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OZET
Doktora Tezi

MISIR (Zea mays L.) FIDELERINDE TIYOURE TESVIKLI
TUZ TOLERANSININ TRANSKRIPTOMIK VE PROTEOMIK ANALIZI

Emre PEHLIVAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Damisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ
Ikinci Damisman: Doc. Dr. Hakan TERZI

Tuz stresi, bitkisel iiretimin 6niindeki en biiyiik kisitlamalarin baginda gelmektedir. Bu
arastirmada, misirda (Zea mays L.) tuz stresine tolerans kazandirmak igin tiyoiire (TU)
kullanimimin etki mekanizmasini ortaya koymak amaciyla fizyolojik, biyokimyasal,
transkriptomik ve proteomik analizler gergeklestirilmistir. Mevcut arastirmada, misir
fideleri kontrol, TU (35 uM), NaCl (100 mM) ve TU+NaCl uygulamalarma maruz
birakilmigtir. Tuz stresi misir fidelerinin govde taze ve kuru agirliginda onemli bir
azalmaya neden olmus, ortama TU ilavesi gdvde taze ve kuru agirhigm 6nemli dlgiide
artirmigtir. Tuz stresi misir fidelerinin yapraklarinda MDA igerigini artirmis ve
antioksidan enzimlerin ifade seviyelerini degistirmistir. TU+NaCl uygulamasinda MDA
iceriginde azalmaya neden olmus ve antioksidan enzim aktivitesini tesvik etmistir. Tuz
stresi yaprak prolin igeriginde énemli bir artiga neden olmus, ortama TU ilavesi ile
yaprak prolin birikimini onemli diizeyde azaltmistir. Transkriptomik ve proteomik
analizler, bitki gelisim evrelerine veya farkli ¢evresel faktorlere bagli olarak ifadesinde
degisiklik gdsteren genlerin ve proteinlerin belirlenmesini saglamaktadir. NaCl’iin tek
basina ve TU ile birlikte uygulandig: durumlarda, musir yaprak dokusunda ifadesi artan
ya da azalan yonde degisen ¢ok sayida gen ve protein saptanmistir. RNA—seq analizi ile
NaCl’e gére TU+NaCl uygulamalarina maruz kalan misir fidelerinin yapraklarinda
cogu strese yanitin belirtecleri olan 49 genin ifade profillerinde degisiklik gosterdigi
belirlenmistir. NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda, gen ontolojisi (GO) analizlerine

gore DEG’lerin strese yanit, sekonder metabolit biyosentezi, karbohidrat metabolizmasi,



hiicre duvar1 sentezi ve hormon biyosentezi ile ilgili genler oldugu tespit edilmistir.
NnLC-MS/MS analizi ile kontrole gore NaCl ve NaCl’e gore TU+NaCl uygulamalarinda
145 proteinin ifade seviyelerinde degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. GO analizlerine
gore DEP’lerin fotosentez, tasima sistemi, antioksidan sistem, protein metabolizmasit ve
trikarboksilik asit dongiisii ve elektron tagima sistemi ile ilgili proteinler oldugu tespit
edilmistir. Ifadesinde degisiklik gosteren dokuz genin qPCR ile yapilan validasyon
sonuglar;, RNA—seq verileri ile korelasyon gostermistir. TU uygulamasinin tuz stresini
hafifletmek icin farkli sinyal ve efektor mekanizmalarini, misirin erken fide gelisimi
evresinde diizenledigi belirlenmistir. Bu sonuglar, bitkilerde TU’niin tuza tolerans
kazanilmasi bakimindan etkili bir biyodiizenleyici olarak kullanilma potansiyelinin

olabilecegini gostermektedir.

2025, xv + 232 sayfa
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis

TRANSCRIPTOMIC AND PROTEOMIC ANALYSIS OF THIOUREA-INDUCED
SALT TOLERANCE IN MAIZE (Zea mays L.) SEEDLINGS

Emre PEHLIVAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Mustafa YILDIZ
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Hakan TERZI

Salt stress is one of the major constraints to crop production. In this study,
physiological, biochemical, transcriptomic and proteomic analyses were carried out to
reveal the mechanism of action of thiourea (TU) to induce salt stress tolerance in maize
(Zea mays L.). In the present study, maize seedlings were exposed to control, TU (35
uM), NaCl (100 mM), and TU+NaCl treatments. Salt stress caused a significant
decrease in stem fresh and dry weight of maize seedlings, while the addition of TU to
the medium significantly increased stem fresh and dry weight. Salt stress increased
MDA content and altered the expression levels of antioxidant enzymes in the leaves of
maize seedlings. TU+NaCl treatment caused a decrease in MDA content and promoted
antioxidant enzyme activity. Salt stress caused a significant increase in leaf proline
content, and the addition of TU to the medium significantly reduced leaf proline
accumulation. Transcriptomic and proteomic analyses allow the identification of genes
and proteins whose expression changes depending on plant developmental stages or
different environmental factors. Numerous genes and proteins whose expressions
increased or decreased in maize leaf tissue when NaCl was applied alone or in
combination with TU were identified. RNA—seq analysis revealed changes in the
expression profiles of 49 genes, most of which are markers of stress response, in the
leaves of maize seedlings exposed to TU+NaCl treatments compared to NaCl.
According to gene ontology (GO) analysis, DEGs were found to be genes related to



stress response, secondary metabolite biosynthesis, carbohydrate metabolism, cell wall
synthesis and hormone biosynthesis in TU+NaCl treatment compared to NaCl.
nLC—MS/MS analysis revealed that 145 proteins showed changes in their expression
levels in NaCl and TU+NaCl treatments compared to control. According to GO
analysis, DEPs were identified as proteins related to photosynthesis, transport system,
antioxidant system, protein metabolism and tricarboxylic acid cycle and electron
transport system. The results of gPCR validation of nine genes with altered expression
correlated with RNA—seq data. TU application was found to regulate different signaling
and effector mechanisms to alleviate salt stress at the early seedling development stage
of maize. These results suggest that TU may have the potential to be used as an

effective bioregulator for the acquisition of salt tolerance in plants.

2025, xv + 232 pages

Key words: Zea mays L., NaCl, Thiourea, RNA—seq, nLC-MS/MS, Transcriptomics,

Proteomics.



TESEKKUR

Mevcut doktora tez arastirma konusunun belirlenmesi, deneysel ¢alismalarin
yonlendirilmesi, sonuclarin degerlendirilmesi ve yazimi asamasinda yapmis oldugu
biiyiik katkilarindan dolay1 tez danigmanim Sayin Prof. Dr. Mustafa YILDIZ’a ve ikinci
danismanim Sayin Dog. Dr. Hakan TERZ1’ye tesekkiirii bir borg bilirim.

Deneysel c¢alismalarim siirecinde yardimlarini esirgemeyen yiiksek lisans 6grencisi

Nurgiil SONMEZ’e tesekkiir ederim.

Bu calismay1 22.FEN.BIiL.39 ve 22.FENED.04 nolu projeler ile destekleyen Afyon
Kocatepe Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne

katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Bu arastirma boyunca maddi ve manevi desteklerinden dolayr annem Vecibe
PEHLIVAN’a, esim Aysen PEHLIVAN’a ve canim kizzim Nare Yaz PEHLIVAN’a ¢ok

tesekkiir ederim.

Emre PEHLIVAN
Afyonkarahisar 2025



ICINDEKILER DiZiNi

Sayfa

OZET oottt ettt ettt sttt [
ABSTRACT ettt e ettt bttt e e iii
TESEKKUR ..ottt ettt sttt en sttt en et anananenens v
ICINDEKILER DIZINI.....cooiiiiiiiiieccececee ettt vi
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT ....cccccoviiiiiiiiicicceeeecee e, IX
SEKILLER DIZINI ...cocoiviiiiiiiiiiiiiicceee et Xi
CIZELGELER DIZINT......ooiiiiiiecieeeeeeeeet ettt Xiv
1. GIRIS ettt ettt ettt eeens 1
2. LITERATUR BILGILERI ....covuiiiiiiiiieietessssise s 4
2.1 Misir (Zea mays L.) BitKiSi ......cccoveiiiiiiiie e 4
2.2. Tuz Stresi Ve TUZ TOLTANST ......eiveeiiiiiiieiiie et 4
2.3 Tuz Stresine Yanit Genleri.......cccicuiiieiiiiiiiieiieeiie st 12
2.3 Biyodiizenleyici Uygulamalari ile Tuz Toleransinin Artiritlmast..........ccoceveennnne 22
2.3.1 Tiyotlire—Tesvikli Artirilmig Stres Toleransinin Mekanizmalari .................... 28

2.3.2 Tuz Stresi Kosullarinda Gen Ifade Profili Uzerine Biyodiizenleyicilerin Etkisi

2.4 Tuz Stresine Yanitta Rol Alan Proteinler..........oov oo eieee e 41

2.5 Tuz Stresi Kosullarinda Proteom Degisimleri Uzerine Biyodiizenleyicilerin Etkisi

..................................................................................................................................... 48
3. MATERYAL VE METOT ...t 54
3.1 Bitki Materyali ve Bitki Yetistirme Kosullari..........cccccoiiiiiiinniiiiceieee 54
3.2 Fidelerin Taze ve Kuru Agirliklarmin Belirlenmesi .........ccccooevviiiiiiiiiiiiicns 54
3.3 Lipid Peroksidasyonunun BelirlenmMeSi .........cccccvevveveiieiicie e 55
3.4 Antioksidan Enzim AKEVITEIErT .........cooreiiiiicee e 55
3.5 Sodyum (Na*) ve Potasyum (K*) igeriklerinin Belirlenmesi.............ccccocevevvernee. 56
3.6 Klorofil Igeriginin Belirlenmesi ...........c.ccevrveiveiirirsiireiieeresesessese s 56
3.7 Prolin Igeriginin Belrlenmesi ...........ccccviviviiiveiiseieiiieieece s 57
3.8 RNA-SEQ ANAZIEIT ..ot e 57
3.8.1 RNA EKSEraKSIYONU ......ccuviiiiiieiieiiesiisieeeee e 57
3.8.2  RNA-Seq ANANIZIEIT ..o 60

Vi



3.8.3 RNA-Seq Verilerinin Gergek Zamanl Kantitatif PCR (QRT-PCR) ile

DOZIULANIMAST ... s 61
3.9 Proteomik ANGNZIET .........cccooviiiiiii e 62
3.9.1 Protein EKSIraKSIYONU .......c.ooviiiiiiiiiiiiisieiee e 62
3.9.2 Tripsin ile Proteinlerin Kesimi ve Peptit Orneklerinin Hazirlanmasi............. 63
3.9.3 Nano—S1vi Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi (nLC—MS/MS) Analizleri 63
3.10 IstatistiKi ANAIZIET ......cveveveveceeeeie ettt 64
3.10.1 Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Veri Analizi.............c.ccccooenee. 64
3.10.2 RNA—Seq Veri ANaliZi......ccccoveiiiiiiieiii e 65
3.10.3 NLC—MS/MS VEeri ANANZI.......ccviiiiiiiiiiiiic e 66
4. BULGULAR ..ot 68
4.1 Fizyolojik ve Biyokimyasal Analizler ... 68
4.1.1 NaCl ve TU Uygulamalarmin Biiyiime Uzerine Etkisi ..........cococovevevrrrerrnnnnne. 68
4.1.2 Element Iceriklerinin Belirlenmesi..........cccvvieieeeeeiireseeeseeses e 69
4.1.3 Klorofil Igeriginin Belrlenmesi.........c.c.cvoveeverieiceereieiisisieeeeeseseseee e 70
4.1.4 Lipid Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi... 70
4.1.5 Prolin Igeriginin BelitleNmesi.........ccc.cvevevevriecuerieeeissisiesieseeseeee s 71
4.2 Transkriptomik ANALIZIET .........c.ooviiiie e 72
4.2.1 Misir Yapraklarinda Diferansiyel Olarak Ifade Edilen Genlerin ifade Profilleri
Uzerine NaCl ve TU Uygulamalarinim BtKisi........cccccovovirivereriiieceereeieeeeeennns 72
4.2.2 Diferansiyel Olarak ifade Edilen Genlerin Belirlenmesi.............c.cccocovcunann 72
4.2.3 Molekiiler Fonksiyon ve Yolak Analizleri .........cccocooviiiiiiiiniiiiciiice, 73
4.2.4 RNA-Seq Verilerinin Biyoinformatik Programlar ile Gorsellestirilmesi ...... 77
4.2.4.1 Kontrole Gore NaCl Uygulamasinda Ifadesi Degisen Genler ve Yolaklar
.............................................................................................................................. 77
4.2.3.2 Kontrole Gére TU+NaCl Uygulamasinda ifadesi Degisen Genler ve
Y OLAKIATT 1t 80
4.2.3.3 NaCl’e Gére TU+NaCl Uygulamasinda ifadesi Degisen Genler ve
Y OLAKIATT .. 83
4.2.5 RNA-Seq Verilerinin qPCR ile Dogrulanmasi ............cccoveviiiiiiniininenienns 90
4.3 Proteomik ANANZIEN .........ocoviiiiii 91

4.3.1 Musir Yapraklarinda Diferansiyel Olarak Ifade Edilen Proteinlerin Ifade

vii



Profilleri Uzerine NaCl ve TU Uygulamalarinimn EtKisi .......c..ooeeveveiviererienerniennns 91
4.3.2 Misir Yapraklarinda Diferansiyel Olarak Ifade Edilen Proteinlerin

7enginlestirme ANAIIZI .....ccvveiiiieiiiii i 93
4.3.3 DEP’lerin Fonksiyonel Agiklamalari...........ccccovvvviiiiiiiiiiieiiiiesiiie e 96
4.3.3.1 Fotosentez ile Tliskili DEP’IET ..........ccovvveueveveeceeieeeeeseeeieeses s 96
4.3.3.2 Tasima Sistemi ile [liskili DEP’IET .......ccevevevceereiereeeeceeees e 99
4.3.3.3 Antioksidant Sistem ve Tuz Stresi ile Iliskili DEP’ler........c.cccceueunee. 101
4.3.3.4 Protein Metabolizmast ile Iliskili DEP’1ET .........cccvivvieiiiiee e, 103
4.3.3.5 Trikarboksilik Asit ve Elektron Tasima Zinciri ile iliskili DEP’ler-....... 105

5. TARTISMA V& SONUC .....ooiiiiiiiiieiie ittt ettt 107

5.1 Tuz Stresi Altindaki Misir Fidelerinde Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametreler
Uzerine Tiyolrenin BKIIETT .......cooviveviicviiiirerescsesseiessssesss e, 107

5.2 Tuz Stresi Altindaki Misir Fidelerinde Tiyoiirenin Transkriptomik Degisimler

UZETINE EKILETE 1.vuvuvviceciice ettt 110

5.3 Tuz Stresi Altindaki Misir Fidelerinde Tiyoiirenin Proteomik Degisimler Uzerine

BTN oo 124
6. KAYNAKLAR ..ottt bbb n e 142
OZGECMIS ..ottt bbb 230

viii



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

NH4 Amonyum

NOs Nitrat

Cu Bakir

Zn Cinko

N Azot

H2S Hidrojen stilfiir

Ca Kalsiyum

H20: Hidrojen peroksit

Cl Klor

S Kiikdirt

Mg Magnezyum

Mn Mangan

uL Mikrolitre

uM Mikromolar

mL Mililitre

mM Milimolar

K Potasyum

Si Silikon

Na Sodyum

NaCl Sodyum kloriir

Kisaltmalar

ABC ATP bagiml kaset

APX Askorbat peroksidaz

AsA Askorbik asit

BS Biyolojik siire¢

CAT Katalaz

CPK Kalsiyum bagimli protein kinaz
DEP Diferansiyel olarak ifade olan protein
DEG Diferansiyel olarak ifade olan gen
ETS Elektron tagima sistemi

GO Gen Ontolojisi

GR Glutatyan rediiktaz

GSH Glutatyon

GST Glutatyon S—transferaz

HB Hiicresel bilesen

HKT Yiiksek affiniteli potasyum tasiyicilari
HSP Is1 soku proteini

KEGG Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi
LEA Geg embriyogenez bol proteinleri
LHC Isik hasat kompleksi

nLC-MS/MS Nano—S1v1 Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometrisi
MAPK Mitojenle aktive olan protein kinaz

MDA

Malondialdehit



MF
NRAMP
NSCC
P5CS
PEG
PDH
POD

PSI

PSII
ROT
RuBisCO
SOD
SOS
TCA

TF

TU

Molekiiler fonksiyon

Dogal direngle iliskili makrofaj protein
Secici olmayan katyon kanali
Delta—1—prolin—-5-karboksilat sentetaz
Polietilen glikol

Prolin dehidrojenaz

Peroksidaz

Fotosistem |

Fotosistem II

Reaktif oksijen tiirii

Rubiloz 1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz
Stiperoksit dismutaz

Tuza asir1 duyarl

Trikarboksilik asit

Transkripsiyon faktorii

Tiyolire
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1. GIRIS

Duyarli tarimsal bitkilerinin yiiksek tuzluluk, kuraklik, agir metal toksisitesi, asiri
sicaklik gibi ¢evresel stres faktorlerine maruz kalmasi, tiretimin miktar ve Kkalitesini
biiyiikk ol¢lide azaltmakta, ciddi ekonomik kayiplara neden olmakta ve kiiresel gida
giivenligini tehdit etmektedir (Roychoudhury vd. 2009). Bu nedenle, g¢evresel stres
toleransini iyilestirmeye yonelik genetik yaklasimlar, o6zelliklerin poligenik dogasi

nedeniyle sinirli basar1 saglamistir (Roychoudhury ve Chakraborty 2013).

Diinya capinda ekilebilir arazi alaninin %6's1 tuzdan etkilenmektedir. Yirmi bes yil
icinde ekilebilir arazinin %30’unun ve 21. ylizyilin ortalarina kadar ise %50’sinin
kaybedilmesi beklenmektedir (Ludwig vd. 2018). Toprak tuzlulugu diinya ¢apinda bir
sorun haline gelmesi nedeniyle iirlin bitkilerinin verimini tehdit etmektedir. Bu temelde,
irtin verimini artirmak, toleransh cesitler gelistirmek ve tuzlu topraklardan maksimum
diizeyde yararlanmak amaciyla bitkilerde tuza tolerans mekanizmalarinin incelenmesi

teorik ve pratik agidan son derece onemlidir (Hao vd. 2021).

Bir siilthidril bilesigi (NH—~CS—NH2) olan tiyoiire (TU), Uluslararast Saf ve
Uygulamali Kimya Birligi'ne (IUPAC) gore tiyokarbamid olarak da bilinmektedir
(Wahid vd. 2017). TU'deki iki fonksiyonel grup tiyol (—~SH) ve amino (—NH2) iken
iirede tiyol grubu yoktur. Uredeki oksijenin yerini TU'de kiikiirt aldigindan iire ve TU
farkli 6zelliklere sahiptir. TU hem azot ve kiikiirt iceren bir giibre hem de bir bitki
bliylime biyodiizenleyicisidir. Bu nedenle, bitki biiylime ve gelismesini olumsuz
etkileyen cevresel streslerin hafifletilmesi amaciyla stres kosullar1 altinda TU

uygulamasi ile ilgili calismalar giderek artmaktadir (Wahid vd. 2017).

Transkriptomik, genom yapisinin ve islevinin agiklanmasinda, hiicresel, fizyolojik,
biyokimyasal ve biyolojik sistemlerin altinda yatan genetik aglarin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica bitkilerde hastaliklara, patojenlere ve abiyotik streslere karsi
yanit veren molekiiler biyobelirteglerin olusturulmasinda énemli bir rol oynamaktadir
(Jiang vd. 2015). Bu nedenle 6zellikle abiyotik streslere karst bitki molekiiler yanitinin

anlasilabilmesi icin siklikla transkriptomik yontemler kullanilmaktadir (Wang vd.



2020). Tuz stresine maruz kalan bazi bitkilerde transkriptom analizleri gergeklestirilmis
ve farkli tuz konsantrasyonlarinda bazi genlerin ifadesinin degistigi belirlenmistir (Gu
vd. 2023, Li vd. 2023, Mei vd. 2023, Sun vd. 2023). Bu genler, bitki tuz stresini tahmin
etmek ve dogrulamak i¢in molekiiler gostergeler olarak kullanilabilmektedir. Bir¢ok
morfolojik ve fizyolojik parametre ile tuz stresinin neden oldugu zarar tespit
edilebilirken, molekiiler gostergeler kullanilarak tuz stresinin neden oldugu hasarin
derecesini daha erken ve daha dogru bir sekilde tahmin etmek miimkiindir (Hao vd.

2021).

Proteomik,  proteinlerdeki  post—translasyonel = modifikasyonlarn  islevi  ve
protein—protein etkilesimleri ile transkriptomik analizlerle belirlenen genlerin isleyisi
arasindaki iligki hakkinda 6nemli ayrintilar1 ortaya ¢ikararak, molekiiler temel ve genis
fenotipik karakterizasyon icin giderek umut verici bir bilesen haline gelmektedir (Lin
vd. 2019). Bitkilerin abiyotik streslere karsi yanit ve tolerans mekanizmalarinin
anlasilabilmesi icin diferansiyel olarak ifade edilen proteinlerin (DEP’ler) kapsamli
sekilde belirlenebilmesi adina Biyoinformatik analizlerle birlestirilmis yiiksek
verimlilikli proteomik analizler (nLC—-MS/MS) kullanilmaktadir (Sharma vd. 2019,
Sehrawat ve Deswal 2022). Bitki tuz yanitinin degerlendirilmesi ve protein
mekanizmalarinin anlagilabilmesi i¢in NLC—MS/MS analizi ile bir¢ok proteomik
calisma gergeklestirilmistir (Marriboina vd. 2022, Yadav vd. 2024). Biyoinformatik
tabanli proteomik analizleri ile tespit edilen DEP’ler, bitkilerin tuz stresine yanit ve
tolerans mekanizmalarina dair kapsamli bilgiler sunmaktadir. Digsal biyodiizenleyici
uygulamalarinin tuz stresinin olumsuz etkilerini hafifletici mekanizmalarini agiklamaya
yonelik proteomik caligsmalar gergeklestirilmis olsa da (Liu vd. 2019, Muneer ve Jeong
2015) tuz stresine yanit olarak biyodiizenleyici bir bilesik olan tiyoiirenin digsal
uygulamasinin tuz toleransi kazanilmasindaki etki mekanizmalarinin anlagilmasina dair

proteomik c¢alisma mevcut degildir.

