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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

 

ARPA FİDELERİNDE SODYUM NİTROPRUSSİD TEŞVİKLİ  

NaCl TOLERANSI ÜZERİNE PROTEOMİK ANALİZLER 

 

Melike ELDEN 

Afyon Kocatepe Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü  

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ 

 

Tarım topraklarının tuza maruz kalması dünya çapında ciddi bir sorun teşkil etmektedir. 

Bitkilerde tuz toleransını artırmak için farklı stratejiler geliştirilmiştir. Dışsal sodyum 

nitroprussid (SNP) uygulamasının tuzluluğun zararlı etkilerini hafifletebileceği ve 

bitkilerin tuz toleransını teşvik edebileceği gösterilmiş olmasına karşın, SNP'nin 

proteomik değişikliklerin düzenlenmesindeki rolleri tam olarak anlaşılamamıştır. Bu 

amaçla, arpa (Horedum vulgare L.) fidelerinin tuz stresine verdiği tepkileri daha iyi 

anlamak ve tuz kaynaklı hasarı hafifletmede dışsal SNP'nin koruyucu rollerini anlamak 

için NaCl ve/veya SNP uygulamalarına maruz bırakılan arpa fidelerinin yaprak 

dokularında karşılaştırmalı proteomik analizler yapılmıştır. Dışsal SNP uygulamasının 

NaCl stresi tarafından inhibe edilen fide büyümesini iyileştirdiği belirlenmiştir. 

Proteomik analizler, 24 proteinin SNP ve/veya NaCl stresi uygulamalarında farklı 

şekilde ifade olduğunu göstermiştir. Bu proteinlerden 15’i MALDI-TOF/TOF kütle 

spektrometrisi ile başarıyla tanımlanmıştır. Gen ontolojisi analizi; fotosentez, protein 

metabolizması, stres savunma ve enerji metabolizması gibi yolakların SNP ve/veya 

NaCl uygulamaları ile düzenlendiğini ortaya koymuştur. Dışsal SNP uygulaması, tuz 

stres altındaki arpa fidelerinin yapraklarında 20 kDa şaperonin, proteazom altbirim beta 

tip-2, 2-Cys peroksiredoksin BAS1, tiyazol biyosentetik enzim 1-1, ferredoksin-NADP 

redüktaz, S-adenozilmetiyonin sentetaz 3 ve uzama faktörü Tu proteinlerinin 

ekspresyon seviyelerini arttırmıştır. Mevcut sonuçlar, SNP'nin fotosentezin 

düzenlenmesi, yanlış katlanmış veya hasarlı proteinlerin parçalanması, stres 

savunmasının aktivasyonu ve poliaminler, prolin ve GABA sentezinin teşvik edilmesi 
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yoluyla NaCl'nin neden olduğu büyüme inhibisyonunu hafifletebileceğini ileri 

sürmektedir. Bu çalışma, arpa fidelerinde tuz stresine yanıt olarak SNP'nin moleküler 

mekanizmasına proteomik düzeyde bilgi sağlayan ilk çalışmadır. 

 

2020, xii + 67
 
sayfa  

 

Anahtar kelimeler: Arpa, Sodyum nitroprussid, Tuz stresi, Proteomik  
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ABSTRACT 

M.Sc. Thesis 

 

 

PROTEOMIC ANALYSIS ON SODIUM NITROPRUSSIDE INDUCED NaCl 

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 
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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 

 

Keywords: Barley, Sodium nitroprusside, Salinity stress, Proteomics  
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1. GİRİŞ 

 

Kültür bitkisi arpa (Hordeum vulgare L.), dünyada mısır, buğday ve çeltikten sonra, 

Türkiye’de ise buğdaydan sonra ikinci sırada en çok tarımı yapılan tahıldır (Kızılgeçi 

vd. 2016). Fransa, Almanya, Birleşik Krallık ve İspanya, Dünya arpa üretiminin 

%40’ını karşılaması nedeniyle önemli üretici ülkelerdir. Bu Avrupa Birliği ülkeleri, 

2018-2019 yılları arasında toplam 36.000.000 ton arpa üretimi ile Avrupa Birliği’nin 

%65’ini oluşturmaktadır  (Anonim 2018). Rusya ise dünyanın ikinci en büyük arpa 

üreticisi olup, %12’lik paya sahiptir. Dünyanın en büyük arpa ihracatçısı olan 

Avustralya ise üretimde %6’lık paya sahiptir (Anonim 2017).  

 

Ülkemizin her bölgesinde ekimi yapılan arpa, 2010-18 yılları arasında ekim alanı (2.4–

3.0 milyon hektar) ve üretim miktarı (6.3-8 milyon ton) açısından buğdaydan sonra 

ikinci sırada yer alır (Anonim 2018). Özellikle İç Anadolu, Güneydoğu ve Ege 

Bölgelerinde olmak üzere özellikle Türkiye’nin her bölgesinde üretimi yapılmaktadır. 

Arpa ithalat miktarı yıllara göre değişim göstermekte; bu değişim üretim, yurt içi 

kullanım miktarı ve gelişen yem sanayinin hammadde ihtiyacına göre değişmektedir. 

TÜİK (2019) verilerine göre arpa ithalat miktarı 2018 yılında 656 bin ton ve ihracat 

miktarı ise 15 bin 610 ton olarak gerçekleşmiştir.  

 

Tuzluluk, stresin karmaşık bir şekli olup; tuza tolerans, çeşitli kökenlere ve seviyelere 

sahip multigenik ve belirlenmesi çok zor bir özelliktir (Soares vd. 2018). Tuz stresi, 

bitkilerin genellikle kök bölgesinde çözünebilir tuzların aşırı birikimi nedeniyle ozmotik 

potansiyelin artması sonucu suyun kökler tarafından alınımının zorlaşması ve iyon 

toksisitesindeki artışa bağlı olarak ortaya çıkar (İnt. Kyn. 2). Toprak tuzluluğu bitkilerde 

fizyolojik kuraklığa, iyon toksisitesine hatta metabolik bozukluklara yol açabilir (Abd 

El-Mageed vd. 2018). Tuz stresi tohum çimlenmesi, kök uzunluğu ve bitki boyu gibi 

birçok fizyolojik olayda önemli düzeyde inhibeisyon etkisi göstermektedir (Liang vd. 

2018). Bitkilerde tuzluluğa bağlı olarak ozmotik ve iyon stresinin artmasıyla enzim 

aktivitesi, protein sentezi ve zar geçirgenliği azalırken, kloroplast ve diğer hücresel 

yapılar önemli seviyede zarar görmektedir (İnt. Kyn. 2). Tuzluluğun yaprak büyüme 

hızını, hücrelerdeki geçici ozmotik dengesizlikler, hücre uzaması ve bölünmesinin 
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azalması (Fricke ve Peters 2002) ve/veya hücre duvarı sertleşmesi (Geilfus vd. 2017) 

gibi nedenlerle yavaşlattığı açıkça bilinmektedir.   

 

Aktif molekül olan nitrik oksit (NO), farklı biyolojik yolakları kullanarak oksidatif 

stresin zararlı etkilerinden korur (Carlos ve Lorenzo 2001). Normal ve stres koşullarında 

NO’nun sinyal rolü bitki büyümesini regüle etmektedir (Arora ve Bhatla 2017).  Nitrik 

oksitin farklı fonksiyonel işlevlerde [Reaktif Oksijen Türlerinin (ROS) oluşumu ve 

parçalanması, temel metabolizma, taşıma, hücre ölümü, savunma, sinyal iletimi gibi] 

yer alan genlerin tanımlanmasına izin veren transkripsiyonel değişiklikleri indüklediği 

bildirilmiştir (Karplus vd. 1991). NO, ROS ile arasındaki dengeye bağlı olarak toksik 

etki ya da koruyucu etki gösterebilir. Düşük miktarlardaki NO, ROS savunma 

yanıtlarının aktivasyonu için bir sinyal olarak görev yaparken, stres koşullarında ROS 

üretimi ile yüksek konsantrasyonlarda oluşan NO olumsuzluklara neden olabilir 

(Kopyra ve Gwóźdź 2003). Antioksidan özelliğe sahip nitrik oksit molekülünün, 

hücresel redoks dengesi için genel mekanizmaları düzenlediği, O2’nin H2O2 ve 

O2'ye 

dönüşümünü teşvik ettiği ve H2O2 süpürücü enzimlerin aktivitelerini arttırarak 

bitkilerde oksidatif hasarı inhibe ettiği bildirilmiştir (Zhang vd. 2009).  

 

Bitkilerde NO miktarı, tuz stresi toleransına karşı artar (Mishina vd. 2007). Bir NO 

donorü olan ekzojen sodyum nitroprusid (SNP), çeltik (Uchida vd. 2002), acı bakla 

(Kopyra ve Gwozdz 2003) ve salatalıkta (Yuqin vd. 2009) tuzluluğun oksidatif hasarını 

önemli düzeyde azaltmış, tuz stresi altındaki Suaeda salsa’da fide çıkışını (Song vd. 

2009) ve mısır bitkisinin kuru ağırlığını (Guo vd. 2010) arttırmıştır. Tuz stresi 

koşullarında SNP ön uygulaması, endopeptidaz ve karboksipeptidaz aktiviteleri ve 

çözünebilir protein miktarını arttırarak karbon ve azot metabolizması arasındaki 

dengenin korunmasına önemli katkılar sağlamıştır (Zheng vd. 2010). Bununla birlikte 

aynı araştırıcılar, tuz stresi altında, dışsal SNP uygulamasının plazma membranı (PM) 

H
+
-ATPaz ifadesini teşvik ettiğini de bildirmişlerdir. 

 

Yüksek tuz konsantrasyonlarında bitkilerin büyüyebilme ve yaşam döngülerini 

tamamlayabilme yetenekleri tuzluluk toleransı olarak tanımlanmaktadır (Parida ve Das 

2005). Birçok kültür bitkisinin tuzluluğa karşı duyarlı olması nedeniyle, önemli bir 
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çevresel faktör olan tuzluluk sorununun ortadan kaldırılması ekonomik öneme sahiptir. 

Bitkilerde tolerans mekanizmalarının anlaşılması ve yüksek stres toleransına sahip tür 

ya da çeşitlerin ıslahı önemlidir (Anonim 2012). Arpa tuzluluğa toleransı en fazla olan 

kültür bitkilerinden biridir. Tuz stresi, birçok bitkide olduğu gibi arpada da bütün 

büyüme ve gelişme evrelerini özellikle çimlenme ve fide çıkışı evrelerini olumsuz 

etkilemektedir (Begum vd. 1992, Parlak 1999). Farklı arpa çeşitlerinde yapılan tuz 

toleransı çalışmalarında en fazla tolerans gösteren arpa çeşidinin Tarm-92 olduğu 

bildirilmiştir (Benlioğlu ve Özkan 2015). Bu tez çalışmasında, tuz stresi altındaki arpa 

(Hordeum vulgare L. convar. Tarm-92) fidelerinde bir nitrik oksit donörü olan sodyum 

nitroprusidin fide büyümesi ve yaprak proteom değişimleri üzerine etkileri 

araştırılmıştır.  
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2. LİTERATÜR BİLGİLERİ  

 

2.1 Arpa (Hordeum vulgare L.) Bitkisinin Sistematiği ve Biyolojik Özellikleri  

 

Arpa (Hordeum vulgare L.), buğdaygiller (Poaceae ya da Gramineae) familyasının 

Hordeum cinsine verilen isimdir (Çizelge 2.1).  

 

Çizelge 2.1 Arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinin sistematiği (İnt. Kyn. 1). 

Alem  Plantae 

Alt alem  Embryophyta 

Şube  Spermatophyta 

Sınıf  Monocotyledone 

Takım  Graminales 

Familya Poaceae 

Alt Familya Festucoideae 

Cins  Hordeum 

Tür Hordeum vulgare L. 

 

Kültür arpaları beş varyete olarak gruplanabilir.  

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

2) Hordeum vulgare convar. hexastichon (altı sıralı arpa) 

3) Hordeum vulgare convar. intermedium 

4) Hordeum vulgare convar. labile 

5) Hordeum vulgare convar. deficiens  

 

Dünyadaki arpa çeşitlerinin yarısından çoğu iki sıralı arpa grubunda yer almaktadır. 

Türkiye’deki arpa çeşitlerinin ise %70’inden fazlası bu gruba girer (İnt. Kyn. 2). 

