenfekte edildi.
Tohumlar steril damitilmis suda ii¢ kez durulandi. Daha sonra tohumlar pelet ve 1000
mL % Hoagland c¢ozeltisi, makro besinler (K2SO4, KH2PO4, MgS04, 7H20, Ca
(NO3)2, 4H20, and KCI) ve mikro besinler (H3BO3, MnSO4, CuSO4, 5H20, NH4
Mo,ZnS04, ve 7H20) igeren plastik tabaga tasindi. Sekil 2.1°de gorebileceginiz gibi
tohumlar biiylime odasinda 23 + 2°C ve bagil %70 nemlilikte, 16 saatlik 151k ve 8

saatlik karanlik devrinde tutulmustur.

Sekil 3.1 23 Giinliik domates biiylime odasi
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3.2.2 Hoagland Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Hoagland Besin Ortami bitkilerin biiylimesi i¢in gerekli olan makro besinler ve mikro
besinler igeren farkli bilesenlerden olusturuldu. Hazirliktan sonra dikilen bitkileri

sulamak i¢in 23 giin boyunca bu ¢6zelti kullanildi.

Cizelge 3.1 Hoagland besi ortam1 makro besin ¢ozeltisi icerigi

Makro besin c¢ozeltisi

K,SO, 15.7¢

KH,PO, 279 2 L saf su
MgSO,.7H,O 24 g igerisinde
Ca (NO3),. 4H,0 47.239 ¢Oziilir
KCI 0.0746 g

Cizelge 3.2 Hoagland besi ortami mikro besin ¢ozeltisi icerigi

Mikro besin ¢ozeltisi

H3BOs. 0.124 g
MnSQO, 0.066 g 2 L saf su
CuS04.5H,0 0.100 g igcerisinde
NHsMo 0.0489  ¢oziiliir
ZnS0,4.7TH,01 0.1553 g

3.3 Tuz Uygulamasi

Her 51t 1/10 Hogland besi ortam1 igerisine NaCl’nin son konsantrasyonu 100Mm olacak
sekilde 29,22¢g NaCl eklenmistir.veiscpor marka vapro ( vapor Pressure Osmometer)
5520 cihazimin 100 mmol/kg basing olusturan OPTI-MOLE TM osmolalite standardlar
aracilig1 ile kalibrosyonunun ardindan ,elde edilen soliisyon osmotik basin¢i yaklagik

190mmol/kg olarak tespit edilmistir. Her kap icerisinde 10 fide olacak sekilde 23
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giinliik bitkiler 100mMigeren 7 kap icerisinde alinmis ve Ankara Universitesi
Molekuler Laboratuarina ait iklim ve gelistirmis odasinda tutulmaya devam edilmistir.
0,3,6,9,12,24,48 saatlerde orneklem alimi gerceklestitilmistir Orneklem saatlerinde
aliman bitki yapraklar1 sivi azot ile muamele edilerek onceden sogutulmus havanlarda

havaneli yardimiyla homojenize edilmistir

3.4 Total RNA izolasyonu

Caligmada total RNA izolasyonu Trizol yontemi ile yapildi. Trizol yonteminde, 2 ml’lik
tiipe 1ml TRIzol® Reagent eklenip iizerine 6nceden siv1 azotla ezilmis olan 300-500 mg
bitki 6rnegi alindi.. Tip kuvvetli bir sekilde sallanarak ornegin trizol ile karigimi
saglanmis ve sonrasinda tiipler vortekslenerek oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.
Siire sonunda karisima 250 pl kloroform eklenmis ve karigtirllmis oda sicakliginda 10
dakika bekletilmistir. Siire sonunda 14.000 devir/dakikada 4°C’de 10 dakika santrifiij
yapildiktan sonra olusan iist faz yeni bir tiipe alinmistir. Uzerine 250 ul 0.2 M sodyum
kloriir ve 250 pul 2-propanol eklenmistir. Karisim bu sekilde 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Siire sonunda 14.000 devir/dakikada 4°C’de 10 dk santrifiij yapilarak {ist
faz uzaklastirllmis ve olusan pellet %70’lik etanol ile yikanarak ardindan kurutmaya

birakilmistir. Kurutulan 6rnekler 20-50 pl dd H20 ile ¢ozdiirtilmiistiir.

Elde edilen total RNA miktarlar1 ve saflik degerleri NanoDrop Spektrofotometre
(Thermo Scientific) cihazinda (Sekil 3.3) dlgiilerek asagidaki cizelgede gosterilmistir
(Cizelge 3.4).
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Sekil 3.2 Calismada kullanilan Nano-Drop spektrofotometre cihazi

RNA numunelerinin kalitesi ve miktar1 Nano-drop Spektrofotometre ile Ankara
Universitesi Bitki Molekiiler Biyolojisi Laboratuvarinda belirlendi. RNA izolasyon
stireci tamamlandiktan sonra Nano-drop Spektrofotometre elde edilen niikleik asidin

safligin1 260/280 nm oranlar1 belirlenerek saptandi.

