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OZET
Yiksek Lisans Tezi

ARPA FIDELERINDE SODYUM NITROPRUSSID TESVIKLI
NaCl TOLERANSI UZERINE PROTEOMIK ANALIZLER
Melike ELDEN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

Tarim topraklarinin tuza maruz kalmasi diinya ¢apinda ciddi bir sorun teskil etmektedir.
Bitkilerde tuz toleransini artirmak i¢in farkli stratejiler gelistirilmistir. Dissal sodyum
nitroprussid (SNP) uygulamasinin tuzlulugun zararli etkilerini hafifletebilecegi ve
bitkilerin tuz toleransimi tesvik edebilecegi gosterilmis olmasina karsin, SNPnin
proteomik degisikliklerin diizenlenmesindeki rolleri tam olarak anlagilamamistir. Bu
amagla, arpa (Horedum vulgare L.) fidelerinin tuz stresine verdigi tepkileri daha iyi
anlamak ve tuz kaynakli hasar1 hafifletmede digsal SNP'nin koruyucu rollerini anlamak
icin NaCl ve/veya SNP uygulamalarina maruz birakilan arpa fidelerinin yaprak
dokularinda karsilagtirmali proteomik analizler yapilmistir. Digsal SNP uygulamasinin
NaCl stresi tarafindan inhibe edilen fide biiylimesini iyilestirdigi belirlenmistir.
Proteomik analizler, 24 proteinin SNP ve/veya NaCl stresi uygulamalarinda farkli
sekilde ifade oldugunu gostermistir. Bu proteinlerden 15’ MALDI-TOF/TOF Kkiitle
spektrometrisi ile basariyla tanimlanmistir. Gen ontolojisi analizi; fotosentez, protein
metabolizmasi, stres savunma ve enerji metabolizmasi gibi yolaklarin SNP ve/veya
NaCl uygulamalari ile diizenlendigini ortaya koymustur. Digssal SNP uygulamasi, tuz
stres altindaki arpa fidelerinin yapraklarinda 20 kDa saperonin, proteazom altbirim beta
tip-2, 2-Cys peroksiredoksin BASL1, tiyazol biyosentetik enzim 1-1, ferredoksin-NADP
rediiktaz, S-adenozilmetiyonin sentetaz 3 ve uzama faktorii Tu proteinlerinin
ekspresyon seviyelerini arttirmistir.  Mevcut sonuglar, SNP'nin  fotosentezin
diizenlenmesi, yanlis katlanmis veya hasarli proteinlerin parcalanmasi, stres

savunmasinin aktivasyonu ve poliaminler, prolin ve GABA sentezinin tesvik edilmesi



yoluyla NaCl'nin neden oldugu biiyiime inhibisyonunu hafifletebilecegini ileri
siirmektedir. Bu calisma, arpa fidelerinde tuz stresine yanit olarak SNP'nin molekiiler
mekanizmasina proteomik diizeyde bilgi saglayan ilk ¢alismadir.

2020, xii + 67 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

PROTEOMIC ANALYSIS ON SODIUM NITROPRUSSIDE INDUCED NacCl
TOLERANCE IN BARLEY SEEDLINGS
Melike ELDEN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Mustafa YILDIZ

The salinization of agricultural soils poses a serious challenge in worldwide. Different
strategies have been developed to improve salt tolerance of plants. Although it has been
shown that exogenous sodium nitroprusside (SNP) administration can alleviate the
harmful effects of salinity and promote plants salt tolerance, the roles of SNP in
regulating proteomic changes have not been fully understood. For this purpose,
comparative proteomic analysis were performed on leaf tissues of barley seedlings
exposed to NaCl and / or SNP applications in order to better understand the responses of
barley (Horedum vulgare L.) seedlings to salt stress and to understand the protective
roles of exogenous SNP in alleviating salt-induced damage. The results showed that
exogenous SNP application restored the seedling growth inhibited by NaCl stress.
Proteomic analysis indicated that 24 proteins were differentially expressed under SNP
and/or NaCl stress treatments. Among them, 15 proteins were successfully identified by
MALDI-TOF/TOF mass spectrometry. Gene ontology analysis revealed that several
pathways were regulated by SNP and/or NaCl treatments, including photosynthesis,
protein metabolism, stress defense, and energy metabolism. Exogenous SNP treatment
was increased the expression levels of 20 kDa chaperonin, proteasome subunit beta
type-2, 2-Cys peroxiredoxin BAS1, thiazole biosynthetic enzyme 1-1, ferredoxin-
NADP reductase, S-adenosylmethionine synthetase 3, and elongation factor Tu proteins
in the leaves of barley seedlings under salt stress. The present results suggest that SNP
may alleviate NaCl-induced growth inhibition through regulation of photosynthesis,

degradation of misfolded/damaged proteins, activation of stress defense, and the



promoting of the synthesis of polyamines, proline and GABA. This study is the first to
provide insights at the proteomic level into the molecular mechanism of SNP in
response to salt stress in barley seedlings.

2020, xii + 67 pages
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1. GIRIS

Kiiltiir bitkisi arpa (Hordeum vulgare L.), diinyada musir, bugday ve geltikten sonra,
Tirkiye’de ise bugdaydan sonra ikinci sirada en ¢ok tarimi yapilan tahildir (Kizilgeci
vd. 2016). Fransa, Almanya, Birlesik Krallik ve Ispanya, Diinya arpa iiretiminin
%40’ 11 karsilamasi nedeniyle 6nemli tiretici llkelerdir. Bu Avrupa Birligi iilkeleri,
2018-2019 yillar1 arasinda toplam 36.000.000 ton arpa iiretimi ile Avrupa Birligi’nin
%65’ini olusturmaktadir (Anonim 2018). Rusya ise diinyanin ikinci en biiyiik arpa
ireticisi olup, %12’lik paya sahiptir. Diinyanin en bliylik arpa ihracat¢ist olan

Avustralya ise liretimde %6°1ik paya sahiptir (Anonim 2017).

Ulkemizin her bolgesinde ekimi yapilan arpa, 2010-18 yillar1 arasinda ekim alani (2.4—
3.0 milyon hektar) ve iiretim miktar1 (6.3-8 milyon ton) agisindan bugdaydan sonra
ikinci sirada yer alir (Anonim 2018). Ozellikle I¢ Anadolu, Giineydogu ve Ege
Bolgelerinde olmak iizere 6zellikle Tiirkiye’nin her bolgesinde tiretimi yapilmaktadir.
Arpa ithalat miktar1 yillara gore degisim gostermekte; bu degisim iiretim, yurt ici
kullanim miktar1 ve gelisen yem sanayinin hammadde ihtiyacina gore degismektedir.
TUIK (2019) verilerine gore arpa ithalat miktar1 2018 yilinda 656 bin ton ve ihracat

miktari ise 15 bin 610 ton olarak gergeklesmistir.

Tuzluluk, stresin karmasik bir sekli olup; tuza tolerans, ¢esitli kokenlere ve seviyelere
sahip multigenik ve belirlenmesi ¢ok zor bir dzelliktir (Soares vd. 2018). Tuz stresi,
bitkilerin genellikle kdk bolgesinde ¢oziinebilir tuzlarin asir1 birikimi nedeniyle ozmotik
potansiyelin artmast sonucu suyun kokler tarafindan aliniminin zorlagmasi ve iyon
toksisitesindeki artiga bagl olarak ortaya cikar (int. Kyn. 2). Toprak tuzlulugu bitkilerde
fizyolojik kurakliga, iyon toksisitesine hatta metabolik bozukluklara yol agabilir (Abd
El-Mageed vd. 2018). Tuz stresi tohum ¢imlenmesi, kok uzunlugu ve bitki boyu gibi
birgok fizyolojik olayda 6nemli diizeyde inhibeisyon etkisi gostermektedir (Liang vd.
2018). Bitkilerde tuzluluga bagli olarak ozmotik ve iyon stresinin artmasiyla enzim
aktivitesi, protein sentezi ve zar gegirgenligi azalirken, kloroplast ve diger hiicresel
yapilar 6nemli seviyede zarar gdrmektedir (Int. Kyn. 2). Tuzlulugun yaprak biiyiime

hizini, hiicrelerdeki gecici ozmotik dengesizlikler, hiicre uzamasi ve bdliinmesinin



azalmasi (Fricke ve Peters 2002) ve/veya hiicre duvari sertlesmesi (Geilfus vd. 2017)

gibi nedenlerle yavaslattig1 agikca bilinmektedir.

Aktif molekiil olan nitrik oksit (NO), farkli biyolojik yolaklar1 kullanarak oksidatif
stresin zararl etkilerinden korur (Carlos ve Lorenzo 2001). Normal ve stres kosullarinda
NO’nun sinyal rolii bitki biiyiimesini regiile etmektedir (Arora ve Bhatla 2017). Nitrik
oksitin farkli fonksiyonel islevlerde [Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) olusumu ve
parcalanmasi, temel metabolizma, tagima, hiicre 6liimii, savunma, sinyal iletimi gibi]
yer alan genlerin tanimlanmasina izin veren transkripsiyonel degisiklikleri indiikledigi
bildirilmistir (Karplus vd. 1991). NO, ROS ile arasindaki dengeye bagl olarak toksik
etki ya da koruyucu etki gosterebilir. Diisiik miktarlardaki NO, ROS savunma
yanitlarinin aktivasyonu i¢in bir sinyal olarak gorev yaparken, stres kosullarinda ROS
tretimi ile yiiksek konsantrasyonlarda olusan NO olumsuzluklara neden olabilir
(Kopyra ve Gwozdz 2003). Antioksidan Ozellige sahip nitrik oksit molekiiliiniin,
hiicresel redoks dengesi i¢in genel mekanizmalar1 diizenledigi, O, nin H,0, ve *0,'ye
dontigimiinii  tesvik ettigi ve H,O, siipiiriicli enzimlerin aktivitelerini arttirarak

bitkilerde oksidatif hasari inhibe ettigi bildirilmistir (Zhang vd. 2009).

Bitkilerde NO miktari, tuz stresi toleransina karsi artar (Mishina vd. 2007). Bir NO
donorii olan ekzojen sodyum nitroprusid (SNP), c¢eltik (Uchida vd. 2002), ac1 bakla
(Kopyra ve Gwozdz 2003) ve salatalikta (Yuqin vd. 2009) tuzlulugun oksidatif hasarini
onemli diizeyde azaltmis, tuz stresi altindaki Suaeda salsa’da fide ¢ikisin1 (Song vd.
2009) ve musir bitkisinin kuru agirhgmi (Guo vd. 2010) arttirmigtir. Tuz stresi
kosullarinda SNP 6n uygulamasi, endopeptidaz ve karboksipeptidaz aktiviteleri ve
¢Oziinebilir protein miktarin1 arttirarak karbon ve azot metabolizmasi arasindaki
dengenin korunmasina dnemli katkilar saglamistir (Zheng vd. 2010). Bununla birlikte
ayn1 arastiricilar, tuz stresi altinda, digsal SNP uygulamasinin plazma membrani (PM)

H*-ATPaz ifadesini tesvik ettigini de bildirmislerdir.

Yiksek tuz konsantrasyonlarinda bitkilerin biiyiiyebilme ve yasam dongiilerini
tamamlayabilme yetenekleri tuzluluk toleransi olarak tanimlanmaktadir (Parida ve Das

2005). Bircok kiiltiir bitkisinin tuzluluga karsi duyarli olmasi nedeniyle, 6nemli bir



cevresel faktor olan tuzluluk sorununun ortadan kaldirilmasi ekonomik dneme sahiptir.
Bitkilerde tolerans mekanizmalarinin anlagilmasi ve yiliksek stres toleransina sahip tiir
ya da cesitlerin 1slah1 6nemlidir (Anonim 2012). Arpa tuzluluga toleransi en fazla olan
kiltir bitkilerinden biridir. Tuz stresi, bir¢ok bitkide oldugu gibi arpada da biitlin
bliylime ve gelisme evrelerini 6zellikle ¢imlenme ve fide ¢ikisi evrelerini olumsuz
etkilemektedir (Begum vd. 1992, Parlak 1999). Farkli arpa c¢esitlerinde yapilan tuz
tolerans1 ¢alismalarinda en fazla tolerans gosteren arpa ¢esidinin Tarm-92 oldugu
bildirilmistir (Benlioglu ve Ozkan 2015). Bu tez ¢alismasinda, tuz stresi altindaki arpa
(Hordeum vulgare L. convar. Tarm-92) fidelerinde bir nitrik oksit dondrii olan sodyum
nitroprusidin fide biiyiimesi ve yaprak proteom degisimleri {iizerine etkileri

arastirilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Arpa (Hordeum vulgare L.) Bitkisinin Sistematigi ve Biyolojik Ozellikleri

Arpa (Hordeum vulgare L.), bugdaygiller (Poaceae ya da Gramineae) familyasinin

Hordeum cinsine verilen isimdir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinin sistematigi (Int. Kyn. 1).