Araştırmamızda kullanılan iki sıralı Tarm-92 arpa çeşidi; alternatif tipte, yatmaya karşı 

dayanıklı, kuraklığa ve toksik elementlere karşı toleranslı bir çeşittir (İnt. Kyn. 3). 
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Alternatif bir tip olan bu çeşit kışlık olarak ekilmek istendiğinde ekim zamanı 1-15 

Ekim ve ekim derinliği ise 4-5 cm’dir (İnt. Kyn. 3). 

     

2.2 Stres Nedir? 

 

Stres faktörlerinin birlikte ya da birbirinden bağımsız olarak fizyolojik ve biyokimyasal 

olaylarda bazı değişimlere neden olarak organizmada hasar oluşturma kapasitesi stres 

olarak tanımlanmaktadır (Levitt 1980). Stres faktörleri, mikroorganizmaların 

enfeksiyonu ve zararlı hayvanların saldırıları sonucu oluşan biyotik stres faktörleri ve 

tuzluluk, sıcaklık, radyasyon, kimyasallar, manyetik ve elektriksel alanlar gibi çevre 

faktörleri ise abiyotik stres faktörleri olarak sınıflandırılır (Lichtenhaler 1996). Dünyada 

verim kaybının birincil nedeni olan abiyotik stres, kültür bitkilerinde ortalama %50'den 

fazla ürün verimini azaltmaktadır (Wang vd. 2004). 

 

2.2.1 Tuz Stresi 

 

Toprak tuzluluğu ve tuz stresi denildiğinde genellikle NaCl’ün varlığından söz 

edilmekle birlikte, tuzluluğa klorür, sülfat, nitrat, karbonat ve bikarbonat ve borat gibi 

bileşikler de neden olur (Munns ve Termaat 1986). Tuzlu toprakların elektriksel 

iletkenliği, toprak tuzluluk durumu ve bitki verimi üzerine etkisi farklılık gösterir 

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

 

Kullanılabilir tarım arazilerini en fazla etkileyen stres faktörü, kuraklıktan (%26) sonra 

%20’lik oranla tuzluluğu oluşturan mineral stresidir (Blum 1986, Tuteja 2007). 

Dünyada 90 milyon da’dan fazla alan tuzluluk stresi altındadır (Tuteja 2007). Ülkemiz 

yüzölçümünün %2'sini oluşturan çorak arazilerin %74’ü tuzlu, %25.5’i tuzlu-alkali ve 

%0.5’i alkali topraklardır (TÜİK 2011). Tuzluluk artışına bağlı olarak 21. yüzyılın 

ortalarında sürdürülebilir tarım arazilerinin yarısının tahrip olabileceği bildirilmiştir 

(Ahmadi vd. 2009).   
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Çizelge 2.2 Tuzlu toprakların elektriksel iletkenliği (EC), toprak tuzluluk durumu ve bitki 

verimi üzerine etkisi (Soil Quality Test Kit Guide 1999’den değiştirilerek) 

Toprak EC değeri (dS/m) Toprak tuzluluk durumu Bitki verimi 

0-0,98 Çok az tuzlu 
Etkisi ihmal edilebilir 

düzeydedir. 

0,98-1,71 Az tuzlu 
Çok duyarlı bitkiler 

üzerinde etkilidir. 

1,71-3,16 Tuzlu 
Birçok bitki üzerinde 

etkilidir. 

3,16-6,07 Çok tuzlu 
Tuza dayanıklı bitkiler 

normal ürün verebilir. 

6,07 Aşırı tuzlu 
Tuza çok dayanıklı birkaç 

bitki ürün verebilir. 

 

2.2.1.1 Tuz Stresinin Bitkilerdeki Fizyolojik Etkileri 

 

İyon toksisitesine neden olan tuzluluk stresi koşullarında, Na ve Cl’un yüksek 

konsantrasyonları potasyum, kalsiyum ve azotun alınımını azaltarak bitkilerin iyon 

dengesinin bozulmasına neden olmaktadır (Güneş vd. 1994). İyon dengesizliği ve 

köklerde hücre zarı geçirgenliğinin bozulması, bazı element alınımlarının 

engellenmesine ve fizyolojik semptomların gelişmesine neden olmuştur (Villora vd. 

1997). Tuzlu koşullar, tüm bitkilerde genellikle çimlenmenin baskılanmasına, 

büyümenin yavaşlamasına, verimin azalmasına ve hatta ölümüne neden olabilir 

(Dölarslan ve Gül 2012). Tuzluluk bitkilerde karbon metabolizması ve elektron taşınım 

aktivitesini engellemektedir (Sreenivasulu vd. 2000). Tuz stresi altında, stomaların 

kapanması ve yaprak yüzey alanlarının azalması transpirasyonu azaltmakta, CO2 girişi 

engellenmekte ve su kaybı en aza indirilerek topraktan su ile birlikte yüksek miktarda 

tuz alınımı engellenmektedir. Böylece CO2 indirgenmesi azalmaktadır (Makela vd. 

1998). Tuzluluğun stomaların kapanmasına ve kloroplastların yapısının bozulmasına 

neden olarak CO2 fiksasyonunu azalttığı ve dolayısıyla fotosentezin olumsuz etkilendiği 

bildirilmiştir (Zhu 2001).   

 

Tuzluluk, mitoz bölünmeyi engellemek suretiyle hücrelerin çoğalmasını önleyerek 

çimlenmeye ket vurabilir (Tabur ve Demir 2010). Tuz stresi, tohumda amilaz ve proteaz 
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gibi enzimlerin aktivitesini engelleyerek çimlenmeyi olumsuz yönde etkileyebilir 

(Ashraf vd. 2002). Tuzluluk, nükleik asit ve protein sentezini engelleyerek büyüme ve 

gelişmeyi (Prakash vd. 1988, Coşkun-Arı vd. 2010) ve solunumu (Porath ve Poljakoff-

Mayber 1964) olumsuz yönde etkileyebilir. Katalaz, peroksidaz ve polifenol oksidaz 

gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini azaltır (Yaşar vd. 2008).  

 

2.2.2.2 Tuz Stresi Koşullarında Proteom Değişimleri 

 

Bitki proteomik çalışmalarında proteomik ve genomik tabanlı teknolojiler 

kullanılmaktadır (Jiang vd. 2007). Bitkiler abiyotik strese tolerans gösterebilmek için 

karmaşık sinyal ağlarını değiştirerek yanıt verir (Abreu vd. 2013). Stresin bitki 

dokularında neden olduğu değişimlerin/hasarların ortaya konulmasında proteomik 

yaklaşımlar önemlilik arz etmektedir. Bunun nedeni, transkript profillerinin, transkript 

ve protein seviyeleri arasındaki sınırlı korelasyonlardır (Xiong vd. 2017). Bu yüzden 

mRNA verilerinin önemli bir tamamlayıcısı olan proteomik, bitki biyolojisinde önemli 

bir yaklaşım haline gelmiştir (Xiong vd. 2017). Biyokimyasal süreçte son belirleyici 

faktör olan ve fonksiyon gören proteinlerin proteomik analizleri metabolik yolakların 

anlaşılmasında önemli veriler sağlamaktadır (Li vd. 2017). Kantitatif proteomik 

analizler, biyolojik örneklerdeki protein bolluğunda gerçekleşen değişiklikleri anlamak 

için güçlü bir yaklaşımdır.  

 

Yapraklarda toksik iyonların birikiminin azaltılması bitki büyümesi ve verim için 

gerekli olduğundan, tuza bağlı tepkiler çoğu proteomik çalışma kökten ziyade sürgün 

dokuları üzerinde gerçekleştirilmiştir (Munns ve Tester 2008, Li vd. 2015). Tuz stresi 

altında farklı bitki türleri üzerinde yapılan proteomik analizler gerçekleştirilmiş ve bazı 

tuza-duyarlı proteinlerin, bitkilerin tuz stresine tepkisinin düzenlenmesinde kritik rol 

oynadığı bulunmuştur (Li vd. 2015, Lakra vd. 2018, Luo vd. 2018). Yüksek tuz stresi 

altındaki soya fasulyesi fidelerinin yaprakları ve köklerindeki karşılaştırmalı proteomik 

çalışma ile tuza duyarlı proteinlerin amino asit metabolizması, karbohidrat ve enerji 

metabolizması, protein sentezi ve redoks homeostazı ile ilişkili olduğu ortaya 

konulmuştur (Ji vd. 2018). 
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Biyotik ve abiyotik streslere verilen bitki tepkileri, morfolojik, fizyolojik, gelişimsel ve 

hücresel süreçlerle ilgili karmaşık bir dizi özelliğe dayanır ve bu süreçler çeşitli çapraz 

yollarla bağlantılı strese duyarlı genler (proteinler) tarafından iyi kontrol edilir. Abiyotik 

strese yanıtta yer alan genlerin veya proteinlerin tanımlanması, sinyal aracılarının 

moleküler mekanizmalarını anlamak için temel bir adımdır (Trapet vd. 2015). Omik 

teknolojileri, bitkilerdeki abiyotik stres koşullarının tüm yönlerini göz önüne alarak, 

sinyal aracılı abiyotik toleransı araştırmak için entegre bir yaklaşıma izin vermektedir 

(Kosová vd. 2011). Proteomik analizler, küresel protein ekspresyonunun çalışılmasını 

kolaylaştıran ve bireysel proteinlerin spesifik olarak biyolojik işlemlerde rolü hakkında 

bilgi sağlayan bir araçtır (Zhang vd. 2019).  

 

Tuzluluk fotosentez, protein sentezi ve enerji metabolizması gibi birçok metabolik yolu 

etkiler (Abd El-Mageed vd. 2018). NaCl stresi altında, yonca kök ve sürgünlerinde 

fotosentezde yer alan sekiz proteinin bolluklarında değişim tespit edilmiştir (Xiong vd. 

2017). Bu araştırmada, ışık reaksiyonlarında rol oynayan üç tilakoid membran proteini 

(sitokrom b6f kompleksi, demir kükürt (Cyt b6/f) ve klorofil a/b bağlayıcı protein) ve 

kloroplast oksijen geliştirici protein 1 (OEE1)’in azalan yönde ifade edildiği 

bildirilmiştir. Prunella vulgaris’de, DNA yapısını stabilize eden ve doğrudan 

proteinlerin transkripsiyonunu arttıran H2A 6 ve H2A 10 proteinlerinin tuz stresi altında 

azalan yönde düzenlendiği bildirilmiştir (Liu vd. 2019). Aynı araştırıcılar, tuz stresi 

altında, kalsiyum sinyalleme yolağı ile ilgili protein çeşitlerinin çoğundaki artışın, 

yüksek tuzluluğa tepkide önemli ve pozitif bir rol oynadığını belirtilmişlerdir. 

 

Tuz stresi ile teşvik edilmiş bitkileri proteomundaki değişimleri konu alan çalışmaların 

sayısı giderek artmaktadır (Kosová vd. 2018). Tuz stresi koşullarında, soya fasulyesi 

(Glycine max L.) yaprak, hipokotil ve kökleri (Sobhanian vd. 2010), sürünen bentgrass 

(Agrostis stolonifera L.) yaprakları ve kökleri (Xu vd. 2010) ve pirinç (Oryza sativa L.) 

yaprakları ve kökleri (Liu vd. 2014), kanola kökleri (Kholghi vd. 2018), susam fideleri 

(Zhang vd. 2019) gibi çalışmalarda protein profillerindeki değişimler araştırılmıştır. Tuz 

stresi altında, farklı dokulardaki protein yanıtlarının çeşitlilik gösterdiği ve bazı 

proteinlerin dokuya özgü artış gösterdiği bildirilmiştir (Xiong vd. 2017).  
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2.3 Nitrik Oksit  

 

2.3.1 Nitrik Oksit Kimyasal Özellikleri 

 

Nitrik oksit (NO, azot monoksit), bir mol azot ile bir mol oksijen atomunun 

birleşmesiyle oluşur. Renksiz ve gaz yapıda olan NO, lipofilik özelliği nedeniyle hücre 

zarlarından kolayca difüze olabilir. NO, küçük boyutlu, serbest radikal, kısa ömürlü ve 

oldukça dağınık bir yapıda olmasıyla karakterize edilir (Shao vd. 2018). Ayrıca serbest 

radikal olduğundan başka moleküllerle reaksiyonlara girebilir ve birkaç saniye yarı 

ömrü olan haberci moleküldür (Durner ve Klessig 1999, Neill vd. 2003). NO tek başına 

yüksek konsantrasyonlarda bile hücrelere zarar vermez (Pryor ve Squadrito 1995). 