Misir, iriin bitkileri arasinda genis ekim alanina sahip olup, kiiresel gida giivenliginde
onemli rol oynayan bir bitkidir. Tuzluluk stresine duyarli bir {iriin olarak misir (Farooq
vd. 2015), tuza toleransta onemli intraspesifik genetik varyasyonlar gostermektedir

(Zhang vd. 2018, Luo vd. 2019). Misirin kiiresel gida giivenligi i¢in 6nemi ve bir¢ok



toprakta zaman i¢inde tuzlulukta beklenen artis gbz Oniine alindiginda, misirda tuza
tolerans1 saglayan mekanizmalari anlamak, tuzlulugun verim {izerindeki etkilerini
azaltmaya yoOnelik hayati bir adim olarak son derece énemlidir. Bitkilerde tuz stresi ve
tuz stresinin olumsuz etkilerinin ¢esitli kimyasal ajanlar kullanilarak iyilestirilmesini
iceren tolerans mekanizmalarin1i ortaya koyan ¢ok az sayida transkriptomik ve
proteomik caligsmalara rastlanmaktadir. Tuz stresine maruz birakilan farkli bitkilerde
digsal olarak uygulanan glisin—betain (Chen vd. 2020), hidrojen siilfiir (Jiang vd. 2020),
nitrik oksit (Chen vd. 2019) ve brassinosteroid (Chen vd. 2023) gibi iyilestiricilerin
transkriptom analizleri yapilarak diferansiyel olarak ifade edilen genler (DEG’ler)
degerlendirilmis ve tuz toleransinin diizenlenmesindeki rolleri belirlenmistir. Tuz
stresine maruz birakilan farkli bitkilerde digsal olarak uygulanan silisyum (Si) (Muneer
vd. 2014), hidrojen siilfiir (Liu vd. 2019) ve nitrik oksit (Shen vd. 2018) gibi
tyilestiricilerin proteom analizleri yapilarak DEP’ler degerlendirilmis ve tuz toleransinin
artirllmasindaki rolleri belirlenmistir. Bu baglamda, tuz stresi ve tuz stresi kosullarinda
baz1 1iyilestiricilerin etkileri ile ilgili transkriptomik ve proteomik c¢aligsmalar
bulunmasina ragmen tuz stresinin iyilestirilmesinde TU etkisini transkriptomik ve
proteomik analizlerle birlikte arastirilmasina yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle mevcut aragtirmada, 100 mM NaCl stresi ve/veya 35 uM TU uygulamalarma
maruz birakilan musir fidelerinde fizyolojik, biyokimyasal, DEG'leri taramak igin
Illumina RNA dizilimi ve DEP’ler i¢in nLC—MS/MS analizleri kullanilmistir. Tuz stresi
ve/veya iyilestirici TU uygulamalarinda yer alan genlerin ve proteinlerin ifade seviyeleri
tespit edilmistir. Biyoinformatik araclar kullanilarak tuz toleransinda rol oynayan olasi

yolaklar belirlenmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Misir (Zea mays L.) Bitkisi

Poaceae (Bugdaygiller) familyasindan olan misir (Zea mays L.) tek yillik otsu bir
bitkidir. Misir (Zea mays L.) gida, hayvan yemi ve biyoyakit kaynagi olarak diinya
genelinde en cok yetistirilen iiriinlerin basinda gelmektedir (Molla vd. 2019, Choudhary
vd. 2020). Musir bitkisi iilkemizde genis ekim alanlarina sahiptir. Misir silaj, yesil ve
kesif yem olarak Tiirkiye’de hayvansal iiretimdeki yem agiginin kapatilmasi agisindan
onemli bir bitki tiridiir (Korkmaz vd. 2019). Misir tanesinin yemeklik yag, biyoyakat,
musir surubu ve alkol tiretimindeki kullaniminin yan1 sira insan beslenmesinde de genis
bir kullanim alanina sahiptir (Ozcan 2009). Tiirkiye’de musir iiretimi 8,1 milyon ton ile
bugdaydan sonra 2. sirada yer almaktadir (TUIK 2024).

Mistr, yiiksek verim ve fotosentetik etkinlige sahip tipik bir C4 bitkisidir. Misir verimi
biiyiik 6l¢iide iklim ve toprak kosullarina bagli olmakla beraber kuraklik, tuzluluk,
yiiksek sicaklik ve diisiik sicaklik gibi abiyotik stresler, verimi etkileyen onemli
cevresel faktorlerdir (Wani vd. 2016). Bununla birlikte, misir bitkisinin tuza toleransli
olmadig1 bildirilmistir (Cui vd. 2015). Tuz stresinin misir fidelerinin fotosentetik
aygitlarina zarar vererek fide gelisimini ve verimi olumsuz etkiledigi belirtilmistir
(Katerji vd. 2003, Munns vd. 2008).

2.2 Tuz Stresi ve Tuz Toleransi

Bitkilerde stres terimi, bitkilerin biiylime ve gelismelerini olumsuz yonde etkileyen
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal islevlerinin engellenmesine yol agan g¢evresel
faktorler olarak tanimlanmaktadir (Akram vd. 2019, Gull vd. 2019). Stresler biyotik
(zararhlar, hastaliklar, yabanci otlar vb.) veya abiyotik (toprak tuzlulugu, radyasyon, su
tagkini, kuraklik, asir1 sicaklik, organik ve inorganik kirleticiler vb.) olabilmektedir
(Khan vd. 2017, Akram vd. 2019, Katiyar vd. 2022) ve tek baslarina veya kombinasyon
halinde etki ederek diinya ¢apinda tarimsal bitkilerin verimliligini ve gida gilivenligini

etkilemektedir. Toprak tuzlulugu bitki verimliligini olumsuz etkileyen énemli gevresel



streslerin basinda gelmektedir (Talbi Zribi vd. 2018) ve diinya genelinde ekili alanlarin
%?20'sinden fazlasi tuzdan etkilenmektedir (Etesami ve Noori 2019). Diinya genelinde
ekilebilir alanlarin biiyiik bir kisminda yagislarin ¢6ziinebilir tuzlar kok bolgesinden
stizmek i¢in yetersiz oldugu ve bu durumun, antropojenik ve siddeti iklim degisiklikleri
ile giderek artabilecegi diigiiniilmektedir (Lachhab vd. 2013). Toprak ¢ozeltisinde tuz
konsantrasyonunun 100 mM' astig1 bir¢ok bolgede verimin ciddi bir sekilde azaldigi
bildirilmistir (Shahbaz ve Ashraf 2013). Bitkilerde tuz stresi ¢imlenme, fotosentez, fide
bliylimesi, vejetatif biiylime, ¢igeklenme ve meyve iretimini olumsuz etkileyerek
verimin ve Uretim kalitesinin diismesine neden oldugu gosterilmistir (Bybordi 2010,

Sakuraba vd. 2017, Mahlooji vd. 2018, Massaretto vd. 2018).

Tim bitkiler tuzluluga ayni dl¢iide ve/veya zamanda tepki vermezler ve farkli bitkiler
tuz stresine yanitta genis bir tepki spektrumu sergilemektedir. Tuz stresi, glikofit ve
halofit bitkilerin yan1 sira ayni familya ve cinsin farkl: tiirleri ve gesitleri arasinda farkl
etkilere sahiptir (Parihar vd. 2015). Ornegin tuz stresinin misir, celtik ve domates gibi
bir¢ok bitki tiirlinde toprak istii kisimlarin kiitlesini, yaprak sayisini, bitki boyunu ve
bitki kok alanin1 6nemli dlgiide azalttigi gosterilmistir (Ologundudu vd. 2014, Shtereva
vd. 2015, Tanveer vd. 2020). Bunun aksine, zorunlu halofit bitkilerde ortamin
tuzlulugunun biiylimede artisa neden oldugu ve bu durumun konsantrasyona baglh
olarak degiskenlik gosterebilecegi de bildirilmistir (Panta vd. 2014). Bu bitkiler,
maksimum biiylime potansiyellerini ifade etmek i¢in belirli bir tuz konsantrasyonuna
thtiyag duymaktadirlar. Tuzlulugun etkileri tiirler arasinda degisiklik gosterse de
tuzluluk ozmotik stres ve iyon toksisitesini takiben, fotosentez mekanizmasinin, su ve
mineral besin dengesinin bozulmasi sonucunda biiyiime inhibisyonuna, {iriin veriminde

diislise ve hatta bitkinin 6liimiine neden olmaktadir (Sekil 2.1) (Zhao vd. 2021).
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Sekil 2.1 Bitkilerde tuz zararinin mekanizmasi (Hao vd. 2021°den degistirilerek).

Tuzlu kosullar altinda bitkiler, ortaya c¢ikan stresle basa cikabilmek ve yasamlarini
stirdlirebilmek icin farkli fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar1 harekete gecirmek
zorundadir. Bu mekanizmalar morfoloji, anatomi, su iligkileri, fotosentez, toksik iyon
dagilimi ve biyokimyasal adaptasyondaki (antioksidatif metabolizma tepkisi gibi)

degisiklikleri icermektedir (Balasubramaniam vd. 2023).

Tuzlulugun yaprak anatomisi lizerindeki etkilerine bakildiginda, Atriplex, Faba ve
Gossypium yapraklarinin epidermis, palizat ve siinger parankimasi ile mezofil
kalinliginin, hiicre uzunlugunun ve hiicre ¢apinin artmasina neden oldugu bildirilmistir
(Zhang vd. 2014, Mata—Gonzalez vd. 2017, Afzal vd. 2022). Bunun aksine
mangrovlarda (Bruguiera sexangula), epidermis, mezofil kalinligimnin ve yapraklardaki
hiicreler aras1 boslugun azaldigi gosterilmistir (Basyuni ve Manalu 2021). Bugdayda,
tuz stresi kosullarinda bayrak yapragin alan1 6nemli 6l¢iide azaldigi ve verimin dnemli
Olgiide smirladigi rapor edilmistir (Seleiman vd. 2022). Tuz stresinin patates
yapraklarinda vakuolasyonun artmasina, endoplazmik retikulum ve mitokondri
gelisiminde inhibisyona, tonoplastin par¢alanmasina, sitoplazma ve vakuol matrislerini

karistirarak sitoplazmik bozulmaya neden oldugu bildirilmistir (Kolomeichuk vd.
2020).

Tuz stresine bagli olarak fotosentetik mekanizmasindaki bozulmanin enzimatik
aktivitelerdeki degisiklikler (Delatorre—Herrera vd. 2021, Al-Hinai vd. 2022), klorofil



biyosentezinin inhibisyonu (Qin vd. 2020), fotosentetik aparatin hasar gérmesi (Tokarz
vd. 2021), PSIl'den PSl'e elektron akisinin kisitlanmasi (He vd. 2021), 1s1 enerjisinin
fotokimyasal olmayan dagilimi (Killi ve Haworth 2017), gen ifadesinde gergeklesen
degisiklikler (Seo vd. 2020) ve hidrostatik stoma kapanmasi nedeniyle CO2
Oztimlemesinin azalmasi (Bose vd. 2017, Farooq vd. 2017) gibi ¢esitli faktorlerle
yakindan iligkili oldugu bildirilmistir (Pan vd. 2024). Stomalarin tuz stresine bagh
olarak kapanmasi, fiksasyon igin gereken mevcut CO2 miktarin1 ve CO2 Oziimleyici
enzimlerin aktivitesini azalttigi gosterilmistir (Tabatabaei ve Ehsanzadeh 2016,
Martin—StPaul vd. 2017, Zahedi vd. 2022). Elektron tagima zincirinin tuz stresi kaynakli
inhibisyonunun, psddosiklik elektron tasinimina yol acarak ROT’larin asir1 birikimine
neden oldugu bildirilmistir (Al-Farsi vd. 2020, Yan vd. 2021, Zahra vd. 2021). Tuz
stresi altinda ROT’larin asir1 birikimi birincil kinon alicisindan (Qa) ikincil kinon
alicisina (Qg) elektron transferini engelleyerek; (1) oksidatif patlama {iretme egiliminde
olan yiik rekombinasyonu i¢in mevcut elektronlarin birikmesine neden olur (Ahanger ve
Agarwal 2017), (2) fotosentetik proteinlere ve PSII reaksiyon merkezine zarar verir
(Zhang vd. 2013, Huihui vd. 2020) ve (3) PSII onarim mekanizmasini inhibe eder
(Allakhverdiev vd. 2002). Bununla birlikte, tuz stresinin PSII islevi iizerindeki etkisi tuz
konsantrasyonu, strese maruz kalma siiresi ve bitki tiirleriyle iligkilidir. Buna ek olarak,
tuz stresi PSI ve sitokrom bef etrafindaki dongiisel elektron taginimini engelleyerek
fotokorumayi da bozdugu bildirilmistir (Yue vd. 2019). Bununla birlikte, tuz stresi
ribuloz—1,5-bisfosfat izomeraz, aldolaz, transketolaz, sedoheptuloz 1,7-bisfosfat,
fruktoz  1,6-bisfosfat, ribuloz—1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz  (RuBisCO),
ribuloz—5—fosfat izomeraz, ribuloz—5—fosfat, fosfoenolpiruvat karboksilaz, ortofosfat
dikinaz, gliseraldehit—3—fosfat dehidrogenaz, fosfogliserat kinaz ve fosfofruktokinaz
gibi fotosentez ve karbohidrat metabolizmasinda fonksiyon goren enzimlerin
aktivitesini diigiirdiigti bildirilmistir (Lin vd. 2018, Pompelli vd. 2021, Sharma vd. 2020,
Sivakumar vd. 2000, Wanichthanarak vd. 2020). Tuz stresi kaynakli enzim
inhibisyonlari direkt ya da dolayli olarak fotosentez verimini diigiirdiigii ve bu durumun

da karbon ve enerji metabolizmasini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Pan vd. 2024).

Tuz stresi altinda bitkilerdeki mikro ve makro besin konsantrasyonu, bitki tiiriine,

bitkilerin tuzluluga toleransina, topraktaki makro ve mikro besin konsantrasyonlarina,



toprak ¢ozeltisinin pH'sina, mineral ve organik partikiillerin yiizey komplekslerindeki
adsorpsiyon olaylarina ve farkli ¢evresel kosullara bagli olarak artabilir, azalabilir veya
etkilenmeyebilir (Dhaliwal vd. 2022). Tuz tolerans: ile ilgili sayisiz hiicresel bilesenin
ana hatlarinin, yukar1 yonlii sinyalizasyon ve hormon diizenlemesinden, hiicresel
koruma ve tuzluluga karsi iyon homeostazina kadar kompleks bir silire¢ oldugu
belirlemigtir. Bu bilesenler, ozmotik diizenleme, antioksidatif diizenleme ve iyon
homeostazi olmak {izere ii¢c mekanizma araciligryla tuzluluk stresi altinda hiicresel
faaliyetleri siirdiirmek igin etkilesimli olarak ¢alismaktadir (Bahmani vd. 2015). Toprak
cozeltisinde NaCl seviyesinin artmasi, ozmotik stres nedeniyle bitkinin su alimim
etkiledigi gosterilmistir (Munns vd. 2020, Shabala vd. 2020). Tuz kaynakli olusan bu
ozmotik stres biiyiiyen dokularda hiicre genisleme oraninin ve stoma agikliginin
azalmasinin yani sira yapraklarda besin alinim miktarinda bir azalmaya neden
olmaktadir. Ayrica, tuzlu kosullar altinda stoma kapanmasi tetiklendiginde veya
sitozolde asir1 Na* biriktiginde bitkilerin fotosentetik pigmentler tarafindan absorbe
edilen 1giktan tam olarak faydalanma olasiliginin da azaldig: bildirilmistir (Shabala vd.
1998, Tavakkoli vd. 2011).

Tuz stresi altinda biiyiimenin engellenmesinin ozmotik strese ek olarak N, P, K*, Ca?*
ve Mg?" gibi mineral besin maddelerinin alimindaki bozukluklar ve Na*/CI- gibi
spesifik iyon toksisitesinden kaynaklandig1 gosterilmistir (Amin vd. 2020). Tuz stresine
bagli olarak Na* ve CI" alimindaki artig, bu iyonlarin amonyum (NH4"), nitrat (NO3) ve
fosfat (H2POs) ile antagonistik etkilesimlerinden kaynakli olarak N ve P
konsantrasyonlarinda azalmaya neden olmaktadir (Sahin vd. 2025). Tuz stresinin, azot
metabolizmasinin asimilasyon, amino asit ve protein sentezi gibi ¢esitli agamalarim
engelleyerek bitki bitylimesini olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir (Dluzniewska vd.
2007, Liu vd. 2020). Kok bolgesinde yiiksek Na™ iyonu konsantrasyonlarinin K* alimi
lizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Igra vd. 2020). Na" ve K*
iyonlarinin benzer kimyasal yapisi nedeniyle Na®, 6zellikle yiiksek afiniteli potasyum
tastyicilar1 (HKT'ler) ve segici olmayan katyon kanallart (NSCC'ler) i¢in K™ iyonlari ile
rekabet ederek K™ alimini inhibe ettigi kanitlanmistir (Shabala vd. 2016). Potasyuma

2+

benzer sekilde, Ca** ve Mg?"'un alimi ve tasinmas1 da tuzlu topraklarda yaygin olarak

bulunan yiiksek Na* konsantrasyonlarindan olumsuz etkilenebilecegi ve bu durumun da



bitkilerde Ca?*:Na* ve Mg?":Na* oranlarmin diismesine neden olacag: bildirilmistir
(Roy ve Chowdhury 2020). Koklerin besin maddelerini ve suyu siirgiinlere tagima
kapasitesinin tuz stresi nedeniyle kisitlandigi ve bu durumun siirgiin:kok oraninin
diismesine neden oldugu bildirilmistir (Silva vd. 2021). Bitkilerin en hassas organlari
olan yapraklar tuz stresinden biiyiik 6lciide etkilenirken, koklerin yiiksek tuzluluga
maruz kaldiginda yapraklara gére daha az etkilendigi gosterilmistir (Fageria ve Moreira
2011). Bitkiler tarafindan alinan tuzlarin biiylimeyi dogrudan etkilemedigi, ancak
turgor, fotosentez ve/veya oOnemli enzimlerin aktivitesini etkileyerek biiylime

inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir (Munns 1992).

Cesitli abiyotik ve biyotik faktorler, ROT iiretiminde kontrolsiiz ve asir1 artisa neden
olmaktadir. Normal kosullar altinda, tiim biyolojik sistemlerde ROT bazal seviyede
tiretilmektedir (Mittler 2017). Buna karsin, stres kosullarinda ROT birikim hiz1 birkag
kat artarak oksidatif strese neden olmaktadir (Gupta vd. 2015). ROT olusumunun esas
merkezi, sliperoksit radikali ve ardindan diger ROT olusumuna neden olan elektronlarin
oksijen molekiiliine yanlis yonlendirildigi mitokondriyal ve fotosentetik elektron tagima
zincirleridir (Foyer ve Noctor 2012). Tuz stresi, ozmotik stres ve iyon toksisitesinin
yani sira oksidatif strese neden olmakta ve bu nedenle bitkilerde tuzlulugun zararh
etkileri artmaktadir (Acosta—Motos vd. 2015, 2017). ROT firetiminin, tuz stresi
sirasinda mahsul verimliligindeki diislisiin ana nedeni oldugu gosterilmistir (Kataria ve
Verma 2018). Tuz stresinin fotosentetik ve mitokondriyal elektron taginimi, ksantin
oksidaz, glikoz oksidaz ve NADPH oksidaz gibi ROT fiiretici enzimlerin iizerinde etkili
oldugu bildirilmistir (Hossain ve Dietz 2016). Bununla birlikte, sitozoldeki K*
miktarmin kabul edilebilir diizeyde azalmasinin, hiicrelerin stresle basa g¢ikmasina
yardimci olacak gesitli tepkileri tetikleyen diisiik seviyelerde ROT iirettigi bildirilmistir
(Isayenkov ve Maathuis 2019). Yiiksek tuzluluk ROT'larin olusumuna neden olmasina
ragmen, K* ¢ikis kanallarini aktive etmekte ve hiicresel K* sizintisin1 hizlandirmaktadir.
Bu nedenle, hizli ve 6nemli miktarda K* kaybinin muhtemelen akut ROT toksisitesine
neden olarak programlanmis hiicre 6liimiine yol agabilecegi bildirilmistir (Isayenkov ve
Maathuis 2019). Diger taraftan, ROT ’larin bitkilerde sinyal iletimi ve stres toleransi i¢in
gerekli sekonder haberciler oldugu belirtilmistir (Marcec vd. 2019). Bu baglamda, tuz

stresine maruziyet ile birlikte erken evrede stres sinyalininin baslamasi i¢in ROT



birikiminin  tesvik edildigi bildirilmistir (Yang ve Guo 2018b). ROT’larin
temizlenmesinin, biiylimenin diizenlenmesi, stres hormonlarinin veya proteinlerinin
birikimi, iyon homeostazi gibi ¢esitli fizyolojik gelismelerle iligkili dolugu ve strese
uyumda hayati bir rol oynadigi belirtilmistir (Huang vd. 2019). Tuza toleransi
transgenik bitkilerin ROT’lar1 temizleme yeteneginin yiiksek oldugu bildirilmistir
(Nagamiya vd. 2007). Diisiik konsantrasyonlardaki tuz uygulamalari altinda ROT
seviyelerindeki artisin, yiiksek tuz konsantrasyonlari ile yapilan g¢alismalara kiyasla
negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Hasanuzzaman vd. 2021). Bu durumun
antioksidan enzim sistemi ile dogrudan baglantili olabilecegi ileri siiriilmistiir (Ahmad
vd. 2019). Bu baglamda, antioksidan enzim ifadelerindeki degisikliklerin, bitkilerin tuz
stresine yanitta ve tuz toleransi kazanmasinda anahtar rol oynayadigi bildirilmistir
(Hasanuzzaman vd. 2021). Bu nedenle bitkilerin, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD), guaiakol peroksidaz (POX), glutatyon peroksidaz (GPX), askorbat—glutatyon
(AsA-GSH) dongiisiiniin  enzimleri, monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR),
dehidroaskorbaterediiktaz (DHAR), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz
(GR) gibi antioksidatif enzimlerin ifade seviyelerini diizenleyerek tuz stresi tarafindan
tiretilen ROT'u detoksifiye ettigi gosterilmistir (Ahmad vd. 2016, Zhang ve Dai 2019,
Yong vd. 2020).

Stres faktorlerine kars1 dnemli bir yanit olarak bitkiler, ozmotik ayarlama gibi spesifik
adaptif fizyo—molekiiler yanitlara sahiptir (Linh vd. 2021). Tuzluluk stresi, iyon
homeostazin1  kesintiye ugratarak bitkilerde zararli iyonlarin birikmesine neden
olmaktadir (Isayenkov vd. 2019). Ayrica, K™ aliminin artirilmasi iyon homeostazinin
korunmasina ve ozmotik dengenin diizenlenmesine, turgorun korunmasina ve membran
potansiyelinin, sitoplazmik homeostazin, protein sentezinin ve enzim aktivasyonunun
diizenlenmesine yardimci olmaktadir (Joshi vd. 2022). Bununla birlikte, bitki
dokularindaki K* igerigi artan tuzlulukla birlikte kademeli olarak azaldig1 bildirilmistir
(Hurtado vd. 2020). Bu nedenle, tuz stresi altindaki bitkilerin hayatta kalmasi icin
yeterli K* seviyesinin korunmasi esastir. Tuzlu kosullara iyi uyum saglamig bitkiler,
hiicre iyon homeostazinin stabilizasyonu i¢in tuza asir1 duyarli (SOS) yolak araciligiyla
Na* ¢ikigin1 artirmaya ve sitoplazmada yeterli K™ konsantrasyonunu koruma
yetenegindedir (Bose vd. 2014, Wang vd. 2022). Bununla birlikte, bu tiir bir
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diizenlemenin birkag¢ bitki tarafindan gergelestirilebildigi goz oniine alindiginda, ¢ogu
tahil bitkisi tuz stresine karsi hassastir veya sadece orta derecede toleransli oldugu

bildirilmistir (Quamruzzaman vd. 2021).