Cizelge 3.3 Elde edilen RNA miktarlar1 ve saflik degerleri

Nacl’nin stres | A260/280 ng / ul
saatleri

Kontrol 1.95 200.0 ng/pl
3 saat 1.95 298.1 ng/ ul
6 saat 1.96 283.5 ng/ ul
9 saat 1.92 248 ng/ pl
12 saat 1.94 229.3 ng/ pl
24 saat 2.00 271.0 ng/ pl
48 saat 2.00 333.3 ng/ul
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3.5 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

izole edilen RNA &rneklerinden cDNAs1 sentezi yapilmistir. cDNA sentezinin ilk dizisi
High Reverse Transcriptase cDNA synthesis kit and high Bound kullanilarak uygulandi.
cDNA’y1 elde etmek icin deney iki asamaya boliinmiistiir. ilk asamada Sul RNA, 0.5ul
oligo-dT ve 1ul ddH,O toplam hacim 6.5 pl olarak denatiirasyon igin 10 dakika
65°C’de tutuldu. Ikinci asama, 5X tampon, 0.25ul Rnase inhibitor , lul
deoxyribonucleoside trifosfat (ANTP) ve ddH,O ile 20uL 0,25ul ters transkriptaz enzim
ile tamamlandi. Bu karisim 55°C*de 30 dakika ve 85°C*de 5 dakika tutularak amplifiye
edildi. Elde edilen cDNA‘lar NanoDrop LITE Spektrofotometre (Thermo Scientific)
cihazinda Ol¢lilmiis ve degerler asagidaki cizelgede (Cizelge 3.4.) gosterilmistir.

Cizelge 3.4 Elde edilen cDNA miktarlar ve saflik degerleri

Nacl’nin  stres | A260/280 ng / ul
saatleri

Kontrol 1.94 1314.5 ng/ul
3 saat 1.95 1293.5 ng/ ul
6 saat 1.95 1348.2 ng/ pl
9 saat 1.93 1313.5 ng/ pul
12 saat 1.93 1313 ng/ ul
24 saat 1.95 1426.4 ng/ ul
48 saat 1.95 1395.7 ng/ul

3.6 Real-Time (Gerc¢ek Zamanl) PCR reaksiyonu

Real Time PCR, Light cycler Nano Sistemi (Roche) kullanilarak uygulandi. Hedef
genlere ait (PSY- Gene ID:EF650011.1) (ACT Gene 1D:543519) ve (PDS-Gene
ID:EF157835.1) primer diziler veri tabanindaki mevcut domates genlerinin dizilerini

temel alacak sekilde tasarland1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Diziler domates
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hiicrelerinin karotenoidlerinde bulunan iki tip genin ortak dizileridir. Real-time PRC

SYBR yesil boya araciligi ile gdzlemlendi.

Sekil 3.3 Yeni nesil Real-Time PCR cihazi, Light Cycler Nano (Roche)

Deney 4ul SYBR Green, 0.7 pl ileri primer, 0.7 pl ters primer ve belirli iki gen PSY ve
PDS’nin 1 pl ¢cDNA numunesini iceren 20 pl reaksiyon diizeneginde caligilmistir.
Standart  seyreltme  serileri,standart egriyi elde etmek icin  hazirlandi.

Asagida, ¢izelge 3.5’de uygulanan PCR programini gostermektedir.

Cizelge 3.5 Real Time PCR reaksiyonunun gerceklestigi program

Program Sicaklik Stire Dongti sayist
Denatiirasyon 95°C 10s
Baglanma 60°C 30s 45
Uzama 72°C 15s
Erime 58-95 °C Stirekli 1
okuma

Egrisi Analizi
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Real Time PCR islemi sonrasinda her iki gen ig¢in de, her stres kosuluna ait farkl
zamanlarda alinmig 6rneklerde PCR es zamanli olarak izlenmis ve pik profili olarak
kaydedilmistir. Cq degeri polimeraz zincir reaksiyonuna ait pik profilinde logaritmik
art1s fazina gecilen dongliyii (ilk noktay1) ifade eder. Cq degerleri pik profilleri araciligi
ile belirlenmistir. Belirlenen bu Cq degerleri ve her iki gen i¢in de olusturulmus olan
standart egri grafikleri araciligi ile sentezlenen gen iirlinlerinin mRNA seviyeleri

kantitatif olarak tespit edilmistir.

3.7 Genlerin Secimi ve Primer Tasarimi

Bu calismada Fiton Sentaz ve Fiton Desatiiraz karotenoid biyosentez genleri , endojen
kontrol olarak kullanilan beta aktin geni c¢alismaya konu olmustur. Genlerin niikleotid
dizileri ayr1 ayr1 GenBank (Gen Bankasi) Veritabanindan elde edilmistir

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

tasarlanmig ve ¢izelge 3.6°da listelenmistir.

Cizelge 3.6 Real-Time PCR primer diziler

Genler GenBank Primer Dizileri
(Gen Bankasi)
5— 3
Acc. No.
PSY EF650011.1 ileri 5- GTT GAT GGC CCA AAC GCA TC-3’

Geri 5---AGC ACC ATC GAG CAT GTCAA-3
PDS EF157835.1 Ileri 5- TTG GTT AAG GAC TTG GGG CC -3’

Geri 3- CCAATGGTTTAGTTG GGC GC -3’