Ancak hücrelerde kontrolsüz üretim ile artan NO, süperoksit anyonları ile reaksiyona 

girerek peroksinitriti (ONOO
-
) meydana getirmesi sonucunda toksik etki 

gösterebilmektedir.  

 

2.3.2 Nitrik Oksit Biyosentezi 

 

Enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile NO sentezlenir (Wojtaszek 2000). 

Enzimatik yollardan biri, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafından L-argininin NO 

ve L-sitruline dönüşümünün katalizlenmesidir (Şekil 2.1) (Barroso vd. 1999). Tütün, 

soya fasulyesi, mısır, bezelyede biyokimyasal, immunolojik ve moleküler teknikler 

kullanılarak kloroplast ve peroksizomların matriksinde NOS aktivitesi belirlenmiştir 

(Del Rio vd. 2004). Diğer enzimatik yol ise nitrattan enzimatik NO üretimi, nitrat 

redüktaz (NR), nitrit-NO redüktaz (Ni-NOR), ksantin oksidaz (XOR) ve nitrik oksit 

sentaz (NOS) enzimleri ile gerçekleştirilir (Şekil 2.1) (Bollmann vd. 1999). NO 

üretiminin başlıca kaynağı NADP(H)-bağımlı nitrat redüktaz (NR) enzimidir (Wu ve 

Brosnan 1992). Kofaktör olarak molibden (Mo) içeren bu enzim elektron vericisi 

NADP(H)’ı kullanarak NO2
-
’den NO üretimini katalizlemektedir (Rockel vd. 2002). 

Bitkilerde NO üretiminde ksantin oksidoredüktaz (XOR), peroksidaz, sitokrom P450 

ve bazı Fe içeren proteinler rol oynar. XOR’ın bezelye yaprak peroksizomlarında 

bulunduğu ve haberci molekül olarak NO üretiminde rol oynadığı gösterilmiştir 
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(Corpas vd. 2004). Peroksidaz enziminin N-hidroksiarginin ve H2O2’den NO ürettiği 

bildirilmiştir (Veicht 2004). 

 

 

Şekil 2.1 NO’in muhtemel biyosentez yolları (Wojtaszek 2000’den değiştirilerek) 

 

Nitrifikasyon ve denitrifikasyon diğer bir alternatif kaynak olarak en önemli NO üretim 

sürecidir (Şekil 2.2.) (Bollmann vd. 1999). Bununla birlikte, bitkilere dışsal sodyum 

nitropurissid (SNP) ve S-nitroso-N-asetil-penisilamin (SNAP) gibi uygulamalar ile NO 

enzimatik olmayan şekilde de bitkiye kazandırılabilir (Leshem 1996). NO biyolojik 

sistemlerde O2 ile kuvvetli reaksiyona girdiğinde nitrozonyum iyonu (NO
+
), nitroksil 

anyonu (NO
-
), nitrit (NO2

-
), nitrat (NO3

-
), peroksinitrit (ONOO

-
) gibi ''aktif azot oksit 

türleri'' meydana gelir. Lipid, protein ve DNA’da yıkıma neden olan, güçlü oksidan 

özellik gösteren peroksinitrit gibi radikal özellik taşıyan azot oksit türleri aktif ve kısa 

ömürlü iken, nitrit (NO2
-
) ve nitrat (NO3

-
) ise NO oksidasyonunun kararlı son 

ürünleridir (Yamasaki vd. 1999, Garcés vd. 2001). Hücrede NO aktif oksijen türleriyle 

(H2O2, OH
.
, O2

.
, ONOO

.
 vb.) kimyasal reaksiyona girdiğinde ise toksik ya da koruyucu 

etki gösterir. Ayrıca NO ve hücre içi glutatyon, askorbat, karotinoidler gibi 

antioksidanlar ile antioksidan enzimler arasında dolaylı bir koruyucu sinyal iletim yolu 

mevcuttur (Beligni ve Lamattina 1999). NO üretimi ve salınması aşırı miktardaki 

serbest radikallerin ortamdan uzaklaştırılması için etkili detoksifikasyon 
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mekanizmalarından biridir (Gould vd. 2003). NO kolaylıkla difüze olabilmekte ve uzun 

ya da kısa mesafede NO öncü maddeleri olarak taşınmaktadır (Jackson 2002). Örneğin, 

bitki hücrelerinde NO’in öncü maddesi olan nitritin ksilem yolu ile taşındığı 

bilinmektedir (Desikan vd. 2001). 

 

 

Şekil 2.2 Bitki hücrelerinde NO biyosentezi. Bitkilerde nitrik oksitin ortadan kaldırılması ve 

detoksifikasyonu GSNO, S-nitrosoglutatyon, GSH, İndirgenmiş Glutatyon, GR, 

Glutatyon Redüktaz, GSNOR, S-nitrosoglutatyon redüktaz, GSSG, Okside olmuş 

Glutatyon. 

  

Bitkilerde NO sinyal mekanizmasının süreçleri hakkında çok az şey bilinmektedir. 

Literatür bilgilerine göre NO için bugüne kadar spesifik bir reseptörün varlığı 

kanıtlanamamıştır (Neill vd. 2003). Bununla birlikte, hücreler NO’e oldukça duyarlıdır 

ve varlığında çeşitli hücresel aktiviteler gerçekleşir. NO, sinyal iletim yolunda iyon 

kanal proteinleri ve onların gen ifadelerini düzenleyen proteinleri doğrudan aktivite 

ettiği gibi protein kinazlar, iyon kanalları, ikincil haberci üreten enzimler gibi sinyal 

proteinleriyle de dolaylı yoldan etkileşebilir (Neill vd. 2003, Crawford ve Guo 2005, 

Kolla ve Raghavendra 2007). Genellikle NO sinyal mekanizması, ikincil haberci olan 

cGMP’ye bağımlı ve cGMP’den bağımsız olarak iki şekilde oluşmaktadır (Bogdan 

2001). cGMP bağımlı yolda, GTP’den cGMP sentezini sağlayan guanil siklaz (GC) 

enzimini aktive ederek, cGMP miktarını arttırır. Böylece artan cGMP diğer bir ikincil 
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haberci olan cADPR aktivitesini arttırarak sitozolik kalsiyum seviyelerini yükseltir. 

Ayrıca hücre içinde cGMP’nin diğer bir hedefi de protein kinazları aktive etmektir 

(Honda vd. 2001, Trewavas vd. 2002). cGMP’den bağımsız yolda ise demir, bakır, 

çinko gibi metal ya da tiyol içeren proteinler NO’in en önemli hücresel hedefleridir 

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

 

2.3.3 Stres Koşullarında Nitrik Oksidin Büyüme ve Gelişme Üzerine Etkisi 

 

NO, patojen (Durner vd. 1998, Delledonne 2005), ışık (Beligni ve Lamattina 2001b), 

yerçekimi (Pedrosa ve Durzan 2000a), tuzluluk (Aytamka 2005) ve oksidatif stres 

(Beligni ve Lamattina 1999) gibi farklı streslere karşı oluşturulan cevaplarda bitkilerde 

antioksidan ve anti-stres ajan olarak rol oynamaktadır (Neill vd. 2003) (Şekil 2.3).  

 

Stres koşulları altında yetişen bitkilerde NO miktarında ani bir artış olmaktadır (Zhang 

vd. 2006). Büyüme ve gelişmede NO’in haberci bir molekül olduğu ilk kez memeli 

hücrelerinde belirlenmiş olup, stres cevaplarının oluşmasında da fonksiyon görmektedir. 

Daha sonra Anbar (1995), NO’in bitki hücrelerinde de görev aldığı bildirmiştir. Bitkiler 

sadece dışsal NO’e cevap vermezler, aynı zamanda içsel NO oluşumlarına da cevap 

üretirler (Wildt vd. 1997). NO sentezinin bitki türüne, dokusuna yetişme ortamına bağlı 

olarak değiştiği, sitozol, nükleus, peroksizom matriksi ve kloroplastlarda üretildiği 

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

 

Abiyotik stres koşullarında bitkilerde NO artışının, abiyotik streslerin etkilerini 

hafifleten etkili uyum mekanizmalarını tetiklediği bildirilmiştir (Liao vd. 2012). NO 

teşvikli abiyotik toleransının gelişmiş bir antioksidan sistem ile ilişkili olduğu ve 

abiyotik stres koşullarında üretilen reaktif oksijen türlerini (ROS) temizlemek için bir 

antioksidan olarak işlev görebileceğini düşündürmektedir (Siddiqui vd. 2011, Domingos 

vd. 2015, Zhou vd. 2017).  

 

Yüksek bitkilerde NO teşvikli abiyotik toleransın moleküler mekanizmaları hakkında 

çok az bilgi olduğu bildirilmiştir (Shao vd. 2018). NO ile ilgili araştırmalar artsa da NO 

ile ilgili olarak NO üretiminin temel kaynağı ve biyosentez mekanizması, NO'in farklı 
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bitki dokularında algılanma mekanizması ve bozunma mekanizması ile ilgili tartışmalar 

devam etmektedir  (Santisree vd. 2019). 

 

 

Şekil 2.3 Bitki stres cevaplarında NO ve H2O2 sinyal iletiminin olası yolları (Qiao vd. 2014’den 
değiştirilerek). 

 

Tohum çimlenmesinden çiçeklenmeye ve hatta meyve olgunlaşması dahil fizyolojik 

olaylarda NO’in önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir (Carlos ve Lorenzo 2001). Bir 
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sinyal aracısı olarak işlev gören NO çimlenme, yaprak genişlemesi, yanal kök gelişimi, 

çiçeklenme ve stoma kapanması gibi birçok fizyolojik ve gelişimsel süreçte önemli bir 

rol oynadığı bildirilmiştir (Shao vd. 2018). Nitrik oksit katalaz, askorbat peroksidaz ve 

akonitaz enzimlerinin inhibisyonu, hücre ölümü, senesens, iyon kanallarının 

düzenlenmesi, çeper ligninleşmesi, yaşlı hücrelerdeki mitokondri ve kloroplast işlevleri, 

demir birikimi gibi fizyolojik olaylarda görev yapmaktadır (Ferrer ve Ros Barcelo 1999, 

Pedroso vd. 2000b,  Murgia vd. 2002, Garcia-Mata vd. 2003, Hung ve Kao 2003).  

 

Yüksek bitkilerde NO’in endojen bir olgunlaşma faktörü olduğu ve antisenesens özellik 

gösterdiği saptanmıştır (Leshem vd. 1998, Selçukcan 2005). Bezelye yapraklarına NO 

vericisi olan SNP uygulanmasının etilen biyosentezini inhibe ederek senesensi 

geciktirdiği kanıtlanmıştır (Leshem 2001). Ayrıca NO’in sitokinin ile teşvik edilmiş 

programlanmış hücre ölümünde rol aldığı düşünülmektedir (Kakimoto 1996). 

 

2.3.4 Stres Koşullarında Nitrik Oksitin Moleküler Düzeydeki Etkileri 

 

Ekzojen NO donörleri veya inhibitörlerinin bitki stres tepkilerini modüle etmedeki 

yetenekleri genomik, proteomik ve postproteomik seviyelerdeki teknolojilerle 

incelendiği ifade edilmiştir (Santisree vd. 2019). NO birikiminin, stres koşulları altında 

ve iyileşme süreci sırasında savunma proteinlerinin gen ekspresyonunu indüklediği 

gösterilmiştir (Romero-Puertas vd. 2013, Fancy vd. 2017). Gossypium hirsutum 

yapraklarına sodyum nitroprussid (SNP) muamele edilerek yapılan öncü bir proteomik 

çalışma, çeşitli yollara ait 166 farklı şekilde eksprese edilen protein ve ardından SNP'ye 

cevap olarak diferansiyel olarak fosforile edilecek 167 fosfoprotein tanımlanmıştır (Fan 

vd. 2014). Cicer aritinum yaprak protein profillerinde 172 azalan ve 76 artan protein 

beneği belirlenmiştir (Santisree vd. 2019). NO teşvikli stres toleransının proteomik 

temeli anlaşılmaya çalışılmıştır (Bai vd. 2011, Sehrawat vd. 2013, Yang vd. 2013, Fan 

vd. 2014). Bunların sonucunda bitki stresine cevap olarak NO'in sinyal yolağının 

aydınlatılmasında genomik ve proteomik çalışmaların yapılmasına gereksinim vardır. 
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2.4 Tuz Stresi Toleransında Rolü Olan Diğer Bileşikler   

 

2.4.1 Absisik Asit  

  

Absisik asit (ABA) hormonu, bitkilerde tohum dormansisi, çimlenme, vejetatif gelişme, 

stomaların kapanması, çiçeklenme, meyve olgunlaşması ve senesens gibi çeşitli 

fizyolojik olaylarda rol oynamaktadır (Kuhn ve Schroeder 2003, Umezawa vd. 2011, 

Finkelstein 2013). ABA’nın tuz stresi gibi abiyotik streslere karşı koruyuculuk özelliği 

olduğu bildirilmiştir (Etehadnia vd. 2008, Ozfidan vd. 2013). ABA’ya duyarsız ve 

biyosentetik mutantlarla, stresin ABA ile algılanması ve hücresel cevap oluşumu 

arasındaki ilişki araştırılmıştır (Bartels ve Sunkar 2005). Tuz stresi sırasında ABA 

miktarı artar (Szepesi vd. 2009). Bazı koruyucu genlerin sentezlenmesine aracılık eden 

ABA, bir hücresel sinyal molekülüdür (Hasanuzzaman vd. 2013). Tuz stresi 

koşullarındaki IAA içeriğinin ABA ile benzer olduğu bildirilmiştir (Ribaut ve Pilent 

1994).  