Toprak c¢ozeltisinin diisiik ozmotik potansiyeline karsi koymak i¢in bitkiler, hiicre
icindeki ozmotik potansiyeli azaltmak iizere organik ve inorganik ¢ozlinen maddeleri
biriktiriler (Zrig vd. 2015). Ozmotik toleransi artirmak igin toksik iyonlarin ve/veya
uyumlu ¢oziinenlerin biriktirilmesi tuz toleransinda yer alan mekanizmalar arasindadir
(Tirkan ve Demiral 2009). Stoma agilmasinin ozmotik diizenleme siireci, hiicreler
arasindaki su hareketini etkileyen ozmotik diizenleyiciler adi verilen bilesiklerin
hareketi yoluyla ger¢eklesmektedir (Rhodes ve Samaras 2020). Bitkilerin ozmotik
diizenlemesinde ¢alisan birkag bilesik iyi bilinmektedir. K* ve CI" gibi iyonlarin veya
¢oOziiniir sekerler (fruktoz, glukoz, trehaloz, rafinoz, fruktanlar) ve bazi amino asitler
(prolin, glisin betain ve P-alaninbetain) gibi organik bilesikler olabilen 0zmotik
diizenleyicilerin  birikimi, ozmotik potansiyelin azalmasina yol acarak turgor
potansiyelinin korunmasina yardimci olmaktadir (Zivcak vd. 2016). Tuz veya kuraklik
stresine maruz kalan bitkilerin ozmotik diizenlemede artis, hiicre ¢eperi esnekliginde
degisiklikler ve yaprak turgiditesini koruyarak stresin etkilerini en aza indirmeyi
amaglayacak sekilde yamit verdigi bildirilmistir (Abobatta 2020). Ozmotik ve/veya
hiicre ¢eperinin esneyebilirliginin ayarlamasinin turgor kaybinda, daha diisiik yaprak su
potansiyelinde ve daha diisiik bagil su iceriginde gergeklestigi gosterilmistir (Navarro
vd. 2008, Zheng vd. 2010, Suarez 2011). Ozmotik ayarlamanin derecesi bitki tiirleri
arasinda farklilik gostermektedir. Ayrica, ozmotik ayarlamanin derecesinin diger
faktorlerin yani sira stresin siiresi ve bitkinin yasma da bagh oldugu bildirilmistir
(Koyro 2006, Stepien ve Johnson 2009). Tuz stresine maruz kalan bitkilerde ¢6ziinen
madde (serbest amino asitler, prolin ve toplam ¢oziinlir sekerler) birikimindeki
artiglarin, birgok fizyolojik fonksiyonun (fotosentez, terleme, biiyiime vb.)
stirdiiriilmesini sagladigi ve bitki gelisimini diizenledigi bildirilmistir (Mansour ve Ali
2017). Ogzellikle prolinin, sitozol-vakuoldeki ozmotik basmncin korunmasinda ve pH
diizenlemesinde rol oynadigi ve enzimatik sistemlerin korunmasini sagladigi
belirtilmistir (Wijayasinghe vd. 2017). Prolin farkli bitki biiylime asamalarinda etkili

olan ¢ok islevli bir amino asittir (Szabados ve Savouré 2010). Prolin tuzluluk da dahil
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olmak iizere gesitli abiyotik stresler altinda biriken en yaygin ozmolittir (Slama vd.
2015). Prolinin ozmotik koruyucu olarak fonksiyon gérmesinin yani sira antioksidan
Ozelliklere de sahip oldugu ve dehidrasyon sirasinda biyolojik makromolekiillerin
yapisin1 korumak i¢in molekiiler bir saperon olarak rol oynayabilecegi ve boylece
abiyotik streslere karsi bitki toleransinda dnemli bir rol oynayabilecegi bildirilmistir
(Ashraf ve Fooland 2007, Tang vd. 2015). Buna ek olarak, prolinin enzimatik olmayan
antioksidan aktivitelerde de rol oynadigi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir (Matysik vd.
2002, Signorelli vd. 2015).

Ozmotik stres altinda transpirasyon yoluyla su kaybini Onlemek igin stomalar
kapatildiginda, CO2 asimilasyonunun sinirlandigi gésterilmistir (Yang vd. 2006). Bu
durum, Calvin dongiisii tarafindan karbon fiksasyonunu ve NAD(P)H tiiketimini azaltir
ve elektrolit sizintisi ile ROS birikimine yol agmaktadir. Bununla birlikte, prolin
biyosentezi iki NAD(P)H" molekiiliiniin NADP™'ye oksidasyonunu gerektirir, bu da
NAD(P)Hnin azaltilmasina ve NAD(P)"nin geri doniistiiriilmesine yardimci
olmaktadir. Prolin biyosentezi sirasinda NAD(P)H'nin NADP*'ye oksidasyonu, pentoz
fosfat yolunda NAD(P)H"'ye indirgenecek olan NADP™'yi artirarak bir molekiil CO>
tretmektedir. Boylece, iiretilen CO2 stresli kosullar altinda karbon azaltiminin devam
etmesini saglarken, NAD(P)H'nin ROT iiretimini 6nlemek igin prolin biyosentezinde
kullanildig1 bildirilmistir (Zhu vd. 2021). Prolinin ayrica RuBisCO aktivitesini ve
mitokondriyal elektron tagima zincirinde Kompleks II'yi koruyarak toleransa katkida
bulundugu bildirilmistir (Cabassa—Hourton vd. 2016). Ayrica, prolin anabolizmasi
bitkilerin ozmotik homeostazlarin1 ayarlamalarina izin vererek 6zellikle ozmotik stres

altinda bitki su igeriginin geri kazanilmasina yardimci oldugu gosterilmistir (Per vd.
2017).

2.3 Tuz Stresine Yamit Genleri
Bitkilerin tuz stresine karsi fizyolojik tepki mekanizmasini bilmek, bitkilerin tuz
toleransini iyilestirmek ya da etkilerini en aza indirmek i¢in 6nemlidir (Hao vd. 2021).

Tuzlulugun karmasik mekanizmalarini anlamak ve bitki {iretimlerini artirmak igin

aragtirmalarin odak noktasi omik ¢agina girmektedir. Coklu—omiklerin ve gelismis 1slah
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stratejilerinin uygulanmasi, bitkilerde tuz toleransina yonelik dinamik bir adimdir. Tuza
cevapta rol oynayan genlerin, proteinlerin, metabolitlerin ve miRNA'larin tanimlanmasi
genomik, transkriptomik, metabolomik, proteomik, mikromik ve fenomik g¢alismalarla
miimkiin hale gelmistir. Bitki verimi ve kalitesinin iyilestirilmesi i¢in bircok omik
yontem, ara¢ ve kaynak gelistirilmistir (Chaudhary vd. 2019). Bununla birlikte, tuz
toleransinda rol oynayan sayisiz yolagi kesfetmek i¢in omik teknolojiler kullanilarak
daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Yiksek verimlikli dizileme
teknolojilerinin gelismesiyle birlikte transkriptomik ve proteomik analizler postgenomik
stireglerin karakterizasyonu i¢in Onemli bir ara¢ saglamaktadir (Yuan vd. 2024).
Transkriptomik ve proteomik caligmalar cesitli bitkilerde abiyotik strese karsi bitki
yanit mekanizmalarini incelemek i¢in kullanilmaktadir (Chen vd. 2020, Shu vd. 2022,
Gu vd. 2025).

Bitkilerde tuzluluk toleransi, coklu genler ve iliskili mekanizmalar tarafindan
diizenlenen multigenik bir 6zelliktir. Bitkilerde tuz toleransinin molekiiler mekanizmasi,
fizyolojik mekanizmasinin temelidir. Yiiksek bitkilerdeki tuza duyarli genlerle ilgili
aragtirmalar esas olarak ozmotik diizenleme, antioksidan savunma sistemi, iyon

taginimyi, sinyal iletimi ve diizenleyici genler iizerine odaklanmaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Tuz stresine yanitta rol alan bazi anahtar genler.

Genin ismi Genin kokeni Genin rolii Kaynaklar
P5CS1 Phaseolus vulgaris Prolin biyosentezinde hiz sinirlayici enzim Chen vd. 2013
P5CS2 Phaseolus vulgaris Prolin biyosentezinde hiz sinirlayict enzim Chen vd. 2013

LrAMADH1  Lycium ruthenicum Murr  Betain aldehiti betaine katalize eder Liu vd. 2016

SIBADH Suaeda liaodonggensis Betain aldehiti betaine katalize eder Wang vd. 2016
Trehaloz olusturmak i¢in trehaloz—6—fosfatin Krasensky vd.

ATPPD Arabidopsis thaliana defosforilasyonunu katalize eder 2014

Digsal K* eksik oldugunda Na*'un alinimina ve

HVHKT1;1 Hordeum vulgare tasmimina aracilik eder Han vd. 2018
HvVHKT1;5 Hordeum vulgare Arpada Na*'un negatif taginmasi Huang vd. 2020
OsHKT1 Oryza sativa Na* tasinmasi Kader vd. 2006
OsHKT2 Oryza sativa Na* tasimnmast Kader vd. 2006
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Cizelge 2.1 Devami

Geninismi  Genin kokeni Genin rolii Kaynaklar
OsVHA Oryza sativa Na* tagimnmasi Kader vd. 2006
AtNHX1 Arabidopsis thaliana  Vakuolar Na*/H* antiportirt Gaxiola vd. 1999
LNHX1 Leptochloa fusca Vakuolar Na*/H* antiportiri Adabnejad vd. 2015
IhNHX1 Iris halophila Vakuolar Na*/H* antiportiri Yang vd. 2018
HcNHX1 Halostachys caspica Vakuolar Na*/H* antiportiri Guan vd. 2011
Pennisetum
PgNHX1 . Vakuolar Na*/H* antiportirt Verma vd. 2007
alopecuroides
VrNHX1 Vigna radiata Vakuolar Na*/H* antiportiri Mishra vd. 2014
PtVP1.1 Populus trichocarpa Vakuolar H* fosforilaz Yang vd. 2015
TaTVP1 Triticum aestivuml Vakuolar H* fosforilaz Brini vd. 2007
Bhaskaran ve
AVP1 Arabi is thalian Vakuolar H* fosforilaz
abidopsis thaliana akuola osforila Savithramma 2011
Farkli karotenoidlerin déniisiimiinii katali
ChVDE Cerasus humilis _ar ! ar(_) enoid em.l doniistimiing katalize eden Sun vd. 2019
violaksantin deepoksidaz
. Transkripsi faktorii farkli stres tepkileri
OsNAC45 Oryza sativa o ,npswon _a_ A dber 4 Zhang vd. 2020
ABA sinyal tepkisine katilir
Transkripsi faktorii ABA— 1 diizenleyici
OsMADS25  Oryza sativa . dhe Om_ a_ram gyl Xu vd. 2018
yolaklarda ve ROT temizlenmesinde yer alir
CDPK sinyallemesinde membranda lokalize
AtCDPK27  Arabidopsis thaliana sy Zhao vd. 2015
protein kinaz
AtCPK12 Arabidopsis thaliana ~ CDPK sinyallemesinde protein kinaz Zhang vd. 2018
PtMAPKK4  Populus trichocarpa MAPK sinyallemesinde protein kinaz Yang vd. 2017
VWMKK?2 Vitis vinifera MAPK sinyallemesinde protein kinaz Wang vd. 2020
VWMKK4 Vitis vinifera MAPK sinyallemesinde protein kinaz Wang vd. 2020
ZmMKK4 Zea mays MAPK sinyallemesinde protein kinaz Kong vd. 2011
ZmMPK5 Zea mays MAPK sinyallemesinde protein kinaz Zhang vd. 2014
Gossypium
GhMAP3K40 P MAPK sinyallemesinde protein kinaz Chen vd. 2015
herbaceum
Gossypium . . s
GhMPK2 P MAPK sinyallemesinde protein kinaz Zhang vd. 2011
herbaceum
. Tuz stresi cevabinda yer alan transkripsiyon
GmbzIP2 Glycine max o Yang vd. 2020
faktori
Tuza duyarl AtKUP2'yi diizenl k art
AtbHLH122  Arabidopsis thaliana uza quyari gen yi duzenfeyerek arian Rajappa vd. 2020
tuz toleransi
. . . Tuza duyarl AtKUP2'yi diizenl k art .
AtWRKY33  Arabidopsis thaliana tza duyari gen yi duzenfeyerek artan Rajappa vd. 2020
tuz toleransi
. . . Tip 2C serin/treonin protein fosfatazl tif .
AtMYB20 Arabidopsis thaliana P . profein fostataziaft niegal Cui vd. 2013
olarak diizenler
ThDREB Tamarix hispida Stres cevaplarinda yer alan transkripsiyon faktorii Yang vd. 2017
Solanum
SIMYB102 . Stres cevaplarinda yer alan transkripsiyon faktorii Zhang vd. 2020
lycopersicum
AtGSTF8 Arabidopsis thaliana ~ Kokte redoks dengesini hassas bir sekilde ayarlar Zhao vd. 2015
AtGSTU19  Arabidopsis thaliana  Kokte redoks dengesini hassas bir sekilde ayarlar Zhao vd. 2015
. ABA—-bagiml senesensle iligkili reseptor benzeri .
PpSARK Physcomitrella patens Li vd. 2018

kinaz
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Tuz stresine maruz birakilan bitkilerde ozmotik ayarlama ile ilgili genlerin ifadeleri
olduk¢a oOnemlidir. Bu baglamda, ozmotik diizenleyicileri sentezleyen genlerinin
aktarilmasi transgenik bitkilerde daha fazla prolin, glisin betain, trehaloz, mannitol,
fruktan, glikojen gibi ozmotik diizenleyicilerin sentezlenmesi saglayabilmektedir.
Bitkilerde prolin sentezi glutamat ve ornitin yolaklar {izerinden gergeklesmektedir. Bu
yolaklarda hiz smirlayici anahtar enzimler glutamat yolunda Al prolin—5—karboksilik
asit sentetaz ve glutamat dehidrogenaz iken, ornitin yolunda ornitin aminotransferaz ve
arjinazdir. Ayrica, prolin dehidrogenaz prolin bozunmasinin anahtar enzimidir (Yang
vd. 2015). Transgenik A. thaliana'da prolin sentezi ile ilgili P5SCS1 ve P5CS2
cDNA'larin aktarilmasinin agir1 prolin iiretimine yol ac¢tig1 ve tuz toleransini gelistirdigi
gosterilmistir (Chen vd. 2013). Bitkilerde glisin betain sentezi kolin monooksigenaz ile
kolinin betain aldehite ve betain aldehit dehidrogenaz ile betain aldehitin betaine
oksidasyonunu katalizleyen iki enzimatik reaksiyonla gerceklesmektedir (Hanson ve
Wyse 1982). Suaeda liaodonggensis'ten klonlanan betain aldehit dehidrogenaz genini
asirt ifade eden transgenik domates (Solanum lycopersicum) bitkilerinin daha yiiksek

tuza tolerans gosterdigi bildirilmistir (Wang vd. 2013).

Farkl1 bitki tlirlerinde tuz toleransi ile iliskilendirilmis birgok iyon tastyicisin1 kodlayan
gen tamimlanmistir. Bunlar arasinda, yiliksek afiniteli K™ tagiyicis1 (HKT) ve Na*/H*
antiportir1 (vakuol membrani iizerinde NHX), Na* ve K"un alinimi, uzun mesafeli
taginimi ve yeniden dagiliminda kilit rol oynamaktadir. Buna ek olarak, K* tagiyici (KT)
ailesi, Arabidopsis K* tastyici (AKT) ailesi, stelar K* disa yoneltici (SKOR) ve koruyucu
hiicre disina yoneltici K* kanal (GORK) aileleri, Ca**~ATPaz (ACA, hem plazma
membran1 hem de vakuolar membran {izerinde), se¢ici olmayan katyon kanallar
(NSCC), Ca?*/H* antiportir (CAX), vakuolar H* fosforilaz (VP), H*—PPaz ve plazma
membran1 H*—ATPaz pompasi, tuz stresi altinda Na*/K*/Ca®" dengesinin korunmasinda
rol oynamaktadir (Deinlein vd. 2014). HKT, bitkilerde tuz toleransi ile yakindan iliskili
bir Na* veya Na'™—K" tasiyicisidir. Asirt Na'™u ksilemden g¢evredeki parankima
hiicrelerine bosaltmakta, stirgiindeki Na* igerigini azaltmakta ve in vivo olarak K*
dengesini korumaktadir (Deinlein vd. 2014). Arpa bitkilerinde HvHKT1;1 geninin
susturulmasinin koklerde ve yapraklarda Na* birikimine neden oldugu gosterilmistir

(Han vd. 2018). Tuza duyarli Arabidopsis hkt/—4 ve sosI—I12 mutantlarinda
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HvHKT1;1;1 geninin asir1 ifade edilmesinin kok ve govdede Na* igerigini 6nemli
olgiide azalttigi ve HVHKT1;1'in koklerde Na™'un tasinmasinda énemli bir rol oynadigi
bildirilmistir (Han vd. 2018). Tuz stresine maruz birakilan geltik bitkilerinde OsHKT1,
OsHKT2 ve OsVHA tasiyicilarinin Na*/K* oranini diizenleyerek Na* konsantrasyonunu
azalttigi bulunmustur (Kader vd. 2006). Vakuol membranindaki H*—ATPaz ve
H*—pirofosfataz tarafindan olusturulan bir proton gradiyenti tarafindan tesvik edilen
NHX'ler, vakuolde Na™un birikmesini saglayarak Na*™'un tasinmasina katilmaktadir
(Wang vd. 2007). Tuz stresine maruz birakilan domates fidelerinde artan yonde
diizenlen LeNHX2 ve SISOS2 genlerinin bitki biiylimesi, su almmmi ve verimi
iyilestirmede rol oynadigi bildirilmistir (Baghour et al. 2019). Farkli bitki tiirlerinde
NHX genlerinin asir1 ifade edilmesinin tuz stresine toleransi artirdigi bildirilmistir
(Verma vd. 2007, Shi vd. 2008, Asif vd. 2011, Mishra vd. 2014). NHX proteini
tarafindan Na™un kompartimanlagmasi i¢in gerekli enerji H*—ATPaz ve H'-PPaz
tarafindan tiretilen proton gradiyenti tarafindan saglandigindan, vakuolar H*—fosforilaz
(VP) ile birlikte NHX'in veya sadece VP'nin asir1 ifadesinin, NHX'in vakuole daha fazla
Na™u almasi i¢in gii¢lii bir itici gli¢ sagladig1 tahmin edilmektedir. Populus trichocarpa
H*—pirofosfataz geni PtVP1.1'yi asir1 ifade eden transgenik kavakta artan tuz toleransi
bu hipotezi desteklemektedir (Yang vd. 2015).

Tuz stresine bagli olarak iiretilen ROT’larin bertaraf edilmesi icin antioksidan
genlerinin ifadesi 6nemlidir. Antioksidan enzimlere (SOD, CAT, POD ve APX gibi) ait
genlerin asir1 ifadesi ile ROT’lar hizla elimine edilmektedir. Son yillarda birgok bitkide
antioksidan enzim gen ailesi tanimlanmis ve abiyotik stres altinda farkl ifade seviyeleri
belirlenmistir. Brassica juncea ve B. rapa'da abiyotik strese duyarli SOD gen ailesinin
(Verma vd. 2019), Gossypium hirsutum'da CAT (Wang vd. 2019) ve APX gen ailesinin
(Tao vd. 2018) genom c¢apinda tamimlamasi, karakterizasyonu ve biyoinformatik
analizleri gergeklestirilmistir. Antioksidan enzimlerin yan1 sira askorbik asit (AsA) ve
glutatyon (GSH) da bitkilerde ©nemli antioksidanlardir. Bitkilerde Onemli bir
antioksidan savunma sistemi olan AsA—GSH dongiisiiniin anahtar enzimlerinin asir1
ifade edilmesiyle yiiksek seviyede AsA ve GSH iiretilmekte ve bdylece bitkilerin

oksidatif strese toleransi artirilabilmektedir (Noctor vd. 2012). Arabidopsis’in tuz
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toleransinda AtGSTF8 ve AtGSTU19 genlerinin kokte redoks dengesini saglayarak stres
toleransina katki sagladig bildirilmistir (Horvath vd. 2019).