Kontrol | ACTJ:543519 | Aktin fleri -TCTGTTTCCCGGTTTTGCTATTAT

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

MDA analizi Hodges (1999) tarafindan belirlenen yonteme gore gergeklestirilmistir.
Yontemde 100 mg domates yapragi %80’lik Iml etanol ile homojenize edilmis,
homojenizasyon sonrasinda olusan iist faz iki esit hacime boliinerek ayr tiiplere
alimmustir. Birinci tiipe, st faz hacmi ile esit hacimde %20’lik TCA ve ayni hacimde
%0,01 BHT eklenmistir. ikinci tiipe, iist faz hacmi kadar % 0,65 TBA iceren %20’lik
TCA ve esit hacimde %0,01°’lik BHT eklenmistir. Tipler 95°C’de 25 dakika
inkiibasyona alinmustir. Siire sonunda tiipler ani sogutma amaciyla buz istline alinarak
yeterince soguyana kadar bekletilmistir. Ornekler 3000 g’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Olusan iist fazlar ayn tiiplere alinmistir. icinde TBA bulunmayan birinci tiip
532 ve 600 nm dalga boyunda, icinde TBA bulunan ikinci tiip ise 440, 532 ve 600 nm
dalga boylarinda spektrofotometrik olarak dl¢iimlenmistir. Deney tasarlanirken her bir
yogunluk i¢in iki deneme yapilmis, Manual Victor 2™ (Perkin Elmer) cihazinda

spektrofotometrik dl¢timler 6ncelikle kore daha sonra suya kars1 yapilmaistir.

3.9 Total Protein Miktar1 Tayini

Calismada Bradford metodu ile agir metale maruz birakilan aygigegi bitki 6rneklerinde

total ¢oziinebilir protein miktari incelenmistir (Bradford 1976).

llitre Bradford Boyasi i¢in; 100 mg Coomassie mavisi, %95’lik 50ml etanol ile
kanigtirnlmigtir. Karigima 850 ml saf su eklenmis. 900ml’lik boya etanol ve su
karisimina 100 ml fosforik asit ilave edilmistir. Boya reaktifi i¢in son konsantrasyonlar,
%0,01 (m/v) coomassie brillant mavisi G-250, %4,7 (m/v) etanol ve %8,5 (m/v)
fosforik asit olacak sekilde boya sisesi 1sik almayacak sekilde +4°C’de muhafaza
edilmistir.Protein tayini asamasi su sekilde gergeklestirilmistir: 0,08 gr bitki 6rnegi kum
yardimiyla ezilmistir. Ezilen 6rneklere 700pl fosfat tamponu (0.2M pH:7.0) eklenerek
homojenatlar elde edilmistir. Homojenizosyon isleminden sonra 14.000 devir/dakika
20dakika santrifiij edilen Orneklerden {iist fazlar ayrilmistir. 200ul 6rnek ¢ozeltisi
tizerine 2000ul 1X Bradford ¢ozeltisi eklenerek yaklagik olarak 10 saniye

vortekslenerek karistirilmistir. Ornekler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Kor
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olarak 2000ul 1X Bradford boyasi kullamlmistir. Manual Victor 2™ (Perkin Elmer)
mikroplate okuyucuda 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢lilmiistiir.

3.10 Normalizasyon ve Istatistiksel Analiz

Farkli siirelerde tuz stresi uygulanmis bitkilerde phytoene sentaz ve phytoene desatiiraz
genine ait transkript profilleri kontrol profilleri ve aktin ile karsilastirilmistir. Elde
edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Livak ve Schmittgen (2001)’in 2°
ACT metoduna gore ve One Way ANOVA (Dunnett) ile yapilmustir. Arastirmacilarm bir
kontrol grubunu birden fazla deney grubu ile karsilastirmasi gerektiginde Dunnet testini
kullanmalar1 Onerilmektedir. Post-Hoc testi ise (Multiple Comparisons Dependent
Variable: Expression Dunnet T3) eger varyans analizi sonucunda gruplar arasinda bir
fark bulunmugsa, farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek icin
kullanilmaktadir.Cq degeri olarak belirlenen gen ekpresyonu sonuglari housekeeping
gen olarak calismada kullanilan ACT (aktin) ve kontrol sartlar1 dikkate alinarak
normalize edilmistir (Livak ve Schmittgen 2001). Bu verilerin ortalama, standart sapma,

standart hata ve istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri istatistik programi (SPSS 15)

ile hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

Hogland ¢ozeltisinde 23 giinliik normal biiylimeden sonra ekilmis domates, (H.2274)
fideleri, 100mM Nacl uygulamasina maruz birakilmistir. Geng bitkilerin maruz kalma
siireleri kisa donemlerde (0 saat, 3 saat, 6 saat, 12 saat, 24 saat ve 48 saat stres
uygulamasi) farklilik gosterdi. Belirtilen stres siirelerinden sonra sadece yaprak dokulari
RNA izole etmek i¢in kullanildi. Iki karotenoid biyosentetik geninin transkript ifade
diizeylerinde degisim, yani Fiton Sentaz (Psy) ve Fiton Desatiiraz (Pds) kantitatif real
time pcr (QRT-PCR) teknigi ile analiz edildi ayrica biyokimyasal parametreler (MDA ve
toplam protein igerigi) spektrofotometre ile analiz edildi. Sonuglar asagida

gosterilmigtir.