 

2.4.2 Askorbik asit 

 

Askorbik asit, diğer antioksidantlarla birlikte, H2O2 ve diğer reaktif oksijen türlerini 

detoksifiye ederek oksidatif hasarın minimum seviyeye indirilmesine ve membranların 

stabilize edilmesine yardımcı olur. Askorbik asidin tuz stresi altındaki bitkilere 

uygulanması, çimlenme döneminde askorbat ve glutatyon içeriğinde bir artışa yol 

açmaktadır (Asada 1999).  

 

2.4.3 Brassinosteroid 

 

Brassinosteroid hormonunun tohum çimlenmesini arttırdığı (Ashraf vd. 2009, Yang vd. 

2011), hücre duvarının esnekliğini arttırarak hücre uzamasına neden olduğu (Sun vd. 

2010) ve kök uzamasını uyardığı (Kartal vd. 2009, Yang vd. 2011) rapor edilmiştir. 

Grove vd. (1979), Brassica napus polenlerinden elde edilen ve tanımlanmamış aktif 

bileşikler brassinolid olarak tanımlanmış ve gelişimi teşvik edici aktiviteye sahip olduğu 

bildirilmiştir. BR aynı zamanda, hücre genişlemesi, farklılaşma, polen uzaması gibi 
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farklı süreçlerde de rol oynar (Clouse 2002). Strese karşı toleransta BR tek başına ya da 

diğer bitki büyüme düzenleyicileri ile birlikte kullanılmaktadır (Divi ve Krishna 2009, 

Peleg ve Blumwald 2011, Hayat vd. 2012). BR’nin, bitkilerde çeşitli biyotik ve abiyotik 

streslere yanıtları düzenlediği bilinmektedir (Cui vd. 2011, Xia vd. 2011, Wang 2012). 

BR’nin bitkilerde özellikle tuz düşük ve yüksek sıcaklık gibi abiyotik streslere karşı 

dayanıklılığı arttırdığı gösterilmiştir (Cao ve Zhao 2008, Qu vd. 2011, Hayat vd. 2012, 

El-Mashad ve Mohamed 2012, Wu vd. 2014). Strese karşı toleransta BR 

konsantasyonunun önemli olduğunu, BR sinyalleşmesi için optimum seviyedeki BR’nin 

gerekli olduğu bildirilmiştir (Chinchilla vd. 2009, Kim vd. 2010, Belkhadir vd. 2012, 

Wang 2012).  

 

2.4.4 Glisinbetain  

 

Ozmotik koruyucu glisinbetain (GB), stres koşulları altında hayvanlarda, bitkilerde ve 

bakterilerde üretilen bir maddedir (Prasad ve Saradhi 2004). Stres altında bazı bitkiler 

dokularında aşırı miktarlarda GB biriktirirler. Tuz stresine bağlı olarak artan içsel GB 

konsantrasyonlarının ozmotik ayarlayıcı olarak görev yaptığı ve bu bitkilerde tuza karşı 

gösterilen toleransta önemli olduğu belirtilmiştir (Khan vd. 1998). Tuz stresine maruz 

bırakılan domates bitkilerine dışsal GB uygulandığında, tuz stresi koşullarında artan 

Na
+
 ve Cl

-
 iyonlarının birikiminin azaldığı bildirilmiştir (Heuer 2003). Tuz stresinin 

SOD, katalaz ve peroksidaz enzimlerinin etkilerini önemli düzeyde azalttığı; fakat tuz 

stresi altında GB uygulamalarının katalaz ve peroksidaz aktivitesini azaltırken, SOD 

aktivitesini değiştirmediği saptanmıştır (Hoque vd. 2006). Tuz stresi altındaki tuza 

hassas ve toleranslı çeltik çeşidine topraktan uygulanan 15 mM GB uygulamasının nispi 

su içeriği ve bazı antioksidan enzimlerin (superoksit dismutaz, askorbat peroksidaz, 

katalaz, glutathione redüktaz) aktivitelerinde artışa neden olurken, peroksidaz 

aktivitesinde azalmaya neden olduğu belirtilmiştir (Demiral ve Türkan 2004). Tuz 

stresine (120 mM NaCl) maruz kalan domates fidelerinin köklerine uygulanan GB (5 

mM) uygulamasında kontrole göre 6 farklı stres proteininin sentezlendiği ve bu 

proteinlerin giberellin uygulaması sonrasında tuza karşı kazanılmış toleransa sebep 

oldukları bildirilmiştir (Chen vd. 2009). Raza vd. (2007), tuz stresine maruz bırakılan 

buğday fidelerine yapılan GB uygulaması (100 mM) sonucu Na
+
 birikiminin kontrole 
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göre azaldığı, aksine K
+
 ve Ca

+2
 birikimlerinin arttığı ve bunun da daha yüksek K

+
/Na

+
 

ve Ca
+2

/Na
+
 oranlarına neden olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca, bitkilerde GB 

uygulamasının antioksidan enzim aktivitesini teşvik ettiği ve bu enzimlerin tuz stresine 

karşı toleransı sağladığı bildirilmiştir (Raza vd. 2007).  

 

2.4.5 Kalsiyum 

 

Kalsiyum, hücre membranlarında protein ve lipitlerle bağlar oluşturarak membranları 

kararlı hale getirmekte, hücre pH’sını etkilemekte ve hücreyi korumaktadır (Hirschi 

2004). Tuzun bitki gelişimi üzerindeki olumsuz etkilerini azaltmak için temel 

yaklaşımlardan biri mineral besin ilavesidir. Bu bağlamda özellikle Ca ilavesinin 

glikofitlerde önemli rol oynadığı bildirilmiştir (Yan vd. 1992). Substrat ortamında 

yeterli Ca’un bulunması durumunda Na alımının zararı yönünde K alımını iyileştirerek 

K/Na seçiciliğinin K lehinde etkilendiği ifade edilmiştir (Grattan ve Grieve 1999). 

Kalsiyum, Na’a maruz kalmış bitkilerde dengeyi sağlayarak K taşınımının ve K/Na 

oranının düşmesini engeller (Rengel 1992). Cramer vd. (1986), tuzlu şartlarda 

kalsiyumun bitki metabolizmasını düzenlediği ve hücre zarında sodyumun Ca iyonuyla 

rekabet ettiğini bildirmişlerdir. Bu nedenlerle, ortamda yüksek Ca düzeylerinin hücre 

membranını tuzluluğun olumsuz etkilerinden koruduğunu da ifade etmişlerdir. Tuz 

stresine maruz bırakılan keten bitkisinde süperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi 

antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttığı, fakat tuz stresine maruz kalmış bitkilere 

CaCl2 ve giberellik asitin tek tek ya da kombine bir şekilde uygulanması durumunda 

tuzluluğun zararlı etkisinin azaldığı bildirilmiştir (Nasir Khan vd. 2010). 

 

2.4.6 Prolin 

 

Prolin birikimi ile stres toleransı arasında pozitif ilişki olduğu ifade edilmektedir (Wyn 

1981, Ashraf 1994). Prolin, strese maruz kalmış olan bitkilerde ozmotik dengenin 

sağlanmasında ve hücre içi yapıların korunmasında etkili rol oynamaktadır (Lutts vd. 

1996, Kumar vd. 2003). Prolin, hücre içi ozmotik düzenleyici (Delauney ve Verma 

1993), stres koşullarında miktarlarındaki artışla sitozolik pH düzenleyici (Venekamp 

1989), enzim koruyucusu ve makromoleküller ile organellerin yapısını stabilize edici 
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(Gadallah 1999) aktivite gösterdiği ileri sürülmektedir. Prolin, kullanılabilir N 

birikimini düzenlediği (Wyn 1981, Ashraf 1994) membran kararlılığına katkı sağladığı 

(Rudolph vd. 1986, Gadallah 1999) ve hücre membranında parçalanmaya sebep olan 

NaCl’nin etkisini hafiflettiği (Mansour 1998) bildirilmiştir. Tuza ve kuraklığa toleransın 

arttırılmasında prolin biyosentezinde görevli enzim olan P5CS (Prolin-5-karboksilat 

sentaz) gibi bazı stresle ilişkili proteinleri kodlayan genlerin transgenik bitkilerdeki 

ifadelerinin arttırılması önemli bulunmuştur (Kishor vd. 1995, Çelik ve Atak 2012).  

 

2.4.7 Silisyum 

 

Silisyum bitki beslenmesi üzerindeki rolü iyi anlaşılmamış birçok metabolik, fizyolojik 

aktivitelerde önemli roller oynayan bir elementtir (Epstein 1994). Silisyumun bitki 

gelişimi üzerine yararlı etkisi hücre çeperinin sağlamlaştırılmasıyla ilişkili olduğu 

bildirilmiştir (Inanaga ve Okasaka 1995, Epstein 1999). Tuz stresi, metal toksisitesi, 

kuraklık stresi, radyasyon zararını azaltan silisiyum, çeşitli hastalıklar, besin 

dengesizliği, yüksek sıcaklık ve don zararını önleyerek faydalı etkiler göstermektedir 

(Hanafy vd. 2008). Silisyum, tuz stresi koşullarında etileni uyararak süperoksit dismutaz 

aktivitesini artırdığı ve böylece hücrede lipidlerin peroksidasyonuna neden olan reaktif 

oksijen türlerini baskıladığı bildirilmiştir (Alexieva vd. 2003, Edreva 2005). Bitkilerin 

silisyum içerikleri ile katalaz ve askorbat peroksidaz enzim aktivitesi arasında pozitif 

korelasyonun bulunduğu ve silisyumun antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttırarak 

hıyar bitkisinde hastalığa ve oksidatif strese dayanıklılığı belirtilmiştir (Mohaghegh vd. 

2011). Amirossadat vd. (2012), torf-perlit ortamında tuz uygulamaları koşullarında 

yetiştirilen hıyar bitkisine sodyum silikat (0-25-50-75 ve 100 mg/L) uyguladıklarında, 

bitki dayanıklılığının ve klorofil içeriğinin arttığı, fakat bitki boyunun azaldığını tespit 

etmişlerdir. Tuz stresine maruz kalmış gül bitkisinde silisyum uygulamasının 

malondialdehit içeriğini azalttığı, çiçek sayısını arttırdığı, yaprak yüzey alanı üzerindeki 

olumsuz etkileri azalttığı bildirilmiştir (Reezi vd. 2009). Silisyum Na alınımını azaltarak 

veya antioksidan enzim aktivitesini arttırarak bitkide tuz stresini önlediği belirtilmiştir 

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

 

3.1 Bitki Materyali 

 

Bitki materyeli olarak Buğdaygiller(Poaceae ya da Gramineae) familyasının Hordeum 

vulgare türünün Tarm-92 çeşidi kullanılmıştır. Tarm- 92 yatmaya dayanıklı, kurak ve 

mikro element (çinko ve bor) toksisitesine toleranslı, kardeşlenme kapasitesi yüksek, 

ekim nöbetinde en istikrarlı, orta-erkenci, başak kırıcılığı yok ve kolay harmanlanabilir 

bir çeşittir. İki sıralı, kılçıklı, uzun başaklı, kavuzlu-beyaz taneli, ince uzun yapraklı, 

bitki boyu 90-100 cm arasında olan morfolojik özelliklere sahiptir.  Bin tane ağırlığı 40-

45 g; protein oranı %10-12; elek üstü (2.5 mm <) %85 ve biyolojik değeri orta 

(%74.9)’dır (İnt. Kyn. 3). 