Tuz stresiyle basa ¢ikmak i¢in bitkiler ¢esitli sinyal yolaklarin1 aktive etmektedir (Qiu
vd. 2002, Quintero vd. 2002, Guan vd. 2013, Yang ve Guo 2018b, Liu vd. 2020, Van
Zelm vd. 2020). Bunlar arasinda, bir kalsiyum baglayici protein olan SOS3, bir
serin/treonin protein kinaz olan SOS2 ve plazma membraninda lokalize Na*/H*
antiporter olan SOS1 proteinlerinin birlesik faliyetlerini gerektiren SOS vyolu
bulunmaktadir (Quintero vd. 2011, Ji vd. 2013). Sitozolik serbest Ca?* seviyesinde tuz
stresinin neden oldugu degisiklikler SOS2 kinaza baglanan ve onu aktive eden SOS3
tarafindan algilanmaktadir (Qiu vd. 2002, Quintero vd. 2002). SOS2-SOS3 kinaz
kompleksi daha sonra Na™u hiicre disina atmak, Na® birikimini Onlemek ve tuz
toleransin1 tesvik etmek icin SOS1 ile etkilesime girerek aktive etmektedir.
Arabidopsis’te SOS1, SOS ailesindeki bitki tuz toleransi ile dogrudan iliskili bir gen
olarak tanimlanmistir (Guo vd. 2009). SOS4, SOS1 ve diger iyon tasiyicilarinin
aktivitesini ve tuz stresi altinda kok tilylerinin gelisimini diizenleyerek tuz toleransini
artirdigr gosterilmistir (Shi ve Zhu 2002). Plazma zarinin disinda bulunan SOS5
proteininin, hiicre g¢eperi gelisimini tesvik ederek ve hiicreler arasindaki baglantilari
artirarak tuz stresine yanitta onemli bir rol oynadigi kanitlanmistir (Shi vd. 2003). SOS6,
hiicre ozmotik stresi ve oksidatif stresi diizenlemede Onemli bir rol oynadigi
bildirilmistir (Zhu vd. 2010). Diger bitki tiirlerinde de SOS gen aileleri tanimlanmuistir.
Ornegin, yumru hardalinda (Brassica juncea var. tumida) SOS ailesi genlerinin genom
capinda tanimlamasi ve gen ifade analizi tamamlanmistir (Cheng vd. 2019). Ispanakta
(Spinacia oleracea) SOS ailesi genlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir (Zhao vd. 2021). Temel SOS bilesenlerinin yani sira, SOS yolaginda
ince ayar yapan ve tuz toleransini tesvik eden bir dizi yeni anahtar diizenleyici gen rapor
edilmistir. Bunlar arasinda en One g¢ikanlar brassinosteroid Insensitive 2 (BIN2),
GIGANTEA (GI), endosomal Sorting Complex'in (ESCRT) bir bileseni olan VPS23A ve
bir kalsiyum kanali olan AtNN4'tiir (Kim vd. 2013, Ma vd. 2019, Lou vd. 2020). Son
zamanlarda, VPS23A'nin SOS1 aktivasyonu i¢in gerekli olan SOS2-SOS3 etkilesimini
giiclendirerek SOS modiiliiniin islevsel diizenlenmesinde ©nemli bir rol oynadigi

gosterilmistir (Lou vd. 2020). VPS23A'ya ek olarak, AtNN4 geninin de SOS yolunun
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aktivasyonu yoluyla tuz stresi tepkilerini diizenledigi gosterilmistir (Ma vd. 2019).
Ozellikle, AtANN4 tuz stresi kaynakli Ca®* gecislerine aracilik ederek sitozolik Ca®*
seviyelerinde hizli bir artisa ve SOS yolunun tetiklenmesine neden olmaktadir.
Kalsiyum Baglayici Protein8'i (SCaBP8) bu mekanizma igerisinde yer almaktadir.
SCaBP8, AtANN4'lin SOS2 aracili fosforilasyonunu tesvik ederek AtANN4 ile kendi
etkilesimini artirmaktadir. Hem AtANN4 fosforilasyonu hem de AtANN4-SCaBP8
etkilesimi, AtANN4 aracili Ca?" gecislerini baskilayarak tuza ozgii Ca?" sinyali
meydana getirmektedir (Ma vd. 2019). Bununla birlikte, brassinosteroid (BR) sinyalinin
onemli bir bileseni olan BIN2 geninin de SOS2 kinaz aktivitesine dahil olarak SOS
yolunu diizenledigi bildirilmistir. Tuz stresinin, SOS2 kinazin inhibisyonu yoluyla SOS
yolunu negatif olarak diizenleyen 14-3-3 ve PKS5 kompleksinin olusumunu tesvik
ettigi  gosterilmistir (Yang vd. 2009). SOS2min PKS5 tarafindan Ser294'ten
fosforilasyonu SOS2 kinazin inhibisyonu igin gereklidir (Yang vd. 2009). Ayrica,
fotoperiyot aracili bir gigeklenme bileseni olan GI, SOS2 kinazi baskilayarak tuz stresi
tepkilerini olumsuz yonde diizenledigi bildirilmistir (Kim vd. 2013). SOS1 geninin bir
niikkleer Ca?* algilama yolu olan RSAI1-RITF modiilii tarafindan diizenlendigi
gosterilmisgtir (Guan vd. 2013). SOSl'e ek olarak SOS2, SOS3 ve SCaBP8'in de
transkript ~ diizeyinde  diizenlendigi  bildirilmistir. ~ Transkripsiyon  faktori
bitki-AT—zengin dizisi ve ¢inko baglayici protein 2 (PLATZ2) dogrudan SOS3 ve
SCaBP8 genlerinin ifadesini (Liu vd. 2020) ve MAPK4 ile aktive olan MYB42'nin tuz
stresi altinda SOS2 ve SOS3'lin transkripsiyonunu tesvik ettigi gosterilmistir (Sun vd.
2020).

Protein kinazlar, 6zellikle siklin bagimli protein kinazlar (CDPK'ler) ve mitojenle aktive
olmus protein kinazlar (MAPK 'ler), reseptor—benzeri protein kinazlar (RPK’ler) ve Ca?*
bagimli protein kinazlar (CDK’lar) 6nemli sinyal iletim elemanlar1 olarak abiyotik
streslere bitki cevaplarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Birgok bitki
tiiriinde CDPK gen aileleri tanimlanmis ve analiz edilmistir. Bunlar arasinda, cogu stres
sinyali ile ilgili olan Arabidopsis thaliana'’da 34 CDPK iiyesi bulunmustur (Shi vd.
2018). Uzun siireli tuz uygulamasindan sonra yabani tip bitkilere gore tuz stresine daha
duyarli olan ¢pk27—1 mutantlarinda yapilan iyon akisi analizinde, Na atithmi ve H”

almmmi  bakimindan daha diisikk kapasitelere sahip oldugu ve bu durumun
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Arabidopsis’te AtCDPK27 geninin tuz stresine adaptasyonda rol oynadigini gostermistir
(Zhao vd. 2015). NaCl uygulamasina maruz kalan yabani tip bitkilere gore
cpk12—RNAIi bitkilerinin koklerinde Na* seviyesinin daha yiiksek bulundugu ve bu
durumun tuz stresine uyum saglamada AtCPK12'min gerekli oldugunu gostermistir
(Zhang vd. 2018). AtCPKS®, tuz ve kuraklik stresi altindaki koruyucu hiicrelerde metil
jasmonat sinyalinin pozitif diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Xu vd. 2010). AtCPKS,
CAT3 ile etkilesime girmekte ve CAT3'lin 261. serin kalintisin1 fosforile ederek
aktivitesini diizenlemektedir. Bu diizenleme bitkilerin ROT'lar1 temizleme yetenegini
saglamaktadir (Zou vd. 2015). Arabidopsis'te AIMEKK1’in, tuz stresine yanit olarak
AtMKK2 ve AtMEKI1'i fosforile ederek asagi akis kinazlari olan AtMPK4 ve
AtMPKG6'y1 aktive ettigi bildirilmistir (Teige vd. 2004). Populus trichocarpa
PtMAPKK4'lin asir ifadesinin tiitiin bitkilerinde tuz toleransini artirdigi belirtilmitsir
(Yang vd. 2017). Tuz ve kuraklik stresi altindaki transgenik A. thaliana'da iiziim
VWMKK2 ve VWMKK4 genlerinin asir1 ifade edilmesinin fide biiyimesini olumlu
etkiledigi gosterilmistir. Arabidopsis’de VVMKK2'nin asir1 ifadesi hem tuz hem kuraklik
stresine karsi toleransi artirirken, VVMKKA4'lin asir1 ifadesi sadece tuz stresine toleransi
artirmistir (Wang vd. 2020). Misirda ZmMKK4 (Kong vd. 2011), ZmMPKS5 (Zhang vd.
2014), pamukta GhMAP3K40 (Chen vd. 2015), GhMPK2 (Zhang vd. 2011) ve diger
genlerin transgenik bitkilerde asir1 ifadesinin yiiksek tuz ve alkali konsantrasyonlara
kars1 toleranst artirdigi bildirilmistir. Tuz stresine yanitta yer alan ¢ok sayida bitki
reseptor benzeri kinaz (RLK) genleri, ilgili mekanizmalar1 belirlemek igin incelenmistir.
Bircok calisma, abiyotik stres toleransinda, 6zellikle tuzluluk i¢in lektin reseptor
benzeri kinazlarin (LecRLK'ler) karakterizasyonu ve islevi lizerine odaklanmistir. Pisum
sativum LecRLK (PsLecRLK) plazma membran sistemlerinde lokalize olan bir
kinazdir. PsLecRLK transkriptlerinin tuz stresi altinda artan yonde diizenlendigi tespit
edilmistir (Vaid vd. 2015). PsLecRLK asir1 ifade eden bitkilerin, ROT—siipiiriicii enzim
ifadelerinin artmasi1 nedeniyle tuz stresine karsi daha fazla toleransa sahip oldugu
gosterilmistir (Shumayla ve Upadhyay 2019). PsLecRLK asir1 ekspresyonu ayrica su
kanallarinin veya Na* tagiyicilarinin aktivasyonu nedeniyle bitkide su alimini artirdigi
gosterilmistir. Li ve Sun (2014), esas olarak gelitk kok epidermal hiicrelerinde ifade
edilen ve tuz duyarliligina aracilik eden bir LecRLK geni olan SIT1'i bulmustur (Li ve
Sun 2014). SITl'in NaCl tarafindan hizla aktive edilmesi, Na'un SIT1 aktivasyonuna
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dogrudan neden oldugunu veya hiicre c¢eperinden Na tarafindan salinan bir sinyali
algiladigini diistindiirmiistiir. SIT1’in MPK3/6'y1 fosforile ettigi, etilen tiretimine ve tuz
kaynakl1 etilen sinyalizasyonuna aracilik ederek bitkilerde ROT iiretimine ve birikimine
neden oldugu bildirilmistir (Zhang vd. 2016). Catharanthus roseus RLK gen alt
ailesinden (CrRLK) biri olan FERONIA'nin (FER), ABA ve tuz stresi gibi stres
tepkilerinde 6nemli bir rol oynadigini gosterilmistir (Yu vd. 2012, Chen vd. 2016).
FER, ABA yanitinin birincil sinyal yolunda bulunan bir PP2C iiyesi olan ABI2'nin
aktivasyonu yoluyla ABA sinyalini bastirdigi gosterilmistir (Yu vd. 2012). FER
fonksiyon kayb1 mutantinin hem ABA'ya hem de tuza asir1 duyarli olmasi, FER'in ABI2
aracili ABA sinyal yolu araciligiyla tuz stresi tepkisini kontrol edebilecegini
gostermisgtir (Chen vd. 2016). PnRLK-1, Antarktika yosunu Pohlia nutans'taki
sitoplazmik tip RLK'lerin bir homologu olarak tespit edilmistir (Zhang vd. 2014). Tuz
stresi altinda, PNRLK-1 ABA'ya duyarlilig1 artirmis ve ROS birikimini baskilayan ve
nihayetinde tuz stresinin etkilerini azaltan AtAPX1, AtZAT10 ve AtCATL1 gibi bir dizi
ROT-temizleyici genin ifadesini artan yonde diizenlemistir (Zhang vd. 2014).

Tuzluluk da dahil olmak iizere cesitli abiyotik stres kosullari, ABA'nin artan yonde
diizenlenmesine neden olarak bitkilerde cesitli adaptif tepkilerin ortaya ¢ikmasini
saglamaktadir (Ryu ve Cho 2015). Ozmotik strese bagli olarak ABA birikimi, biiyiik
olgiide ABA biyosentezinin artmasina ve yikim yollarinin inhibisyonuna bagl oldugu
ileri stirilmistiir (Zhu 2002). ABF'ler/AREB'ler (ABRE baglanma faktorleri), ABA
cevap elementleri ile baglanma yoluyla ilgili genlerin ifadesini diizenleyen
ABA-bagimli gen ifadesinde yer alan diizenleyici faktorlerin bir sinifidir (Shinozaki ve
Yamaguchi—Shinozaki 1997). ABA dogrudan degil, AREB'leri tesvik ederek etki
gostermektedir. Bu nedenle, AREB'lerin agir1 ifade edilmesi bitkilerin abiyotik strese
kars1 toleransini artirmaktadir. Ca®* bagimli protein kinazlar (CPK’lar), AREB/ABF lerin
fosforilasyonu dahil olmak iizere tuz stresi yanit genlerinin ifadesinin diizenlenmesinde
rol oynamaktadir. Arabidopsis CPK32 (Ca?* Bagimhi Protein Kinaz 32) ABA
sinyalizasyonuna katilmak i¢cin ABF4'li (ABRE Baglayict Faktor 4) fosforilledigi
gosterilmistir (Choi vd. 2009). CPK4 ve CPK11, ABA sinyal yollarina aracilik eden
onemli pozitif diizenleyici olduklart tespit edilirken (Zhu vd. 2007), buna karsin
homologlar1 CPK12, bu sinyalde negatif bir rol oynadig: gosterilmistir (Zhao vd. 2011).
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CPK10, ABA ve Ca?* araciligiyla sinyal diizenleyecisi olarak bitki kuraklik yanitlarinda
anahtar rol oynayan HSP1 ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Zou vd. 2010).
CPK23’tin kuraklik ve tuz stresine yanit vererek CPK21 ile ABA sinyalinde bekgi
hiicresi anyon kanali SLACL'in (Slow Anion Channel-Associated 1) diizenlenmesi igin
Ca2* bagimli diizenleyiciyi olusturdugu kanitlanmistir (Ma vd. 2007, Geiger vd. 2010,
Franz vd. 2011). CPK3 ve CPK6’nin, stoma hareketinde ABA sinyalini pozitif olarak
diizenledigi bildirilmistir (Mori vd. 2006, Mehlmer vd. 2010, Xu vd. 2010). Ayrica
CPK6’nin bekgi hiicrelerinde metil jasmonat sinyalinin pozitif bir diizenleyicisi olarak
da islev gordigii belirlenmistir (Ye vd. 2013). CPK13 ise bekgi hiicresi tarafindan ifade
edilen KAT2 (K™ tastyic1 2) ve KAT1 (K™ tasiyici 1) kanallarini inhibe ederek stomalarin
acilmasini engelledigi gosterilmistir (Ronzier vd. 2014). Bununla birlikte, cpk27-1
mutantlarinin tohum ¢imlenmesi ve ¢imlenme sonrasi fide biiyiimesi ac¢isindan yabani
tip bitkilere gore tuz stresine karsi ¢ok daha hassas oldugu bulunmustur (Zhao vd.
2015). CPK’lar disinda bazi sinyal diizenleyiciler de tespit edilmistir. Physcomitrella
patens'te PpSARK'in (senesens ile iliskili reseptor benzeri kinaz) ABA iliskili bir yol
araciligiyla tuz stresine cevapta pozitif bir diizenleyici olarak islev gordiigii bildirilmistir
(Li vd. 2018). Celtikte OSNAC45'in ABA sinyal yanitlar1 ve tuz toleransinda kilit bir rol
oynadig1 belirlenmistir (Zhang vd. 2020). Celtikte OSMADS25'in ABA aracili
diizenleyici yollar ve ROT temizleme yoluyla kok biiylimesi ve tuz toleransini

diizenleyen 6nemli bir transkripsiyon faktorii olabilecegi bildirilmistir (Xu vd. 2018).

Tuz toleransi, ¢coklu genler tarafindan kontrol edilen nicel bir genetik 6zelliktir. Tuz
stresi altinda, transkripsiyon faktorleri (TF’ler) tarafindan cesitli genlerin ifade
seviyeleri diizenlemektedir. Tanimlanan nukleus transkripsiyon faktorlerinin birkag
ailesi arasinda bZIP, WRKY, AP2/ERF, MYB, DREB, bHLH, CBF ve NAC gibi TF’ler
bulunmaktadir. Soya fasulyesinin kok tiiylerinde GmbZIP2'nin asir1 ifadesi, strese cevap
genlerinin  (GmMYB48, GmWwWD40, GmDHN15, GmGST1 ve GmLEA) ifadesini
artirmistir (Yang vd. 2020). Transkripsiyon faktorleri bHLH ve WRKY, tuza duyarli gen
AtKUP2 ifadesini diizenleyerek A. thaliana'min tuz toleransini artirmistir (Rajappa vd.
2020). A. thaliana'daki AtMYB20, ABA sinyal yolaklarmi diizenleyerek tuz stresine
kars1 toleransini etkilemektedir. AtIMYB20 geninin ifadesi, tuz ve ABA stresi ile tegvik

edilmektedir. AtMYB20 geninin asir1 ifadesi, transgenik Arabidopsis’in tuz stresine karsi
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toleransini artirmig ve tuz stresi altinda ABI1, ABI2 ve AtPP2CA (ABA sinyalinin
negatif diizenleyicisi) genlerinin ifade seviyelerini azaltmistir (Cui vd. 2013). Tamarix
hispida'daki ThDREB transkripsiyon faktoriiniin, antioksidan enzimlerin aktivitesini
artirarak tuz toleransimi artirdigi bildirilmistir (Yang vd. 2017). Tuz stresine maruz
birakilan domates fidelerinde SIMYB102'nin asir1 ifadesinin, ROT temizleme
enzimlerinin daha yiiksek aktivitesine ve daha iyi bir K*/Na® oranina neden oldugu
gosterilmistir (Zhang vd. 2020). Tuz stresi ile ilgili birgok genin (SISOS1, SISOS2,
SINHX3, SINHX4, SIHAK5, SICPK1 ve SICPK3) transkript bollugunun artan yonde
diizenlenmesi qRT—PCR analizi ile dogrulanmistir (Zhang vd. 2020). A. thaliana'da
VVNAC17'in asir1 ifadesinin, ABI5, AREB1, COR15A, COR47 ve P5CS’yi igeren ABA
ve stresle iligkili genlerin artan yonde diizenlenmesine neden olarak kuraklik ve

tuzluluga kars1 bitki toleransini artirdig1 gosterilmistir (Ju vd. 2020).

2.3 Biyodiizenleyici Uygulamalari ile Tuz Toleransinin Artirilmasi

Asirt tuzun bitkilerde iyon, ozmotik ve oksidatif strese yol agarak normal metabolik
fonksiyonlarin engellenmesine, hiicre i¢i iyonlarin dengesizlesmesine, fotosentetik
pigment sentezinin engellenmesine, protein miktarinin azalmasina, lipid liretiminin
zayiflamasina, antioksidan enzim aktivitesinin azalmasina ve antioksidan igeriginin
diismesine neden oldugu bildirilmistir (Feng vd. 2023). Bitkilerin asir1 tuzluluga daha
iyi uyum saglamasimi kolaylastirmak amaciyla digsal olarak uygulanan maddelerin
(biyodiizenleyici)  etki  mekanizmalar1  {izerine ¢aligmalar  yiirGitiilmektedir.
Biyodiizenleyici bilesiklere 6rnek olarak enzimatik olmayan antioksidanlar (fenolik
bilesikler, glutatyon, vb.), bitki biiyiime diizenleyicileri (salisilik asit, jasmonik asit vb.),
sinyal molekiilleri (kalsiyum iyonu, nitrik oksit ve hidrojen peroksit), ozmorgiiletor
bilesikler (prolin, glisin—betain vb.), kiikiirt igeren bilesikler (tiyotire, Sistein vb.)
verilebilir. Bu bilesiklerin iyon dengesinin diizenleyerek, ozmotik diizenlemede gérev
alan maddelerinin sentezini tesvik ederek, hormonal mekanizmay: diizenleyerek,
antioksidan enzim savunma sistemini tesvik ederek, strese yanitta yer alan gen ve
proteinlerin ifade seviyelerini diizenleyerek tuz stresinin olumsuz etkilerinin
hafifletilmesinde 6nemli roller oynadigi birgok ¢alisma ile gosterilmistir (Al-Mushhin
vd. 2021, Ghani vd. 2021, Meng vd. 2020, Mulaudzi vd. 2020, Tahjib—UI-Arif vd.
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2019).

Baslica diisiik molekiiler agirlikli serbest tiyol tripeptit olan indirgenmis glutatyon
(9-Glu-Cys—Gly, GSH) bitki hiicrelerinde her yerde bulunur ve serbest radikallerin
uzaklastirilmasi gibi gesitli yasam siirecleri i¢in ¢ok onemlidir (Mendoza—Cozatl vd.
2005, Nahar vd. 2015). GSH benzersiz redoks ve niikleofilik 6zelliklere sahiptir ve
ksenobiyotiklerin, oksiradikallerin, tuzlulugun ve metal iyonlarmin toksik etkilerine
kars1 hiicresel savunmada yer almaktadir. GSH’un, askorbat—glutatyon dongiisii,
tiyoredoksin (Trx) ve glutaredoksin (Grx) sistemleri, hiicresel homeostazin
diizenlenmesi ve sinyal iletimi yoluyla dogrudan veya dolayli olarak ROT'lar
temizleyebilecegi gosterilmistir (Riccillo vd. 2000, Mittler vd. 2004, Romero—Puertas
vd. 2004, Anjum vd. 2012). Bu nedenle, GSH baslica hiicre i¢i redoks tamponu olarak
kabul edilmektedir (Foyer ve Noctor 2011). Tuz stresine maruz birakilan (200 mM)
misir fidelerinde digsal GSH uygulamasi sonucunda, bitkilerde onemli 6lglide daha
yiiksek ¢imlenme ylizdesi, hayatta kalma orani, bitki biyokiitlesi ve bitki basina tane
veriminde artis elde edilmistir (Pei vd. 2019). GSH uygulamasinin tuz stresi altindaki
domates bitkilerinin biiylimesini tesvik ettigini ve tuz toleransim artirdigint (Zhou vd.
2016) ve ayrica PSII'yi asir1 enerjinin neden oldugu hasardan koruyarak net fotosentetik
hiz1 artirdigini, boylece PSII'nin fotokimyasal verimliligini artirdigi bildirilmistir (Liu
vd. 2014a, Liu vd. 2014b). Ayrica, Tuz stresine maruz birakilan domates fidelerinde
dissal GSH uygulamasinin hiicresel redoks homeostazini korumak i¢in GSH sentezini
ve metabolizmasini diizenleyerek antioksidan savunma sistemini gii¢lendirdigi ve
boylece tuz kaynakli oksidatif strese karsi direnci artirdigr gosterilmistir (Zhou vd.

2017).

Fitohormonlar olarak da bilinen bitki biyiime diizenleyicileri, bitki biiylimesi ve
gelisiminde ¢ok 6nemli bir rol oynayan kii¢iik kimyasallardir. Iyi karakterize edilmis
dokuz bitki hormonu arasinda absisik asit (ABA), etilen, salisilik asit (SA) ve jasmonik
asit (JA) strese tepki hormonlari olarak kabul edilirken oksin, gibberellin (GA),
sitokininler (CK’ler), brassinosteroidler (BR’ler) ve strigolaktonlar (SL’ler) ise
biiyiimeyi tesvik eden hormonlar olarak siniflandirilmistur (Verma vd. 2016). Cok

sayida calisma, her bir bitki hormonunun farkli doku veya cevresel kosullar altinda
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karmasik ve etkili roller oynadigini gostermistir (Ku vd. 2018, Cortleven vd. 2019, Yu
vd. 2019).

SA'nin tuzluluk ve ozmotik stres de dahil olmak iizere farkli abiyotik streslere karsi
savunma tepkilerinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Borsani vd. 2001). Cok
sayida caligma, SA'nin digsal olarak uygulanmasinin bir¢ok bitki tiiriinde tuzluluk
stresinin neden oldugu toksisite etkilerinin iyilestirebilecegini gostermistir (Jini ve
Joseph 2017, Wani vd. 2017, Mir ve Somasundaram 2021). Ayrica, SA sentezi ve
birikimi degistirilmis ¢esitli Arabidopsis mutantlarinda tuz toleransindaki farkliliklar
gosterilmistir (Cao vd. 2009, Asensi ve Munné 2011, Miura vd. 2011, Hao vd. 2012).
Tuz stresine maruz birakilan Capsicum annuum L. fidelerine digsal SA uygulamasinin,
tuz stresinin gaz degisimi, biliylime, ortalama meyve agirlig1 ve bitki basia toplam
tiretim tlizerindeki olumsuz etkilerini hafiflettigi bildirilmistir (Silva vd. 2022). Digsal
SA uygulamasi tuz stresi uygulanmis Sorghum bicolor L. fidelerinin yapraklarinda
elektrolit sizint1 ylizdesini azaltmis, ozmolit konsantrasyonunu, gaz degisim oranlarin
ve antioksidan enzimatik aktiviteyi arttirdi@i bildirilmistir. Calisma 6zellikle
antioksidatif enzimlerin artan aktivitesinin tuz stresinin etkilerini azalttigini ve

bitkilerde verimi artirdigini ortaya koymustur (Jangra vd. 2022).