4.1 Real-time RT-PCR Sonuglari

PSY ve PDS genlerinin RNA ifade diizeyleri, H-2274 domates orneklerinde real-time
PCR (Light Cycler® nano, Roche) ile analiz edildi ve sonuglar sekil 4.1 ve 4.2°de
Ozetlenmistir. Domates oOrneklerinde hesaplanan PSY ve PDS genleri transkript
diizeyleri hatalardan kag¢inmak i¢in tuz stresinin farkli zaman miiddetlerine maruz
birakildi. Real-time RT-PCR kontrol numuneleri ile birlikte tipik olarak i¢ diizen
islemcisi ve i¢ kontrol geni ACT ile normallestirildi. iki genin PDS, PSY ve ACT
transkript diizeylerinin stabilite ve sonuclarim1 degerlendirmek i¢in tiim deneyler bu
kontrol ve numunelerin karsilastirmali analizine gore li¢ kez yapilmistir. Tiim real-time

PCR deneylerinin sonuglari asagida verilmistir.

4.2 Tuzlulugun Fiton Desatiirazin ifade Diizeyi Uzerindeki Etkisi

Fiton Desatiirazin ifade diizeyi, stres uygulanmamis 6rnege gore ilk 3,6 ve 9 s 100mM
tuz uygulamasina maruz kaldiktan sonra hizli bir sekilde azalmistir. 9 s tuz stresinden
sonra gene ait ifade diizeyi 12 saat, 24 saat ve 48 saat icin sirasiyla 0.954, 0.959 ve
1.185 olarak bulunmustur. 9. Saatte en diislik seviyesine ulasan ifade diizeyi giderek

artarak 48. Saatte en yiiksek diizeyine ulagsmustir.
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Calismamizda bu genin ifadesi 48 saatlik tuz stresi hari¢ tuz stresinin tiim farkli zaman

araliklarinda azaldi.

1,4
1,2 L
g
= 1
()]
N
=1
T 0,8
[
-]
S
= 06
c
()]
0o
K04
Q.
0,2
0
Control 3h 6h 9h 12h 24h 48h
NaCl stresi uygulamasi zaman araliklar

Sekil 4.1 Farkli zaman araliklarinda 100Mm tuz stresine maruz kalan H-2274 domates
orneklerinde Fiton Desatiiraz (PDS) gen ifadesi profili

Tim noktalar ortalamalay1 gosterdi (n=7). PDS gen ifadesi 100 mM NaCl uygulanmig domates
bitkisinde 9. ve 48. saatlerde elde edilen sonuglar istatistiki olarak kontrol numunesi ile
karsilagtirildiginda P<0.005°te anlamli bulundu 100mM NaCl uygulamasinda 3, 6, 12 ve 24. Saatlerdeki
gen ifadesi degisimi istatistik olarak P<0.005’te anlamli bulunmustur.

4.3 Fiton Sentazin ifade Diizeyi Uzerinde Tuzlulugun Etkisi

Fiton Sentaz geninin ifade diizeyinde, kontrole oranla tiim saatlerde belirgin azalma
gozlenmistir.. ilk 3, 6 ve 12 saatte 100mM tuz stresine maruz kaldiktan sonra ifade
seviyesi en diisiik diizeye ulasmistir. Gen ifade diizeyi ilk 3, 6 ve 9 saatlik zaman
stirelerinde sirasiyla, 0.169, 0.054 ve 0.033’e inmistir. 12. Saatten itibaren gen ifadesi
tekrar artmaya baglamis ve sirasiyla 0.071, 0.591 ve 0.330 olarak goézlenmistir. 24.
Saatte onceki zaman araliklarina gore artis gosteren ifade diizeyi 48. Saatte yine diisiis
egilimine gegmistir. Sekil 3.1°de gosterildigi gibi, domates oreneklerinde kontrol
numunesi ile karsilastirilinca Sentaz Fitonun ifade diizeyinin tiim saatlerde azalig

gosterdigi kaydedilmistir.
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Sekil 4.2 100Mm tuz stresinin farkli zaman araliklarina maruz kalan H-2274 domates
bitkisi 6rneklerinde Fiton Sentaz(PSY) gen ifadesi profili

Tim noktalar ortalamay1 gostermektedir (n=7). PSY gen ifadesi 100 mM NaCl uygulanmig domateste 9.
ve 48. saatlerde kontrol numunesi ile karsilastirildiginda istatistik olarak (P <0.005°te) anlamli bulundu.

4.4 Toplam Protein Icerigi

Calismamiza gore ilk ii¢ saatte toplam protein diizeyi diislik oranda azalma gostermistir.
Tuz stresinin ilk 6 saatinde protein diizeyi kontrol diizeyine nazaran toplam en yiiksek
diizeye ulasti. 6 saatten sonra 9. saatte protein ifadesinin diizeyi en diisiik diizeye indigi
kaydedilmistir. Kritik bir nokta olan 9. Saatte, protein aktiviteleri az oranda artti. 48.

saatte kontrol numunesine nazaran toplam protein diizeyi hafif bir artis gostermistir.
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Sekil 4.3 Farkli siirelerde 100mM NaCl stresine marus birakilan (H-2274) domates
fidelerindeki toplam protein diizeyi

Tim noktalar ortalamay1 gostermektedir (n=7). Toplam proteindeki tiim degisimler kontrol numunesi ile
karsilastirildiginda istatistik olarak (P<0.005’te) anlamli bulundu.