Alem Plantae

Alt alem Embryophyta

Sube Spermatophyta
Sinif Monocotyledone
Takim Graminales
Familya Poaceae

Alt Familya Festucoideae

Cins Hordeum

Tiir Hordeum vulgare L.

Kiiltiir arpalar1 bes varyete olarak gruplanabilir.

1) Hordeum vulgare convar. distichon (iki sirali arpa)

2) Hordeum vulgare convar. hexastichon (alt1 sirali arpa)
3) Hordeum vulgare convar. intermedium

4) Hordeum vulgare convar. labile

5) Hordeum vulgare convar. deficiens

Diinyadaki arpa ¢esitlerinin yarisindan ¢ogu iki sirali arpa grubunda yer almaktadir.
Tiirkiye’deki arpa cesitlerinin ise %70’inden fazlas1 bu gruba girer (Int. Kyn. 2).
Arastirmamizda kullanilan iki sirali Tarm-92 arpa cesidi; alternatif tipte, yatmaya karsi

dayanikli, kurakliga ve toksik elementlere karsi toleransl bir cesittir (Int. Kyn. 3).



Alternatif bir tip olan bu c¢esit kislik olarak ekilmek istendiginde ekim zamani 1-15
Ekim ve ekim derinligi ise 4-5 cm’dir (int. Kyn. 3).

2.2 Stres Nedir?

Stres faktorlerinin birlikte ya da birbirinden bagimsiz olarak fizyolojik ve biyokimyasal
olaylarda bazi degisimlere neden olarak organizmada hasar olusturma kapasitesi stres
olarak tanimlanmaktadir (Levitt 1980). Stres faktorleri, mikroorganizmalarin
enfeksiyonu ve zararli hayvanlarin saldirilar1 sonucu olusan biyotik stres faktorleri ve
tuzluluk, sicaklik, radyasyon, kimyasallar, manyetik ve elektriksel alanlar gibi ¢evre
faktorleri ise abiyotik stres faktorleri olarak siniflandirilir (Lichtenhaler 1996). Diinyada
verim kaybinin birincil nedeni olan abiyotik stres, kiiltiir bitkilerinde ortalama %350'den

fazla iiriin verimini azaltmaktadir (Wang vd. 2004).

2.2.1 Tuz Stresi

Toprak tuzlulugu ve tuz stresi denildiginde genellikle NaCl’iin varligindan soz
edilmekle birlikte, tuzluluga kloriir, siilfat, nitrat, karbonat ve bikarbonat ve borat gibi
bilesikler de neden olur (Munns ve Termaat 1986). Tuzlu topraklarin elektriksel
iletkenligi, toprak tuzluluk durumu ve bitki verimi {izerine etkisi farklilik gosterir

(Cizelge 2.2) (Soil Quality Test Kit Guide 1999).

Kullanilabilir tarim arazilerini en fazla etkileyen stres faktorii, kurakliktan (%26) sonra
%20’1lik oranla tuzlulugu olusturan mineral stresidir (Blum 1986, Tuteja 2007).
Diinyada 90 milyon da’dan fazla alan tuzluluk stresi altindadir (Tuteja 2007). Ulkemiz
yiizolglimiiniin %2'sini olusturan ¢orak arazilerin %741 tuzlu, %25.5°1 tuzlu-alkali ve
%0.5°1 alkali topraklardir (TUIK 2011). Tuzluluk artisma bagl olarak 21. yiizyilin
ortalarinda siirdiiriilebilir tarim arazilerinin yarisinin tahrip olabilecegi bildirilmistir

(Ahmadi vd. 2009).



Cizelge 2.2 Tuzlu topraklarin elektriksel iletkenligi (EC), toprak tuzluluk durumu ve bitki
verimi lizerine etkisi (Soil Quality Test Kit Guide 1999’den degistirilerek)

Toprak EC degeri (dS/m) Toprak tuzluluk durumu Bitki verimi
Etkisi ihmal edilebilir
0-0,98 Cok az tuzlu diizeydedir.

) Cok duyarl bitkiler
0,98-1,71 Az tuzlu iizerinde etkilidir,
171-3.16 Tuzlu BII"(;(')k' bitki tizerinde

etkilidir.
3,16-6,07 Cok tuzlu Tuza dayanikl bitkiler
normal lirtin verebilir.
6,07 Astrt tuzlu Tuza ¢ok dayanikl birkag

bitki Uirtin verebilir.

2.2.1.1 Tuz Stresinin Bitkilerdeki Fizyolojik Etkileri

Iyon toksisitesine neden olan tuzluluk stresi kosullarinda, Na ve Cl'un yiiksek
konsantrasyonlar1 potasyum, kalsiyum ve azotun alinimini azaltarak bitkilerin iyon
dengesinin bozulmasma neden olmaktadir (Giines vd. 1994). Iyon dengesizligi ve
koklerde hiicre zar1 gecirgenliginin  bozulmasi, bazi element alinimlarinin
engellenmesine ve fizyolojik semptomlarin gelismesine neden olmustur (Villora vd.
1997). Tuzlu kosullar, tiim bitkilerde genellikle ¢imlenmenin baskilanmasina,
bliylimenin yavaglamasina, verimin azalmasina ve hatta Oliimiine neden olabilir
(Délarslan ve Giil 2012). Tuzluluk bitkilerde karbon metabolizmasi ve elektron tasinim
aktivitesini engellemektedir (Sreenivasulu vd. 2000). Tuz stresi altinda, stomalarin
kapanmasi ve yaprak yiizey alanlarinin azalmasi transpirasyonu azaltmakta, CO, girisi
engellenmekte ve su kaybi en aza indirilerek topraktan su ile birlikte yiiksek miktarda
tuz alimmi engellenmektedir. Boylece CO, indirgenmesi azalmaktadir (Makela vd.
1998). Tuzlulugun stomalarin kapanmasina ve kloroplastlarin yapisinin bozulmasina
neden olarak CO, fiksasyonunu azalttig1 ve dolayisiyla fotosentezin olumsuz etkilendigi
bildirilmistir (Zhu 2001).

Tuzluluk, mitoz boliinmeyi engellemek suretiyle hiicrelerin ¢ogalmasin1 Onleyerek

cimlenmeye ket vurabilir (Tabur ve Demir 2010). Tuz stresi, tohumda amilaz ve proteaz



gibi enzimlerin aktivitesini engelleyerek ¢imlenmeyi olumsuz yonde etkileyebilir
(Ashraf vd. 2002). Tuzluluk, niikleik asit ve protein sentezini engelleyerek biiylime ve
gelismeyi (Prakash vd. 1988, Coskun-Ar1 vd. 2010) ve solunumu (Porath ve Poljakoff-
Mayber 1964) olumsuz yonde etkileyebilir. Katalaz, peroksidaz ve polifenol oksidaz

gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini azaltir (Yasar vd. 2008).

2.2.2.2 Tuz Stresi Kosullarinda Proteom Degisimleri

Bitki proteomik ¢aligmalarinda proteomik ve genomik tabanli teknolojiler
kullanilmaktadir (Jiang vd. 2007). Bitkiler abiyotik strese tolerans gosterebilmek igin
karmagsik sinyal aglarmi degistirerek yanit verir (Abreu vd. 2013). Stresin bitki
dokularinda neden oldugu degisimlerin/hasarlarin ortaya konulmasinda proteomik
yaklasimlar onemlilik arz etmektedir. Bunun nedeni, transkript profillerinin, transkript
ve protein seviyeleri arasindaki smirl korelasyonlardir (Xiong vd. 2017). Bu yiizden
mRNA verilerinin 6nemli bir tamamlayicisi olan proteomik, bitki biyolojisinde 6nemli
bir yaklasim haline gelmistir (Xiong vd. 2017). Biyokimyasal siirecte son belirleyici
faktor olan ve fonksiyon goren proteinlerin proteomik analizleri metabolik yolaklarin
anlasilmasinda Onemli veriler saglamaktadir (Li vd. 2017). Kantitatif proteomik
analizler, biyolojik 6rneklerdeki protein bollugunda gergeklesen degisiklikleri anlamak

icin gliclii bir yaklagimdir.

Yapraklarda toksik iyonlarin birikiminin azaltilmasi bitki biiylimesi ve verim ig¢in
gerekli oldugundan, tuza bagl tepkiler ¢ogu proteomik ¢alisma kokten ziyade siirgiin
dokular iizerinde gerceklestirilmistir (Munns ve Tester 2008, Li vd. 2015). Tuz stresi
altinda farkli bitki tiirleri tizerinde yapilan proteomik analizler gergeklestirilmis ve bazi
tuza-duyarl proteinlerin, bitkilerin tuz stresine tepkisinin diizenlenmesinde kritik rol
oynadigi bulunmustur (Li vd. 2015, Lakra vd. 2018, Luo vd. 2018). Yiiksek tuz stresi
altindaki soya fasulyesi fidelerinin yapraklar1 ve koklerindeki karsilastirmali proteomik
caligma ile tuza duyarli proteinlerin amino asit metabolizmasi, karbohidrat ve enerji
metabolizmasi, protein sentezi ve redoks homeostazi ile iligskili oldugu ortaya

konulmustur (Ji vd. 2018).



Biyotik ve abiyotik streslere verilen bitki tepkileri, morfolojik, fizyolojik, gelisimsel ve
hiicresel stireglerle ilgili karmasik bir dizi 6zellige dayanir ve bu siiregler ¢esitli capraz
yollarla baglantili strese duyarli genler (proteinler) tarafindan iyi kontrol edilir. Abiyotik
strese yanitta yer alan genlerin veya proteinlerin tanimlanmasi, sinyal aracilarmin
molekiiler mekanizmalarini anlamak i¢in temel bir adimdir (Trapet vd. 2015). Omik
teknolojileri, bitkilerdeki abiyotik stres kosullarinin tiim yonlerini géz Oniine alarak,
sinyal aracili abiyotik toleransi aragtirmak i¢in entegre bir yaklagima izin vermektedir
(Kosova vd. 2011). Proteomik analizler, kiiresel protein ekspresyonunun ¢alisiimasini
kolaylagtiran ve bireysel proteinlerin spesifik olarak biyolojik islemlerde rolii hakkinda

bilgi saglayan bir aragtir (Zhang vd. 2019).

Tuzluluk fotosentez, protein sentezi ve enerji metabolizmasi gibi bircok metabolik yolu
etkiler (Abd El-Mageed vd. 2018). NaCl stresi altinda, yonca kok ve siirgiinlerinde
fotosentezde yer alan sekiz proteinin bolluklarinda degisim tespit edilmistir (Xiong vd.
2017). Bu arastirmada, 151k reaksiyonlarinda rol oynayan ii¢ tilakoid membran proteini
(sitokrom bgf kompleksi, demir kiikiirt (Cyt b6/f) ve klorofil a/b baglayici protein) ve
kloroplast oksijen gelistirici protein 1 (OEEl)’in azalan yonde ifade edildigi
bildirilmistir. Prunella wvulgaris’de, DNA yapisim1 stabilize eden ve dogrudan
proteinlerin transkripsiyonunu arttiran H2A 6 ve H2A 10 proteinlerinin tuz stresi altinda
azalan yonde diizenlendigi bildirilmistir (Liu vd. 2019). Ayni arastiricilar, tuz stresi
altinda, kalsiyum sinyalleme yolag: ile ilgili protein gesitlerinin ¢ogundaki artisin,

yiiksek tuzluluga tepkide 6nemli ve pozitif bir rol oynadigini belirtilmislerdir.

Tuz stresi ile tesvik edilmis bitkileri proteomundaki degisimleri konu alan ¢aligmalarin
sayist giderek artmaktadir (Kosova vd. 2018). Tuz stresi kosullarinda, soya fasulyesi
(Glycine max L.) yaprak, hipokotil ve kokleri (Sobhanian vd. 2010), siiriinen bentgrass
(Agrostis stolonifera L.) yapraklari ve kokleri (Xu vd. 2010) ve piring (Oryza sativa L.)
yapraklari ve kokleri (Liu vd. 2014), kanola kokleri (Kholghi vd. 2018), susam fideleri
(Zhang vd. 2019) gibi ¢alismalarda protein profillerindeki degisimler arastirilmistir. Tuz
stresi altinda, farkli dokulardaki protein yanitlarmin cesitlilik gosterdigi ve bazi

proteinlerin dokuya 6zgii artis gosterdigi bildirilmistir (Xiong vd. 2017).