Jasmonik asit, bitkilerde bitki biiyiimesinin diizenleyicisi olarak gorev yapan endojen
bir biyomolekiildiir ve strese yanitla iligkili bir hormon olarak karakterize edilmistir
(Wasternack 2014, Shekhawat vd. 2023). Tuz stresinin domates yapraklarinda endojen
JA dretimini arttig1 gosterilmistir (Abouelsaad ve Renault 2018). Digsal olarak
uygulanan JA'nin bitkilerde tuz stresinin toksik etkisini azalttigina dair c¢aligmalar
bulunmaktadir. Celtikte JA uygulamasinin su veya toprakta bulunan tuzun bitki
tarafindan alimmi veya translokasyonunu engelleyerek bitkide biyokiitle iretimini
artirdig1 gosterilmistir (Cohen vd. 2009, Wasternack vd. 2019, Zhao vd. 2019). Pisum
sativum'da, JA uygulamasimin tuz stresi kosullarinda protein sentezinde artisa neden
oldugu bildirilmistir (Guo vd. 2007, Schaller vd. 2009). Dissal JA'nin soya fasulyesi
fidelerinin tuz stresi altinda krofil i¢erigini, bitki biyokiitlesini, bagil su igerigini ve tane
verimini artirarak fiziksel ve fizyolojik performanslarinda iyilesmeye neden oldugu

gosterilmistir (Sheteiwy vd. 2021). Diger arastirmalarda, digsal JA uygulamasinin
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antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi, lipid peroksidasyonunu azalttigi ve K*
icerigini artirdig1 gosterilmistir (Jiang vd. 2020, Karamian vd. 2020). Diger taraftan,
iyon homeostazin1 korumak icin JA'lar ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle,
Na;COs stresi altindaki musir fidelerine JA uygulanmasinin hem koklerde hem de
yapraklarda K*/Na* oranlarim1 artirdigi gozlemlenmistir. Bu azalmanin da iyon
toksisitesini hafifleterek tuz stresinin zararli etkilerini azalttigi bildirilmistir (Mir vd.
2018). Digsal metil jasmonat (MeJA) uygulamasinin tuz sresi altindaki fidelerde iyon
homeostazini korumada 6nemli bir faktor oldugu gosterilmistir (Wang vd. 2023). Buna
ek olarak MeJA’nin siirgiinlerde K™ birikimi, fotosentez, metabolizma ve ozmotik
basing gibi hayati siireclerin diizenlenmesinde ve ayni zamanda iyon toksisitesinin
hafifletmesinde rol oynadigi bildirilmistir (Hussain vd. 2022). Bu baglamda, JA’nin Na*
birikimini azaltma ve kokler ile siirgiinler arasindaki K* dagilimini diizenleme

kapasitesi gosterilmistir (Noor vd. 2022).

Kalsiyum bitkilerde hem sekonder haberci hem de iyon dengesinde énemli bir mineral
besin olarak, tuzlulugun neden oldugu olumsuz etkilerin hafifletilmesinde kritik rol
oynamaktadir (Vafadar vd. 2020). Tuz stresi altindaki bitkilerde Ca®** uygulamasinin
hiicre ceperi stabilitesini ve membran biitlinliigiinii gii¢lendirebilecegi bildirilmistir
(Kaya vd. 2003). Bu durumun da bitkilerin iyon sizintisini ve tuz stresinin neden oldugu
membran hasarini dnlemesinde yardimci olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Tuna vd. 2007).
Bununla birlikte, bitkilere Ca?* uygulanmasinin tuz stresinden kurtulma veya etkilerini
azaltma kabiliyetlerini artirabilecegini gdsteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Soya
fasulyesi fidelerinin biiyiime ortamina Ca?" ilavesinin enzim aktivitelerinin artmasina
neden oldugunu ve bunun da tuz birikiminde ve oksidatif hasarda bir azalmaya yol
actigin1  gozlemlemistir (Elkelish vd. 2019). Artan antioksidan kapasitenin ROT
seviyelerini distirerek tuz dislama ve tutma mekanizmalarini gelistirdigi bildirilmistir.
Bu etkinin Ca?" uygulamasmin Na* alimi, ¢ikist veya boliimlendirilmesinde temel rol
oynayan c¢esitli iyon tasiyicilarinin ve kanallarinin ifadesini ve aktivitesini diizenleyerek
gerceklestigi bildirilmistir (Elkelish vd. 2019). Tuz stresine maruz birakilan domateste
dissal olarak 10 mM ve 15 mM Ca?" uygulanmasmin oksidatif stresi azaltarak,
ozmoprotektanlar: ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirarak bitki peroformansini

ve meyve kalitesini iyilestirdigi gosterilmistir (Islam vd. 2023). Kabakta tuz stresinin
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olumsuz etkilerini hafifletmek amaciyla 3 mM Ca(NOz3), uygulanmig ve iyon
dengesinin korundugu, iyon homeostazinin yeniden saglandig1 ve antioksidan savunma
sistemlerinin gii¢lendirildigi gosterilmistir (Behtash vd. 2023). Biber bitkilerinde
spreyleme yoluyla yapraktan Ca?* uygulamasinin iyon dengesini yeniden diizenlendigi,
antioksidan sistemi gii¢lendirigi ve kiikiirt iceren proteinlerin sentezini artirarak tuz

stresinin etkilerini hafiflettigi bildirilmistir (Mukhtar vd. 2016).

Prolin, tuzluluk da dahil olmak iizere ¢esitli abiyotik stresler altinda biriken en yaygin
endojen ozmolittir (Szabados ve Savouré 2010, Slama vd. 2015). Bununla birlikte,
digsal prolin uygulamasinin tuz toleransini artirabilecegi gosterilmistir (Heuer 2010).
Tuz stresi altindaki muisir bitkilerinin yapraklarina prolin uygulamasinin bitki biiyiimesi
ve verimliligini artirdigr gosterilmistir (Alam vd. 2016). Dissal prolin uygulamasinin
yaprak su potansiyeli ve su igerigini artirarak ve su kullanim verimliligini geri
kazandirarak tuz stresini nasil 6nemli Olgiide hafiflettigi belgelenmistir. Brassica
juncea'da, tuz stresi altinda yaprak su potansiyelinin azaldigini, ancak digsal uygulanan
20 mM prolinin su potansiyelindeki kaybi tamamen tersine g¢evirdigini gosterilmistir
(Wani vd. 2016). Benzer sekilde, tuzlu kosullar altinda dissal prolinin tuza duyarh
Cucumis sativus'un biiyiime inhibisyonunu hafifletebilecegini ve yaprak su icerigini
artirabilecegi bildirilmistir (Huang vd. 2009). Dissal prolin uygulamasinin tuzluluk
altinda bitki su icerigini korumadaki rolii Onobrychis viciifolia’da gosterilmistir (Wu
vd. 2017). Tuz stresi altinda digsal proline yanit olarak yapraklarin su igerigi ve su
potansiyelindeki artisin, prolinin bitkilerin hiicresel ozmotik potansiyellerini
ayarlamalarina ve dolayisiyla daha yiiksek su igerigini korumalarina yardimei olan igsel
prolin, glisin betain, ¢6ziiniir sekerler ve K* gibi bazi organik ve inorganik bilegiklerin
birikimini tetiklemesinden kaynaklanabilecegi one siiriilmiistiir (Ben Ahmed vd. 2011,
Nounjan vd. 2012, Khan vd. 2014, Zheng vd. 2015). Birgok ¢alisma, tuz stresinin prolin
biyosentezinde yer alan genlerin ifadesinin tetikledigini ve bunun da prolin birikimine
yol agtigin1 gdstermistir (Armengaud vd. 2004, Kim ve Nam 2013, Nguyen vd. 2013).
A. thaliana'da P5CS enziminin ¢aligmadigi tuza asir1 duyarli p5csl mutantlarinda bu
enzimin bitki tuz toleransinda kilit bir rol oynadigin1 gosterilmistir (Székely vd. 2008).
Digsal prolin uygulamasiin, prolin biyosentezi ile ilgili spesifik genlerin ifadesini

diizenleyerek bitkilerin tuz stresine toleransini etkili bir sekilde artirdigi bildirilmistir.
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de Freitas vd. (2018), tuz stresi altindaki misir yapraklarina prolin uygulamasinin P5CS
aktivitesinde bir azalmaya ve prolin dehidrojenaz (PDH) enzim ifadesinde bir artisa
neden oldugunu goéstermistir. Tuz stresine maruz birakilan Sorghum bicolor'da da
benzer sonuglar rapor edilmistir (de Freitas vd. 2019). Eksojen prolin uygulamasinin
hem stresli hem de kontrol Eurya emarginata fidelerinde P5CS aktivitesinde bir
azalmaya yol acarken, kontrol uygulamalarinda PDH aktivitesinde bir artisa neden
olmustur (Zheng vd. 2015). Tuz stresi altinda, bugday tohumlarinin prolin ile muamele
edilmesinin, P5CS aktivitesinde bir azalmaya eden olarak prolin ve P5C igerigini
onemli Ol¢iide azalttigt buna karsin PDH aktivitesini 6nemli Olglide artirdigi
bildirilmistir (Rady vd. 2019). Arabidopsis thaliana'da eksojen prolinin PDH
ekspresyonu tizerindeki benzer etkisi farkli ¢alismalarda da rapor edilmistir (Kiyosue
vd. 1996, Nakashima vd. 1998). Deuschle vd. (2001), dissal prolin uygulamasinin
PDH'ye ek olarak, PSCDH transkript seviyelerini artirdigini bildirmis ve bu yanitin
bitkileri prolin toksisitesine karsi koruyabilecegini One siirmiistir. Buna ek olarak,
digsal prolin uygulamasinin tuz stresi altindaki Oryza sativa'da P5CS ve P5CR

ekspresyonunu énemli 6l¢iide artirdigini gosterilmistir (Nounjan vd. 2012).

Silisyum (Si), bitki metabolizmasina dogrudan katilimini gésteren ¢alismalarin eksikligi
nedeniyle esansiyel olmayan bir mineral besin maddesi olarak siniflandirilmigtir
(Datnoff vd. 1997). Ancak, o6zellikle abiyotik stres kosullar altinda bitkiler {izerinde
faydali etkileri oldugunu gosteren bircok c¢alisma nedeniyle faydali veya
“yari—esansiyel” bir element olarak tanimlanmistir (Mandlik vd. 2020). Bir¢ok ¢alisma,
Si yoksunlugunun biiyiime anormalliklerine neden oldugunu, dolayisiyla bir¢ok bitki
igin faydali oldugunu ortaya koymustur (Frew vd. 2018, Zargar vd. 2019, Tripathi vd.
2021). Si'un tuzluluk, kuraklik, sicaklik ve agir metal stresi dahil olmak {izere bir dizi
abiyotik stresinin olumsuz etkilerini hafiflettigini gosteren c¢ok sayida caligma
bulunmaktadir (Soundararajan vd. 2014, Ali vd. 2016, Deshmukh vd. 2020, Vaculik vd.
2020). Digsal Si uygulamasimin optimum K*/Na' oranini, iyonik konsantrasyonu ve
besin dengesini koruyan ve ROT iiretimini smirlayan ¢evre dostu bir yaklasim oldugu
kanitlanmistir  (Almeida vd. 2017). Si uygulamasmin plazma membraninda ve
tonoplastta H*-ATPaz aktivitesini artirarak Na™un hiicre disina  atilmasini

kolaylagtirdig: bildirilmistir (Liang vd. 2006). Si uygulamasi bugday (Javaid vd. 2019),
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arpa (Alayat vd. 2022), misir (Gou vd. 2023), sorgum (Bounaouara vd. 2024), salatalik
(Hu vd. 2022), geltik (Flam—Shepherd vd. 2018) ve kanola (Ahmad vd. 2023)
fidelerinde tuz stresinin neden oldugu hasar1 hafiflettigi bildirilmistir. Bitkilerde Si
aracili tuz toleransinin, akuaporinler, fitohormon biyosentezi, poliamin biyosentezi ve
iyon tastyicilart ile ilgili genlerin diizenlenmesi ile gergeklestigi gosterilmistir (Kim vd.
2014, Bosnic vd. 2018). Salatalikta, RNA-seq transkriptomik c¢alismasi, yiiksek
tuzluluk altinda Si uygulanan bitkilerin, sadece NaCl uygulamasma gore kontrol
uygulamalarina benzer ekspresyon profili gosterdigi bildirilmistir (Zhu vd. 2019). Tuz
stresine maruz birakilan geltik fidelerine Si uygulamasi, bir transkripsiyon faktori,
kinaz/fosfataz, fotosentetik genler, savunma veya stres i¢in kodlanan 29 genin ifadesini
onemli dl¢iide degistirdigi rapor edilmistir (Kim vd. 2014). Soya fasulyesi fidelerinde Si
uygulamasi sonucunda hormon biyosentez yolunda yer alan genlerin diferansiyel olarak
ifadesinin degistigi bildirilmistir (Rasoolizadeh vd. 2018). Misirda Si uygulamasinin
ZmSOS1 ve ZmSOS2 tastyicilarinin ifadesini artan yonde diizenledigi ve bunun
sonucunda kokte Na* birikimini azalttigi ve boylece meristem dokusunda tuz birikimini
onledigi gosterilmistir (Bosnic vd. 2018). Bu iki genin Si aracili artan ydnde
diizenlenmesi ve kok stelinde ZmHKTL1'in azalan yonde diizenlenmesi yapraklara daha
fazla Na* tasinmasina neden olmustur. Ayrica Si, ZmMNHX'in artan yonde diizenlenmesi
yoluyla mezofil hiicrelerindeki vakuollerde Na"un alikonulmasini artirdigi  ve
dolayisiyla kloroplastlardaki Na™ yiikiinii azalttig1 rapor edilmistir. Tuz stresi altindaki
celtikte digsal Si uygulamasinin nitrik oksit metabolizmasi, oksin biyosentezi
(OsYUCCAL ve OsTAA1L) ve Si aliminda (OsLsil ve OsLsi2) yer alan genleri artan
yonde diizenledigi bildirilmistir (Tripathi vd. 2021).

2.3.1 Tiyoiire—Tesvikli Artirtlmis Stres Toleransinin Mekanizmalari

Bir siilthidril bilesigi (NH,—CS—NH,) olan tiyoiire (TU), Uluslararas1 Saf ve
Uygulamali Kimya Birligi'ne (IUPAC) gore tiyokarbamid olarak da bilinen sentetik bir
bilesiktir. Tiyol (—SH) ve amino (—NH2) TU'deki iki fonksiyonel gruptur. Uredeki
oksijen, TU'de kiikiirt ile yer degistirmesi nedeniyle 6zellikleri énemli dlgiide farklilik
gostermektedir. TU, azot ve kiikiirt igeren bir giibre olmasinin yani sira, ayn1 zamanda

bir bitki biiyiime biyodiizenleyicisidir ve bu nedenle bitki biyolojisinde tohum
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¢imlenmesinin uyarilmasi, biiyiimenin tesvik edilmesi ve stresin iyilestirilmesi igin
kullanilmaktadir (Wahid vd. 2017). TU’niin sahip oldugu iki fonksiyonel grup; 'tiyol’
oksidatif stres tepkisi i¢in Onemliyken amino grubu kismen azot ihtiyacim
karsilamaktadir (Ratnakumar vd. 2016). Bitki tiirlerinin farkli biiylime evrelerinde,
biiyiimeyi tesvik edici ve stresi iyilestirici etkileri igin dissal TU uygulamalarina iliskin
farkli caligmalar bulunmaktadir. Bu amagla tohum uygulamasi, kiiltiir ortamina ilave ve
yapraga spreyleme gibi disasl TU uygulamalar1 yapilmaktadir. TU uygulamasi, bitkinin
tiirline, bilyiime evresine, TU konsantrasyonuna ve uygulama zamanma gore
degismektedir (Patade vd. 2020). TU tesvikli stres iyilestirilmesinin gdstergesi olarak
stresin neden oldugu oksidatif hasara karsi korumanin artmasi, erken olgunlagmanin

baslamasi1 ve iirlin veriminin artmast olaylarmin eslik ettigi bildirilmistir (Sekil 2.2)

(Patade vd. 2020).

Stres Faktorleri Stres Faktorleri
(Tuzluluk, Kurakhik, Metal, (Tuzluluk, Kurakhk, Metal,
Is1, Soguk, UV) Is1, Soguk, UV)
-
| Genel Etkiler | | Spesifik Etkiler _ Tohuma | Genel Etkiler | | Spesifik Etkiler I
Yapraktan Gn-uygulama
¥
-Agin birikim R Yapraktan _ROT azalmas: -Agin biriki
-ROT olusumunun (meita(l)l:]ra;fll; Na spreyleme (metaller ve Na+
tesvik edilmesi ¥ -Redoksun iyonlarr)
stirdiiriilmesi

-Is1 soku proteinleri,

-Redoks bozulmasi -Is1 soku proteinleri,

SPEST:ZPmlL?meL > Tiyoiire > -Oksidatif stresin spesifik proteinler
-Oksidatif stres azaltilmasi ve enzimlerde
- . degisiklikler
-Fotosentetik b il -Fotosentetik
etkiler (metaller . v
bozulma varlinda sillfir Kiiltit mekanizmann Degismis
ltiir 2 i
metabolizmas) Tohuma ortamina onarilmasi metabolik etkiler

on-uygulama ilave

AN /= — N /

Bitki biiyiime ve veriminde Bitki bilyiime ve veriminde belirgin
belirgin azalma artma

Sekil 2.2 Bitkilerde farkli gevresel stresler altinda TU'iin etki seklinin sematik gdsterimi
(Patade vd. 2020°den degistirilerek).

Tiyotirenin tohum uygulamasimin hem genetik hem de cevresel olarak tesvik edilen
dormansinin kirilmasi ve tohum ¢imlenmesinin iyilestirilmesi agisindan énemli oldugu
kanitlanmistir (El—Keblawy ve Gairola 2017). TU ile 6n—uygulamanin patates
yumrularinda tomurcuk filizlenmesini tesvik ettigi gosterilmistir (Mani vd. 2012).
Stresli kosullar altinda TU, cesitli tarimsal bitkilerde ¢imlenme oranini arttirmak igin

etkili bir madde olarak kullanilmaktadir (Patade vd. 2020). Geg ekilen bugdayda TU ile
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tohum 6n—uygulamasimnin maksimum yaprak alanina ve iriin artisina neden oldugu
gdsterilmistir. Ayrica TU’niin verimle ilgili 6zellikleri (verimli kardeslenme, 1000 dane
agirhigi, basak basina dane sayisi, dane ve biyolojik verim ile hasat indeksi) artirdigi
gosterilmistir (Chattha vd. 2017). TU o6n—uygulamasinin sicaklik stresi altindaki
Camelina sativa L. bitkilerinde kok ve siirgiin uzunlugunu ve biyokiitle iiretimini
iyilestirdigi ve tohum verimini %15 oraninda artirdig1 bildirilmistir (Waraich vd. 2021).
Sicaklik stresi altindaki Brassica napus tohumlarma TU én—uygulamasinin gaz degisim
Ozelliklerini ve su iligkilerini koruyarak ve antioksidan enzim aktivitelerini yiikselterek
verim Ozelliklerini iyilestirdigi gosterilmistir (Ahmad vd. 2021). Tuz stresine maruz
birakilan susam bitkilerinde TU 6n—uygulamasinin fotosentetik pigment iceriklerini,
sekonder metabolit iiretimini, antioksidan mekanizmay1 ve besin alimini tesvik ederek

biiytime ve gelismeyi arttirdigi bildirilmistir (Irfan vd. 2024).

TU’niin kiiltiir ortamina ilavesinin, su ve iyon homeostazisini iyilestirdigi ve dolayistyla
in vitro veya in vivo kosullar altinda tuz ve agir metal streslerine karsi bitki toleransini
artirdigi belirlenmistir. Tuz stresine maruz kalan hint hardalinda (Brassica juncea)
TU’niin (6.5 mM) kiiltiir ortamina ilavesi kokte su dengesini iyilestirmistir (Srivastava
vd. 2010a). B. juncea'da TU’niin (75 pM) kiiltiir ortamina ilavesiyle tuz stresinin (150
mM NaCl) iyilestirilmesi, transkripsiyon sonrasi gen ifadesinin modiilasyonu, miRNA
ve hormon sentezinin koordineli olarak diizenlenmesi ile iliskilendirilmistir (Srivastava
vd. 2017). Misirda TU’niin besin ortamina eklenmesinin tuz stresinin neden oldugu
bliyiime inhibisyonunu iyilestirmede ¢ok etkili oldugu bulunmustur (Sanaullah vd.
2016). Bu bitkilerde TU’niin antioksidan enzim aktiviteleri artirdig1 ve H.O> ile MDA
ierikleri azaltigi gosterilmistir. TU uygulamasmin tuz stresinin musir {izerindeki
olumsuz etkilerini hafifletmek i¢in biiyiik bir potansiyele sahip oldugu ve diisiik ila orta
derecede tuzlu topraklarda biiylimeyi iyilestirmek icin kullanilmasi Onerilmistir
(Sanaullah vd. 2016). Sicaklik stresi altindaki musir fidelerinin biiyiime ortamina TU
ilavesinin siirgiin ve kok kuru agirhigindaki azalmay: hafiflettigi bildirilmistir (Arshad
vd. 2019). Bu bitkilerin klorofil a ve b, karotenoidler ve klorofil/karotenoid oraninda
sicaklik stresine bagli olarak azalma goriiliirken, TU takviyesi klorofil/karotenoid
oranini tersine ¢evirmistir. Siirgiin ve kok kuru agirligr ile ilgili metabolitler arasinda

kurulan korelasyonlar, TU takviyesi ile H202 ve MDA'nin negatif, serbest prolin,
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antosiyaninler ve askorbik asidin ise pozitif korelasyon gdstermistir. Sonug olarak TU
ilavesinin siirglin fizyolojik ozelliklerini iyilestirdigi ve oksidatif hasar1 azalttigi
gosterilmistir (Arshad vd. 2019). Kadmium stresi altindaki iki farkli misir ¢esidine ait
fidelerin biiyiime ortamina TU ilavesinin biiyiime, net fotosentetik oran, transpirasyon
orani, stoma iletkenligi, klorofil b ve karotenoit igerigini artirarak Cd toksisitesinin

olumsuz etkilerini ortadan kaldirmistir (Perveen vd. 2015).