4.5 Lipit Peroksidasyon Tayini

Artan tuz konsantrasyonu ile, domates yapraklarindaki MDA igeriginde oOnemli
degisiklikler go6zlenmistir.100mM NaCl uygulamasi ile domates bitkisindeki lipit
peroksidasyon diizeyinde herhangi bir artis gézlenmemistir. 6 saatten sonra MDA
icerigi 12’nci saate kadar kademeli olarak azalmis, daha sonra tekrar diizenli olarak
artmis ve 24 saate en yiiksek diizeye ulagsmistir. 48. saatte ise yine diislis egilimine
gectigi gozlenmistir.Sonug olarak genelde MDA diizeyinde onemli artis oldugunu

sOyleyebiliriz.
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Sekil 4.4 Farkli saatlerde 100Mm NaCl’ye maruz birakilan H-2274 Domates bitkisinde
lipit peroksidasyonu (malondialdehit=MDA igerigi)

Ti{im noktalar ortalamay1 gostermektedir (n=7). 3, 6, 9, 24 ve 48 saat 100 mM NaCl uygulanmis domates
bitkisi ne ait sonuglar kontrol 6rnegi ile karsilagtirildiginda istatistiki olarak P<0.05’te anlamli bulundu.
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Cizelge 4.1 100mM Nacl uygulanmig domates bitkisinin isleme tabi tutulduktan sonra MDA
esdeger diizeylerinin emilimi (nmol mL-1g FW-1)

Bitki
Materyali

100 mM Nacl
Kontrol

100Mm Nacl’nin
3’iincii saati

100mM Nacl’nin
6’nci1 saati

100mM Nacl’nin
9’uncu saati

100mM Nacl’nin
12’nci saati

Nacl’nin 24’iincii
saati

100mM Nacl’nin
48’inci saati

TBAC(- TBA A B Toplam MDA
TBA) ile esdegerlikleri
tahlil (b e

ile

tahlil

532 600 532 600

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

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

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

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. TARTISMA

Bu ¢alismada Domates Bitkileri (H-2274), domates bitkisinde karotenoid sentezinde
gorev alan Fiton Sentaz ve Fiton Desatiiraz genlerinin ifade diizeylerini mRNA
seviyesinde belirlemek amaglanmistir. Bu genlerin tuzluluk stresine karsisinda
tepkilerini degerlendirmek icin ve MDA diizeyinin ve protein miktarlarmin tayini
amactyla domates Ornekleri 100mM NaCl stresine farkli zaman araliklarinda maruz

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

Domates, karotenoidler gibi bir¢ok faydali icerige sahip olan, diinya ¢apinda en ¢ok
kullanilan tarimsal iriinlerden biridir. Hem ¢ig hem de pismis olarak tiiketilebilir.
Abiyotik stres, domates bitkisinin biiylime ve verimliligine iliskin en zararh
faktorlerden biridir (Ma Babu vd., 2011b). Bu iiriin diger birgok baklagil mamulleri gibi
tuza duyarlidir. Tuzluluk, bitkilerin maruz kalabildigi olumsuz ¢evre kosullardan
biridir. Tarimda sulamaya bagli olarak, kurak ve yar1 kurak bolgeler 6nemli tuzluluk
kaynaklaridir. Toksik iyon etkisi ve su stresi, maruz kalan iiriniin kalitesini ve
verimliligini distiriir (Ghassemi-golezani ve Taifeh-noori 2009). Dahasi bitkilerde
kuraklik ve tuzluluk stresi su potansiyeli dengesizligine, turgor azalmasina, hiper
ozmotik strese ve oksidatif strese yol acar. Oksidatif strese, singlet oksijen (10,), siiper
oksit radikal (0,), hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikal (OH™) gibi oksijen
reaktif oksijen tiirleri (ROT) neden olur (Soydam-Aydin vd. 2013). Tuzluluk, bitki
hiicre yapisi ve metabolizmasini farkli yonlerden derinlemesine etkiler. Ozmotik ve
iyonik yonleri ile ¢ekirdek yapisinin igten yeniden diizenlenmesi ve metabolizma ile
alakali tuzluluk, hiicresel adaptasyonu tegvik eder. Proteinler,abiyotik strese karsi, bitki
hiicresel adaptasyonundsinyal verme, gen ifadesinin diizenlenmesi, ayrica, enerji
metabolizmasi, redoks metabolizmasi, ozmolit metabolizmasi, savunma, mekanik stres,
fitohormon, ve sekonder metabolizma da dahil pekcok hiicresel islevde biiyiik bir rol
oynarlar.genetik olarak iliskili bitki materyallerinde karsilagtirmali proteomik analiz,
aragtirmacilarin farkli stres toleransini ortaya c¢ikaran farkli yapilardaki proteinleri
tanimlamalarina imkan tanmimistir (Kosova vd. 2013). Bitkilerin genel olarak
bliylimesini ve gelisimini etkileyen birkag i¢ ve dis faktor bulunmaktadir. Hiicreler arasi

ve hiicre igerisinde sinyalleri tasgimaya yardim eden sinyal molekiilleri olan bitki
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bliylime hormonlarinin yagamlarinin her bir asamasinda bitkinin gelisimine destek
saglamasi bu duruma en iyi 6rnegi olusturmaktadir. Dis faktorler su iligkileri, diizenli
besin tedarikini vb. igerir. Su iliskileri, karbon tedariki, hormonsal denge gibi yukarida
belirtilen tiim faktorler, bitki biliylime kontroliinde yiliksek tuz yogunluguna maruz

kalmuis bitkilerin biiylimesinin kontrolii altindadir (Ma Babu vd. 2011b).