2.3 Nitrik Oksit

2.3.1 Nitrik Oksit Kimyasal Ozellikleri

Nitrik oksit (NO, azot monoksit), bir mol azot ile bir mol oksijen atomunun
birlesmesiyle olusur. Renksiz ve gaz yapida olan NO, lipofilik 6zelligi nedeniyle hiicre
zarlarindan kolayca difiize olabilir. NO, kiiglik boyutlu, serbest radikal, kisa 6miirlii ve
olduk¢a daginik bir yapida olmasiyla karakterize edilir (Shao vd. 2018). Ayrica serbest
radikal oldugundan baska molekiillerle reaksiyonlara girebilir ve birka¢ saniye yari
omrii olan haberci molekiildiir (Durner ve Klessig 1999, Neill vd. 2003). NO tek basina
yiiksek konsantrasyonlarda bile hiicrelere zarar vermez (Pryor ve Squadrito 1995).
Ancak hiicrelerde kontrolsiiz iiretim ile artan NO, siiperoksit anyonlari ile reaksiyona
girerek  peroksinitriti  (ONOO") meydana getirmesi sonucunda toksik etki

gosterebilmektedir.

2.3.2 Nitrik Oksit Biyosentezi

Enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile NO sentezlenir (Wojtaszek 2000).
Enzimatik yollardan biri, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan L-argininin NO
ve L-sitruline dontisiimiiniin katalizlenmesidir (Sekil 2.1) (Barroso vd. 1999). Tiitiin,
soya fasulyesi, misir, bezelyede biyokimyasal, immunolojik ve molekiiler teknikler
kullanilarak kloroplast ve peroksizomlarin matriksinde NOS aktivitesi belirlenmistir
(Del Rio vd. 2004). Diger enzimatik yol ise nitrattan enzimatik NO {iretimi, nitrat
rediiktaz (NR), nitrit-NO rediiktaz (Ni-NOR), ksantin oksidaz (XOR) ve nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimleri ile gergeklestirilir (Sekil 2.1) (Bollmann vd. 1999). NO
tiretiminin baslica kaynagi NADP(H)-bagimli nitrat rediiktaz (NR) enzimidir (Wu ve
Brosnan 1992). Kofaktér olarak molibden (Mo) iceren bu enzim elektron vericisi
NADP(H)’1 kullanarak NO;’den NO iiretimini katalizlemektedir (Rockel vd. 2002).
Bitkilerde NO iiretiminde ksantin oksidorediiktaz (XOR), peroksidaz, sitokrom P450
ve baz1 Fe igeren proteinler rol oynar. XOR’in bezelye yaprak peroksizomlarinda

bulundugu ve haberci molekiil olarak NO iiretiminde rol oynadigi gosterilmistir



(Corpas vd. 2004). Peroksidaz enziminin N-hidroksiarginin ve H,O,’den NO iirettigi
bildirilmistir (Veicht 2004).

MO Denitrifikasyon
MR
Igik | N5
L-Adjinin + Og +NADPH Karatinidier ( ‘
’/ Denitriﬁkasyon| Mitrifikasyon
> MR waya MR NO;
[z
Y \ Kimyasal
L-Sitrulin + Hz O+ NADP+ Asidik pH
Azot
e e Fiksasyonu
o y
Mitrifikasyon
MOz MO ] hHz

Sekil 2.1 NO’in muhtemel biyosentez yollar1 (Wojtaszek 2000°den degistirilerek)

Nitrifikasyon ve denitrifikasyon diger bir alternatif kaynak olarak en 6nemli NO {iretim
stirecidir (Sekil 2.2.) (Bollmann vd. 1999). Bununla birlikte, bitkilere digsal sodyum
nitropurissid (SNP) ve S-nitroso-N-asetil-penisilamin (SNAP) gibi uygulamalar ile NO
enzimatik olmayan sekilde de bitkiye kazandirilabilir (Leshem 1996). NO biyolojik
sistemlerde O, ile kuvvetli reaksiyona girdiginde nitrozonyum iyonu (NO®), nitroksil
anyonu (NO), nitrit (NOy"), nitrat (NO3’), peroksinitrit (ONOQ") gibi "aktif azot oksit
tirleri" meydana gelir. Lipid, protein ve DNA’da yikima neden olan, giiglii oksidan
ozellik gosteren peroksinitrit gibi radikal 6zellik tasiyan azot oksit tiirleri aktif ve kisa
omirlii iken, nitrit (NO,) ve nitrat (NOj3) ise NO oksidasyonunun Kkararli son
tirtinleridir (Yamasaki vd. 1999, Garcés vd. 2001). Hiicrede NO aktif oksijen tiirleriyle
(H20,, OH, Oy, ONOO' vb.) kimyasal reaksiyona girdiginde ise toksik ya da koruyucu
etki gosterir. Ayrica NO ve hiicre ic¢i glutatyon, askorbat, karotinoidler gibi
antioksidanlar ile antioksidan enzimler arasinda dolayli bir koruyucu sinyal iletim yolu
mevcuttur (Beligni ve Lamattina 1999). NO iiretimi ve salinmasi asir1 miktardaki

serbest radikallerin  ortamdan uzaklastirilmasi icin  etkili  detoksifikasyon

10



mekanizmalarindan biridir (Gould vd. 2003). NO kolaylikla difiize olabilmekte ve uzun
ya da kisa mesafede NO &ncii maddeleri olarak tasinmaktadir (Jackson 2002). Ornegin,

bitki hiicrelerinde NO’in 6ncli maddesi olan nitritin ksilem yolu ile tasindigi

bilinmektedir (Desikan vd. 2001).

Nitrosatif Stres

\

S-nitrozilasyon
Nitrasyon GEMO GENOR G556

Metal nitrozilasyon

/ / GEH NO Yikimi

Denitrifikasyon //N'—NOR MR/HOR MR
Y /NO ITNOR/NR/X NO; MO

Ny —— NHQ“T Mz 0

Mitrifikasyon L-Arjinin + O

\

NO Eiyosentezi

Sekil 2.2 Bitki hiicrelerinde NO biyosentezi. Bitkilerde nitrik oksitin ortadan kaldirilmasi ve
detoksifikasyonu GSNO, S-nitrosoglutatyon, GSH, Indirgenmis Glutatyon, GR,
Glutatyon Rediiktaz, GSNOR, S-nitrosoglutatyon rediiktaz, GSSG, Okside olmus
Glutatyon.

Bitkilerde NO sinyal mekanizmasinin siiregleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Literatlir bilgilerine goére NO icin bugiine kadar spesifik bir reseptoriin varlig
kanitlanamamistir (Neill vd. 2003). Bununla birlikte, hiicreler NO’e olduk¢a duyarhidir
ve varliginda cesitli hiicresel aktiviteler gerceklesir. NO, sinyal iletim yolunda iyon
kanal proteinleri ve onlarin gen ifadelerini diizenleyen proteinleri dogrudan aktivite
ettigi gibi protein kinazlar, iyon kanallari, ikincil haberci iireten enzimler gibi sinyal
proteinleriyle de dolayli yoldan etkilesebilir (Neill vd. 2003, Crawford ve Guo 2005,
Kolla ve Raghavendra 2007). Genellikle NO sinyal mekanizmasi, ikincil haberci olan
cGMP’ye bagimli ve ¢cGMP’den bagimsiz olarak iki sekilde olusmaktadir (Bogdan
2001). cGMP bagimli yolda, GTP’den cGMP sentezini saglayan guanil siklaz (GC)

enzimini aktive ederek, cGMP miktarin1 arttirir. Boylece artan cGMP diger bir ikincil
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haberci olan cADPR aktivitesini arttirarak sitozolik kalsiyum seviyelerini yiikseltir.
Ayrica hiicre icinde cGMP’nin diger bir hedefi de protein kinazlar1 aktive etmektir
(Honda vd. 2001, Trewavas vd. 2002). cGMP’den bagimsiz yolda ise demir, bakir,
cinko gibi metal ya da tiyol igeren proteinler NO’in en onemli hiicresel hedefleridir

(Beligni ve Lamattina 2001a, Wendehenne vd. 2001).

2.3.3 Stres Kosullarinda Nitrik Oksidin Biiyiime ve Gelisme Uzerine EtKisi

NO, patojen (Durner vd. 1998, Delledonne 2005), 1s1k (Beligni ve Lamattina 2001b),
yergcekimi (Pedrosa ve Durzan 2000a), tuzluluk (Aytamka 2005) ve oksidatif stres
(Beligni ve Lamattina 1999) gibi farkli streslere karsi olusturulan cevaplarda bitkilerde

antioksidan ve anti-stres ajan olarak rol oynamaktadir (Neill vd. 2003) (Sekil 2.3).

Stres kosullart altinda yetisen bitkilerde NO miktarinda ani bir artis olmaktadir (Zhang
vd. 2006). Biiyiime ve gelismede NO’in haberci bir molekiil oldugu ilk kez memeli
hiicrelerinde belirlenmis olup, stres cevaplarinin olusmasinda da fonksiyon gérmektedir.
Daha sonra Anbar (1995), NO’in bitki hiicrelerinde de gorev aldig: bildirmistir. Bitkiler
sadece digsal NO’e cevap vermezler, aynm1 zamanda i¢sel NO olusumlarina da cevap
tiretirler (Wildt vd. 1997). NO sentezinin bitki tiiriine, dokusuna yetisme ortamina bagli

olarak degistigi, sitozol, niikleus, peroksizom matriksi ve kloroplastlarda iiretildigi

gosterilmistir (Barroso vd. 1999, Pedroso vd. 2000b).

Abiyotik stres kosullarinda bitkilerde NO artisinin, abiyotik streslerin etkilerini
hafifleten etkili uyum mekanizmalarini tetikledigi bildirilmistir (Liao vd. 2012). NO
tesvikli abiyotik toleransinin gelismis bir antioksidan sistem ile iliskili oldugu ve
abiyotik stres kosullarinda tretilen reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizlemek i¢in bir
antioksidan olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir (Siddiqui vd. 2011, Domingos
vd. 2015, Zhou vd. 2017).

Yiiksek bitkilerde NO tesvikli abiyotik toleransin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda
¢ok az bilgi oldugu bildirilmistir (Shao vd. 2018). NO ile ilgili arastirmalar artsa da NO

ile ilgili olarak NO {iretiminin temel kaynagi ve biyosentez mekanizmasi, NO'in farkli
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bitki dokularinda algilanma mekanizmasi ve bozunma mekanizmasi ile ilgili tartismalar

devam etmektedir (Santisree vd. 2019).

Hava Kirlilii
Ozon Yaralanma

IsikiKaranhk UV Radyasyonu

Sicaklik Tuzluluk

Agir Metaller ‘ Kuraklik
/ wfs

H,0, Uretimi _ ROS-stpurict sistem, No (retimi

(CAT SOD, ... ) /
Kimyasal lliski (ONOO')
[ Bitki hormonlan ile Baglayici molekiller ]

etkilesim (Ca*2, 50D, ... )

MAPK' ler
tarafindan
fosforilasyon

Transkripsiyon
faktdrlerinin
aktivastonu

Protein kinazlar

v

Gen ifadesi

v

Stres Toleransi

Sekil 2.3 Bitki stres cevaplarinda NO ve H,0, sinyal iletiminin olas1 yollar1 (Qiao vd. 2014’den
degistirilerek).

Tohum c¢imlenmesinden ¢iceklenmeye ve hatta meyve olgunlasmas: dahil fizyolojik

olaylarda NO’in 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Carlos ve Lorenzo 2001). Bir
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sinyal aracisi olarak iglev géren NO ¢imlenme, yaprak genislemesi, yanal kok gelisimi,
ciceklenme ve stoma kapanmasi gibi bir¢ok fizyolojik ve gelisimsel siiregte dnemli bir
rol oynadig1 bildirilmistir (Shao vd. 2018). Nitrik oksit katalaz, askorbat peroksidaz ve
akonitaz enzimlerinin inhibisyonu, hiicre Olimi, senesens, iyon kanallarinin
diizenlenmesi, ¢eper ligninlesmesi, yasl hiicrelerdeki mitokondri ve kloroplast iglevleri,
demir birikimi gibi fizyolojik olaylarda gorev yapmaktadir (Ferrer ve Ros Barcelo 1999,
Pedroso vd. 2000b, Murgia vd. 2002, Garcia-Mata vd. 2003, Hung ve Kao 2003).