Bitkilerin ileri biiyiime evrelerinde TU’niin yapraga spreyleme yoluyla uygulanmasi
(Sekil 2.2) tercih edilen bir yontem olmustur. Cigeklenme oncesi 5 ve 10 giinliik su
stresi altinda biiyiitiilen salkim fasulyesine (Cyamopsis tetragonoloba cv. RGC-936)
yapraktan TU uygulamasinin kontrol ile karsilastirildiginda hem kuraklik éncesi hem de
kuraklik sonrasi tohum verimini artirdigi bildirilmistir (Burman vd. 2008). Misirda
cigeklenme &ncesi TU’niin hem tohuma hem de yapraga uygulanmasinin tuz stresinin
olumsuz etkilerini azalttig1 ve fotosentetik verimliligi artirdig1 bildirilmistir (Kaya vd.
2015). Kuraklik stresi kosullarinda bugdayda kardeslenme ve %50 basaklanma
evresinde dissal TU uygulamasnini bitki i¢i su dengesi, klorofil icerigi ve verimi
tyilestirdigi belirlenmistir (Rana vd. 2018). Farkli tuz stresi uygulamalar1 (0, 60 ve 120
mM) altinda iki domates ¢esidinin (Nageeb ve Nadir) morfolojik, fizyolojik ve verim
ozellikleri iizerinde dissal TU uygulamasinin (100 mg/L) rolii arastirilmistir. Yapraktan
spreyleme yoluyla TU uygulanmasinin her iki cesitte de bilyiime parametrelerini,
yaprak alanini, klorofil a ve b igerigini ve verimi artirmigtir (Majeed 2024). Bugdayda
yapraktan TU uygulamasmin bes bugday cesidinin fide, antez dncesi ve tane dolumu
asamalarinda tuzluluk tolerans esigini (ECe) ve yiiksek sicaklik toleransim
gelistirmedeki olasi rolii arastirilmustir. Yapraktan uygulanan TU, bu gesitlerde farkl
asamalarda ECe'yi (%6-11) ve yiiksek sicaklik toleransimi (%4-10) gelistirmistir.
Bilyiime ve verim ozelliklerinin korelasyonlari, TU’niin yapraktan piiskiirtiilmesinin
fide ve antez Oncesi asamalarda kok biiylimesini ve olgunlukta tane dolumu ve hasat
indeksini tesvik etmedeki etkinligini kamitlamistir (Anjum vd. 2011). Yapraktan TU
uygulamasinin tuz stresine maruz birakilan iki mas fasulyesi (Vigna radiata L.) gesitleri
(NM-2006 ve NM-2011) iizerindeki etkisini degerlendirilmistir. Sonuglar yapraktan
TU uygulamasmin siirgiin ve kok taze ve kuru agirhiklarmi, siirgiin ve kok

uzunluklarini, bitki basina tohum verimini, bakla taze ve kuru agirliklarini, bitki bagina
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tohum sayisini, tohum agirligini, toplam ¢oziiniir sekerleri, toplam ¢oziiniir proteinleri,
POD aktivitesini ve toplam fenolik iceriklerini 6nemli 6l¢iide artirirken, toplam serbest
amino asitler ve glisin—betain igeriklerini azaltarak tuz stresinin toksik etkisini

hafifletilmesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (Perveen vd. 2016).

Sera kosullarinda, tuz stresine (100 mM NaCl) maruz birakilan misirda biyokiitle ve
yaprak su potansiyelinin azalmasi, membran hasar1 ve lipit peroksidasyonunun artmasi
gibi tuz stresiyle iliskili olumsuz etkilerin dissal TU uygulamasiyla iyilestirildigi
bildirilmistir (Kaya vd. 2015). Tuz stresine maruz birakilan bugdayda yapraktan
kombine TU ve arjinin uygulamasmin antioksidan enzimlerin aktivitelerini &nemli
Ol¢iide artirdig1 buna karsin ROT, MDA ve bagil elektrolit sizintis1 (REL) seviyelerini
azalttigim gosterilmistir (Li vd. 2024). Ayrica, bu uygulamalarm Na* ve Ca*
konsantrasyonlarini ve Na*/K* oranin1 6nemli dlgiide azalttigi, K* seviyesini ise 6nemli
olglide artirarak iyonik ve ozmotik dengeyi korudugu gosterilmistir. Bunlara ek olarak
klorofil igerigini, net fotosentetik hiz1 ve gaz degisim oranini belirgin sekilde artirmistir.
TU ve arjinin kombine uygulamasmin tuzlu kosullar altinda bugday verimliligini
artirmak i¢in potansiyel bir uygulama olabilecegi onerilmistir (Li vd. 2024). Tuz ve
sicaklik stresi kosullarinda yetistirilen tuza toleransh (S—24) ve duyarli (MH—97)
bugday cesitlerinde yapraktan uygulanan TU'niin iyilestirici etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Freeha vd. 2008). Bu arastirmada, stres kosullarina bagli olarak net
fotosentez ve RuBisCO’nun karbon asimilasyonun azaldigi, bunun da tane verimini
diisiirdiigii belirlenirken, bu durumun TU uygulamas: ile iyilestirildigi belirlenmistir.
Benzer sekilde, tuz stresi kosullarinda (120 mM) biiyiitiilen iki misir hibridinde
(DK6789 ve 33M15) TU (400 pM) uygulamasiyla tuz toleransinin tesvik edildigi
bildirilmistir (Sanaullah vd. 2016). Tuz stresi altinda TU uygulamasmm ROT
birikiminin azalmasma ve daha iyi iyonik denge kurulmasina neden olarak fidelerin
canliligmi siirdirmesini ve biiylimenin gelistirilmesini sagladigi rapor edilmistir
(Srivastava vd. 2017). Tuz stresi kosullarinda TU ilavesi sonrast ROT
detoksifikasyonunda gorev alan enzimatik (katalaz, siiperoksit dismutaz, askorbat
peroksidaz, guaiakol peroksidaz vb.) ve enzimatik olmayan (askorbat, glutatyon,
fenolikler, prolin, karotenoidler vb.) antioksidan metabolitler arasinda iyi bir dengenin

oldugu bildirilmistir (Srivastava vd. 2011, Kaya vd. 2015). GSH/GSSG oraninin tuz
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stresine gore TU+NaCl uygulanan B. juncea fidelerinde daha yiiksek seviyelerde oldugu

belirlenmistir (Srivastava vd. 2011).

Metabolik reaksiyonlarda elektronlarin uygun akisi, indirgeyici esdegerlerin tiiketimi,
tiretimi ve hiicrelerin redoks durumu dengesi, uygun metabolik isleyisi belirleyen cok
onemli faktorlerdir. Stresler dogrudan veya dolayli olarak bu redoks dengesini
bozmakta ve oksidatif strese neden olmaktadir (Das ve Roychoudhury 2014). Tuz stresi
bitkilerin su igerigini azaltmakta ve gaz aligverisi, fotosentetik verimlilik ve solunum
aktivitelerini etkilemektedir. Bu degisiklikler, adenin ve piridin niikleotidlerinin
dengesinde degisikliklere, artan ROT iiretimine ve oksidatif strese yol agmaktadir. TU,
fizyolojik olmayan bir tiyol gibi davranan ve iyi bilinen bir ROT temizleyicisi olan bir
molekiiliidiir (Kelner vd. 1990). TU’niin stres kosullari altinda bitkilerin redoks
durumunu hassas bir sekilde diizenledigi ileri siiriilmiistiir (Wahid vd. 2017). TU'niin
redoks dengeleme davranisi, stres iyilestirme potansiyelinin ana faktoriidiir. Bu durum,
ROT fiiretiminin azalmasi veya bazi ROT tiirlerinin yok edilmesine yol agmaktadir.
Yiiksek tuz stresine maruz birakilan Hint hardali tohumlarmda TU ilavesinin,
mitokondriyal fonksiyonlar1 ve mitokondriyal ATPaz aktivitesini korudugu
bulunmustur. Bu durum, ROT’larin TU uygulanmis tohumlarda daha az iiretilmesi ile
agiklanmistir (Srivastava vd. 2010a, b). TU uygulanmis Hint hardali fidelerine gore
sadece tuz stresi uygulanmig fidelerle karsilastirildiginda, tuz stresi kosullarinda Na*/K*
oranini korudugu bulunmustur. Béylece, TU uygulanmis fidelerde daha az Na* iyonu
yukii olumsuz etkileri 6nlemis ve fidelerin biiylimesi artmistir (Srivastava vd. 2011).
NaCl stresine maruz kalan B. juncea fidelerinde, NADP/NADPH ve NAD/NADH
oranlarinda bir azalma ile belirlenmis asiri—indirgenmis elektron transport zinciri
gbzlenmistir. Bu olumsuz etki, TU ilavesiyle iyilestirilmis ve NADP/NADPH ve
NAD/NADH'de bir miktar artis belirlenmistir. Ayrica TU ilavesi, su durumu ve
hiicresel pH'1 koruyarak stomatal hareketin diizgiin bir sekilde gergeklesmesine ve
olumsuz stres etkilerinin 6nlenmesini saglamistir (Srivastava vd. 2011). Tuz stresine
maruz birakilan B. juncea fidelerine uygulanan TU ilavesi ile ATP/ADP oraninin
iyilesmesi, bitki biiylimesi i¢in uygun miktarda ATP'nin varlifin1 gostermektedir
(Srivastava vd. 2011). Ayni1 zamanda arastiricilar, TU+NaCl uygulamasinda ATP

tilketiminin daha az oldugunu da vurgulamislardir.
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2.3.2 Tuz Stresi Kosullarinda Gen ifade Profili Uzerine Biyodiizenleyicilerin Etkisi

Bitkiler, yasam dongiileri boyunca abiyotik (kuraklik, tuzluluk, asir1 sicakliklar ve agir
metaller gibi) ve biyotik stres faktorlerini (bakteriyel, fungal, viral ve herbivor) i¢eren
cesitli zorlu ve stresli ¢evresel kosullarla karsilasmaktadir. Bitkiler bu kosullara bir dizi
farkli molekiiler, hiicresel ve fizyolojik degisikligi tetikleyerek yanmit vermektedir
(Yadav vd. 2020). Bu yanitlar, diisiik konsantrasyonlarda sekonder habercileri, enzim
aktiviteleri ve anahtar genlerin ifadesini diizenleyen sinyal molekiilleri olarak fonksiyon

goren reaktif kimyasal tiirlerin tiretilmesi ile ger¢eklesmektedir (Farnese vd. 2016).

Biyodiizenleyicilerin ¢evrenin olumsuz etkilerini azaltarak bitki biiyiimesini tesvik ettigi
ve {irlin verimliligini artirdigi bilinmektedir (Sekil 2.3) (Singh vd. 2018, Xu ve Geelen
2018). Biyodiizenleyiciler, iklim degisikligi, sanayilesme, yanlis giibre kullanimi1 ya da
yanlis sulama gibi sebeplerden kaynaklanan farkli bitki streslerinin neden oldugu verim
kayiplariyla basa ¢ikmak i¢in en umut verici alternatiflerden biridir. Biyodiizenleyiciler,
pestisitler ve kimyasal glibreler hari¢ olmak iizere, bitkiler tizerinde olumlu etkileri olan
bircok farkli bilesikten olusmaktadir (Garcia—Garcia vd. 2020). Biyodiizenleyicilerin
yalnizca bitkinin dogal savunmasini tetikleyici birer ajan olarak hareket ettigi ve ¢esitli
streslere kars1 toleransi artirmak i¢in yalnizca diisiik konsantrasyonlarda uygulanmasi
gerektigi bildirilmistir (Roy ve Chowdhury 2020, Rasool vd. 2022). Bitkilerde tuz
stresinin  neden oldugu toksik etkilerin hafifletilmesinde kullanilan farkli
biyodiizenleyiciler ve bunlarin bitkilerdeki transkriptom degisimleri {izerine etkileri

degerlendirilmistir.

Hidrojen siilfiir (H2S), bitki hiicrelerinde anahtar sinyal molekiillerinden biridir. H2S’{in
hedef proteinlerin sistein kalintilarindaki tiyol grubunun (—SH) bir persiilfid grubuna
(—SSH) dontistiiriilmesi etki gosterdigi kanitlanmustir (Aroca vd. 2017). Bitkiler endojen
olarak siilfat, siilfit, bisiilfit veya L-sisteine maruz kaldiklarinda H.S iiretiminde
gozlemlenen artis, H2S emisyonunun bitkilerin dogal kosullar altinda olusan fazla

inorganik kiikiirdii uzaklastirmasina yardimer oldugunu gdstermistir (Zhang vd. 2021).
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Sekil 2.3 Bitkilerde abiyotik stres ve biyodiizenleyicilerin etkisi a) Abiyotik stresin bitkiler
tizerinde etkisinin gosterimi, b) Biyoregiilator uygulamasinin abiyotik stres tizerine
etkisinin gosterimi (Garcia—Garcia vd. 2020 ve Godoy vd 2021°den degistirilerek).

H2S’lin - bitki biliylimesi, gelisimi ve yaslanma gibi tiim hayatsal faaliyetlerin
sirdiiriilmesinde aktif bir rol oynadigi ve cesitli bitkilerde abiyotik streslere karsi
toleranst artiran bir sinyal molekiilii olarak hareket ettigi dogrulanmistir (Antoniou vd.
2020, Corpas ve Palma, 2020). H.S’iin, kontrolsiz ROT iretimini ve lipid
peroksidasyonunu azaltarak stres kosullari altinda bitki verimliligini artiran antioksidan
savunma enzimlerinin gen ifadesi ve aktivitesini artirabilecegi gosterilmistir (Aghdam
vd. 2018, Chen vd. 2018). Ayrica H2S’iin, gesitli biyokimyasal mekanizmalar1 ve stres
toleransini/adaptasyonunu diizenlemek icin fitohormonlar, Ca?*, H,O, ve NO gibi diger
molekiillerle etkilesime girdigi rapor edilmistir (Arif vd. 2020, Bhuyan vd. 2020, Huang
vd. 2021). HoS’iin bitkilerin stres ile basa ¢ikabilmelerinde gorev alan enzimlerle iliskili

genleri diizenleyerek tuz stresine yanitta rol oynadigi bildirilmistir (Fang vd. 2016).
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H>S’iin prolin—5—karboksilat rediiktaz (P5CR) ve prolin dehidrogenaz (PDH) genlerinin
aktivitesini ve transkripsiyonunu artan yonde diizenleyerek prolin igerigini artirdigi
gosterilmistir (Tian vd. 2016). Tuz stresi kosullarinda plazma membran: bilesenleri olan
H*—-ATPaz ve Na'/H" antiportir tastyicilari hiicresel K'/Na® homeostazinin
korunmasinda kilit rol oynamaktadir. Bu H*—=ATPaz ve Na*/H" antiportirlarinin ifade ve
aktivitelerinin diizenlenmesinin bitkilerde tuz toleransi i¢in 6nemli bir diizenleyici
mekanizma olabilecegi diisiiniilmektedir (Mansour 2013). Li vd. (2014), Tuz stresine
maruz birakilan A. thalina koklerinde digsal H2S uygulamasinin H*—ATPaz’1 kodlayan
AHA3 ve AHA4 genlerinin ifade seviyelerini artirdigini bulmustur. Li vd. (2022), alkali
tuz stresine maruz birakilan Malus hupehensis koklerinde H2S uygulamasinin 4314
genin ifadesinde degisime neden oldugunu gostermistir. GO ve KEGG analizleri ile
zenginlestirilen genlerin 6zellikle enerji koruma kapasitesi, hiicre duvari biitiinligi ve
ROT metabolizmasi kapasitesini artirarak tuz stresini hafifletebilecegini gosterilmistir
(Li vd. 2022). Bitkilerde JA ve ABA, tuz stresine yanitin diizenlenmesinde rol alan
onemli fitohormonlardir (Wang vd. 2020). Yastreb vd. (2020), tuz stresine maruz
birakilan A. thalina fidelerinde H>S uygulamasinin JA ve ABA sinyallerinin iletiminden
sorumlu olan JIN1/MYC2 geninin ifadesinde artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Bir
transkripsiyon faktorii olan JINI/MYC2 geninin ifade sebiyesinin artmast ile tuz stresine

karst bitki yanitinin diizenlenmesinde H>S’tin 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir

(Yastreb vd. 2020).

Nitrik oksit (NO), bitkilerde kok olusumu, tohum ¢imlenmesi, fide biiyiimesi, stoma
kapanmasi, cigeklenme, yaslanma, programlanmis hiicre 6liimii, biyotik ve abiyotik
strese yanit gibi fizyolojik siireglerde kilit rol oynayan onemli bir sinyal molekiiliidiir
(Wendehenne vd. 2004, Wilson vd. 2008, Fancy vd. 2016). Bitkilerde NO sinyal
yolaklarin bitki gelisim siiregleri ve stres savunma mekanizmalarina ait yolaklar ile
iligkili oldugu bildirilmistir (Baudouin ve Hancock 2014, Domingos vd. 2015, Kumar
ve Pathak 2018). Bitkilerin tuz stresi toleransinda NO’nun iyilestirici etkilerinin oldugu
rapor edilmistir (Ahmad vd. 2016, Kong vd. 2016, Zhao vd. 2018). Tuz stresine maruz
birakilan Phragmites australis fidelerine NO uygulamasinin, plazma membrani
H*—ATPaz, vakuolar H*—ATPaz ve Na'/H* antiportirinin sentezinde artisa neden

oldugu gosterilmistir (Zhao vd. 2004). Chen vd. (2015), tuz stresi kosullarindaki arpa
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koklerinde NO’nun K*/Na* tagiyicilarinin ifadesini diizenledigini bildirmistir. Plazma
membran1  H*-ATPaz (HvHA1l) ve Na'/H* antiportir (HvSOS1) genlerinin
transkripsiyon seviyelerindeki artisin hiicresel Na® seviyelerini distirdiigli rapor
edilmistir. Bununla birlikte, vakuolar Na*/H" antiportir (HVWNHX2) ve H*-ATPaz alt
birimi p (HVWWHA-A) genlerinin transkripsiyon seviyeleri ve vakuolar Na*/H* antiportir
(NHE1) ifadesinde artisin oldugu da saptanmistir. Bu genlerin ifadesindeki artisin,
Na*un vakuolar kompartimanlagsmasim1 artirarak sitoplazmik Na* seviyelerinin
azalmasina neden oldugu belirtilmistir (Chen vd. 2015). Kong vd. (2016), tuz stresine
maruz birakilan pamuk bitkilerinde digsal SNP (sodyum nitroprussid, NO donérii)
uygulamasinin fotosentetik LHCB geninin ifadesindeki artisin yani sira klorofil igerigi
ve fotosentez oraninda artisa neden oldugunu ifade etmistir. SNP ilavesi ile SOS1 ve
NHX1 genlerinin ifadesindeki artigin, yapraklardaki K* seviyelerini artirdigi ancak Na*
seviyelerini azalttigi gosterilmitir. ABA biyosentez genleri NCED2 ve NCED9'un
ifadesinin azalmasi ile ABA igeriginin azalan yonde diizenlendigi ve yaprak
yaslanmasinin geciktigi de bildirilmistir. Ayrica sitokinin biyosentez genleri IPT1 ve
ZR'nin genlerinin ifade seviyelerinin digsal SNP uygulamasi ile tesvik edildigi
gosterilmistir (Kong vd. 2016). Wang vd. (2014), digsal NO'nun IPT1 ifadesini arttirdigi
ve buna bagli olarak sitokinin igerigindeki artisin da tuz stresi kosullarinda gecikmis
yaprak yaslanmasinin onemli bir nedeni olabilecegini gdstermistir. Tuz stresine maruz
birakilan nohut fidelerine S—nitroso—N-asetilpenisilamin (NO donérii) uygulanmis ve
SOD, CAT ve APX genlerinin asir1 ifadesi belirlenmistir (Ahmad vd. 2016). Sonug
olarak, NO’nun tuz stresine yanitta Onemli bir sinyal molekilii olarak rol aldigi

bildirilmistir (Jahan vd. 2021).

Salisilik asit (SA), bitkilerde hem biyotik ve abiyotik streslere yanitta hem de sistemik
kazanilmis direngte rolii olan bir savunma hormonudur (Song vd. 2023). SA’nin
tuzluluk ve ozmotik stres de dahil olmak {izere farkli abiyotik streslere kars1 savunma
tepkilerinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Wani vd. 2017). Cok sayida ¢aligsma,
SA’nin digsal uygulanmasinin birgok bitki tiirlinde tuz stresinin neden oldugu toksisiteyi
iyilestirebilecegini gostermistir (Noreen vd. 2017, El-Taher vd. 2021, Lini¢ vd. 2021).
SA’nin tuz stresi lizerindeki etkilerinin kanitlanmasi amaciyla A. thaliana mutantlar

kullanilmigtir. Tuz stresine maruz birakilan farkli yabani tip bitkilere gore mutant
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bitkilerde SA sentezi ve birikimi degisiklik gostermistir (Cao vd. 2009, Asensi—Fabado
ve Munne—Bosch 2011, Miura vd. 2011, Hao vd. 2012). SA, izokorizmat sentaz (ICS)
ve izokorizmat piruvat liyaz (IPL) igeren iki asamali bir siiregte ara {iriin olarak
izokorizmat araciligiyla korizmattan sentezlenmektedir (Lefevere vd. 2020).
Arabidopsis genomunda, ICS1 (SA-INDUCTION DEFICIENT2 olarak da bilinir) ve
ICS2 (At1g18870) olmak tizere iki gen ICS enzimini kodlamaktadir. Tuz stresine maruz
birakilan H. vulgare fidelerinde ICS geninin asir1 ifade oldugu gésterilmistir (Wang vd.
2021). SA biyosentezi hem transkripsiyonel hem de post—transkripsiyonel seviyelerde
kontrol edilmektedir. Transkripsiyonel diizeyde, MYB'ler (MYELOBLAST, MYB96 ve
MYB30), WRKY'ler (WRKY28 ve WRKY46) ve WIPK (Wound—Induced

Mitogen—Activated Protein Kinase) ile aktive edilen transkripsiyon faktorlerinin 1CS
genini pozitif olarak diizenledigi ve bdylece bitkilerde SA iretimini artirdigi
gosterilmistir (Vidhyasekaran ve Vidhyasekaran 2015). Rao vd. (2019), tuz tsresi
altindaki Populus euphratica’da SA uygulamasinin etkilerini transkriptomik olarak
analiz etmistir. NaCl’e gore SA+NaCl uygulamasinda 6zellikle 269 artan yonde ve 119
azalan yonde diizenlenmig DEG’in "sinyal iletimi* yolaklarinda, 339 artan yonde ve 129
azalan yonde diizenlenmis DEG’in ise "gevresel adaptasyon" mekanizmalarinda
fonksiyon gordiigi bildirilmistir. Bununla birlikte, arastiricilar MYB ve WRKY
genlerinin ifadelerinde artis tespit etmislerdir. Bu sonuglar, P. euphratica'da tuz
stresinin hafifletiimesinde SA’nin 6nemli bir rolii oldugunu géstermistir (Rao vd. 2019).
Yan vd. (2023), tuz stresine maruz birakilan Cucumis melo tohumlarina digsal SA
uygulamig ve transkriptomik analiz gergeklestirmistir. Transkriptom veri analizleri ile
2958 artan yonde ve 2157 azalan yonde diizenlenen DEG tanimlanmistir. Bu genlerin
temel olarak MAPK sinyal yolu ve bitki hormonu sinyal iletimi, lipid metabolizmasi
(linoleik ve linolenik yag asidi metabolizmasi), sekonder metabolitlerin biyosentezi
(fenilpropanoid yolu ve flavonoid biyosentezi; MELO3C008187.2, MELO3C002391.2,
MELO3C019612.2, MELO3C008188.2, MELO3C023613.2, MELO3C021914.2,
MELO3C018804.2 ve MELO3C020841.2) ile ilgili yolaklarda yer aldig: bildirilmistir.
Ayrica SA'nin hiicre ¢eperi stabilitesini artirmak i¢in lignin biyosentezi ve lipoksigenaz
(LOX; MELO3C014627.2, MELO3C000684.2, MELO3C014634.2, MELO3C004250.2,
MELO3C014637.2, MELO3C031048.2 ve MELO3C000770.2) genlerini pozitif olarak
diizenledigi ve tuz stresini hafifletebilecegi ortaya konmustur (Yan vd. 2023). Biberde
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SA uygulamasi ile tuz stresinin hafifletilmesine katkida bulunan DEG’lerin belirlenmesi
icin transkriptomik caligma gergeklestirilmistir (Ma vd. 2023). SA'nin tuz stresini
hafifletme mekanizmasini anlamak i¢in yapilan GO ve KEGG analizleri sonucunda,
DEG'lerin fotosentezle ilgili genlerin yami sira diziye Ozgii DNA baglanmasi,
transkripsiyon diizenleyici aktivitesi ve DNA baglayici transkripsiyon faktorii aktivitesi
terimlerinde zenginlestigi tespit edilmistir. ileri analizler sonucunda ise MYB, bZIP,
BBX, AP2/ERF, NAC gen ifadelerinde degisiklikler belirlenmistir. Bu verilere
dayanarak tuz stresinin hafifletilmesinde SA’nin 6nemli katkilar sagladig: ifade
edilmistir (Ma vd. 2023).