Tuz stresinin ROT iiretimini degistirdigi daha Once rapor edilmistir. Strese maruz
kalmis bitkilerde artmig ROT diizeyleri, lipit peroksidasyona sebep olabilecek zar
lipitlerinde, zar bilesimi modifikasyonunda, akiskanlikta ve gegirgenlikte ya da enzim
aktivitelerini modifiye eden hiicre duvar farklilagmada, doymamislik gostergesi olabilir
(Chatzidimitriadou vd. 2009).

Toplam proteindeki degisimler, bitkideki tuz stresi sonucunda iyon miktarlarinin artis
ile ortaya cikabilmektedir (Ayala-Astorga ve Alcaraz-Meléndez 2010). Piring ve
domates bitkileriyle ilgili ¢alismalarda bu kiiltiir bitkilerinin tuz stresine maruz
kaldiginda tuz toleranst gelisiminin artan antioksidan enzim aktiviteleri ve 6zellikle
SOD aktivitesi ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Wang, Wisniewski, & Meilan, 2007).
Bu tez calismasinin  sonucunda 100mM NaCl’ye maruz kalan domates bitkisi
orneklerinde toplam protein miktarinin arttigr kaydedilmistir. Tuz stresine maruz
kaldiklarinda bitkilerin hayatta kalabilmesi igin, hiicreleri tuz stresi etkilerinden

koruyabilmek i¢in, tuz toleransi olan ¢esitlerde SOD aktivitesi artir.

Tuzun zar iizerindeki olumsuz etkileri, biriken toksik iyonlar ve ROT’larin neden
oldugu sonuglardir. Zarlarin iyon dengesi Na* ve Cl~ birikimi ile degisir. Bu iyonlar,
tuz stresi altinda zar proteinlerini ¢alisgmasinda 6nemli bir role sahip olan K%t ve
Ca*?iyonlarinin yerine gegerler. Diger bir yandan ROTlar, 6zellikle hidrojen peroksit
ve hidroksil radikalleri, zar lipitlerine zarar verir ve lipit peroksidasyonu, zarar gérmiis

zar yapist ve biitiinliigi ile sonuglanir (Borghesi vd. 2011).

Domates bitkisindeki enzim aktivitesi ve gen ifadesi profilinde tuz stresinin ROT
birikmesiyle alakali oldugu bilinmektedir. Strese maruz kalmis bitkilerde artan ROT

diizeyleri zar lipitlerinde hasara, zar yapisinda modifikasyona, akigkanlik ve gecirgenlik
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de bozulmalara ya da hiicre duvarin1i modifiye eden enzim aktivitelerinde farklilasma

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

Bu calismada konu olan domates bitki (H-2274) orneklerinin, artan NaCl stresine
duyarl oldugunu ifade edebiliriz.. Arastirmada, MDA analizi lipid peroksidasyonun ya
da zar zararmin bir gostergesi olarak kullanilmistir. Farkli zaman araliklarinda
(kontrol,3s,6s,12s5,9s,24s ve 48s) NaCl Tuz Stresi uygulamast domates bitki
orneklerinde MDA igeriklerinin kontrol diizeyine nazaran, (3s, 12s haricinde) artisina
sebep olmustur. Bu calismanin sonuglarmma goére, tuz stresinin uzatilmig zaman
araliklarinda 6nemli derecede artmistir. Sonuglar ayni zamanda ROT’larin neden

oldugu lipit peroksidasyonun hizli bir sekilde basladigini isaret etmektedir.

Domates bitkisinde karotenoid biyosentetik genlerinin ifadesi tuz stresine maruz
kaldiktan sonra artis gdstermistir. Artan ifade reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde
yardim eden artan diizeylerde antioksidan enzimler iretti. (Ma Babu vd. 2011b).
Domates yapraklarindaki karotenoid gen ifadesi iizerinde tuz stresinin etkileri
arastirlldigt bu calismada.domates bitkileri farkli konsantrasyonlarda tuza maruz
birakildi. Bitkinin boyu, bitki basina meyve sayisi; fiton sentaz, fiton desatiiraz, zeta
karaten desatiiraz ve likopen beta siklaz klorofil gibi icerigi ve dort ana karotenoid yolu
genlerinin ifadesi analiz edildi. Real time PCR kullanilarak yapilan nicel analiz
sonucunda, tuz konsantrasyonu arttik¢a ¢alisilan tiim genlerin ifadesinde azalma oldugu
anlasilmistir (Ma Babu vd., 2011b). Farkli saatlerde (3s, 6s, 9s, 12s, 24s ve 48s)100Mm
tuz stresine maruz birakilan domates bitkisinde fiton desatiiraz gen ifadesinde 48 saat
disindaki tiim saatlerde azalma oldugu kaydedilmistir. Fiton sentaz gen ifade profili

analiz edildiginde. degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Bitki verimliligi oniindeki engelleri asabilmek ve tuz stresi altindaki ziraiiiriinlerin
verimliligini artirabilmek icin, yiiksek bitkilerdeki stres tepkisine ait molekiiler
mekanizmalar1 anlamak 6nemlidir. Bu g¢alismanin sonuglar1 domates bitkisinde fiton
sentaz ve fiton desatiirazin 100 Mm tuz stresi altinda ifade diizeyleri hakkinda bilgi
vermekte ve.ayn1 zamanda, diger tiim baklagillerde oldugu gibi, caligilan domates (H-

2274) gesidinin de100Mm NaCl tuz stresine duyarli oldugunu savunmaktadir. Bu bitki
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ile ilgili mevcut ¢alismada elde edilen sonuglar ve ayrica 100mM disindaki farkli tuz
konsantrasyonlarina maruz birakildiginda, biyokimyasal parametrelerinde gergeklesecek
degisimleri ve ,Fiton Sentaz ve Fiton desatiirazin ifade diizeyinde olusabilecek
farkliliklar1 inceleyecek daha ileri calismalar, tuza duyarli g¢esitlerin  gelismesine

yardimc1 olacaktir.