Yiiksek bitkilerde NO’in endojen bir olgunlagma faktorii oldugu ve antisenesens 6zellik
gosterdigi saptanmistir (Leshem vd. 1998, Selgukcan 2005). Bezelye yapraklarina NO
vericisi olan SNP uygulanmasinin etilen biyosentezini inhibe ederek senesensi
geciktirdigi kanitlanmistir (Leshem 2001). Ayrica NO’in sitokinin ile tesvik edilmis

programlanmis hiicre 6liimiinde rol aldig1 diistiniilmektedir (Kakimoto 1996).

2.3.4 Stres Kosullarinda Nitrik Oksitin Molekiiler Diizeydeki Etkileri

Ekzojen NO dondrleri veya inhibitorlerinin bitki stres tepkilerini modiile etmedeki
yetenekleri genomik, proteomik ve postproteomik seviyelerdeki teknolojilerle
incelendigi ifade edilmistir (Santisree vd. 2019). NO birikiminin, stres kosullart altinda
ve lyilesme siireci sirasinda savunma proteinlerinin gen ekspresyonunu indiikledigi
gosterilmistir (Romero-Puertas vd. 2013, Fancy vd. 2017). Gossypium hirsutum
yapraklarina sodyum nitroprussid (SNP) muamele edilerek yapilan 6ncii bir proteomik
calisma, c¢esitli yollara ait 166 farkli sekilde eksprese edilen protein ve ardindan SNP'ye
cevap olarak diferansiyel olarak fosforile edilecek 167 fosfoprotein tanimlanmistir (Fan
vd. 2014). Cicer aritinum yaprak protein profillerinde 172 azalan ve 76 artan protein
benegi belirlenmistir (Santisree vd. 2019). NO tesvikli stres toleransinin proteomik
temeli anlasilmaya calisilmistir (Bai vd. 2011, Sehrawat vd. 2013, Yang vd. 2013, Fan
vd. 2014). Bunlarin sonucunda bitki stresine cevap olarak NO'in sinyal yolaginin

aydinlatilmasinda genomik ve proteomik ¢aligmalarin yapilmasina gereksinim vardir.
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2.4 Tuz Stresi Toleransinda Rolii Olan Diger Bilesikler

2.4.1 Absisik Asit

Absisik asit (ABA) hormonu, bitkilerde tohum dormansisi, ¢imlenme, vejetatif gelisme,
stomalarin kapanmasi, ¢iceklenme, meyve olgunlasmasi ve senesens gibi cesitli
fizyolojik olaylarda rol oynamaktadir (Kuhn ve Schroeder 2003, Umezawa vd. 2011,
Finkelstein 2013). ABA’nin tuz stresi gibi abiyotik streslere kars1 koruyuculuk 6zelligi
oldugu bildirilmistir (Etehadnia vd. 2008, Ozfidan vd. 2013). ABA’ya duyarsiz ve
biyosentetik mutantlarla, stresin ABA ile algilanmasi ve hiicresel cevap olusumu
arasindaki iliski arastirilmistir (Bartels ve Sunkar 2005). Tuz stresi sirasinda ABA
miktart artar (Szepesi vd. 2009). Baz1 koruyucu genlerin sentezlenmesine aracilik eden
ABA, bir hiicresel sinyal molekiiliidir (Hasanuzzaman vd. 2013). Tuz stresi
kosullarindaki TAA igeriginin ABA ile benzer oldugu bildirilmistir (Ribaut ve Pilent
1994).

2.4.2 Askorbik asit

Askorbik asit, diger antioksidantlarla birlikte, H,O, ve diger reaktif oksijen tiirlerini
detoksifiye ederek oksidatif hasarin minimum seviyeye indirilmesine ve membranlarin
stabilize edilmesine yardimci olur. Askorbik asidin tuz stresi altindaki bitkilere
uygulanmasi, ¢imlenme doneminde askorbat ve glutatyon iceriginde bir artisa yol

agmaktadir (Asada 1999).

2.4.3 Brassinosteroid

Brassinosteroid hormonunun tohum ¢imlenmesini arttirdigi (Ashraf vd. 2009, Yang vd.
2011), hiicre duvarinin esnekligini arttirarak hiicre uzamasina neden oldugu (Sun vd.
2010) ve kok uzamasint uyardig1 (Kartal vd. 2009, Yang vd. 2011) rapor edilmistir.
Grove vd. (1979), Brassica napus polenlerinden elde edilen ve tanimlanmamis aktif
bilesikler brassinolid olarak tanimlanmis ve gelisimi tesvik edici aktiviteye sahip oldugu

bildirilmistir. BR ayn1 zamanda, hiicre genislemesi, farklilagsma, polen uzamasi gibi
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farkli siireglerde de rol oynar (Clouse 2002). Strese karsi toleransta BR tek basina ya da
diger bitki biiylime diizenleyicileri ile birlikte kullanilmaktadir (Divi ve Krishna 2009,
Peleg ve Blumwald 2011, Hayat vd. 2012). BR nin, bitkilerde ¢esitli biyotik ve abiyotik
streslere yanitlar1 diizenledigi bilinmektedir (Cui vd. 2011, Xia vd. 2011, Wang 2012).
BR’nin bitkilerde 6zellikle tuz diisiikk ve yliksek sicaklik gibi abiyotik streslere karsi
dayaniklilig arttirdigi gosterilmistir (Cao ve Zhao 2008, Qu vd. 2011, Hayat vd. 2012,
El-Mashad ve Mohamed 2012, Wu vd. 2014). Strese karsi toleransta BR
konsantasyonunun énemli oldugunu, BR sinyallesmesi i¢in optimum seviyedeki BR’nin
gerekli oldugu bildirilmistir (Chinchilla vd. 2009, Kim vd. 2010, Belkhadir vd. 2012,
Wang 2012).

2.4.4 Glisinbetain

Ozmotik koruyucu glisinbetain (GB), stres kosullari altinda hayvanlarda, bitkilerde ve
bakterilerde iiretilen bir maddedir (Prasad ve Saradhi 2004). Stres altinda bazi bitkiler
dokularinda asir1 miktarlarda GB biriktirirler. Tuz stresine bagl olarak artan i¢sel GB
konsantrasyonlarinin ozmotik ayarlayici olarak gorev yaptigi ve bu bitkilerde tuza karsi
gosterilen toleransta 6nemli oldugu belirtilmistir (Khan vd. 1998). Tuz stresine maruz
birakilan domates bitkilerine digsal GB uygulandiginda, tuz stresi kosullarinda artan
Na® ve CI iyonlarinin birikiminin azaldig1 bildirilmistir (Heuer 2003). Tuz stresinin
SOD, katalaz ve peroksidaz enzimlerinin etkilerini 6nemli diizeyde azalttig1; fakat tuz
stresi altinda GB uygulamalarinin katalaz ve peroksidaz aktivitesini azaltirken, SOD
aktivitesini degistirmedigi saptanmistir (Hoque vd. 2006). Tuz stresi altindaki tuza
hassas ve toleransli ¢eltik ¢esidine topraktan uygulanan 15 mM GB uygulamasinin nispi
su igerigi ve bazi antioksidan enzimlerin (superoksit dismutaz, askorbat peroksidaz,
katalaz, glutathione rediiktaz) aktivitelerinde artisa neden olurken, peroksidaz
aktivitesinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Demiral ve Tiirkan 2004). Tuz
stresine (120 mM NaCl) maruz kalan domates fidelerinin koklerine uygulanan GB (5
mM) uygulamasinda kontrole gore 6 farkli stres proteininin sentezlendigi ve bu
proteinlerin giberellin uygulamasi1 sonrasinda tuza karsi kazanilmis toleransa sebep
olduklart bildirilmistir (Chen vd. 2009). Raza vd. (2007), tuz stresine maruz birakilan
bugday fidelerine yapilan GB uygulamasi (100 mM) sonucu Na® birikiminin kontrole
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gore azaldig, aksine K* ve Ca*? birikimlerinin arttig1 ve bunun da daha yiiksek K*/Na*
ve Ca'¥Na" oranlarina neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, bitkilerde GB
uygulamasinin antioksidan enzim aktivitesini tesvik ettigi ve bu enzimlerin tuz stresine

kars1 toleransi sagladig bildirilmistir (Raza vd. 2007).
2.4.5 Kalsiyum

Kalsiyum, hiicre membranlarinda protein ve lipitlerle baglar olusturarak membranlari
kararli hale getirmekte, hiicre pH’sin1 etkilemekte ve hiicreyi korumaktadir (Hirschi
2004). Tuzun bitki gelisimi iizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak igin temel
yaklagimlardan biri mineral besin ilavesidir. Bu baglamda ozellikle Ca ilavesinin
glikofitlerde onemli rol oynadigi bildirilmistir (Yan vd. 1992). Substrat ortaminda
yeterli Ca’un bulunmasi durumunda Na aliminin zarar1 yoniinde K alimini iyilestirerek
K/Na segiciliginin K lehinde etkilendigi ifade edilmistir (Grattan ve Grieve 1999).
Kalsiyum, Na’a maruz kalmis bitkilerde dengeyi saglayarak K tasiniminin ve K/Na
oraninin diismesini engeller (Rengel 1992). Cramer vd. (1986), tuzlu sartlarda
kalsiyumun bitki metabolizmasini diizenledigi ve hiicre zarinda sodyumun Ca iyonuyla
rekabet ettigini bildirmislerdir. Bu nedenlerle, ortamda yiliksek Ca diizeylerinin hiicre
membranini tuzlulugun olumsuz etkilerinden korudugunu da ifade etmislerdir. Tuz
stresine maruz birakilan keten bitkisinde siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttigi, fakat tuz stresine maruz kalmis bitkilere
CaCl, ve giberellik asitin tek tek ya da kombine bir sekilde uygulanmasi durumunda

tuzlulugun zararl etkisinin azaldig: bildirilmistir (Nasir Khan vd. 2010).
2.4.6 Prolin

Prolin birikimi ile stres toleransi arasinda pozitif iliski oldugu ifade edilmektedir (Wyn
1981, Ashraf 1994). Prolin, strese maruz kalmis olan bitkilerde ozmotik dengenin
saglanmasinda ve hiicre i¢i yapilarin korunmasinda etkili rol oynamaktadir (Lutts vd.
1996, Kumar vd. 2003). Prolin, hiicre i¢i ozmotik diizenleyici (Delauney ve Verma
1993), stres kosullarinda miktarlarindaki artisla sitozolik pH diizenleyici (Venekamp

1989), enzim koruyucusu ve makromolekiiller ile organellerin yapisini stabilize edici
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(Gadallah 1999) aktivite gosterdigi ileri siiriilmektedir. Prolin, kullanilabilir N
birikimini diizenledigi (Wyn 1981, Ashraf 1994) membran kararliligina katk: sagladigi
(Rudolph vd. 1986, Gadallah 1999) ve hiicre membraninda pargalanmaya sebep olan
NaCl’nin etkisini hafiflettigi (Mansour 1998) bildirilmistir. Tuza ve kurakliga toleransin
arttirilmasinda prolin biyosentezinde gorevli enzim olan P5CS (Prolin-5-karboksilat
sentaz) gibi bazi stresle iliskili proteinleri kodlayan genlerin transgenik bitkilerdeki

ifadelerinin arttirilmasi 6nemli bulunmustur (Kishor vd. 1995, Celik ve Atak 2012).