 

3.2 Bitki Yetiştirme Koşulları ve Stres Uygulaması 

 

Arpa (Hordeum vulgare L. cv. Tarm-92) çeşidine ait tohumlar Ankara Tarla Bitkileri 

Merkez Araştırma Enstitüsü’nden temin edilmiştir. Tohumların yüzey sterilizasyonu 5 

dakika süreyle %1 sodyum hipoklorür çözeltisi ile yapıldıktan sonra tohumlar 5 kez 

steril distile su ile yıkanmıştır. Steril edilen tohumlar içerisinde distile su ile ıslatılmış 

iki kat filtre kağıdı bulunan 20×11.5×5 cm boyutlarında şeffaf plastikten yapılmış 

çimlendirme kaplarında kontrollü iklim kabininde (23C, karanlık, %60 nem) 48 saat 

çimlendirilmiştir. Yaklaşık aynı kök uzunluğuna sahip çimlenmiş tohumlar seçilmiş 

drenajlı polistren tüplere (yaklaşık 50 cm3) ekilmiştir. Bu tüpler, 0.5 L besin çözeltisi 

[(mM), 2.4 Ca(NO3)2, 1.0 KH2PO4, 3.0 KNO3, 1.0 MgSO4 ve 0.5 NaCl, (M), 23.1 

H3BO3, 4.6 MnCl2, 0.38 ZnSO4, 0.16 CuSO4, 0.052 H2MoO4 ve 44.8 FeEDTA; pH, 

6.0)] içeren 1 L’lik plastik saksıların kapaklarındaki deliklere yerleştirilmiştir. Fideler 3 

gün daha kontrollü iklim kabininde hidroponik kültür ortamında bitki yetiştirme 

kabininde (23C, 14:10 foroperiyot, 250 µmol m
-2

 s
-1

 ışık şiddeti ve %60 nem) 

büyütülmüştür. Hidroponik olarak büyütülen fideler 48 saat 200 µM sodyum 

nitroprussid (SNP) ön uygulamasına maruz bırakılmıştır. SNP uygulaması kök ortamına 

SNP’nin ilavesiyle sağlanmıştır. SNP uygulamasından sonra fideler 100 mM NaCl 

uygulamasına maruz bırakılmıştır. Sonuç olarak 4 farklı uygulama grubu 
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oluşturulmuştur, (1) Kontrol (0 µM SNP ve 0 mM NaCl), SNP (200µM SNP ve 0 mM 

NaCl), NaCl (0 µM SNP ve 100 mM NaCl) ve SNP+NaCl (200 µM SNP ve 100 mM 

NaCl). Tuz uygulamasının 7. Gününde, fidelerin büyüme parametreleri (sürgün ve kök 

taze ve kuru ağırlıkları) belirlenmiştir. Uygulamalar sonucunda elde edilen fidelerin 

yaprak dokuları sıvı azot ile dondurulmuş ve analizlere kadar 80C’de saklanmıştır. 

 

3.3 Protein Ekstrasyonu 

 

Tuz stresine maruz bırakılan arpa çeşidine ait fidelerin taze yaprak dokularından 

proteinlerin ekstraksiyonu fenol ekstraksiyon metoduna göre gerçekleştirilmiştir 

(Hurkman ve Tanaka 1986, Ahsan vd. 2008). Yaprak örnekleri (2 g) sıvı azot 

kullanılarak havan içerisinde iyice öğütülmüş ve 5 mL Mg/NP-40 ekstraksiyon 

tamponunda [0.5 M Tris-HCl (pH 8.3), %2 v/v NP-40, 20 mM MgCl2, %2 v/v -

merkaptoetanol, 1 mM fenilmetansülfonil fluorid ve 0.7 M sukroz] homojenize 

edilmiştir (Kim vd. 2001). Her bir uygulama grubu için üç tekrarlı olacak şekilde elde 

edilen homojenantlar falkon tüplerine transfer edilmiş ve 10 dakika buz üzerinde inkübe 

edilmiştir. Daha sonra homojenata eşit hacimde Tris-HCl ile doyurulmuş fenol 

solüsyonu eklenmiş ve 10 dakika boyunca laboratuvar koşullarında inkübe edildikten 

sonra 3.500 g’de 15 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifügasyondan sonra üst kısımda 

kalan fenol faz temiz bir tüpe alınmış ve eş hacimde ekstraksiyon tamponu ilave 

edildikten sonra 10 dakika laboratuvar koşullarında inkübe edilmiştir. Daha sonra tüpler 

3.500 g’de 15 dakika santrifüj edilmiş ve üst kısımda kalan fenol faz temiz bir falkon 

tüpüne transfer edilmiştir. Proteinlerin çöktürülmesi için tüplere 0.1 M amonyum asetat 

içeren 4 hacim soğuk metanol ilave edilmiş ve -20C’de gece boyunca inkübe 

edilmiştir. Bu periyot sonunda çöktürülmüş proteinler 10 dakika 3.500 g’de santrifüj 

edilmiş ve elde edilen protein peleti 3 kez 0.1 M amonyum asetat içeren soğuk metanol 

ile yıkanmıştır. Her yıkama basamağında tüpler 10 dakika 3.500 g’de santrifüj 

edilmiştir. Son yıkama basamağından sonra tüpler santrifüj edilmiş ve süpernatant 

uzaklaştırıldıktan sonra tüpte kalan peletler desikatörde kurutularak kullanılıncaya kadar 

-20°C’de saklanmıştır. Peletler lizis tamponunda (7 M urea, 2 M thiourea, %4 (w/v) 

CHAPS, 40 mM DTT ve %0.2 Ampholyte pH 3-10) çözünmüş ve peletlerdeki protein 



21 
 

miktarları Bradford (1976)’a göre belirlenmiştir. Protein standardı olarak Bovine Serum 

Albumin (BSA) kullanılmıştır. 

 

3.4 İki-Yönlü (2-D) Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 

Çözünebilir protein profillerindeki polimorfizmler iki-yönlü (2-D) poliakrilamid jel 

elektroforezi (İzoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel 

Elektroforezi, IEF/SDS-PAGE) tekniği kullanılarak belirlenmiştir. Elektroforezin ilk 

yönü olan IEF’de, Protean IEF Cell (Bio-Rad) sisteminde IPG (immobilized pH 

gradient) stripleri (pH 4-7, 17 cm) kullanılarak proteinlerin izoelektrik noktalarına göre 

ayrıştırılmıştır. Protein peletleri rehidrasyon tamponunda çözünmüş ve 1 saat 

laboratuvar koşullarında inkübe edildikten sonra 10 dakika 10.000 g’de santrifüj 

edilmiştir. Görüntü analizlerinde kullanılacak analitik jeller için 80 g protein, kütle 

spektrometrisi analizleri için kullanılacak jeller ise 500 μg protein olacak şekilde IPG 

striplere yüklenmiştir. Rehidrasyon işlemi laboratuvar koşullarında 16 saat olacak 

şekilde pasif olarak gerçekleştirilmiştir. Rehidrasyon işleminin ardından IPG stripler 

Protean IEF Cell sistemine transfer edilmiş ve toplamda 80.000 Vh olacak şekilde IEF 

işlemi gerçekleştirilmiştir. 

 

IEF’den sonra stripler 15 dakika dengeleme solüsyonu I [6 M urea, 0.375 M Tris HCl, 

pH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2 (w/v) DTT] ve 15 dakika dengeleme 

solüsyonu II [6 M urea, 0.375 M Tris-HCl pH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve 

%2.5 (w/v) iodoacetamide] ile muamele edilmiştir. Dengeleme basamağından sonra 

ikinci yön olan SDS-PAGE %12’lik akrilamid jelde (%30 akrilamid/bisakrilamid, 1.5 

M Tris-HCl tamponu, pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum persülfat ve TEMED) 

Laemmli (1970)’ye göre gerçekleştirilmiştir. 2-D elektroforez PROTEAN II XL Cell 

(Bio-Rad)’de gerçekleştirilmiştir. Protein standardı olarak 14.4-97.4 kDa aralığında 

SDS-PAGE standardı (Bio-Rad) kullanılmıştır. 2-D elektroforez işleminde sonra jeller 

gümüş boyama işlemine kadar fiksatif (%30 etanol ve %10 glasiyal asetik asit) 

içerisinde saklanmıştır. 
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3.5 Jellerin Boyanması ve Görüntü Analizleri 

 

Analitik jellerdeki protein benekleri gümüş boyama kullanılarak görünür hale 

getirilmiştir (Sinha vd. 2001). Fiksasyon basamağını takiben jeller hassaslaştırma 

çözeltisi (3 g/L potasyum tetratiyonat, 0.5 M potasyum asetat, %30 etanol) ile muamele 

edilmiştir. Jeller yıkandıktan sonra gümüş nitrat çözeltisinde (2 g/L AgNO3) inkübe 

edilmiştir. Jeller yıkandıktan sonra geliştirme çözeltisinde (30 g/L potasyum karbonat, 

300 μL/L %40 formaldehit, 125 μL/L %10 sodyum tiyosülfat) beneklergörünür hale 

gelinceye kadar inkübe edilmiştir. Son olarak, jeller durdurma çözeltisi (40 g/L Tris, 20 

mL/L asetik asit) ile muamele edilmiştir. Bununla birlikte, kütle spektrometrisi 

analizlerinde kullanılacak protein benekleri blue-silver boyama protokolü kullanılarak 

görünür hale getirilmiştir (Candiano vd. 2004). Blue-silver boyama protokolü için jeller 

fiksatif (%50 etanol ve %2 fosforik asit) içerisinde gece boyunca inkübe edilmiştir. 

Daha sonra jeller iki kez distile su ile yıkandıktan sonra boya 

solüsyonunda (%0.12 coomassie brillant blue G-250, %10 amonyum sülfat, %10 

fosforik asit ve %20 metanol) bir gece inkübe edilmiştir. Boyamayı takiben jeller birkaç 

kez distile su ile yıkanarak arka zemindeki fazla boyanın uzaklaştırılması sağlanmıştır. 

Gümüş ve CBB boyalı jeller ChemiDoc™ MP jel görüntüleme sistemi (Bio-Rad) ile 

görüntülenmiştir. Farklı şekilde ifade olan protein benekleri (yeni sentezlenen, sentezi 

kaybolan, sentezi artan ve/veya azalan) PDQuest yazılımı (versiyon 8.0.1, Bio-Rad) ile 

saptanmış ve nispi hacimleri temelinde miktarları belirlenmiştir. Belirli bir protein 

beneğinin yoğunluğu, jel görüntüsündeki beneği oluşturan tüm piksellerin toplam 

yoğunluğu olarak tanımlanan protein hacmi olarak ifade edilmiştir. Bununla birlikte, 

protein miktar tayini, örnek yükleme veya jel boyama basamaklarında meydana 

gelebilecek olası hataları telafi etmek için her bir protein beneğinin hacmi, jelde 

bulunan tüm protein beneklerinin toplam hacminin yüzdesi olacak şekilde normalize 

edilmiştir. 

 

3.6 Jelde Triptik Kesim 

 

Seçilmiş protein benekleri CBB boyalı jellerden steril bisturi kullanılarak elle kesilmiş 

ve 0.6 mL’lik steril tüplere alınmıştır. Protein beneklerinin triptik kesimi için In-Gel 

Tryptic Digestion Kiti (Thermo Scientific) kullanılmıştır. Fazla boyanın uzaklaştırılması 



23 
 

için kesilen jel parçaları 2 g/L amonyum bikarbonat %50 asetonitril çözeltisi ile 

37C’de 30 dakika muamele edilmiştir. Boya uzaklaştırma çözeltisi tüplerden 

uzaklaştırıldıktan sonra indirgeme ve alkilasyon basamaklarına geçilmiştir. İndirgeme 

basamağı için jel parçacıkları 50 mM Tris(2-karboksietil)fosfin çözeltisi içeren 2 g/L 

amonyum bikarbonat çözeltisi ile 60C’de 10 dakika muamele edilmiştir. Bu periyod 

sonunda indirgeme çözeltisi uzaklaştırılmış ve alkilasyon için jel parçacıkları 100 mM 

iodoasetamid ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Alkilasyon tamponu 

uzaklaştırıldıktan sonra jel parçaları 2 g/L amonyum bikarbonat %50 asetonitril 

çözeltisi ile 37C’de 15 dakika muamele edilmiştir. Jel parçalarını dehidrate etmek için 

örnekler konsantre asetonitril ile oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiştir. 