37



KAYNAKLAR

Abogadallah, G. M. 2010. Antioxidative defense under salt stress. Plant Signaling &
Behavior. http://doi.org/10.4161/psb.5.4.10873

Agarwal, S. and Rao, A.V. 2000. Tomato lycopene and its role in human health and
chronic diseases. Cmaj, 163(6), 739-744.

Apse, M.P., Sottosanto, J.B. and Blumwald, E. 2003. Vacuolar cation/H+ exchange,
ion homeostasis, and leaf development are altered in a T-DNA insertional
mutant of AtNHX1, the Arabidopsis vacuolar Na+/H+ antiporter. Plant
Journal, 36(2), 229-239.

Ashraf, M. and Harris, P.J.C. 2013. Photosynthesis under stressful environments: An
overview. Photosynthetica, 51(2), 163-190. http://doi.org/10.1007/s11099-
013-0021-6

Ayala-Astorga, G. I. and Alcaraz-Meléndez, L. 2010. Salinity effects on protein content,
lipid peroxidation, pigments, and proline in Paulownia imperialis (Siebold &
Zuccarini) and Paulownia fortunei (Seemann & Hemsley) grown in vitro.
Electronic Journal of Biotechnology, 13(5), 1-15.

Aydin, S., Biiyiik, I. and Aras, E.S. 2014. Expression of SOD gene and evaluating its
role in stress tolerance in NaCl and PEG stressed Lycopersicum esculentum.
Turkish Journal of Botany, 38, 89-98.

Babu, M. A,, Singh, D. and Gothandam, K. M. 2012. The effect of salinity on growth,
hormones and mineral elements in leaf and fruit of tomato cultivar PKML1.
Journal of Animal and Plant Sciences, 22(1), 159-164.

Babu, M., Singh, D. and Gothandam, K. 2011a. Effect of salt stress on expression of
carotenoid pathway genes in tomato. J Stress Physiol Biochem, 7(3), 87-94.

Babu, M., Singh, D. and Gothandam, K. 2011b. Effect of salt stress on expression of
carotenoid pathway genes in tomato. J Stress Physiol Biochem, 7(3), 87-94.

Bartley, G.E. and Scolnik, P.A. 1995. Plant carotenoids: pigments for photoprotection,
visual attraction, and human health. The Plant Cell, 7(July), 1027-1038.

Bergougnoux, V. 2014. The history of tomato: From domestication to biopharming.
Biotechnology Advances, 32(1), 170-189.

38



Borghesi, E., Gonzalez-Miret, M. L., Escudero-Gilete, M. L., Malorgio, F., Heredia, F.
J., and Meléndez-Martinez, A.J. 2011. Effects of salinity stress on carotenoids,
anthocyanins, and color of diverse tomato genotypes. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 59, 11676-11682.

Chatzidimitriadou, K., Nianiou-Obeidat, I., Madesis, P., Perl-Treves, R. and Tsaftaris,
A. 2009. Expression of SOD transgene in pepper confer stress tolerance and
improve shoot regeneration. Electronic Journal of Biotechnology, 12(4).
http://doi.org/10.2225/vol12-issue4-fulltext-10

Chinnusamy, V., Zhu, J., and Zhu, J.-K. 2006. Salt stress signaling and mechanisms of
plant salt tolerance. Genetic Engineering, 27(2), 141-177.

Ezzat, H., Ali, M., Saber, G., and Ismail, M. 2014. Tomato fruit quality as influenced by
salinity and nitric oxide, 122—-129.

Fraser, P.D., Truesdale, M. R., Bird, C.R., Schuch, W. and Bramley, P.M. 1994.
Carotenoid Biosynthesis during Tomato Fruit Development (Evidence for
Tissue-Specific Gene Expression). Plant Physiology, 105(1), 405-413.

Ghassemi-golezani, K. and Taifeh-noori, M. 2009. Soybean Performance under
Salinity Stress.

Giuliano, G., Bartley, G.E., and Scolnik, P.A. 1993. Regulation of carotenoid
biosynthesis during tomato development. The Plant Cell, 5(April), 379-387.

Grene, R. 2002. Oxidative Stress and Acclimation Mechanisms in Plants. The
Arabidopsis Book, 49, 1. http://doi.org/10.1199/tab.0036.1

Gupta, B. and Huang, B. 2014. Mechanism of salinity tolerance in plants: Physiological,
biochemical, and molecular characterization. International Journal of
Genomics, 2014. http://doi.org/10.1155/2014/701596

Kato, M., lkoma, Y., Matsumoto, H., Sugiura, M., Hyodo, H. and Yano, M. 2004.
Accumulation of carotenoids and expression of carotenoid biosynthetic genes
during maturation in citrus fruit. Plant Physiology, 134(February), 824-837.