2.4.7 Silisyum

Silisyum bitki beslenmesi tizerindeki rolii iyi anlagilmamis bir¢ok metabolik, fizyolojik
aktivitelerde onemli roller oynayan bir elementtir (Epstein 1994). Silisyumun bitki
gelisimi lizerine yararli etkisi hiicre ¢eperinin saglamlastirilmasiyla iligkili oldugu
bildirilmistir (Inanaga ve Okasaka 1995, Epstein 1999). Tuz stresi, metal toksisitesi,
kuraklik stresi, radyasyon =zararimi azaltan silisiyum, ¢esitli hastaliklar, besin
dengesizligi, yiiksek sicaklik ve don zararmi Onleyerek faydali etkiler gdstermektedir
(Hanafy vd. 2008). Silisyum, tuz stresi kosullarinda etileni uyararak siiperoksit dismutaz
aktivitesini artirdigi ve boylece hiicrede lipidlerin peroksidasyonuna neden olan reaktif
oksijen tiirlerini baskiladigr bildirilmistir (Alexieva vd. 2003, Edreva 2005). Bitkilerin
silisyum igerikleri ile katalaz ve askorbat peroksidaz enzim aktivitesi arasinda pozitif
korelasyonun bulundugu ve silisyumun antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirarak
hiyar bitkisinde hastaliga ve oksidatif strese dayanikliligi belirtilmistir (Mohaghegh vd.
2011). Amirossadat vd. (2012), torf-perlit ortaminda tuz uygulamalari kosullarinda
yetistirilen hiyar bitkisine sodyum silikat (0-25-50-75 ve 100 mg/L) uyguladiklarinda,
bitki dayanikliliginin ve klorofil igeriginin arttig1, fakat bitki boyunun azaldigini tespit
etmislerdir. Tuz stresine maruz kalmis giil bitkisinde silisyum uygulamasinin
malondialdehit icerigini azalttig, ¢igek sayisini arttirdigl, yaprak yiizey alani izerindeki
olumsuz etkileri azalttig1 bildirilmistir (Reezi vd. 2009). Silisyum Na alinimin1 azaltarak
veya antioksidan enzim aktivitesini arttirarak bitkide tuz stresini 6nledigi belirtilmistir

(Liang 1998, Liang vd. 2002, Zhu vd. 2004).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyali

Bitki materyeli olarak Bugdaygiller(Poaceae ya da Gramineae) familyasinin Hordeum
vulgare tiiriiniin Tarm-92 ¢esidi kullanilmistir. Tarm- 92 yatmaya dayanikli, kurak ve
mikro element (¢inko ve bor) toksisitesine toleransli, kardeslenme kapasitesi yliksek,
ekim nobetinde en istikrarli, orta-erkenci, basak kiriciligi yok ve kolay harmanlanabilir
bir cesittir. Iki siral1, kilgikli, uzun basakli, kavuzlu-beyaz taneli, ince uzun yaprakl,
bitki boyu 90-100 cm arasinda olan morfolojik 6zelliklere sahiptir. Bin tane agirligi 40-
45 g; protein orant %10-12; elek {isti (2.5 mm <) %85 ve biyolojik degeri orta
(%74.9) dir (int. Kyn. 3).

3.2 Bitki Yetistirme Kosullari ve Stres Uygulamasi

Arpa (Hordeum vulgare L. cv. Tarm-92) ¢esidine ait tohumlar Ankara Tarla Bitkileri
Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu 5
dakika siireyle %1 sodyum hipokloriir ¢6zeltisi ile yapildiktan sonra tohumlar 5 kez
steril distile su ile yikanmistir. Steril edilen tohumlar igerisinde distile su ile 1slatilmig
iki kat filtre kagidi bulunan 20x11.5%5 cm boyutlarinda seffaf plastikten yapilmis
cimlendirme kaplarinda kontrollii iklim kabininde (23°C, karanlik, %60 nem) 48 saat
cimlendirilmistir. Yaklagik aym1 kok uzunluguna sahip ¢imlenmis tohumlar secilmis
drenajli polistren tiiplere (yaklasik 50 cm3) ekilmistir. Bu tiipler, 0.5 L besin ¢ozeltisi
[(mM), 2.4 Ca(NO3)2, 1.0 KH,PO,4, 3.0 KNO3, 1.0 MgSO, ve 0.5 NaCl, (uM), 23.1
H3BO3, 4.6 MnCl,, 0.38 ZnSO,4, 0.16 CuSQO,4, 0.052 H,M00, ve 44.8 FEEDTA, pH,
6.0)] iceren 1 L’lik plastik saksilarin kapaklarindaki deliklere yerlestirilmistir. Fideler 3
giin daha kontrollii iklim kabininde hidroponik kiiltiir ortaminda bitki yetistirme
kabininde (23°C, 14:10 foroperiyot, 250 pmol m? s 1sik siddeti ve %60 nem)
biiyiitiilmiistiir. Hidroponik olarak biiyiitilen fideler 48 saat 200 pM sodyum
nitroprussid (SNP) 6n uygulamasina maruz birakilmistir. SNP uygulamasi kok ortamina
SNP’nin ilavesiyle saglanmistir. SNP uygulamasindan sonra fideler 100 mM NaCl

uygulamasina maruz birakilmistir. Sonu¢ olarak 4 farkli uygulama grubu
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olusturulmustur, (1) Kontrol (0 uM SNP ve 0 mM NaCl), SNP (200uM SNP ve 0 mM
NaCl), NaCl (0 uM SNP ve 100 mM NaCl) ve SNP+NaCl (200 uM SNP ve 100 mM
NaCl). Tuz uygulamasinin 7. Giiniinde, fidelerin biiylime parametreleri (siirgiin ve kok
taze ve kuru agirliklar1) belirlenmistir. Uygulamalar sonucunda elde edilen fidelerin

yaprak dokular1 s1vi azot ile dondurulmus ve analizlere kadar —80°C’de saklanmuistir.

3.3 Protein Ekstrasyonu

Tuz stresine maruz birakilan arpa ¢esidine ait fidelerin taze yaprak dokularindan
proteinlerin ekstraksiyonu fenol ekstraksiyon metoduna gore gerceklestirilmistir
(Hurkman ve Tanaka 1986, Ahsan vd. 2008). Yaprak oOrnekleri (2 g) sivi azot
kullanilarak havan igerisinde iyice Ogitilmis ve 5 mL Mg/NP-40 ekstraksiyon
tamponunda [0.5 M Tris-HCI (pH 8.3), %2 v/v NP-40, 20 mM MgCl2, %2 viv B-
merkaptoetanol, 1 mM fenilmetansiilfonil fluorid ve 0.7 M sukroz] homojenize
edilmistir (Kim vd. 2001). Her bir uygulama grubu igin {i¢ tekrarli olacak sekilde elde
edilen homojenantlar falkon tiiplerine transfer edilmis ve 10 dakika buz iizerinde inkiibe
edilmistir. Daha sonra homojenata esit hacimde Tris-HCIl ile doyurulmus fenol
soliisyonu eklenmis ve 10 dakika boyunca laboratuvar kosullarinda inkiibe edildikten
sonra 3.500 xg’de 15 dakika santriflij edilmistir. Santrifiigasyondan sonra iist kisimda
kalan fenol faz temiz bir tiipe alinmis ve es hacimde ekstraksiyon tamponu ilave
edildikten sonra 10 dakika laboratuvar kosullarinda inkiibe edilmistir. Daha sonra tiipler
3.500 xg’de 15 dakika santrifiij edilmis ve iist kisimda kalan fenol faz temiz bir falkon
tiipline transfer edilmistir. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in tiiplere 0.1 M amonyum asetat
iceren 4 hacim soguk metanol ilave edilmis ve -20°C’de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Bu periyot sonunda ¢oktiiriilmiis proteinler 10 dakika 3.500 xg’de santrifiij
edilmis ve elde edilen protein peleti 3 kez 0.1 M amonyum asetat i¢ceren soguk metanol
ile yikanmistir. Her yikama basamaginda tiipler 10 dakika 3.500 xg@’de santrifiij
edilmistir. Son yikama basamagindan sonra tiipler santrifiij edilmis ve siipernatant
uzaklastirildiktan sonra tiipte kalan peletler desikatdrde kurutularak kullanilincaya kadar
-20°C’de saklanmigtir. Peletler lizis tamponunda (7 M urea, 2 M thiourea, %4 (w/v)
CHAPS, 40 mM DTT ve %0.2 Ampholyte pH 3-10) ¢6ziinmiis ve peletlerdeki protein
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miktarlar1 Bradford (1976)’a gore belirlenmistir. Protein standardi olarak Bovine Serum

Albumin (BSA) kullanilmistir.

3.4 iki-Yonlii (2-D) Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Coziinebilir protein profillerindeki polimorfizmler iki-yonli (2-D) poliakrilamid jel
elektroforezi (Izoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil ~Siilfat-Poliakrilamid  Jel
Elektroforezi, IEF/SDS-PAGE) teknigi kullanilarak belirlenmistir. Elektroforezin ilk
yonii olan IEF’de, Protean IEF Cell (Bio-Rad) sisteminde IPG (immobilized pH
gradient) stripleri (pH 4-7, 17 cm) kullanilarak proteinlerin izoelektrik noktalarina gore
ayristirtlmigtir.  Protein peletleri rehidrasyon tamponunda ¢6ziinmiis ve 1 saat
laboratuvar kosullarinda inkiibe edildikten sonra 10 dakika 10.000 xg’de santrifiij
edilmistir. Goriintii analizlerinde kullanilacak analitik jeller i¢in 80 pg protein, kiitle
spektrometrisi analizleri i¢in kullanilacak jeller ise 500 pg protein olacak sekilde IPG
striplere yliklenmistir. Rehidrasyon islemi laboratuvar kosullarinda 16 saat olacak
sekilde pasif olarak gerceklestirilmistir. Rehidrasyon isleminin ardindan IPG stripler
Protean IEF Cell sistemine transfer edilmis ve toplamda 80.000 Vh olacak sekilde IEF

islemi gerceklestirilmistir.

IEF’den sonra stripler 15 dakika dengeleme soliisyonu I [6 M urea, 0.375 M Tris HCI,
pH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2 (w/v) DTT] ve 15 dakika dengeleme
soliisyonu II [6 M urea, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve
%2.5 (w/v) iodoacetamide] ile muamele edilmistir. Dengeleme basamagindan sonra
ikinci yon olan SDS-PAGE %12’lik akrilamid jelde (%30 akrilamid/bisakrilamid, 1.5
M Tris-HC1 tamponu, pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum persiilfat ve TEMED)
Laemmli (1970)’ye gore gerceklestirilmistir. 2-D elektroforez PROTEAN 11 XL Cell
(Bio-Rad)’de gergeklestirilmistir. Protein standardi olarak 14.4-97.4 kDa araliginda
SDS-PAGE standardi (Bio-Rad) kullanilmistir. 2-D elektroforez igleminde sonra jeller
giimiis boyama islemine kadar fiksatif (%30 etanol ve %10 glasiyal asetik asit)

igerisinde saklanmustir.
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3.5 Jellerin Boyanmasi ve Goriintii Analizleri

Analitik jellerdeki protein benekleri glimiis boyama kullanilarak goriiniir hale
getirilmistir (Sinha vd. 2001). Fiksasyon basamagini takiben jeller hassaslastirma
¢ozeltisi (3 g/L potasyum tetratiyonat, 0.5 M potasyum asetat, %30 etanol) ile muamele
edilmistir. Jeller yikandiktan sonra giimiis nitrat ¢dzeltisinde (2 g/ AgNO3) inkiibe
edilmistir. Jeller yikandiktan sonra gelistirme ¢ozeltisinde (30 g/L potasyum karbonat,
300 pL/L %40 formaldehit, 125 pL/L %10 sodyum tiyosiilfat) beneklergdriiniir hale
gelinceye kadar inkiibe edilmistir. Son olarak, jeller durdurma ¢ozeltisi (40 g/L Tris, 20
mL/L asetik asit) ile muamele edilmistir. Bununla birlikte, kiitle spektrometrisi
analizlerinde kullanilacak protein benekleri blue-silver boyama protokolii kullanilarak
goriniir hale getirilmistir (Candiano vd. 2004). Blue-silver boyama protokolii igin jeller
fiksatif (%50 etanol ve %2 fosforik asit) icerisinde gece boyunca inkiibe edilmistir.
Daha sonra jeller 1iki kez distile su ile yikandiktan sonra boya
soliisyonunda (%0.12 coomassie brillant blue G-250, %10 amonyum siilfat, %10
fosforik asit ve %20 metanol) bir gece inkiibe edilmistir. Boyamayi takiben jeller birkag
kez distile su ile yikanarak arka zemindeki fazla boyanin uzaklastirilmasi saglanmistir.
Giimiis ve CBB boyal1 jeller ChemiDoc™ MP jel goriintiileme sistemi (Bio-Rad) ile
goriintiilenmistir. Farkli sekilde ifade olan protein benekleri (yeni sentezlenen, sentezi
kaybolan, sentezi artan ve/veya azalan) PDQuest yazilimi (versiyon 8.0.1, Bio-Rad) ile
saptanmis ve nispi hacimleri temelinde miktarlar1 belirlenmistir. Belirli bir protein
beneginin yogunlugu, jel goriintiisiindeki benegi olusturan tiim piksellerin toplam
yogunlugu olarak tanimlanan protein hacmi olarak ifade edilmistir. Bununla birlikte,
protein miktar tayini, 0rnek yiikleme veya jel boyama basamaklarinda meydana
gelebilecek olasi hatalar1 telafi etmek i¢in her bir protein beneginin hacmi, jelde
bulunan tiim protein beneklerinin toplam hacminin yilizdesi olacak sekilde normalize

edilmistir.