Asetonitril çözeltisi uzaklaştırıldıktan sonra örnekler oda sıcaklığında kurutulmuştur. 

Daha sonra kurutulmuş jel parçacıkları üzerine aktive edilmiş tripsin (10 ng/μL) 

eklenmiş ve 30C’de gece boyunca inkübe edilmiştir. Bu süre sonunda tüpler 

sonikatörlü su banyosunda 15 dk inkübe edildikten sonra içerisindeki solüsyon yeni bir 

tüp alınmıştır. Geriye kalan jel parçaları üzerine %10 trifloroasetik asit (TFA) eklenmiş 

ve sonikatörlü su banyosunda 15 dk daha inkübe edilmiştir. Tüplerin içerisindeki 

solüsyonlar bir önceki basamakta elde edilen solüsyonlar ile birleştirilmiş ve vakum 

konsantratör (Eppendorf, Germany) ile kurutulmuştur. Daha sonra kurutulmuş örnekler 

10 μL %0.1’lik TFA ile yeniden süspanse edilmiş ve kütle spektrometrisi analizlerinde 

kullanılıncaya kadar -20C’de saklanmıştır. 

 

3.7 Kütle Spektrometresi Analizleri 

 

Kütle spektrometrisi analizleri için %0.1’lik TFA’da çözünmüş peptidler ZipTip C18 

(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanılarak konsantre hale getirilmiştir. Peptid 

solüsyonları, %50 asetonitril ve %0.1 TFA ile doyurulmuş 10 mg L1 α-cyano-4- 

hydroxycinnamic asit (matriks) ile karıştırılmıştır. Daha sonra yaklaşık 1 μL solüsyon 

MALDI plakasına yerleştirilmiş ve kuruması sağlanmıştır. Kütle spektrometrisi 

analizleri AB Sceix TOF/TOF 5800 kütle spektrometrisi cihazı (Applied Biosystems, 

Framingham, MA, USA) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kütle spektrumu (m/z 800–

3000) pozitif iyon reflektör modunda elde edilmiştir. Her bir protein beneği için MS 

modundan elde edilen 10 pik MS/MS fragmentasyonu için seçilmiştir. MS/MS modu 1 
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kV’lık çarpışma (collision) enerjisi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Çarpışma teşvikli 

fragmentasyon için çarpışma gazı olarak hava kullanılmıştır. Öncü MS spektrumları için 

internal kalibrasyon olarak otolitik tripsin peptidleri kullanılmıştır. MS verileri GPS 

Explorer (Applied Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yazılımları 

kullanılarak veri tabanlarına karşı aranmıştır. Arama kriterleri olarak Çizelge 3.1’deki 

parametreler kullanılmıştır. Veri tabanı taraması SwissProt protein veri tabanına karşı 

yapılmıştır. MS/MS verileri için %95’den daha büyük olarak belirlenen önemli 

derecede yüksek MASCOT skorları, güvenilir şekilde tanımlanış protein olarak kabul 

edilmiştir. 

 

Çizelge 3.1 Protein tanımlamada kullanılan parametreler 

Parametre  Açıklama 

Enzim  Tripsin 

Değişken modifikasyonlar  Metiyonin oksidasyonu 

Sabit modifikasyonlar  Sistein karbamidometilasyonu 

peptid toleransı  50 ppm 

MS/MS toleransı  0.4 Da 

Taksonomi  Viridiplantae (yeşil bitkiler) 

Cihaz  MALDI-TOF/TOF 

 

Protein-protein etkileşim ağlarının ortaya konulması için mevcut çalışmada tanımlanan 

proteinler STRING 11.0 ile analiz edilmiştir (Szklarczyk vd. 2011). Tanımlanan tüm 

proteinler, protein etkileşimlerinin ortaya konulması için Arabidopsis thaliana TAIR10 

protein veritabanına (http://www.arabidopsis.org/) karşı taranmıştır. Biyolojik süreçler 

ve moleküler fonksiyonlar BiNGO 3.0.3 ile tahmin edilmiştir (Maere vd. 2005). Arama 

parametreleri için A. thaliana taksonomisi seçilmiştir. 

 

3.8 İstatistiksel Analizler 

 

Deneyler, tamamen rastgele bir blok tasarımında düzenlenmiştir. Üç tekrarlı olarak 

tasarlanan tüm deneyler iki kez tekrar edilmiş ve değerlerin ortalaması kullanılmıştır. 

Fizyolojik analiz için veriler SPSS.22 (Chicago, IL, ABD) kullanılarak varyans 
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analizine maruz bırakılmıştır. Ortalamalar arasındaki önemli farklılıklar Duncan'ın 

çoklu aralık testi kullanılarak belirlenmiştir (P < 0.05).  
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4. BULGULAR 

 

4.1 Fide Büyümesi Üzerine Dışsal SNP ve NaCl Uygulamalarının Etkisi 

 

Bu araştırmada, arpa fidelerinde dışsal 200 M SNP uygulaması ve 100 mM NaCl 

stresinin fide büyümesi üzerine etkisi Çizelge 4.1’de verilmiştir. NaCl stresi hem sürgün 

hem de kök taze ve kuru ağırlıklarında kontrole göre önemli düzeyde azalmalara neden 

olmuştur (P < 0.05). Bununla birlikte, dışsal SNP uygulaması sürgün taze ağırlığı hariç 

diğer tüm parametreleri kontrol seviyesine veya üzerine getirmiştir. Diğer taraftan, 

dışsal SNP uygulaması kontrole göre büyüme parametrelerinde artışa neden olmuştur  

(Çizelge 4.1). 

 

Çizelge 4.1 Arpanın sürgün ve kök taze (TA) ve kuru ağırlıkları (KA) üzerine farklı SNP ve 

NaCl uygulamalarının etkisi 

Uygulamalar 
Sürgün TA Sürgün KA Kök TA Kök KA 

mg fide
1

 

Kontrol 647 ± 26
b*

 63.7 ± 1.2
a
 223 ± 8.6

b
 14.0 ± 0.4

b
 

SNP 737 ± 25
a
 68.2 ± 2.4

a
 249 ± 13.9

a
 16.3 ± 0.2

a
 

NaCl 409 ± 36
d
 49.4 ± 2.6

b
 160 ± 15.3

c
 12.4 ± 0.8

c
 

SNP + NaCl 542 ± 21
c
 64.0 ± 4.9

a
 233 ± 6.4

ab
 16.4 ± 1.0

a
 

* Her bir sütundaki farklı harfler, Duncan çoklu karşılaştırma testine göre uygulamalar arasındaki önemli 

düzeydeki farklılıkları göstermektedir (P < 0.05). Her bir değer, her tekrarda 10 fidenin örneklendiği altı 

tekrarın ortalamasıdır. Standart hata (±SH). 

 

 

4.2 Proteom Değişimleri Dışsal SNP ve NaCl Uygulamalarının Etkisi 

 

Bu araştırmada, kontrol, SNP, NaCl ve SNP+NaCl uygulamalarından elde edilen arpa 

fidelerinin yaprak dokularından ekstrakte edilen proteinlerin 3 tekrarlı profilleri 2-D 

(IEF/SDS-PAGE) yöntemi ile belirlenmiştir (Şekil 4.1). Elde edilen 2-D jel 

profillerinde, proteinlerin ifadesindeki değişimler PDQuest programı kullanılarak analiz 

edilmiştir. Bu programla, ifade profilinde nispi bolluğu 1.5 kat veya daha fazla olan 24 

protein beneği yaprak dokusunda belirlenmiştir. Bu protein benekleri jellerden kesilip 

triptik kesime maruz bırakılmış ve MALDI-TOF/TOF kütle spektrometrisi ile analiz 
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edilip, Swiss-Prot veri tabanına karşı tarandığında, 15 protein beneği başarılı şekilde 

tanımlanmıştır (Çizelge 4.2).  

 

 

Şekil 4.1 Kontrol, SNP, NaCl ve SNP+NaCl uygulamalarına maruz bırakılan arpa fidelerinin 

yaprak dokularından ekstrakte edilen proteinlerin iki-yönlü (2-D) elektroforetik 

profilleri. Total proteinler (80 μg) 17 cm’lik IPG striplere (pH 4-7) yüklenmiş ve SDS-

PAJE %12’lik jelde gerçekleştirilmiştir. Proteinler gümüş boyama ile görünür hale 

getirilmiştir. Jel profillerinde oklar ile gösterilmiş ve numaralandırılmış (1-15) 

proteinler artan ya da azalan şekilde ifade olan proteinlerdir (Çizelge 4.2).    
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Çizelge 4.2 SNP ve/veya NaCl uygulamalarına maruz bırakılan arpa fidelerinin yaprak dokularında MALDI-TOF/TOF kütle spektrometrisi ile 

tanımlanmış proteinler. 

Benek
a
 Aksesyon

b
 Protein

c
 Skor

d
 MA/pI

e
 Örtüşme

f
 EP

g
 Protein bolluğu

h
 

1 RBS_HORVU RuBisCO küçük altbirim 293 19.4/8.98 %55 22 

 

2 RBS_HORVU RuBisCO küçük altbirim 52 19.4/8.98 %27 8 

 

3 UCRIA_WHEAT  Sitokrom b6-f kompleksi demir-kükürt 

altbirimi 

264 23.7/8.47 %57 15 

 

4 RBL_HORVU RuBisCO büyük altbirim 316 53.0/6.22 %13 14 
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Çizelge 4.4 Devamı 

Benek
a
 Aksesyon

b
 Protein

c
 Skor

d
 MA/pI

e
 Örtüşme

f
 EP

g
 Protein bolluğu

h
 

5 IF5A3_ARATH Ökaryotik translasyon başlatma faktörü 

5A-3  

60 17.2/5.56 %32 7 

 

6 CH10C_ARATH 20 kDa şaperonin 47 26.8/8.86 %11 4 

 

7 PSB2_ORYSJ Proteazom altbirim beta tip-2 63 23.5/5.42 %16 5 

 

8 BAS1_HORVU 2-Cys peroksiredoksin BAS1 83 23.3/5.48 %23 13 
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Çizelge 4.4 Devamı 

Benek
a
 Aksesyon

b
 Protein

c
 Skor

d
 MA/pI

e
 Örtüşme

f
 EP

g
 Protein bolluğu

h
 

9 THI41_MAIZE Tiyazol biyosentetik enzim 1-1 260 37.1/5.22 %24 17 

 

10 FENR1_PEA Ferredoksin-NADP redüktaz 203 40.2/8.56 %31 19 

 

11 ALFC_ORYSJ   Fruktoz-bifosfat aldolaz 146 41.9/6.38 %16 11 

 

12 RCAA_HORVU RuBisCO aktivaz A 246 51.0/8.04 %29 26 
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Çizelge 4.4 Devamı 

Benek
a
 Aksesyon

b
 Protein

c
 Skor

d
 MA/pI

e
 Örtüşme

f
 EP

g
 Protein bolluğu

h
 

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

 

14 EFTU_PEA Uzama faktörü Tu 209 53.0/6.62 %12 8 

 

15 DCE_SOLLC Glutamat dekarboksilaz 92 56.7/5.97 %9 8 

 
a
 2-D jellerde gösterilen benek numarasını ifade eder (Şekil 4.1). 

b 
SwissProt veri tabanlarına karşı yapılan MASCOT taramasının en iyi sonucuna göre belirlenen aksesyon numarasını ifade eder.  

c
 SwissProt veri tabanlarına karşı yapılan MASCOT taramasının en iyi sonucuna göre belirlenen proteini ve tanımlandığı bitki türünü ifade eder.  

d
 MS analizleri ve MASCOT taraması temelinde yapılan protein tanımlaması için olasılık skorunu ifade eder.  

e
 Tanımlanan protein için moleküler ağırlığı (MA, kDa) ve izoelektrik noktasını (pI) ifade eder. 

f
 Tanımlanan protein için örtüşen protein dizisinin yüzdesini ifade eder. 

g
 Eşleşen peptid sayısını ifade eder. 

h 
Uygulamalara bağlı olarak protein bolluğundaki değişimleri ifade eder. 
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Yaprak dokusunda tanımlanan 15 protein fizyolojik fonksiyonlarına göre fotosentez, 

protein metabolizması, stres savunma, enerji metabolizması ve primer metabolizma gibi 

kategorilere sınıflandırılmıştır (Çizelge 4.3). Mevcut araştırmada, fotosentez ile ilişkili 6 

proteinin (benek 1, 2, 3, 4, 10 ve 12) kontrol uygulamasına göre SNP ve/veya NaCl 

uygulamalarında farklı şekilde ifade olduğu bulunmuştur (Şekil 4.1, Çizelge 4.2). Bu 

proteinlerden ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) küçük altbirimi (benek 

1) proteinin ifade seviyesi NaCl uygulamasına artarken SNP+NaCl uygulamasında 

kontrol seviyesine düşmüştür. Diğer bir RuBisCO küçük altbirimi (benek 2) ve 

sitokrom b6-f kompleksi demir-kükürt altbirimi (benek 3) proteinlerinin ifade seviyeleri 

SNP+NaCl uygulamasında azalan yönden düzenlenmiştir. Diğer taraftan, RuBisCO 

büyük altbirim (benek 4) ve RuBisCO aktivaz A (benek 12) proteinlerinin ifade 

seviyeleri NaCl uygulamasında azalırken, dışsal SNP uygulaması bu inhibisyonu 

azaltmıştır. Ayrıca ferredoksin-NADP redüktaz (benek 10) proteinin ifade seviyesi SNP 

ve SNP+NaCl uygulamalarında artan yönde düzenlenmiştir (Çizelge 4.2).  