Silisyum (Si) bitki biiylimesi i¢in faydali ancak gerekli olmayan bir element olarak
goriilmesine ragmen son zamanlarda yapilan calismalar sonucunda bitkiler i¢in "yar1
gerekli" bir element olarak kabul gormeye baglamistir (Manivannan vd. 2023). Digsal Si
uygulamasinin, bitkilerde verim artisi (Artyszak vd. 2018), gelismis hastalik direnci ve
abiyotik streslere karsi yanit basta olmak iizere ¢ok c¢esitli faydalar gosterdigi
bildirilmistir (Debona vd. 2017, Ranjan vd. 2021). Si takviyesinin tuzluluk (Yassen vd.
2017, Dhiman vd. 2021), kuraklik (Bhardwaj vd. 2021), yiiksek sicaklik (Hussain vd.
2019) ve patojenler (Islam vd. 2020) gibi ¢esitli streslere karsi etkili oldugu da
kanitlanmistir  (Soundararajan vd. 2017). Tuz stresine maruz birakilan salatalik
fidelerine Si uygulanmis ve transkriptomik analizlerle gen ifadelerinde meydana gelen
degisimler incelenmistir. Tuz stresi altinda artan veya azalan yonde diizenlenen 708 ve
774 genden sirasiyla 609 ve 595 tanesinin Si uygulamasi ile kontrol uygulamasindaki
normal ifade seviyelerine dondiigii bildirilmistir. Tespit edilen DEG’ler arasinda ERF,
bHLH, WRKY, MYB, bZIP, GAGA, HSP, TCP ve NAC genlerinin tuz stresine yanit
olarak onemli ifade degisiklikleri gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar, Si'un salatalik
bitkilerinde tuz toleransin1 tesvik etmek ig¢in bir iyilestirici olarak fonksiyon

gorebilecegini gostermistir (Zhu vd. 2019).

N-asetil-5—metoksitriptamin olarak da bilinen melatonin (MT), bitkilerde korunmus
onemli bir hormondur (Nawaz vd. 2016). Melatoninin bitkilerde tohum, kok, govde,
yaprak ve meyvelerde bulundugu gosterilmistir (Erland vd. 2018). Melatoninin bitki

biiylimesi ve gelisiminin yani sira fizyoloji lizerinde pleiotropik etkileri olan bir molekiil
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olarak kuraklik, tuzluluk, donma, toksik kimyasallar, patojen saldiris1 gibi streslere kars1
bir anti—stres ajani olarak gorev aldig1 gosterilmistir (Jamil vd. 2011, Zhang vd. 2012,
Arnao ve Hernandez—Ruiz 2019). Melatoninin strese yanit sirasinda bir dizi
antioksidatif enzimi aktive ettigi ve reaktif oksijen/azot tiirlerini (ROT/RNT)
temizleyerek bitkilerin antioksidan yeteneklerini artirdigir bildirilmistir (Zhang vd.
2015). Tuz stresi Malus hupehensis'in yapraklarinda H2O> tiretimini artirirken, dissal
MT uygulamas: ile tuz stresi kaynakli meydana gelen oksidatif hasari 6nemli 6lgiide
hafiflettigi bildirilmistir (Li vd. 2012). Huangfu vd. (2021), Tuz stresine maruz birakilan
celtik tohumlarma digsal MT uygulamis ve transkriptom dizileme analizi ile ¢imlenme
sirasinda olusan potansiyel molekiiler mekanizmayr arastirmistir. Transkriptom
analizleri ile tespit edilen birgok DEG'in antioksidatif aktivite, fitohormon biyosentezi
ve sinyal iletimi ile iligkili oldugu belirlenmistir. NaCl’e gére NaCl+MT uygulamasinda
POD sentezinde gorevli PRX genlerinin ifade seviyelerinin 6nemli odlglide artis
gosterdigi belirtilmistir. Fitohormon sentez yolaklarinda gorev yaptigi bilinen PAL ve
GA2 genlerinin ifadesinin NaCl’e goére NaCl+MT’de artis gosterdigi bildirilmistir.
Bununla birlikte, strese yanitta yer alan MYB, WRKY ve NAC genlerinin ifade
seviyelerinin degisiklik gosterdigi tespit edilmistir (Huangfu vd. 2021). Tan vd. (2019),
tuz stresine maruz birakilan kolza (Brassica napus L.) yaprak ve koklerinde digsal MT
uygulamasinin transkriptomik profilleri iizerine ¢alisma gerceklestirmistir. NaCl’e gore
NaCIl+MT uygulamasinda yapraklarda 192, koklerde 380 ve her iki dokuda ortak 21
DEG tespit edilmistir. GO ve KEGG analizleri ile DEG’ler yogun olarak bitki hormon
sentezi ve sinyal iletimi, lignin ve yag asidi metabolizmasi terimlerinde zenginlesmistir.
Bitki hormon sentezinde gorev alan ERF, WRKY ve GATA gen ailelerinin ifade
seviyelerinde artis belirlenmistir. Bununla birlikte, brassinosteroid biyosentezinde rol
alan BRI1, SQE, SMT, STEL ve JA biyosentezinde gorev yapan HPL1, AOC ve JAZ
genlerinin ifade seviyelerinin artan yonde diizenlendigi tespit edilmistir. OKsin
biyosentezinde yer alan Aux/IAA ve SAUR gen ifadeleri artis gostermistir. Sitokinin
yanit genleri olan ARR4 (A-ARR), ARR7 (A-ARR) ve ARR12 (B-ARR) homolog
genlerin ifadesinin, MT uygulamasi ile azalan yonde ifade diizenlendigi tespit
edilmistir. MT uygulamasi ile hormon sentezinde ya da yanitlarinda yer alan genlerin
ifadelerinde tespit edilen degisikliklerin sonucu olarak tuz stresi altindaki kolza

fidelerinin biiyiimesinde M T nin etkili olabilecegi belirtilmistir (Huangfu vd. 2021).

40



Tuz stresine maruz birakilan bitkilerde TU uygulamasinin molekiiler seviyede etkilerini
arastiran ¢ok az sayida transkriptomik ¢alisma bulunmaktadir. Pandey vd. (2021), tuz
stresi  altidanki celtik bitkilerinde TU ve H20, uygulamalarnin etkilerini
degerlendirilmistir. Zit redoks kimyalarina ragmen, TU veya H.0, takviyesinin
(NaCl+TU veya NaCl+H20>) indirgeyici bir redoks ortami1 olusturarak tek basina NaCl
uygulamasina kiyasla bitki bilyiimesini iyilestirdigi bildirilmistir. Bu durumun hem TU
hem de H20> uygulanan fidelerde daha iyi K" igeriginin saglanmasi ve HAK21, LEAL,
TSPO ve EN20 gibi NaCl savunmasiyla ilgili genlerin ifadesinin artan ydnde
diizenlenmesi ile gerceklestigi gosterilmistir (Pandey vd. 2021). Ek olarak, B. juncea
bitkilerinde TU’niin NaCl stresini iyilestirici etkisi mikroarray yontemi kullanilarak
arastirilmistir  (Srivastava vd. 2017). TU'iin NaCl stresine kars1 1iyilestirici
potansiyelinin koklerde ROS birikimini azaltma ve siirgiinlerde Na birikimini artirma
kabiliyeti ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Kii¢iik RNA dizilimi, TU+NaCl ile muamele
edilen koklerde transkripsiyonel aktivasyona isaret eden azalan yonde diizenlenen
miRNA'larin zenginlestigini ortaya koymustur. Dizileme analizi sonucunda BRX4,
CBL10 ve PHO1 dahil olmak iizere, TU aracili stres azaltimindan sorumlu olan ilgili
mIiRNA ifadesi ile ters iligki gosteren ii¢ anahtar gen tanimlamistir (Srivastava vd.
2017).

2.4 Tuz Stresine Yanitta Rol Alan Proteinler

Bitkilerde tuz stresine yanitta bir¢ok proteomik caligma gerceklestirilmis ve bunun
sonucunda geltik, bugday, arpa, misir ve domates dahil olmak iizere bir¢ok bitki tiiriinde
en az 900 tuza duyarli protein tanimlanmustir (Zhao vd. 2013). nLC-MS/MS gibi giincel
analiz yontemlerinin kullanilmasiyla birlikte bu saymin ¢ok daha fazla oldugu
diistiniilmektedir (Mansour ve Hassan 2022). Tuz stresine maruz birakilan bitkilerin
proteomik analizi, bitkilerin tuzluluk stresinin {listesinden gelmek i¢in ¢esitli stratejiler
ve proteomik degisiklikler gelistirebilecegini gostermektedir. Fotosentez, enerji
metabolizmasi, ozmotik diizenleme, sinyal iletimi ve tasima sistemi gibi cesitli
islevlerle ilgili proteinler, bitkilerde tuz stresine yanitta rol oynamaktadir. Bitkilerde tuz

stresine yanita yer alan bu proteinlerin, tuz sinyali ve sinyal iletiminde (G proteinleri,
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kalsiyum (Ca?*) sinyal proteinleri vb.), membran ve tasiyicilarla ilgili proteinler (SOS1
ve HKT’ler vb.), redoks homeostazinda yer alan proteinler (SOD, CAT, POD vb.)
karbonhidrat ve enerji metabolizmas: proteinleri (RuBisCO, karbonik anhidraz vb.),
hiicre iskeleti proteinleri (aktin baglayic1 protein, tubulin, kinesin vb.), hiicre g¢eperi
proteinleri (polisakkaritler ve lignin sentez proteinleri vb.), protein ve niikleik asit
sentezi ve yikimi ile iligkili enzimler (DNA sentezi ve RNA isleme enzimleri,
translasyon makineleri, HSP ve siklofilin gibi protein katlama enzimleri, ubikitin/26S
proteazomal yikim proteinleri) gibi ¢ok farkli metabolik siire¢lerde ve anahtar rollerde
yer aldiklar1 gosterilmistir (Passamani vd. 2017, Kosova vd. 2018, Krishnamurthy vd.
2018, Hao vd. 2021, Dhiman vd. 2021).

Karsilastirmali proteomik analizler (kontrol ve stresli) stres tepkilerini daha iyi
anlayabilmek adina siklikla kullanilmaktadir (Farooq vd. 2021, Gan vd. 2021, He vd.
2021). Bu alandaki bir¢ok arastirma, bitkilerin strese verdikleri protein diizeyindeki
yanitlarin tam olarak anlasilabilmesi igin karsilastirmali proteomik analizlere
basvurmaktadir. Bu nedenle, karsilastirmali proteomik analizler, gen ifadesi, hiicresel
metabolizma ve bitkilerin strese uyum saglama tepkileri arasindaki iliskinin
anlasilmasinda 6nemli bir yer almaktadir (Acharjee vd. 2018). Tuz stresi altindaki
birgok tarimsal bitkinin karsilastirmali proteomik analizleri, bir dizi biyolojik siiregte
islevsel olarak yer alan ¢ok sayida tuza duyarli proteinin tanimlanmasina yol agmuistir.
Xu vd. (2017), celtikte 150 mM NaCl 6n—uygulamasina maruz birakilmis tohumlar ve
kontrol tohumlar1 arasinda karsilastirmali proteomik analiz gergeklestirmis ve NaCl
uygulamasinin ¢imlenen tohumlarda enerji metabolizmasinda gorev alan proteinlerinin
ifadesinin 6nemli diizeyde artirdigini bildirilmistir (Xu vd. 2017). Tuz stresine maruz

birakilan misirda genotipe 6zgii proteom degisikliklerini incelenmistir.

Misirin tuza toleranshi (Jing724) ve tuza duyarli (D9H) cesitlerinin koklerinde NaCl
stresinin (100 mM) etkileri karsilastirmali proteomik analizlerle degerlendirilmistir
(Luo vd. 2017). Toleransli genotipte karbonhidrat ve enerji metabolizmas ile iliskili
proteinlerin artan yonde diizenlenmesinin amonyak seviyesini diisiirmesine yardimci
olarak ozmotik strese karst bir yanmit mekanizmasi olusturduklar1 one siirtilmistiir.

Ayrica, tuza toleransh gesitte tolerans iligkili oldugu belirlenen protein miktar1 ve ¢esidi
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tuza duyarli ¢eside kiyasla daha fazla bulunmustur (Luo vd. 2017). Tuz stresi
uygulanmis soya fasiilyesinde iTRAQ ve tandem kiitle spektrometresi kullanarak
yapraklarda ve koklerde ifadesi degisiklik gosteren DEP’ler belirlenmistir (Ji vd. 2016).
Tanimlanan DEP'ler biyoinformatik analizler ile 13 farkli biyolojik slirecte
zenginlestirilmigtir. Ve sinyalizasyon, membran biitiinliigii ve tasima, stres savunmasi
ve metabolizma ile ilgili diizenleyici proteinlerin ifadesinin, soya fasulyesi fidelerinin
kisa stireli tuz tepkisinde 6nemli rol oynadigt ileri siiriilmiistiir (Ji vd. 2016). Celtikte tuz
stresi uygulamasindan sonra fotosentez, karbon ve besin maddeleri 6ziimlemesi,
oksidatif fosforilasyon, transkripsiyon faktorleri, sinyal iletimi, protein sentezi ve
yikimi, niikleozom, aktin regiilasyonu ve antioksidan aktivite gibi farkl siireglerde yer
alan 56 farkli DEP tamimlamis ve tuz stresinin protein ifadelerinde bir¢ok metabolik
stireci etkiledigi bildirilmistir (Xu vd. 2015).

Bitkilerin fotosentetik siire¢lerinde yer alan anahtar enzimler isik reaksiyonlar1 ve CO>
fiksasyonunu diizenlemektedir (Al-Obaidi vd. 2017). Cesitli ¢alismalarda, RuBisCO
aktivaz, ATPaz, SBPaz, malik enzim (ME), fosfogliserat kinaz ve triozefosfat izomeraz
gibi fotosentetik proteinlerin tuz stresi altinda farkli sekilde ifade edildigi gosterilmistir.
Bu proteinler fotosentezde onemli bir rol oynamakta ve bitkide tuz stresine karsi
tolerans saglamaktadir (Rodziewicz vd. 2014, Meng vd. 2016, Hyskova vd. 2017, Shen
vd. 2017). Karbon veya karbonhidrat metabolizmasi bitki hiicrelerinde Calvin dongiisii,
pentoz fosfat yolu, glikoliz ve Krebs dongiisii yoluyla gergeklesmektedir (Barkla vd.
2013, Taiz vd. 2015). Bu nedenle, tuz stresinin ¢eltik (Nam vd. 2012, Liu vd. 2014),
sorgum (Ngara vd. 2012), yonca (Xiong vd. 2017), kanola (Igbal vd. 2019), nohut
(Arefian vd. 2019) ve Eutrema salsugineum'da (Goussi vd. 2021) gozlemlendigi gibi,
bu metabolik yollarla iligkili ¢esitli proteinleri azalan veya artan yonde diizenledigi
bildirilmistir. Birgok ¢alisma ile tuz stresinin klorofil biyosentezi ile ilgili proteinlerin
ifadesini azalttigini, ancak 151k reaksiyonu ile ilgili tilakoidal proteinleri artirdig
gosterilmistir (Najar vd. 2019, Vetoshkina vd. 2023). Benzer sekilde, tuz stresine maruz
birakilan Carex rigescens yapraklarinda tilakoidal proteinlerin (Psh27, PsaO, PetC ve
LHC’ler) ifadesinin arttigin1 ve bunun tuz toleransina katkida bulundugunu bildirmistir
(Li vd. 2017). Tuz stresine maruz birakilan nohutta klorofil a/b baglayici proteinlerin ve

oksijen gelistirici proteinlerinin (OEE) artan yonde diizenlendigi bildirilmistir (Arefian
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vd. 2019). Tuz stresine maruz birakilan Spica prunellae'de fotosistem IlI'nin D2
proteininin ve klorofil a/b baglayici proteinin asirt ekspresyonunu bildirilmistir (Liu ve
Li 2019). NaCl uygulanmis muz bitkilerinde (Musa paradisiaca) fotosentezle ilgili 13
DEP igerisinden ii¢ klorofil a/b baglayici proteinin asir1 ifade edildigini bulunmustur (Ji
vd. 2019). Buna karsilik, yine NaCl uygulamasinin yoncada klorofil a/b proteinleri,
sitokrom b6—f kompleksi ve OEE proteinleri gibi 151k reaksiyonlarini gergeklestiren
tilakoidal proteinlerin azalan yonde diizenlendigi rapor edilmistir (Xiong vd. 2017).
Eutrema salsugineum’da tuz stresinin tilakoidal reaksiyonlarla ilgili 58 proteinin
ifadelerinde degisiklikler tespit edilmistir. En biiyiikk degisiklikler PSII'nin ¢ekirdek
proteininde (D1, D2, CP43, CP47, PsbE ve PsbH) meydana gelmistir. Fotosistem II'nin
151k toplama kompleksinin bir pargasi olarak klorofil biyosentez proteinlerinin azalan
yonde diizenlenmesi ve klorofil a/b baglayici proteinlerin artan yonde diizenlenmesi,
ROT olusumunu Onlemek igin PSII'nin anten boyutunu ve 1sik absorbsiyonunu
ayarlamaya yardimci oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak sitokrom b6—f kompleksi ve
fotosistem | gibi proteinlerin azalan yonde ifadesi, oksijene elektron transferini
azaltmak icin elektron tagimmasii diizenledigi ve boylece ROT olusumunu onledigi
gosterilmistir. Ayrica, PSII onarim dongiisiiniin bir pargast olarak PSII'nin D2
proteininin asir1 ifadesi, bitkilerin tuz stresi altinda PSII islevselligini korumasina

yardimet olmustur (Goussi vd. 2021).

CO:z fiksasyonu, Calvin dongiisiindeki RuBisCO enzimi araciligiyla gergeklesmektedir.
Tuz stresi, RuBisCO ve Calvin dongiisiindeki diger enzimler tarafindan CO2 fiksasyon
oranin1 ve miktarini etkileyerek bitki biiyiimesini azaltmaktadir. Wang vd. (2015), tuz
stresinin halofit Halogeton glomeratus'ta RuBisCO kiigiik alt birimi, RuBisCO biiyiik
alt birimi ve beta—karbonik anhidraz proteinlerinin ifadesini artirdigini, ancak
fosfo—ribulokinaz, transketolaz, sedo—heptuloz—1,7 bifosfataz ve RuBisCO aktivaz gibi
Calvin dongiisii ile ilgili enzimlerin ifadesini azalttigini bildirmistir. Buna karsin, tuz
stresinin bugdayda RuBisCO'nun ifadesini engelledigini bildirmistir (Kamal vd. 2012).
Karsilastirmali proteom analizinde, RuBisCO, RuBisCO aktivaz ve diger Calvin
dongiisti enzimlerinin glikofit A. thaliana'da azalan yonde diizenlendigini, ancak tuz
stresi altinda halofit Thellungiella halophyla'da artan yonde diizenlendigi bildirilmis ve
bu farkliliklarin esas olarak RuBisCO aktivaz tarafindan RuBisCO aktivitesinin
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stirdiirilmesinden kaynaklandigi 6ne siirtilmiistiir (Pang vd. 2010). Tuz stresine maruz
birakilan hint fasulyesi (Ricinus communis) yapraklarmda CO fiksasyonunda rol
oynayan toplam 15 tuza duyarl protein tespit edilmistir (Wang vd. 2021). Tuz stresinin
glikofitik ve halofitik bitkilerin fotosentetik aktivitesi lizerindeki etkileri arasindaki
farkin, esas olarak 151k reaksiyonu yoluyla indirgeyici gii¢ iiretimini ve bunun Calvin
dongiisii yoluyla CO; fiksasyonunda kullanimin1 dengeleme yeteneklerine bagli oldugu
sonucuna varilmistir (Li vd. 2022). Glikoliz ve trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde
yer alan bir¢ok protein ve enzim tuz stresiyle birlikte artan yonde diizenlendigi
bildirilmistir (Dhal vd Pal 2022). Glikolizle ilgili 6—fosfofruktokinaz 3 (PFK), piruvat
kinaz izozim A (PK) ve piruvat dekarboksilaz 2 (PDC) gibi enzimler ve TCA
dongiisiiyle ilgili PDC, malat dehidrojenaz (MDH), siiksinat dehidrojenaz (SDH),
izositrat dehidrojenaz (IDH), akonitat hidrataz 2, karbonik anhidraz ve ATP-sitrat
sentaz gibi enzimlerin ifadelerinin tuz stresi altinda 6nemli 6lglide artrigi gosterilmistir
(Kosova vd. 2018). Buna gore, bu enzimlerin artan yonde diizenlenmesi normal glikoliz
ve Krebs dongiisiinii olusturarak bitkinin tuz stresine yanitta ¢esitli metabolik siiregleri
gelistirmesi igin yeterli enerji sagladig1 one siirtilmistiir (Krishnamurthy vd. 2018, Xing
vd. 2019).