3.6 Jelde Triptik Kesim

Se¢ilmis protein benekleri CBB boyali jellerden steril bisturi kullanilarak elle kesilmis
ve 0.6 mL’lik steril tiiplere alinmistir. Protein beneklerinin triptik kesimi igin In-Gel

Tryptic Digestion Kiti (Thermo Scientific) kullanilmistir. Fazla boyanin uzaklastirilmasi

22



icin kesilen jel pargalari 2 g/ amonyum bikarbonat %50 asetonitril ¢ozeltisi ile
37°C’de 30 dakika muamele edilmistir. Boya wuzaklagtirma ¢ozeltisi tiiplerden
uzaklastirildiktan sonra indirgeme ve alkilasyon basamaklarina gecilmistir. indirgeme
basamag i¢in jel pargaciklart 50 mM Tris(2-karboksietil)fosfin ¢dzeltisi igeren 2 g/L
amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile 60°C’de 10 dakika muamele edilmistir. Bu periyod
sonunda indirgeme ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve alkilasyon igin jel parc¢aciklart 100 mM
iodoasetamid ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Alkilasyon tamponu
uzaklastirildiktan sonra jel pargalart 2 g/ amonyum bikarbonat %350 asetonitril
¢oOzeltisi ile 37°C’de 15 dakika muamele edilmistir. Jel pargalarin1 dehidrate etmek igin
ornekler konsantre asetonitril ile oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir.
Asetonitril ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra 6rnekler oda sicakliginda kurutulmustur.
Daha sonra kurutulmus jel parcaciklari iizerine aktive edilmis tripsin (10 ng/uL)
eklenmis ve 30°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Bu silire sonunda tiipler
sonikatorlii su banyosunda 15 dk inkiibe edildikten sonra igerisindeki soliisyon yeni bir
tiip alinmistir. Geriye kalan jel pargalari lizerine %10 trifloroasetik asit (TFA) eklenmis
ve sonikatorlii su banyosunda 15 dk daha inkiibe edilmistir. Tiiplerin igerisindeki
sollisyonlar bir onceki basamakta elde edilen soliisyonlar ile birlestirilmis ve vakum
konsantrator (Eppendorf, Germany) ile kurutulmustur. Daha sonra kurutulmus 6rnekler
10 pL 9%0.1°1ik TFA ile yeniden siispanse edilmis ve kiitle spektrometrisi analizlerinde

kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmuistir.

3.7 Kiitle Spektrometresi Analizleri

Kiitle spektrometrisi analizleri i¢in %0.1’lik TFA’da ¢6zlinmiis peptidler ZipTip C18
(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilarak konsantre hale getirilmistir. Peptid
soliisyonlari, %50 asetonitril ve %0.1 TFA ile doyurulmus 10 mg L-1 o-cyano-4-
hydroxycinnamic asit (matriks) ile karistirilmistir. Daha sonra yaklasik 1 puL soliisyon
MALDI plakasina yerlestirilmis ve kurumasi saglanmistir. Kiitle spektrometrisi
analizleri AB Sceix TOF/TOF 5800 kiitle spektrometrisi cihazi (Applied Biosystems,
Framingham, MA, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kiitle spektrumu (m/z 800—
3000) pozitif iyon reflektor modunda elde edilmistir. Her bir protein benegi i¢in MS
modundan elde edilen 10 pik MS/MS fragmentasyonu i¢in segilmistir. MS/MS modu 1
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kV’lik garpisma (collision) enerjisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Carpisma tesvikli
fragmentasyon igin carpisma gazi olarak hava kullanilmistir. Oncii MS spektrumlari igin
internal kalibrasyon olarak otolitik tripsin peptidleri kullanilmistir. MS verileri GPS
Explorer (Applied Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yazilimlari
kullanilarak veri tabanlarina karsi aranmistir. Arama kriterleri olarak Cizelge 3.1°deki
parametreler kullanilmistir. Veri tabani taramasi SwissProt protein veri tabanina karsi
yapilmistir. MS/MS  verileri i¢in %95’den daha biiylik olarak belirlenen &nemli
derecede yiiksek MASCOT skorlari, giivenilir sekilde tanimlanig protein olarak kabul

edilmistir.

Cizelge 3.1 Protein tanimlamada kullanilan parametreler

Parametre Aciklama

Enzim Tripsin

Degisken modifikasyonlar Metiyonin oksidasyonu

Sabit modifikasyonlar Sistein karbamidometilasyonu
peptid toleransi 50 ppm

MS/MS toleransi 0.4 Da

Taksonomi Viridiplantae (yesil bitkiler)
Cihaz MALDI-TOF/TOF

Protein-protein etkilesim aglarinin ortaya konulmasi i¢in mevcut ¢alismada tanimlanan
proteinler STRING 11.0 ile analiz edilmistir (Szklarczyk vd. 2011). Tanimlanan tiim
proteinler, protein etkilesimlerinin ortaya konulmasi i¢in Arabidopsis thaliana TAIR10
protein veritabanina (http://www.arabidopsis.org/) kars1 taranmistir. Biyolojik siirecler
ve molekiiler fonksiyonlar BINGO 3.0.3 ile tahmin edilmistir (Maere vd. 2005). Arama

parametreleri i¢in A. thaliana taksonomisi seg¢ilmistir.
3.8 Istatistiksel Analizler
Deneyler, tamamen rastgele bir blok tasariminda diizenlenmistir. Ug tekrarli olarak

tasarlanan tiim deneyler iki kez tekrar edilmis ve degerlerin ortalamasi kullanilmistir.

Fizyolojik analiz i¢in veriler SPSS.22 (Chicago, IL, ABD) kullanilarak varyans
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analizine maruz birakilmistir. Ortalamalar arasindaki 6nemli farkliliklar Duncan'in

¢oklu aralik testi kullanilarak belirlenmistir (P < 0.05).
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4. BULGULAR

4.1 Fide Biiyiimesi Uzerine Digsal SNP ve NaCl Uygulamalarinin Etkisi

Bu arastirmada, arpa fidelerinde digsal 200 uM SNP uygulamast ve 100 mM NaCl
stresinin fide biiyiimesi iizerine etkisi Cizelge 4.1°de verilmistir. NaCl stresi hem siirgiin
hem de kok taze ve kuru agirliklarinda kontrole gore 6nemli diizeyde azalmalara neden
olmustur (P < 0.05). Bununla birlikte, digsal SNP uygulamasi siirgiin taze agirlig1 harig
diger tim parametreleri kontrol seviyesine veya iizerine getirmistir. Diger taraftan,

digsal SNP uygulamas1 kontrole gore biiyiime parametrelerinde artisa neden olmustur

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Arpanin siirglin ve kok taze (TA) ve kuru agirliklart (KA) iizerine farkli SNP ve
NaCl uygulamalarinin etkisi

Siirgiin TA Siirgiin KA Kok TA Kok KA
Uygulamalar - -
mg fide™
Kontrol 647 + 26" 63.7 +1.2% 223 + 86" 14.0 + 0.4°
SNP 737 + 252 68.2 + 2.4° 249 + 13.9% 16.3+0.2%
NaCl 409 + 36¢ 49.4 + 2.6 160 + 15.3° 12.4+0.8°
SNP + NaCl 542 + 21° 64.0 + 4.9° 233 + 6.4 16.4 +1.0°

* Her bir siitundaki farkli harfler, Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére uygulamalar arasindaki dnemli
diizeydeki farkliliklar1 gostermektedir (P < 0.05). Her bir deger, her tekrarda 10 fidenin 6rneklendigi altt
tekrarin ortalamasidir. Standart hata (+SH).

4.2 Proteom Degisimleri Digsal SNP ve NaCl Uygulamalarimin Etkisi

Bu arastirmada, kontrol, SNP, NaCl ve SNP+NaCl uygulamalarindan elde edilen arpa
fidelerinin yaprak dokularindan ekstrakte edilen proteinlerin 3 tekrarli profilleri 2-D
(IEF/SDS-PAGE) yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.1). Elde edilen 2-D jel
profillerinde, proteinlerin ifadesindeki degisimler PDQuest programi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu programla, ifade profilinde nispi bollugu 1.5 kat veya daha fazla olan 24
protein benegi yaprak dokusunda belirlenmistir. Bu protein benekleri jellerden kesilip

triptik kesime maruz birakilmis ve MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi ile analiz
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edilip, Swiss-Prot veri tabanina karsi tarandiginda, 15 protein benegi basarili sekilde

tanimlanmustir (Cizelge 4.2).

Kontrol SNP NaCl SNP + NaCl

Sekil 4.1 Kontrol, SNP, NaCl ve SNP+NaCl uygulamalarina maruz birakilan arpa fidelerinin
yaprak dokularindan ekstrakte edilen proteinlerin iki-yonlii (2-D) elektroforetik
profilleri. Total proteinler (80 pg) 17 cm’lik IPG striplere (pH 4-7) yiiklenmis ve SDS-
PAJE %12’1lik jelde gergeklestirilmistir. Proteinler giimiis boyama ile goriiniir hale
getirilmigtir. Jel profillerinde oklar ile gosterilmis ve numaralandirilmig (1-15)
proteinler artan ya da azalan sekilde ifade olan proteinlerdir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 SNP ve/veya NaCl uygulamalarina maruz birakilan arpa fidelerinin yaprak dokularinda MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi ile

tanimlanmig proteinler.

Benek®  Aksesyon” Protein® Skor® MA/pl® Ortiisme’ EP?  Protein bollugu"
1 RBS_HORVU RuBisCO Kkiigiik altbirim 293 19.4/8.98 %55 22 37
SN I i
o
Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl
2 RBS_HORVU RuBisCO Kkiigiik altbirim 52 19.4/8.98 %27 8 i
Kontrol SNP NaCl  SNP+NacCl
3 UCRIA_WHEAT  Sitokrom bs-f kompleksi demir-kiikiirt 264 23.7/8.47 %57 15 T
altbirimi 2 I I I
o
Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl
4 RBL_HORVU RuBisCO biiyiik altbirim 316 53.0/6.22 %13 14 1 I

Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl
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Cizelge 4.4 Devami

Benek®  Aksesyon” Protein® Skor® MA/pl® Ortiisme’ EP?  Protein bollugu"
5 IF5A3_ARATH Okaryotik translasyon baslatma faktorii 60 17.2/5.56 %32 7 3
5A-3 )
7]
£,
Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl
6 CH10C_ARATH 20 kDa saperonin 47 26.8/8.86 %11 4 3
0 m
Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl
7 PSB2_ORYSJ Proteazom altbirim beta tip-2 63 23.5/5.42 %16 5 2
=
0 J_I_Il
Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl
8 BAS1_HORVU 2-Cys peroksiredoksin BAS1 83 23.3/5.48 %23 13 4

Protein bollugu

i

o

Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl
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Cizelge 4.4 Devami

Benek®  Aksesyon” Protein® Skor® MA/pl® Ortiisme’ EP?  Protein bollugu"
9 THI41 MAIZE Tiyazol biyosentetik enzim 1-1 260 37.1/5.22 %24 17 27
DJ_I_Il
Kontrol SNP NaCl  SNP+Nacl
10 FENR1 PEA Ferredoksin-NADP rediiktaz 203 40.2/8.56 %31 19 3
0_
Kontrol SNP NaCl  SNP+NacCl
11 ALFC_ORYSJ Fruktoz-bifosfat aldolaz 146 41.9/6.38 %16 11 2
DJ_IJ_l
Kontrol SNP NaCl  SNP+Nacl
12 RCAA HORVU  RuBIisCO aktivaz A 246 51.0/8.04 %29 26 L

Protein bollugu

=

Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl
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Cizelge 4.4 Devami

Benek®  Aksesyon” Protein® Skor®? MA/pl® Ortiisme’ EP? Protein bollugu"

13 METK3_HORVU S-adenozilmetiyonin sentetaz 3 160 42.7/5.51 %33 17 37

Protein bollugu

Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl

14 EFTU_PEA Uzama faktorii Tu 209 53.0/6.62 %12 8 37
0 m

Kontrol SNP NaCl  SNP+NacCl
15 DCE_SOLLC Glutamat dekarboksilaz 92 56.7/5.97 %9 8 4

Kontrol SNP NaCl  SNP+NaCl

2-D jellerde gosterilen benek numarasini ifade eder (Sekil 4.1).