 

Protein sentezi ve metabolizması ile ilgili 4 proteinin (benek 5, 6, 7 ve 14) kontrol 

uygulamasına göre SNP ve/veya NaCl uygulamalarında farklı şekilde ifade olduğu 

bulunmuştur (Şekil 4.1, Çizelge 4.2). Ökaryotik translasyon başlatma faktörü 5A-3 

(benek 5) proteinin ifade seviyesi SNP ve NaCl uygulamalarında artan yönde 

düzenlenirken SNP+NaCl uygulamasında kontrol seviyesine düşmüştür. Proteazom 

altbirim beta tip-2 (benek 7) proteinin ifade seviyesi SNP+NaCl uygulamasında artan 

yönde düzenlenmiştir. Ayrıca 20 kDa şaperonin (benek 6) ve uzama faktörü Tu (benek 

14) proteinlerinin ifade seviyesi kademeli olarak artış göstermiştir (Çizelge 4.2). 

 

Stres savunma ile ilişkili 2-Cys peroksiredoksin BAS1 (benek 8) proteinin ifade 

seviyesi SNP+NaCl uygulamasında artan yönde düzenlenmiştir. Bununla birlikte, diğer 

bir stres savunma ile ilişkili protein olan tiyazol biyosentetik enzim 1-1 (benek 9) 

proteinin ifade seviyesi SNP ve SNP+NaCl uygulamalarında artmıştır (Çizelge 4.2). 

Glikolizde fonksiyon gören bir protein olan fruktoz-bifosfat aldolaz (benek 11) 

proteininin ifadesi NaCl uygulamasında artarken, dışsal SNP uygulaması bu artışı 

ortadan kaldırmıştır. Metabolizma ilişkili S-adenozilmetiyonin sentetaz 3 (benek 13) 

proteinin ifade seviyesi SNP ve SNP+NaCl uygulamalarında artan yönde 
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düzenlenmiştir. Son olarak, gama-aminobütirik asit (GABA) sentezinde rol oynayan 

glutamat dekarboksilaz (benek 15) proteinin ifade seviyesi kontrole göre tüm 

uygulamalarda artış gösterirken bu artış en fazla NaCl uygulamasında belirlenmiştir 

(Çizelge 4.2). 

 

STRING analizine dayanarak, SNP ve NaCl uygulamalarına bağlı olarak farklı şekilde 

ifade olan proteinlerin etkileşimleri Şekil 4.2’de gösterilmiştir. RuBisCO aktivaz, 

ferredoksin-NADP redüktaz, früktoz bifosfat aldolaz ve 2-Cys peroksiredoksin BAS 

proteinlerinin önemli etkileşim noktalarındadır ve bu da fotosentez, enerji 

metabolizması ve stres savunmanın NaCl stresine ve dışsal SNP’ye yanıt için çok 

önemli olduğunu göstermektedir (Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.2 Onaylanmış ve tahmin edilen etkileşimlere dayanarak STRING sistemi 

(http://string.embl.de) kullanılarak hazırlanan protein etkileşim haritası. Farklı 

renkteki çizgiler, protein etkileşim türünü göstermektedir. 
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Tuz stresi ve SNP uygulamalarına ilişkin biyolojik yolların ve moleküler fonksiyonların 

istatistiksel olarak az ve fazla temsil edilen kategorilerini elde etmek için, farklı şekilde 

ifade olan proteinler BiNGO kullanılarak analiz edilmiştir (Şekil 4.3). Tuz stresi ve 

dışsal SNP, ağırlıklı şekilde strese yanıt veren proteinleri ve daha az seviyede fotosentez 

ile ilişkili proteinleri teşvik etmiştir. 

 

 

Şekil 4.3 BiNGO tarafından üretilmiş moleküler fonksiyon ağları. Halkaların boyutu, bu 

gruptaki moleküllerin sayısıyla orantılıdır ve halkanın rengi zenginleştirmenin 

önemini ifade etmektedir. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Nitrik oksit, çeşitli biyotik ve abiyotik stresler altında bitkilerin büyüme 

parametrelerindeki azalmaları hafifleten bir sinyal molekülü olduğu bildirilmiştir 

(Tripathi vd. 2017, Ahmad vd. 2018, Terrón-Camero vd. 2019). Mevcut araştırmada, 

NaCl stresi arpa bitkilerinde fide büyümesini önemli düzeyde azaltmıştır ve bu sonuçlar 

buğday (Kausar vd. 2013), biber (Abdel Latef ve Chaoxing 2014), çeltik (Mostofa vd. 

2015) ve nohut (Ahmad vd. 2018) gibi bitki türlerinde yapılan önceki çalışmalar ile 

benzerlik göstermiştir. Bununla birlikte, dışsal SNP uygulması büyüme parametreleri 

üzerine NaCl stresinin olumsuz etkilerini hafifletmiştir. Bu sonuçlar, dışsal SNP 

uygulamalarının etkilerinin araştırıldığı birçok bitki türünde de gösterilmiştir (Ali vd. 

2017, Yadu vd. 2017, Ahmad vd. 2018). Nitrik oksidin hücre çeperinin gevşetebildiği, 

fosfolipid tabakasını etkileyebildiği, membran akışkanlığı arttırabildiği ve hücre 

genişlemesini arttırarak bitki büyümesini teşvik edebildiği bildirilmiştir (Leshem ve 

Haramaty 1996). Dong vd. (2014), NO uygulamasının tuz stresi altındaki pamuk 

bitkilerinde gövde ve kök uzamasını arttırdığını ve NO'nun bitki hücrelerinin ozmotik 

basıncını arttırdığını ve yüksek tuzluluk altında sitoplazmik viskoziteyi iyileştirdiğini 

bildirmişlerdir. Bununla birlikte, soya fasulyesi ve mısır bitkilerinde NO teşvikli tuz 

toleransının artan antioksidan enzim aktivitesi ile ilişkili olabileceği belirtilmiştir 

(Zhang vd. 2004, Wu vd. 2011, Ahmad vd. 2016). Ayrıca NO'nun, hidrojen peroksit ve 

salisilik asit ile etkileşerek birçok stres koşulunda oksidatif hasarın giderilmesine 

aracılık edebileceği gösterilmiştir (Mostofa vd. 2015, Singh vd. 2015). Dışsal olarak 

uygulanan NO’nun su ve iyon homeostazını iyileştirmenin yanı sıra redoks dengesinin 

de arttığı ve bu durumun fotosentetik kapasiteyi ve bitki büyümesinin artmasına neden 

olduğu bildirilmiştir (Kaya vd. 2015). Sonuç olarak mevcut araştırmada, dışsal SNP 

uygulaması ile arpa fidelerinde tuz toleransının artması reaktif oksijen türlerinin düşük 

seviyede birikimi, düşük toksik iyon alımı, önemli ozmotik koruyucu bileşiklerin 

yüksek seviyelerde birikimi ve oksidatif savunma sisteminin teşvik edilmesi ile ilişkili 

olabilir. 

 

Yüksek toprak tuzluluğu ekim alanlarını kısıtlamakta ve kurak/yarı kurak bölgelerde 

tarımsal ürünlerin verimliliğini sınırlamaktadır. Bu nedenle, bitkilerde tuz stresine olan 
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toleransın altında yatan moleküler mekanizmaların anlaşılması, bitki ıslahçılarının tuz 

stresine tolere edebilen bitki çeşitlerinin geliştirilmesi için yararlı olacaktır. Bu 

araştırmada, proteomik yaklaşım kullanılarak arpa fidelerinin yaprak dokularında SNP 

ve/veya NaCl stresinin etkileri değerlendirilmiştir. Bu amaçla, 2-D IEF-SDS/PAJE 

yöntemi kullanılarak yaprak dokuları için proteom profilleri elde edilmiştir. Bu 

profillerde, PDQuest yazılımı kullanılarak nicel görüntü analizleri ile ifade seviyesi 1.5 

kat veya daha fazla artan veya azalan yönde düzenlenen 24 protein beneği 

belirlenmiştir. Bunlardan 15 protein MALDI-TOF/TOF kütle spektrometrisi ve veri 

tabanı taraması ile başarılı bir şekilde tanımlanmıştır. Farklı şekilde ifade olan 

proteinlerin fotosentez, protein sentezi ve metabolizması, stres savunma, enerji 

metabolizması ve primer metabolizma ile ilişkili olduğu belirlenmiştir. 

 

Fotosentez tuzluluktan etkilenen birincil biyolojik süreçlerden biridir (Chaves vd. 

2009). Tuz stresi koşulları altında fotosentetik etkinlikteki azalma, fotosentez ile ilişkili 

proteinlerin ifade seviyeleri ile doğrudan ilişkilidir. Fotosentetik yapıların organellerin 

işlevindeki düşüşün, bitkilerin stresin üstesinden gelme verimliliğini azalttığı 

bildirilmiştir (Soundararajan vd. 2017). Tuz stresi altındaki bitkilerde fotosentez 

kapasitesindeki azalmanın, klorofil içeriğindeki azalmanın yanı sıra, fotosentetik 

yapıların hasar görmesi ve stoma kapanmasına bağlı olarak CO2 kullanılabilirliğindeki 

azalmadan kaynaklanabildiği belirtilmiştir (Ashraf ve Harris 2013). Mevcut 

araştırmada, proteomik analizler CO2 fiksasyonu ve ışık reaksiyonu ile ilişkili olan 6 

fotosentetik proteininin NaCl stresi ve dışsal SNP uygulamalarında farklı şekilde ifade 

olduğunu göstermiştir (Çizelge 4.2). Bitkilerde CO2 özümlenmesinin ilk enzimi olan 

RuBisCO büyük altbirimi ve RuBisCO aktivaz A (RCA) proteinlerinin ifade 

seviylerinin tuz stresi koşullarında azaldığı, ancak dışsal SNP uygulması ile bu 

azalmanın hafifletildiği belirlenmiştir. Diğer taraftan, tuz stresi RuBisCO küçük altbirim 

proteininin ifade seviyesinde kontrole göre yaklaşık 2 kat artışa neden olmuştur. 

RuBisCO, fotosentez sırasında CO2'nin sabitlenmesi için gereken temel enzimdir. 

Özellikle, karboksilasyonun katalitik etkinliği ve CO2/O2 özgüllüğü için RuBisCO 

küçük altbiriminin gerekli olduğu rapor edilmiştir (Krech vd. 2012). RuBisCO aktivaz 

RuBisCO'nun aktivasyonunu katalizleyen önemli bir düzenleyici enzimdir (Ashraf ve 

Harris 2013). RCA, tuz stresinin neden olduğu düşük CO2 seviyelerinde 
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asimilasyonunun sürdürülmesinde rol oynadığı bildirilmiştir (de Abreu vd. 2014). 