Kosova, K., Prasil, I. T. and Vitamvas, P. 2013. Protein contribution to plant salinity
response and tolerance acquisition. International Journal of Molecular
Sciences, 14(4), 6757-6789.

39



Li, F. 2008. Carotenoid Biosynthesis in Maize: Characterization of the PSY Gene
Family and Genetic Definition of a New Biosynthetic Step in Higher Plants.
New York.

Makela, P., Kontturi, M., Pehu, E. and Somersalo, S. 1999. Photosynthetic response of
drought- and salt-stressed tomato and turnip rape plants to foliar-applied
glycinebetaine. Physiologia Plantarum, 105, 45-50.

McKersie, B.D., Murnaghan, J., Jones, K.S. and Bowley, S.R. 2000. Iron-superoxide
dismutase expression in transgenic alfalfa increases winter survival without a
detectable increase in photosynthetic oxidative stress tolerance. Plant
Physiology, 122(4), 1427-1437.

Munns, R. and Tester, M. 2008. Mechanisms of salinity tolerance. Annual Review of
Plant Biology, 59, 651-681.

Nandal, M., and Hooda, R. 2013. Salt tolerance and physiological response of plants to
salinity: A Review, 4(10), 44-67.

Navari-lzzo, F., Quartacci, M. and Sgherri, C.L.M. 1997. Desiccation tolerance in
Higher Plants Related to Free Radical Defence. Phyton, 37(Gaff 1989), 203—
214.

Niu, X., Narasimhan, M. L., Salzman, R.A, Bressan, R. A, and Hasegawa, P. M. 1993.
NaCl regulation of plasma membrane H(+)-ATPase gene expression in a
glycophyte and a halophyte. Plant Physiology, 103, 713-718.

Nogueira, M., Mora, L., Enfissi, E.M.A, Bramley, P.M. and Fraser, P.D. 2013.
Subchromoplast sequestration of carotenoids affects regulatory mechanisms in
tomato lines expressing different carotenoid gene combinations. The Plant
Cell, 25(Figure 1), 4560-79. http://doi.org/10.1105/tpc.113.116210

Parvin, R., Shahrokh, K.O., Mozafar, S., Hassan, E., and Mehrdad, B. 2014.
Biosynthesis, regulation and properties of plant monoterpenoids. Journal of
Medicinal Plants Research, 8(29), 983-991.

Passos, L. P. 2003. Effects of Osmotic Stress on the Growth of Etiolated Mung Bean
Seedlings. Journal of Agronomy and Crop Science, 189(2), 105-112.

Rejeb, 1., Pastor, V. and Mauch-Mani, B. 2014. Plant Responses to Simultaneous Biotic
and Abiotic Stress: Molecular Mechanisms. Plants, 3, 458-475.

40



Sarkar, P. D., Gupta, T. and Sahu, A. 2012. Comparative analysis of lycopene in
oxidative stress. Journal of Association of Physicians of India, 60(july), 17-19.

Smita, S., Rajwanshi, R., Lenka, S. K., Katiyar, A., Chinnusamy, V. and Bansal, K. C.
2013. Expression profile of genes coding for carotenoid biosynthetic\npathway
during ripening and their association with accumulation\nof lycopene in tomato
fruits. Journal of Genetics, 92(3), 363-368.

Soydam-Aydin, S., Biiyikk, I. and Aras, S. 2013. Relationships among lipid
peroxidation, SOD enzyme activity, and SOD gene expression profile in
Lycopersicum esculentum L. exposed to cold stress. Genetics and Molecular
Research, 12(3), 3220-3229.

Steinbrenner, J. and Linden, H. 2001. Regulation of two carotenoid biosynthesis genes
coding for phytoene synthase and carotenoid hydroxylase during stress-induced
astaxanthin formation in the green alga Haematococcus pluvialis. Plant
Physiology, 125(2), 810-817.

Tavakkoli, E., Rengasamy, P. and McDonald, G.K. 2010. High concentrations of Na +
and CI - ions in soil solution have simultaneous detrimental effects on growth
of faba bean under salinity stress. Journal of Experimental Botany, 61(15),
4449-4459.

Wang, Y., Wisniewski, M. and Meilan, R. 2007. Ectopic expression of Mn-SOD in
Lycopersicon esculentum leads to enhanced tolerance to salt and oxidative
stress. J. Applied, 9(1), 3-8. f

Welsch, R., Wiist, F., Bar, C., Al-Babili, S. and Beyer, P. 2008. A third phytoene
synthase is devoted to abiotic stress-induced abscisic acid formation in rice and
defines functional diversification of phytoene synthase genes. Plant
Physiology, 147(1), 367-380. tr

Zhu, J. 2009. Encyclopedia of life sciences, 1-3.
http://doi.org/10.1002/9780470015902.a0022548

41



OZGECMIS

Adi Soyadi  : Ahmed DUALE
Dogum Yeri : Hargeisa
Dogum Tarihi : 25/05/1984
Medeni Hali : Evli

Yabanci Dili : Ingilizce, Arabca ve Somalca

Egitim Durumu (Kurum ve Y1l )

Lise : Mohamoud Ahmed Ali Lisesi (2005)
Lisans : Hargeisa Universitesi. Fen Bilimleri enstitiisii. Biyoloji Anabilim Dali
(2010)

Yiiksek Lisans: Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali
(Eylil 2012-Kasim 2015)

42