® SwissProt veri tabanlarina kars yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna gore belirlenen aksesyon numarasini ifade eder.

° SwissProt veri tabanlarma karsi1 yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna gore belirlenen proteini ve tanimlandigi bitki tiiriinii ifade eder.
9 MS analizleri ve MASCOT taramasi temelinde yapilan protein tanimlamasi i¢in olasilik skorunu ifade eder.

¢ Tammlanan protein igin molekiiler agirhg (MA, kDa) ve izoelektrik noktasini (pl) ifade eder.

" Tanimlanan protein icin 6rtiisen protein dizisinin yiizdesini ifade eder.

9 Eslesen peptid sayismi ifade eder.

h Uygulamalara bagli olarak protein bollugundaki degisimleri ifade eder.
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Yaprak dokusunda tanimlanan 15 protein fizyolojik fonksiyonlarina gore fotosentez,
protein metabolizmasi, stres savunma, enerji metabolizmasi ve primer metabolizma gibi
kategorilere siniflandirilmistir (Cizelge 4.3). Mevcut arastirmada, fotosentez ile iliskili 6
proteinin (benek 1, 2, 3, 4, 10 ve 12) kontrol uygulamasma gére SNP ve/veya NaCl
uygulamalarinda farkli sekilde ifade oldugu bulunmustur (Sekil 4.1, Cizelge 4.2). Bu
proteinlerden ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) kiigiik altbirimi (benek
1) proteinin ifade seviyesi NaCl uygulamasma artarken SNP+NaCl uygulamasinda
kontrol seviyesine diismiistiir. Diger bir RuBisCO kiigiik altbirimi (benek 2) ve
sitokrom be-f kompleksi demir-kiikiirt altbirimi (benek 3) proteinlerinin ifade seviyeleri
SNP+NaCl uygulamasinda azalan yonden diizenlenmistir. Diger taraftan, RuBisCO
biiylik altbirim (benek 4) ve RuBisCO aktivaz A (benek 12) proteinlerinin ifade
seviyeleri NaCl uygulamasinda azalirken, digsal SNP uygulamasi bu inhibisyonu
azaltmistir. Ayrica ferredoksin-NADP rediiktaz (benek 10) proteinin ifade seviyesi SNP
ve SNP+NaCl uygulamalarinda artan yonde diizenlenmistir (Cizelge 4.2).

Protein sentezi ve metabolizmas: ile ilgili 4 proteinin (benek 5, 6, 7 ve 14) kontrol
uygulamasina gore SNP ve/veya NaCl uygulamalarinda farkli sekilde ifade oldugu
bulunmustur (Sekil 4.1, Cizelge 4.2). Okaryotik translasyon baslatma faktorii 5A-3
(benek 5) proteinin ifade seviyesi SNP ve NaCl uygulamalarinda artan yonde
diizenlenirken SNP+NaCl uygulamasinda kontrol seviyesine diismiistiir. Proteazom
altbirim beta tip-2 (benek 7) proteinin ifade seviyesi SNP+NaCl uygulamasinda artan
yonde diizenlenmistir. Ayrica 20 kDa saperonin (benek 6) ve uzama faktorii Tu (benek
14) proteinlerinin ifade seviyesi kademeli olarak artis gostermistir (Cizelge 4.2).

Stres savunma ile iliskili 2-Cys peroksiredoksin BAS1 (benek 8) proteinin ifade
seviyesi SNP+NaCl uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte, diger
bir stres savunma ile iligkili protein olan tiyazol biyosentetik enzim 1-1 (benek 9)
proteinin ifade seviyesi SNP ve SNP+NaCl uygulamalarinda artmistir (Cizelge 4.2).
Glikolizde fonksiyon goren bir protein olan fruktoz-bifosfat aldolaz (benek 11)
proteininin ifadesi NaCl uygulamasinda artarken, digsal SNP uygulamasi bu artisi
ortadan kaldirmistir. Metabolizma iliskili S-adenozilmetiyonin sentetaz 3 (benek 13)

proteinin ifade seviyesi SNP ve SNP+NaCl uygulamalarinda artan yonde
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diizenlenmistir. Son olarak, gama-aminobiitirik asit (GABA) sentezinde rol oynayan
glutamat dekarboksilaz (benek 15) proteinin ifade seviyesi kontrole goére tim
uygulamalarda artis gosterirken bu artis en fazla NaCl uygulamasinda belirlenmistir

(Cizelge 4.2).

STRING analizine dayanarak, SNP ve NaCl uygulamalarina bagl olarak farkli sekilde
ifade olan proteinlerin etkilesimleri Sekil 4.2°de gosterilmistir. RuBisCO aktivaz,
ferredoksin-NADP rediiktaz, friiktoz bifosfat aldolaz ve 2-Cys peroksiredoksin BAS
proteinlerinin  6nemli etkilesim noktalarindadir ve bu da fotosentez, enerji
metabolizmasi Ve stres savunmanin NaCl stresine ve digsal SNP’ye yanit igin ¢ok

onemli oldugunu gostermektedir (Sekil 4.2).

—=Neighbourhood
—=Gene fusion

- Co-occurrence
= Co-expression
- EXperiments
-=Databases
~Textmining
~[Homology]

Sekil 4.2 Onaylanmis ve tahmin edilen etkilesimlere dayanarak STRING sistemi
(http://string.embl.de) kullanilarak hazirlanan protein etkilesim haritasi. Farkli
renkteki cizgiler, protein etkilesim tiirlinii gdstermektedir.
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Tuz stresi ve SNP uygulamalarina iligkin biyolojik yollarin ve molekiiler fonksiyonlarin
istatistiksel olarak az ve fazla temsil edilen kategorilerini elde etmek i¢in, farkli sekilde
ifade olan proteinler BINGO kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 4.3). Tuz stresi ve
digsal SNP, agirlikli sekilde strese yanit veren proteinleri ve daha az seviyede fotosentez

ile iligkili proteinleri tegvik etmistir.

response c stimulus

response

generation of pre

Sekil 4.3 BiINGO tarafindan {iretilmis molekiiler fonksiyon aglari. Halkalarin boyutu, bu
gruptaki molekiillerin sayisiyla orantilidir ve halkanin rengi zenginlestirmenin
Onemini ifade etmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Nitrik  oksit, g¢esitli biyotik ve abiyotik stresler altinda bitkilerin  biiylime
parametrelerindeki azalmalari hafifleten bir sinyal molekiili oldugu bildirilmistir
(Tripathi vd. 2017, Ahmad vd. 2018, Terron-Camero vd. 2019). Mevcut arastirmada,
NaCl stresi arpa bitkilerinde fide biiyiimesini 6nemli diizeyde azaltmistir ve bu sonuglar
bugday (Kausar vd. 2013), biber (Abdel Latef ve Chaoxing 2014), ¢eltik (Mostofa vd.
2015) ve nohut (Ahmad vd. 2018) gibi bitki tiirlerinde yapilan 6nceki c¢alismalar ile
benzerlik gostermistir. Bununla birlikte, digsal SNP uygulmasi biiylime parametreleri
tizerine NaCl stresinin olumsuz etkilerini hafifletmistir. Bu sonuglar, digsal SNP
uygulamalarinin etkilerinin arastirildigi bir¢ok bitki tiiriinde de gosterilmistir (Ali vd.
2017, Yadu vd. 2017, Ahmad vd. 2018). Nitrik oksidin hiicre ¢eperinin gevsetebildigi,
fosfolipid tabakasini etkileyebildigi, membran akiskanligi arttirabildigi ve hiicre
geniglemesini arttirarak bitki biiylimesini tesvik edebildigi bildirilmistir (Leshem ve
Haramaty 1996). Dong vd. (2014), NO uygulamasmin tuz stresi altindaki pamuk
bitkilerinde govde ve kdk uzamasini arttirdigini ve NO'nun bitki hiicrelerinin ozmotik
basincini arttirdigini ve yiiksek tuzluluk altinda sitoplazmik viskoziteyi iyilestirdigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte, soya fasulyesi ve misir bitkilerinde NO tesvikli tuz
toleransinin artan antioksidan enzim aktivitesi ile iliskili olabilecegi belirtilmistir
(Zhang vd. 2004, Wu vd. 2011, Ahmad vd. 2016). Ayrica NO'nun, hidrojen peroksit ve
salisilik asit ile etkileserek birgok stres kosulunda oksidatif hasarin giderilmesine
aracilik edebilecegi gosterilmistir (Mostofa vd. 2015, Singh vd. 2015). Digsal olarak
uygulanan NO’nun su ve iyon homeostazini iyilestirmenin yani sira redoks dengesinin
de arttig1 ve bu durumun fotosentetik kapasiteyi ve bitki biiylimesinin artmasina neden
oldugu bildirilmistir (Kaya vd. 2015). Sonug¢ olarak mevcut aragtirmada, digsal SNP
uygulamasi ile arpa fidelerinde tuz toleransinin artmasi reaktif oksijen tiirlerinin diisiik
seviyede birikimi, diisiik toksik iyon alimi, 6nemli ozmotik koruyucu bilesiklerin
yiiksek seviyelerde birikimi ve oksidatif savunma sisteminin tesvik edilmesi ile iliskili

olabilir.

Yiiksek toprak tuzlulugu ekim alanlarini kisitlamakta ve kurak/yar1 kurak bolgelerde

tarimsal {irtinlerin verimliligini sinirlamaktadir. Bu nedenle, bitkilerde tuz stresine olan
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toleransin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi, bitki 1slahgilarinin tuz
stresine tolere edebilen bitki c¢esitlerinin gelistirilmesi i¢in yararli olacaktir. Bu
arastirmada, proteomik yaklasim kullanilarak arpa fidelerinin yaprak dokularinda SNP
ve/lveya NaCl stresinin etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla, 2-D IEF-SDS/PAJE
yontemi kullanilarak yaprak dokulari i¢in proteom profilleri elde edilmistir. Bu
profillerde, PDQuest yazilimi kullanilarak nicel goriintii analizleri ile ifade seviyesi 1.5
kat veya daha fazla artan veya azalan yonde diizenlenen 24 protein benegi
belirlenmistir. Bunlardan 15 protein MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi ve veri
taban1 taramasi ile basarili bir sekilde tamimlanmistir. Farkli sekilde ifade olan
proteinlerin fotosentez, protein sentezi ve metabolizmasi, stres savunma, enerji

metabolizmasi ve primer metabolizma ile iliskili oldugu belirlenmistir.

Fotosentez tuzluluktan etkilenen birincil biyolojik siireclerden biridir (Chaves vd.
2009). Tuz stresi kosullar1 altinda fotosentetik etkinlikteki azalma, fotosentez ile iligkili
proteinlerin ifade seviyeleri ile dogrudan iligkilidir. Fotosentetik yapilarin organellerin
islevindeki diisiisiin, bitkilerin stresin {istesinden gelme verimliligini azalttig1
bildirilmistir (Soundararajan vd. 2017). Tuz stresi altindaki bitkilerde fotosentez
kapasitesindeki azalmanin, Klorofil icerigindeki azalmanin yani sira, fotosentetik
yapilarin hasar gérmesi ve stoma kapanmasina bagli olarak CO, kullanilabilirligindeki
azalmadan kaynaklanabildigi belirtilmistir (Ashraf ve Harris 2013). Mevcut
arastirmada, proteomik analizler CO; fiksasyonu ve 151k reaksiyonu ile iligkili olan 6
fotosentetik proteininin NaCl stresi ve digsal SNP uygulamalarinda farkli sekilde ifade
oldugunu gostermistir (Cizelge 4.2). Bitkilerde CO, 6ziimlenmesinin ilk enzimi olan
RuBisCO biiyiik altbirimi ve RuBisCO aktivaz A (RCA) proteinlerinin ifade
seviylerinin tuz stresi kosullarinda azaldigi, ancak digsal SNP uygulmasi ile bu
azalmanin hafifletildigi belirlenmistir. Diger taraftan, tuz stresi RuBisCO kiigiik altbirim
proteininin ifade seviyesinde kontrole gore yaklasik 2 kat artisa neden olmustur.
RuBisCO, fotosentez sirasinda COy'nin sabitlenmesi i¢in gereken temel enzimdir.
Ozellikle, karboksilasyonun Kkatalitik etkinligi ve CO,/O, &zgiilliigii i¢in RuBisCO
kiiciik altbiriminin gerekli oldugu rapor edilmistir (Krech vd. 2012). RuBisCO aktivaz
RuBisCO'nun aktivasyonunu katalizleyen 6nemli bir diizenleyici enzimdir (Ashraf ve