NADH potansiyel bir NAD
+
 kaynağıdır ve solunum zinciri reaksiyonlarına ana elektron 

vericisidir. NADH/NAD
+
 oranı, hücresel yolların ve ATP sentezinin düzenlenmesi için 

hayati öneme sahiptir. Ferredoksin-NADP redüktaz (FNR), indirgenmiş ferredoksinden 

NADP
+
'ya fotosentetik elektron akışında rol oynamakta ve bitkilerdeki CO2 özümlemesi 

için gereklidir (Fukuyama 2004). Ayrıca ferredoksinin azot fiksasyonu, fenolik 

biyosentezi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve demir-kükürt kümelerinin 

biyogenezi gibi çeşitli metabolik süreçlerde rol oynadığı bildirilmiştir (Musumeci vd. 

2012). FNR bitkilerin ATP ve indirgeyici güç taleplerini karşılamak için döngüsel ve 

döngüsel olmayan elektron akışını düzenlemede önemli bir rol oynamaktadır ve CO2 

fiksasyonu için gereklidir (Spreitzer 2003). Ek olarak, tarımsal bitkilerde kloroplastik 

FNR enziminin aşırı ekspresyonunun oksidatif stres toleransını arttırdığı rapor edilmiştir 

(Rodriguez vd. 2007). Araştırmamızda, FNR proteininin ifade seviyesi SNP ve 

SNP+NaCl uygulamalarında artan yönde düzenlenmiştir. Sonuç olarak, fotosentetik 

enzimlerin dışsal SNP uygulamasında daha yüksek aktivitesi, arpa bitkilerin tuz stresi 

koşullarında daha iyi fotosentetik aktivite ve iyileşme sağlayabilir. 

 

Tuz stresinin protein sentezini ciddi şekilde etkileyebildiği (El-Shintinawy ve El-

Shourbagy 2001) ve endoplazmik retikulumda (ER) protein katlanmasını bozabildiği ve 

katlanmamış proteinlerin birikmesine ve ER stresine neden olabildiği bildirilmiştir 

(Wang vd. 2011). Mevcut araştırmada, protein sentezi ile ilişkili ökaryotik translasyon 

başlatma faktörü 5A-3 (ELF5A-3) proteinin ifade seviyesi sadece NaCl uygulamasında 

artarken, uzama faktörü Tu (EFTU) proteinin ifade seviyesi NaCl ve SNP+NaCl 

uygulamalarında artmış ve bu artış SNP+NaCl uygulamasında daha yüksek 

bulunmuştur. Kloroplastik EFTU, translasyonun uzama fazında önemli bir işleve 

sahiptir. Son çalışmalar, EFTu'nun Brassica campestris bitkilerinin yüksek sıcaklık 

toleransında önemli bir rol oynadığını gösterilmiştir (Peng vd. 2014). Tuz stresi 

koşullarında SNP uygulamasına bağlı olarak EFTU proteininin artması protein 

biyosentezini artırabilir ve böylece kloroplastlardaki fotosentetik proteinler üzerindeki 

tuz stresinin hasarını onarabilir. Bununla birlikte, protein katlanmasına fonksiyon gören 

20 kDa şaperonin proteininin ifade seviyesi tüm uygulamalarda artarken en fazla 

SNP+NaCl uygulamasında artış göstermiştir. Şaperoninler protein katlanmasına ve bir 
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araya getirilmesine yardımcı olmakta ve stres koşulları altında proteinlerin 

korunmasında ve onarılmasında işlev görmektedir (Roy vd. 2019). Ayrıca protein 

yıkımı ile ilişkili bir protein olan proteazom altbirim beta tip-2 proteininin ifade 

seviyesinin SNP+NaCl uygulamasında artan yönde düzenlendiği belirlenmiştir. Bu 

proteinin ubikitin aracılı protein yıkımında rol oynadığı belirtilmiştir (Cui vd. 2012). 

Nitrik oksit, yanlış katlanmış veya hasar görmüş proteinlerin parçalanmasını 

hızlandırarak tuz stresi kaynaklı hasarı hafifletmeye yardımcı olabilir. Sonuç olarak, 

protein metabolizması ile ilgili proteinlerin bolluğundaki SNP teşvikli bu artış, stres 

koşulları sırasında hücresel süreçlerde genel bir iyileşmeye yol açabilir. 

 

Reaktif oksijen türlerinin aşırı miktarlarda üretiminin neden olduğu oksidatif stres, tuz 

stresinin neden olduğu iyi belgelenmiş dolaylı bir hasar şeklidir (Hossain ve Dietz 

2016). Mevcut araştırmada, 2-Cys peroksiredoksin BAS1 (BAS) ve tiyazol biyosentetik 

enzim 1-1 (THI1) proteinlerinin ifade seviyesi dışsal SNP uygulanmış ve NaCl stresi 

altındaki bitkilerde (SNP+NaCl) artmıştır. Bir tiyol spesifik antioksidan olan 

peroksiredoksin çok çeşitli organizmalarda bulunan ve çeşitli hücresel fonksiyonlara 

sahip bir antioksidan enzim olduğu bildirilmiştir. 2-Cys peroksiredoksinin, 

kloroplastlara lokalize olduğu ve bitki gelişimi ve fotosentez sırasında antioksidatif ve 

şaperon rolleri gerçekleştirdiği rapor edilmiştir (Kim vd. 2009). Bununla birlikte, THI 

proteininin tiamin biyosentezinde rol oynadığı ve bakteri, maya ve Arabidopsis 

thaliana'da DNA hasarı onarımı ve stres tolerans mekanizmalarına katıldığı 

gösterilmiştir (Machado vd. 1997, Ribeiro vd. 2005). Ayrıca THI1 proteininin, karbon 

metabolizmasında rol oynayan temel enzimlerin anahtar kofaktörü olan B1 

biyosentezinde rol oynadığı bildirilmiştir (Ribeiro vd. 2005). Bunula birlikte, önemli bir 

stres-tepki molekülü olan tiyaminin, çevresel stresler sırasında bitkilerdeki oksidatif 

stresin etkilerini hafifletmeye yardımcı olduğu belirtilmiştir (Rapala-Kozik vd. 2012). 

Dışsal SNP uygulaması ile BAS ve THI1 proteinlerinin artması, oksidatif stresi 

azaltarak ve DNA stabilitesini koruyarak arpa yapraklarındaki NaCl teşvikli oksidatif 

stresi hafifletmeye yardımcı olabilir. 

 

Tuz stresi koşulları altında, enerji metabolizmasının düzenlenmesi tuz stresinin 

üstesinden gelmede önemli stratejilerden biridir (Zhang vd. 2011). Araştırmamızda, 
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glikoliz ile ilişkili früktoz bifosfat aldolaz (FBA) proteininin ifade seviyesi tuz stresi 

altındaki yaprak dokularında artan yönde düzenlenmiştir. FBA, fruktoz-1,6-bisfosfatın 

gliseraldehid 3-fosfat ve dihidroksiaseton fosfata geri dönüşümlü olarak ayrılmasını 

katalize etmektedir. Glikoliz bu ileri reaksiyonu kullanırken, glukoneogenez ve Calvin 

döngüsü (anabolik yollar) ters reaksiyonu kullanmaktadır (Lv vd. 2017). Yin vd. (2008), 

FBA'nın biyotik stres koşularında B. napus yapraklarındaki fizyolojik fonksiyonlarının 

korunmasında önemli olduğunu bulmuşlardır. Bununla birlikte, Sesuvium 

portulacastrum FBA genini (SpFBA) aşırı ifade eden E. coli bakterilerinde tuz 

toleransının arttığı bildirilmiştir (Fan vd. 2009). Artan glikoliz aktivitesinin tuz stresinin 

üstesinden gelmede muhtemel bitki stratejisi olabileceğini göstermektedir.    

 

S-adenozilmetiyonin sentaz (SAMS), metiyonin ve ATP'den SAM'ın biyosentezini 

katalize etmekte ve poliaminler ve etilen gibi bitki büyüme düzenleyicilerin öncülü 

olarak işlev görmektedir (Gong vd. 2014). Transgenik deneyler, SAM'ların PA 

birikimini arttırarak stres toleransına katkıda bulunduğunu kanıtlamıştır (Qi vd. 2010, 

Gong vd. 2014). Buğday, arpa, mısır ve domates gibi türlerde tülerde tuz stresinin 

SAMS protein bolluğunu arttırdığı rapor edilmiştir (Zörb vd. 2004, Witzel vd. 2009, 

Manaa vd. 2011). Tuz stresi altındaki bitkilerde SAM birikiminin artan glisin betain 

biyosentezi ve poliamin içeriği ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Sánchez -Aguayo vd. 

2004). Bununla birlikte, tuza hassas arpa çeşidine göre tuza toleranslı çeşitte SAM 

ifadesinin daha fazla seviyede olduğu belirtilmiştir (Witzel vd. 2009). Mevcut 

araştırmada, dışsal SNP uygulaması hem kontrol hem de tuz stresi koşullarında SAMS 

proteininin ifade seviyesinde artışa neden olmuştur. Benzer olarak, dışsal putresin 

uygulamasının salatalık bitkilerinde SAMS ifade seviyesini arttırdığı rapor edilmiştir 

(Yuan vd. 2016). Sonuç olarak, SNP uygulamasına bağlı olarak arpa yapraklarında 

SAMS aktivitesinin hücre çeperi lignifikasyonunu sağlayarak ve poliamin biyosentezini 

teşvik ederek tuz toleransını arttırdığı ileri sürülebilir.    

 

Glutamat dekarboksilaz (GAD), γ-aminobütirik asit (GABA) sentezini katalize eden 

Ca
+2

-bağımlı bir kalmodulin bağlayıcı proteindir. GABA, azot metabolizması, sitozolik 

pH regülasyonu ve TCA döngüsüne karbon akısı gibi çeşitli fizyolojik süreçlerde rol 

oynamaktadır (Gut vd. 2009). Tuzluluk dahil çok çeşitli çevresel streslere yanıt olarak 
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hücrelerde biriktiği rapor edilmiştir (Zhou vd. 2010). Renault vd. (2010) tuz stresi 

altındaki Arabidopsis bitkilerinde GABA birikiminin GAD aktivitesi ile ilişkili 

olduğunu bildirmişlerdir. Diğer taraftan, dışsal GABA uygulamasının antioksidan 

kapasiteyi ve fotosentetik aktiviteyi arttırarak, ozmotik ayarlamayı sağlayarak ve su 

kullanım verimliliğinin düzenleyerek tuz toleransını arttırdığı bildirilmiştir (Li vd. 

2020). GAD enziminin glutamattan prolin sentezini teşvik edebildiği bildirilmiştir. 

GAD enziminin tuza toleranslı susam genotipinde tuz stresine yanıt olarak arttığı ve bu 

genotipteki hızlı prolin birikimi ilişkili olduğu gösterilmiştir (Zhang vd. 2019). Mevcut 

araştırmada, GAD proteinin ifade seviyesi NaCl uygulamasında yaklaşık 3 kat artış 

gösterirken, SNP ve SNP+NaCl uygulamalarında yaklaşık 1.6 kat artış göstermiştir. 

Sonuç olarak, GAD proteininin tuz stresine cevap olarak birikimi arpa bitkilerinin tuz 

toleransını artırmaya katkıda bulunabileceğini ileri sürebilir. 

 

Sonuç olarak, SNP uygulaması biyokütleyi önemli ölçüde arttırmış ve tuz stresi altında 

arpa fidelerinin büyümesini sürdürmelerine yardımcı olmuştur. Proteomik yaklaşım 

bitkilerde tuz toleransından sorumlu moleküler mekanizmaların çalışılmasında güçlü bir 

tekniktir. Araştırmamızda, arpa fidelerinde SNP uygulamasına ve/veya NaCl stresine 

cevap olarak farklı şekilde ifade olan ve önemli biyolojik işlevlerde fonksiyon gören 

proteinler MALDI-TOF/TOF kütle spektrometrisi ile tanımlanmıştır. Çoğunlukla artan 

yönde düzenlenen bu proteinlerin tuz stresinin olumsuz etkilerinin üstesinden 

gelebilmek için bitki metabolizmasını etkilediği ileri sürülebilir. SNP özellikle 

fotosentez, protein metabolizmasını ve savunma sistemlerini düzenleyerek tuz 

toleransının artmasına büyük ölçüde katkıda bulunmuştur. Bu bulgular, arpa bitkilerinde 

SNP-teşvikli tuz toleransı mekanizmalarının daha iyi anlaşılmasına olanak sağlayacak 

ve sonraki fonksiyonel çalışmalar için bir temel oluşturacaktır.       
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