Harris 2013). RCA, tuz stresinin neden oldugu diisik CO; seviyelerinde
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asimilasyonunun siirdiiriilmesinde rol oynadigi bildirilmistir (de Abreu vd. 2014).
NADH potansiyel bir NAD" kaynagidir ve solunum zinciri reaksiyonlarina ana elektron
vericisidir. NADH/NAD" oran, hiicresel yollarin ve ATP sentezinin diizenlenmesi igin
hayati 6neme sahiptir. Ferredoksin-NADP rediiktaz (FNR), indirgenmis ferredoksinden
NADP™ya fotosentetik elektron akisinda rol oynamakta ve bitkilerdeki CO, 6ziimlemesi
icin gereklidir (Fukuyama 2004). Ayrica ferredoksinin azot fiksasyonu, fenolik
biyosentezi, ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonu ve demir-kiikiirt —kiimelerinin
biyogenezi gibi ¢esitli metabolik siireclerde rol oynadigi bildirilmistir (Musumeci vd.
2012). FNR bitkilerin ATP ve indirgeyici gii¢ taleplerini karsilamak i¢in dongiisel ve
dongiisel olmayan elektron akisini diizenlemede 6nemli bir rol oynamaktadir ve CO;
fiksasyonu igin gereklidir (Spreitzer 2003). Ek olarak, tarimsal bitkilerde Kloroplastik
FNR enziminin asir1 ekspresyonunun oksidatif stres toleransini arttirdigi rapor edilmistir
(Rodriguez vd. 2007). Arastirmamizda, FNR proteininin ifade seviyesi SNP ve
SNP+NaCl uygulamalarinda artan yonde diizenlenmistir. Sonug olarak, fotosentetik
enzimlerin digsal SNP uygulamasinda daha yiiksek aktivitesi, arpa bitkilerin tuz stresi

kosullarinda daha iyi fotosentetik aktivite ve iyilesme saglayabilir.

Tuz stresinin protein sentezini ciddi sekilde etkileyebildigi (El-Shintinawy ve El-
Shourbagy 2001) ve endoplazmik retikulumda (ER) protein katlanmasini bozabildigi ve
katlanmamis proteinlerin birikmesine ve ER stresine neden olabildigi bildirilmistir
(Wang vd. 2011). Mevcut arastirmada, protein sentezi ile iliskili 6karyotik translasyon
baslatma faktorii 5A-3 (ELF5A-3) proteinin ifade seviyesi sadece NaCl uygulamasinda
artarken, uzama faktériic Tu (EFTU) proteinin ifade seviyesi NaCl ve SNP+NaCl
uygulamalarinda artmis ve bu artis SNP+NaCl uygulamasinda daha yiiksek
bulunmustur. Kloroplastik EFTU, translasyonun uzama fazinda 6nemli bir isleve
sahiptir. Son caligmalar, EFTu'nun Brassica campestris bitkilerinin yiiksek sicaklik
toleransinda Onemli bir rol oynadigini gosterilmistir (Peng vd. 2014). Tuz stresi
kosullarinda SNP uygulamasina bagli olarak EFTU proteininin artmasi protein
biyosentezini artirabilir ve bdylece kloroplastlardaki fotosentetik proteinler iizerindeki
tuz stresinin hasarini onarabilir. Bununla birlikte, protein katlanmasina fonksiyon goren
20 kDa saperonin proteininin ifade seviyesi tiim uygulamalarda artarken en fazla

SNP+NaCl uygulamasinda artis gostermistir. Saperoninler protein katlanmasina ve bir
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araya getirilmesine yardimci olmakta ve stres kosullart altinda proteinlerin
korunmasinda ve onarilmasinda islev gormektedir (Roy vd. 2019). Ayrica protein
yikimi ile iligkili bir protein olan proteazom altbirim beta tip-2 proteininin ifade
seviyesinin SNP+NaCl uygulamasinda artan yonde diizenlendigi belirlenmistir. Bu
proteinin ubikitin aracili protein yikiminda rol oynadigi belirtilmistir (Cui vd. 2012).
Nitrik oksit, yanlis katlanmigs veya hasar gormiis proteinlerin pargalanmasini
hizlandirarak tuz stresi kaynakli hasar1 hafifletmeye yardimci olabilir. Sonug olarak,
protein metabolizmasi ile ilgili proteinlerin bollugundaki SNP tesvikli bu artis, stres

kosullar1 sirasinda hiicresel siireglerde genel bir iyilesmeye yol acabilir.

Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 miktarlarda tiretiminin neden oldugu oksidatif stres, tuz
stresinin neden oldugu iyi belgelenmis dolayli bir hasar seklidir (Hossain ve Dietz
2016). Mevcut arastirmada, 2-Cys peroksiredoksin BAS1 (BAS) ve tiyazol biyosentetik
enzim 1-1 (THI1) proteinlerinin ifade seviyesi dissal SNP uygulanmig ve NaCl stresi
altindaki bitkilerde (SNP+NaCl) artmustir. Bir tiyol spesifik antioksidan olan
peroksiredoksin ¢ok cesitli organizmalarda bulunan ve g¢esitli hiicresel fonksiyonlara
sahip bir antioksidan enzim oldugu bildirilmistir. 2-Cys peroksiredoksinin,
kloroplastlara lokalize oldugu ve bitki gelisimi ve fotosentez sirasinda antioksidatif ve
saperon rolleri gergeklestirdigi rapor edilmistir (Kim vd. 2009). Bununla birlikte, THI
proteininin tiamin biyosentezinde rol oynadigi ve bakteri, maya ve Arabidopsis
thaliana'da DNA hasar1 onarimi ve stres tolerans mekanizmalarina katildig:
gosterilmistir (Machado vd. 1997, Ribeiro vd. 2005). Ayrica THI1 proteininin, karbon
metabolizmasinda rol oynayan temel enzimlerin anahtar kofaktéri olan Bl
biyosentezinde rol oynadig: bildirilmistir (Ribeiro vd. 2005). Bunula birlikte, nemli bir
stres-tepki molekiilii olan tiyaminin, cevresel stresler sirasinda bitkilerdeki oksidatif
stresin etkilerini hafifletmeye yardimei oldugu belirtilmistir (Rapala-Kozik vd. 2012).
Digsal SNP uygulamasi ile BAS ve THII proteinlerinin artmasi, oksidatif stresi
azaltarak ve DNA stabilitesini koruyarak arpa yapraklarindaki NaCl tesvikli oksidatif

stresi hafifletmeye yardimeci olabilir.

Tuz stresi kosullar1 altinda, enerji metabolizmasinin diizenlenmesi tuz stresinin

iistesinden gelmede Onemli stratejilerden biridir (Zhang vd. 2011). Arastirmamizda,
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glikoliz ile iliskili frikktoz bifosfat aldolaz (FBA) proteininin ifade seviyesi tuz stresi
altindaki yaprak dokularinda artan yonde diizenlenmistir. FBA, fruktoz-1,6-bisfosfatin
gliseraldehid 3-fosfat ve dihidroksiaseton fosfata geri doniisiimlii olarak ayrilmasini
katalize etmektedir. Glikoliz bu ileri reaksiyonu kullanirken, glukoneogenez ve Calvin
dongiisii (anabolik yollar) ters reaksiyonu kullanmaktadir (Lv vd. 2017). Yin vd. (2008),
FBA'nin biyotik stres kosularinda B. napus yapraklarindaki fizyolojik fonksiyonlarinin
korunmasinda 6nemli oldugunu bulmuslardir. Bununla birlikte, Sesuvium
portulacastrum FBA genini (SpFBA) asir1 ifade eden E. coli bakterilerinde tuz
toleransinin arttig1 bildirilmistir (Fan vd. 2009). Artan glikoliz aktivitesinin tuz stresinin

istesinden gelmede muhtemel bitki stratejisi olabilecegini gostermektedir.

S-adenozilmetiyonin sentaz (SAMS), metiyonin ve ATP'den SAM'm biyosentezini
katalize etmekte ve poliaminler ve etilen gibi bitki biiylime diizenleyicilerin 6nciilii
olarak islev gormektedir (Gong vd. 2014). Transgenik deneyler, SAM'larin PA
birikimini arttirarak stres toleransina katkida bulundugunu kanitlamistir (Qi vd. 2010,
Gong vd. 2014). Bugday, arpa, misir ve domates gibi tiirlerde tiilerde tuz stresinin
SAMS protein bollugunu arttirdig1 rapor edilmistir (Z6rb vd. 2004, Witzel vd. 2009,
Manaa vd. 2011). Tuz stresi altindaki bitkilerde SAM birikiminin artan glisin betain
biyosentezi ve poliamin igerigi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Sanchez -Aguayo vd.
2004). Bununla birlikte, tuza hassas arpa g¢esidine gore tuza toleranshi gesitte SAM
ifadesinin daha fazla seviyede oldugu belirtilmistir (Witzel vd. 2009). Mevcut
arastirmada, digsal SNP uygulamasi hem kontrol hem de tuz stresi kosullarinda SAMS
proteininin ifade seviyesinde artisa neden olmustur. Benzer olarak, dissal putresin
uygulamasinin salatalik bitkilerinde SAMS ifade seviyesini arttirdigt rapor edilmistir
(Yuan vd. 2016). Sonu¢ olarak, SNP uygulamasina bagli olarak arpa yapraklarinda
SAMS aktivitesinin hiicre ¢eperi lignifikasyonunu saglayarak ve poliamin biyosentezini

tesvik ederek tuz toleransini arttirdigi ileri siiriilebilir.

Glutamat dekarboksilaz (GAD), y-aminobiitirik asit (GABA) sentezini katalize eden
Ca*%-bagimli bir kalmodulin baglayici proteindir. GABA, azot metabolizmast, sitozolik
pH regiilasyonu ve TCA dongiisiine karbon akis1 gibi cesitli fizyolojik siireclerde rol
oynamaktadir (Gut vd. 2009). Tuzluluk dahil ¢ok ¢esitli gevresel streslere yanit olarak
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hiicrelerde biriktigi rapor edilmistir (Zhou vd. 2010). Renault vd. (2010) tuz stresi
altindaki Arabidopsis bitkilerinde GABA birikiminin GAD aktivitesi ile iligkili
oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan, dissal GABA uygulamasinin antioksidan
kapasiteyi ve fotosentetik aktiviteyi arttirarak, ozmotik ayarlamay: saglayarak ve su
kullanim verimliliginin diizenleyerek tuz toleransimi arttirdigi bildirilmistir (Li vd.
2020). GAD enziminin glutamattan prolin sentezini tesvik edebildigi bildirilmistir.
GAD enziminin tuza toleransli susam genotipinde tuz stresine yanit olarak arttigi ve bu
genotipteki hizli prolin birikimi iligkili oldugu gosterilmistir (Zhang vd. 2019). Mevcut
arastirmada, GAD proteinin ifade seviyesi NaCl uygulamasinda yaklasik 3 kat artis
gosterirken, SNP ve SNP+NaCl uygulamalarinda yaklasik 1.6 kat artis gostermistir.
Sonug olarak, GAD proteininin tuz stresine cevap olarak birikimi arpa bitkilerinin tuz

toleransini artirmaya katkida bulunabilecegini ileri siirebilir.

Sonug olarak, SNP uygulamasi biyokiitleyi 6nemli 6l¢iide arttirmig ve tuz stresi altinda
arpa fidelerinin biiylimesini siirdlirmelerine yardimei olmustur. Proteomik yaklasim
bitkilerde tuz toleransindan sorumlu molekiiler mekanizmalarin ¢alisilmasinda giiclii bir
tekniktir. Arastirmamizda, arpa fidelerinde SNP uygulamasina ve/veya NaCl stresine
cevap olarak farkli sekilde ifade olan ve onemli biyolojik islevlerde fonksiyon goren
proteinler MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi ile tanimlanmistir. Cogunlukla artan
yonde diizenlenen bu proteinlerin tuz stresinin olumsuz etkilerinin {istesinden
gelebilmek i¢in bitki metabolizmasimi etkiledigi ileri stirtilebilir. SNP o6zellikle
fotosentez, protein metabolizmasint ve savunma sistemlerini diizenleyerek tuz
toleransinin artmasina biiyiik 6l¢iide katkida bulunmustur. Bu bulgular, arpa bitkilerinde
SNP-tesvikli tuz tolerans1 mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina olanak saglayacak

ve sonraki fonksiyonel ¢aligsmalar i¢in bir temel olusturacaktir.
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