Biyolojik membranlar, bitki hiicrelerinde su ve iyon tasinmasinin 6niindeki engellerdir.
Siirdirilebilir bitki biytimesi, ozellikle tuz stresi altinda Na® alimi, farkli organlar
arasinda yeniden dagilimi ve hiicre vakuollerinde birikimi gibi iyonlarin siki kontroliinii
gerektirmektedir (Munns ve Tester 2008). Siirgiinlerden veya yapraklardan Na*
dislanmasinin ve K* homeostazinin korunmasinin gesitli bitki tiirlerinde tuz toleransinin
onemli oOzellikleri oldugu iyi bilinmekle birlikte (Naeem vd. 2020, Yu vd. 2023), CI
atilmasinin da fotosentetik dokular1 korumak i¢in bir baska 6nemli mekanizma
olabilecegi bildirilmistir (Wu ve Li 2019). Bazi proteinler koklerden siirgiinlere ve
hiicreler iginde (sitozolden vakuollere) CI', Na* ve K* tasinmasinda anahtar rol oynadigi
gosterilmistir (Silva vd. 2015, Ketehouli vd. 2019). Na* tasiniminin diizenlenmesine,
parankima hiicrelerinin ksileminde Na* yiiklenmesi ve bosaltilmasi, koklerden topraga
Na" atilmasi ve vakuollerde sodyum kompartimanlagsmasinin aracihk ettigi
gosterilmistir (Ismail ve Horie 2017, Theerawitaya vd. 2020). Koklerden Na* atilmasi

esas olarak plazma membrani Na*/H* antiporter (SOS1) tarafindan gerceklestirilir.
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SOS1 geninin susturulmasi veya mutasyonu, celtik (Martinez—Atienza vd. 2007),
domates (Huang vd. 2024), bugday (Sathee vd. 2015), krizantem (Gao vd. 2016) ve
Arabidopsis (Yin vd. 2020) olmak tizere farkli bitki tiirlerinde tuza duyarliligr artirdigi
ve Na* atilmasindaki 6nemli roliinii ortaya koymustur. SOS1 fosforilasyonu, iki protein
kinaz kompleksi olan CIPK24 (SOS2) ve CBL4 (SOS3) tarafindan diizenlenmektedir
(Gamez—Arjona vd. 2024). SOS2, SnRK3 ailesine ait serin—treonin kinaz tipinde bir
kinazdir (Chen vd. 2021), SOS3 ise hiper—sitozolik Ca?*'u algilayan kalsiyum baglayici
proteinlerin bir tiyesidir (Ma vd. 2019, Zhou vd. 2024). Her iki gendeki mutasyonlar tuz
stresine kargi asir1 duyarhilia neden olarak Na® atiminda ve buna bagl olarak tuz
toleransindaki potansiyel rolleri gosterilmistir (Ismail ve Horie 2017). Bununla birlikte,
Na* atimi, H'—ATPaz aktivitesi ile baglantili enerji tiiketen bir siirectir. Ornegin, tuza
toleransli bugday cesitlerinin (Kharchia—65 ve S—24) epidermal kok hiicrelerinde tuza
duyarl ¢esitten (Potohar) daha fazla H'—ATPaz ifadesi ve aktivitesi tespit edilmis ve bu
da Na* atim ile iligkilendirilmistir (Sathee vd. 2022). Na™'un vakuol membraninda
lokalize olan Na'/H* antiporterleri tarafindan vakuolde kompartimanlagmasi, sitozolde
diisiik Na*'un korunmasina yardime1 oldugu bildirilmistir (El Mahi vd. 2019). Vakuolar
Na*/H" antiporterlerinin asir1 ekspresyonu domates (Kumari vd. 2017), ¢eltik (Yasmin
vd. 2015), Nitraria sibirica (Geng vd. 2020) ve Pyrus betulaefolia’da (Dong vd. 2019)
tuz toleransim artirdigi gosterilmistir. Cesitli ¢aligmalar vakuolar pompanin Na*/H*
aktivitesine ek olarak K*/H* degisim aktivitesi sergiledigi (Zhang vd. 2017), vakuolar
H*—ATPazlar ve pirofosfatazlar tarafindan desteklendigi ve tuz toleransi igin 6nemli
oldugu gosterilmistir (Shen vd. 2015, Yang vd. 2017). Tonoplasttaki plazma membrani
H*—ATPaz pompalarinin, Na*/H* antiporterleri igin yeterli proton saglayarak tuza

toleransi artirdigi bildirilmistir (Assaha vd. 2017).

Yiiksek afiniteli potasyum tagiyict (HKT) gen ailesi ve tuza asir1 duyarli proteinler, Na*
taginmasi ve K" homeostazinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Hussain vd. 2022).
HKT'lerin iki alt ailesinden HKTT1 {iyelerinin tuz toleransini gelistirmek i¢in biiyiik bir
potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (Ali vd. 2019, Zhang vd. 2023). HKT1 ailesinin
tiyeleri, kok ksilem parankima hiicrelerinin plazma membraninda bulunan Na*
tagtyicilaridir. Siirgiinlere sodyum taginmasini azaltmak ig¢in Na® iyonlarini ksilem

akimindan aldiklar1 gosterilmistir (Venkataraman vd. 2021). Tuz stresine maruz
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birakilan bitkilerde su dengesi, su homeostazinin korunmasi ve siirdiiriilmesiyle iligkili
proteinlerin 6nemli Olciide diizenlendigi adaptif bir mekanizmadir (McGaughey vd.
2018). HKT2 tasiyicilarinin da tahil bitkilerinin tuz stresi altinda K* almasina yardimci
oldugu bildirilmistir (Gholizadeh vd. 2024). Na*/H" antiporterleri gibi HKT
proteinlerinin de Na* dislanmasinda rol almasi Na® aliminin tek bir tasima proteini
tarafindan degil, birkag tasima proteini tarafindan kontrol edildigini gostermektedir. Su
alim1 esas olarak segici olmayan katyon kanallar1 (NSCC'ler), yani su tagima proteinleri
veya akuaporinler (PIP1 ve PIP2) tarafindan diizenlenmektedir (Kourghi vd. 2017, Qiu
vd. 2020). Akuaporinler su, CO, salisilik asit, bor, iire, silikon, H2O2 ve Na* iyonlari
dahil olmak tizere kiigiik molekiillerin pasif ve ¢ift yonlii segici taginmasinda dnemli bir
rol oynamaktadir (Sun vd. 2024). Akuaporinlerin bitkilerde su homeostazinin
korunmasinda yer alarak abiyotik stres toleransi, stres sinyali, besin alimi,
transpirasyon, fotosentez ve bitki gelisiminde Onemli roller oynadigi gosterilmistir
(Tyerman vd. 2017, Gautam ve Pandey 2021). Tuz stresi (150 mM NaCl) altindaki
domateste kok hidrolik iletkenliginin (Lpr) azaldigi gosterilmistir (Jia vd. 2020). Tuz
stresinden sonra kontrole kiyasla PIP ifadelerinin hem koklerde hem de yapraklarda
azaldig: bildirilmistir. Lps’deki azalmanin PIP ifadesindeki azalmaya baglh olabilecegi
diisiiniilmistiir. PIP izoformlarinin ifadeleri hem koklerde hem de yapraklarda stres
siiresi boyunca biiyiik Olgiide degismistir. PIP1;1, PIP1;3, PIP1;7, PIP2;10 ve
PIP2;12’nin tuz stresi altinda hem koklerde hem de yapraklarda su tasimiminin
diizenlenmesinde 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir. Sonuclar, PIP'lerin domateste su
tasinmasina aracilik ettigini ve diizenlemelerinin stres siiresi ve doku tipi ile iliskili
oldugunu gostermistir (Jia vd. 2020). Tuz stresi altinda akuaporinlerin diizenlenmesi
fosforilasyon, glikozilasyon, metilasyon, ubikitinasyon ve deaminasyon yoluyla
translasyon sonrasi diizeyde gercekleserek akuaporinlerin agilip kapanmasini etkiledigi
bildirilmistir (Madeira vd. 2016). Ayrica, birgok ¢alisma pH, Ca?* ve H2O; sinyalleri
gibi sinyal molekiillerinin ve sekonder habercilerin tuz stresine yanit olarak
akuaporinlerin agilip kapanmasini diizenledigini gostermistir (Saxena vd. 2016, Igbal
vd. 2020, Dong vd. 2022, Zhang vd. 2022). Bu baglamda, akuaporinler tuz stresine
maruz birakilan bitkilerde kok hidrolik iletkenligini ve su tasinimini iki ila ii¢ katmanl
translasyonel ve post—translasyonel diizenleyici faktorler araciligiyla diizenleyerek

strese yanitta ¢cok 6nemli bir rol oynamaktadir (Kapilan vd. 2018).
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Bitkilerin sesil dogalar1 geregi ¢evresel degisiklikleri algilamasi ve bu degisikliklere
yanit vermesSi i¢in sensOr proteinleri ve yanit diizenleyici proteinler 6nemli roller
almaktadir (Paik ve Huqg 2019). ikincil haberciler sinyal molekiilleri olarak, sinyal
amplifikasyonlarinda ve tuz stresi altinda bitki performansini optimize etmek i¢in genis
bir dizi fizyolojik degisiklikte rol oynamaktadir (Park vd. 2016, Jain vd. 2018). Tuz
stresi sensor proteinleri arasinda plazma membraninda lokalize iyon tasiyici proteinler,
Na* ve K* kanallari, mekanosensor proteinler, H—ATPazlar ve sitozolik Ca®* baglayici
proteinler (6rn. kalmodulin, kalmodulin benzeri, kalsindrin B benzeri ve Ca?" bagimli
protein kinazlar) yer almaktadir (Yang ve Guo 2018a). Bu proteinlerin bitkilerde tuz
toleransinda 6nemli roller oynadigi bir¢ok c¢aligmada gosterilmistir (Yuenyong vd.
2018, Ketehouli vd. 2019, Hunpatin vd. 2023, Cheng vd. 2024). Tuz stresi igin iyi
bilinen SOS sinyal yoluna ek olarak kalmodulin ve kalmodulin benzeri proteinler gibi
kalsiyum sensér proteinleri tuz stresi altinda sitozolik Ca®"'daki degisikliklerin tespit
edilmesinde anahtar rol oynarlar (Manishankar vd. 2018, Yang ve Guo 2018a, Bachani
vd. 2022). Bu Ca?* baglayici proteinler ya da Ca®" bagimli protein kinazlar kalsiyuma
yalnizca yiiksek kalsiyum konsantrasyonlarinda baglanarak (Zhao vd. 2015) bitkilerin
tuz stresine yanitinda yer alan fizyolojik ya da gelisimsel degisikliklerin

gerceklestirilmesinde islev goriirler (Evans vd. 2016, Manishankar vd. 2018).

2.5 Tuz Stresi Kosullarinda Proteom Degisimleri Uzerine Biyodiizenleyicilerin

Etkisi

Tuz stresinin olumsuz etkilerinin hafifletilmesinin altinda yatan mekanizmalar
proteomik yaklasimlarla belirlenebilir. Bu yaklasim kullanarak, ozellikle tuz stresi
altinda  biyodiizenleyici  uygulamalarn  ile  ifadeleri  degisen = DEP’ler
tanmimlanabilmektedir. Birgok transkriptin post—transkripsiyonel ve post—translasyonel
modifikasyonlara ugrayabilmesi nedeniyle son {iriin olan proteinlerin ifade

seviyesindeki degisikliklerin arastirilmasi ¢ok dnemli hale gelmektedir (Zhao vd. 2013).

Domates fidelerinde Si uygulamas: ile tuz stresinin olumsuz etkilerinin hafifletilmesinin
altinda yatan mekanizmalar fizyolojik ve proteomik analizlerle arastirilmistir (Muneer

vd. 2014). Proteomik analizler, PSI ve PSII gibi ¢ok proteinli komplekslerin tuz
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stresiyle birlikte azalan yonde diizenlendigini buna karsin Si uygulamasmin bu
proteinleri artan yonde diizenledigini gostermistir. Ayrica sitokrom b6/f ve ATP-sentaz
komplekslerindeki NaCl tesvikli azalmanin Si tarafindan hafifletildigi ve LHC
altbirimlerinin yonde diizenlendigi tespit edilmistir (Muneer vd. 2014). Benzer olarak,
tuz stresi altindaki domates fidelerinde Si uygulamasi ile artan yonde diizenlenen
proteinlerin ¢ogu stres tepkileri, bitki hormonlar1 ve transkripsiyonel diizenlemeler ile
iligskilendirilmistir (Muneer ve Jeong 2015). Tuz stresine maruz birakilan (50 mM)
Capsicum annuum'da Si uygulamasmin ozellikle niikleotid baglama ve transferaz
aktivitesi ile iligkili olmak tizere c¢esitli metabolik siire¢lerde yer alan proteinlerin
ifadesini artirdigi ortaya konmustur (Manivannan vd. 2016). Ek olarak, Si
uygulamasinin ubikitin aracili niikleozom yolu ve karbonhidrat metabolizmasinda yer
alan onemli proteinlerin ifadesini diizenledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, Tuz
stresine maruz birakilan Rosa hybrida bitkilerinin yapraklarinda Si uygulamasinin
fotosentez, karbonhidrat ve enerji metabolizmasi, transkripsiyon ve translasyon,
stres/redoks homeostazi, iyon baglama ve ubikitinasyon yolaklarinda fonksiyon goren
proteinlerin ifade seviyelerini artirarak stres kaynakli hasarin hafifletilenilecegi 6ne
strilmistir (Soundararajan vd. 2017). Benzer olarak, R. hybrida koklerinde Si
uygulamasmin redoks dengesi ve savunma, transkripsiyon ve translasyon, lipid
metabolizmasi, sinyalizasyon, enerji ve karbonhidrat metabolizmasi, tasima ve metal
iyon baglama, terpen sentezi ve hiicre ¢eperi modifikasyonu siire¢lerinde islev goren

proteinleri artan yonde diizenledigi bildirilmistir (Soundararajan vd. 2018).

Sodyum hidrosiilfir (NaHS, H2S dondril) uygulamasinim bir mangrov tiriic Kandelia
obovata fidelerinde tuz stresinin (400 mM) etkileri iizerindeki diizenleyici
mekanizmasini aragtirmak igin proteomik analiz gergeklestirilmistir (Liu vd. 2019).
Fizyolojik ve proteomik sonuglar, eksojen H>S'nin K. obovata'nin yiiksek tuzlulukla
basa ¢ikmasina yardimci olmak i¢in fotosentezi ve enerji metabolizmasini artan yonde
diizenledigini gostermistir. Ayrica, antioksidan (APX ve Cu-Zn SOD ve PDX1),
protein metabolizmas1 (HSP ve Cpn20), azot metabolizmas1 (GS2 ve GS1), glikoliz
[fosfogliserat kinaz (PGK) ve triozefosfat izomeraz (TPI)] ve ASA-GSH dongiisii
proteinlerinin ifadelerinin HzS uygulamast ile arttigi gosterilmistir (Liu vd. 2019). Diger

bir ¢calismada, NaHS uygulanan celtik fidelerinin tuz stresine vermis oldugu molekiiler
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cevaplar proteomik analiz yontemleriyle arastirilmistir (Wei vd. 2021). Isik reaksiyon
sistemi (PsbQ domain proteini, plastosiyanin oksidorediiktaz demir—siilfiir proteini),
Calvin  dongiisii  (fosfogliserat kinaz, sedoheptuloz—1,7-bisfosfataz  Onciisii,
ribuloz—1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz) ve klorofil biyosentezi
(glutamat—1-semialdehit 2,1-aminomutaz, koproporfirinojen 1l oksidaz) ile ilgili
DEP’ler H2S uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Protein metabolizmas1 ve
hiicre yapisi ile ilgili proteinlerin de H>S uygulamasi ile artan yonde diizenlendigi
belirlenmistir. Sonug olarak, H.S’iin oksidatif stresi azaltarak, fotosentetik kapasiteyi
artirarak, birincil ve enerji metabolizmasini iyilestirerek, protein metabolizmasin
giiclendirerek ve hiicre yapisim1 koruyarak celtik fidelerinin tuz toleransinda koruyucu

roller Gistlendigini gosterilmistir (Wei vd. 2021).

Bir mangrov tiirii olan Avicennia marina’da tuz stresi (400 mM) ve NO uygulamasinin
(SNP, 100 uM) fotosentez, enerji metabolizmasi, birincil metabolizma, RNA
transkripsiyonu, protein translasyonu ve strese yanit proteinleri gibi gesitli biyolojik
stireclerde yer alan proteinlerin farkli sekilde ifade edilmesine neden olmustur (Shen vd.
2018). Yiiksek tuzluluk uygulamasi altinda, ribuloz—fosfat 3—epimeraz (RPE),
RuBisCO biiyiik alt birimi, RuBisCO aktivaz A (RCA) ve kinin oksidorediiktaz benzeri
protein izoformu 1 (QORL1) gibi fotosentezle ilgili proteinlerin ifadeleri 6nemli Glgiide
azalmigtir. Bununla birlikte, RBCL ve QORI proteinlerinin ifadesi SNP ilavesiyle
artmistir. Sonug olarak, NO'nun fotosentez, enerji metabolizmasi, birincil metabolizma
ve stres tepkisinde yer alan protein ifadelerini diizenleyerek A. marina'da tuz toleransini

artirmada olumlu bir etkiye sahip oldugu one siiriilmistiir (Shen vd. 2018).

Tuz tsresi altindaki ¢eltik tohumlarina absisik asit (ABA) 6n—uygulamasinin fizyolojik
ve proteom degisimleri analiz edilmistir (Li vd. 2010). ABA 6n—uygulamasinin geltik
fidelerinde tuz toleransimi arttigt gosterilmistir. ABA+NaCl uygulamasina maruz
birakilan celtik koklerinden elde edilen toplam proteinler 2-DE proteomik ydntemi
kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar, ABA 6n—uygulamasinin tuz stresi altinda 40
protein ifadesinin artan yonde, sadece tuz uygulamasinda ise sadece 16 protein
ifadesinin artan yonde diizenlendigini gostermistir. Tespit edilen 40 DEP’in yaklasik

%78'inin (31 DEP) yalnizca tuz stresi varliginda diizenlenmesi, bitkilerin tuz stresi
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altinda enerji kaybini Onlemek icin tolerans mekanizmasinin tesvik edildigini
gostermistir. Ayrica, ABA uygulamasinin enerji metabolizmasi (glikoliz, trikarboksilik
asit dongiisii, solunum zinciri, ATP sentezi, enerji salininmi1 ve mitokondriyal protein
isleme), savunma (glutatyon rediiktaz, anneksinler, endo—1, 3—pf—glukanaz ve HSP90),
birincil metabolizma (glutamin sentetaz, transketolazlar, 2—izopropilmalat sentaz, UMP
sentaz ve aspartataminotransferaz) ile ilgili daha fazla enzimin benzersiz bir sekilde
artan yonde diizenlendigini gostermistir (Li vd. 2010). Diger bir ¢alismada, dissal lipoik
asidin (LA) NaCl toksisitesi iizerindeki hafifletici etkilerini degerlendirmek i¢in kanola
(Brassica napus L.) fidelerinin yapraklarinda proteomik analizler gerceklestirilmistir
(Yildiz vd. 2015). Proteomik analizler, LA’ nin fotosentez (fotosistem II reaksiyon
merkezi PSB28 proteini, ATP sentaz epsilon zinciri, sitokrom b6f kompleksi
demir—kiiktirt ~alt birimi, karbonik anhidraz, sedoheptuloz—1,7—-bisfosfataz,
magnezyum—selataz alt birimi chli, RuBisCO aktivaz ve fosfogliserat kinaz), stres
savunmasi (stiperoksit dismutaz [Cu—Zn], peroksiredoksin—2E, tiyoredoksin M-tip 4,
2—Cys peroksiredoksin BAS1 ve tiyazol biyosentetik enzim) ve sinyal iletimi (annexin
D1) ile ilgili proteinlerin diizenlenmesi yoluyla tuz stresine toleransta 6nemli roller

oynayabilecegini gostermistir (Yildiz vd. 2015).

Salisilik asidin (SA, 0,5 mM) bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde tuz stresi (250
mM) tizerindeki iyilestirici etkisi proteomik analiz kullanilarak arastirilmistir (Kang vd.
2012). Proteomik analizler, sinyal iletimi (14—3-3 protein), stres savunma (peroksidaz,
2—Cys peroksiredoksin ve tuz stresiyle indiiklenen protein RS1 benzeri), metabolizma
(gliseraldehit—3—fosfat dehidrogenazlar, glutamin sentetazlar, ferredoksin—-NADP(H)
oksidorediiktazlar, transketolaz, fosfoglikolat fosfataz benzeri, izositrat dehidrogenaz,
triozefosfat izomeraz, serin tipi peptidaz, adenosin difosfat glukoz pirofosfataz ve
izopentenil pirofosfat izomeraz) ve fotosentez (RuBisCO, oksijen gelistirici arttirici
proteinler, kloroplast i¢ zarf proteinleri, klorofil a—b baglayici protein, bir adet tilakoid
limenal 19 kDa protein ve fotosistem II stabilite/montaj faktoric HCF136) ile ilgili
proteinlerin tuz stresi altinda SA tarafindan 6nemli 6l¢iide artan yonde diizenlendigini

gostermistir (Kang vd. 2012).

Tuz stresine maruz birakilan Agrostis stolonifera bitkilerinde y-aminobiitirik asit
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(GABA) uygulamasinin, iyonik, su ve metabolik homeostazin diizenlenmesindeki
etkileri proteomik ve metabolomik analizlerle arastirilmistir (Li vd. 2020). Digsal
GABA uygulamasiin dort akuaporin (TIP1-1, TIP2-2, PIP1-1 ve PIP1-2) proteinin
birikimini azalttig1 belirlenmistir. Diger taraftan, tuz stresinin hem GABA uygulanmis
hem de uygulanmamis bitkilerde katyonik peroksidaz SPC4, peroksidaz 12, LEA grup
1, HSP83 ve HSP90-5, kii¢iik HSP proteinleri birikimini tesvik ettigi belirlenmistir.
Ayrica B—glukozidaz 30, glutamin bagimli NAD* sentetaz,
gama—glutamilsiklotransferaz 2—-3 ve glutatyon S—transferaz 1'in (GST1) ifadesi
GABA+NaCl uygulamasinda artis gostermistir. Molekiiler, metabolik ve fizyolojik
degisikliklerin biitiinlestirici analizleri, tuz stresi altindaki halofitik olmayan Agrostis
stolonifera bitkisinde iyonik, su ve metabolik dengenin diizenlenmesinde GABA'nin

iyilestirici etkileri ortaya konmustur (Li vd. 2020).

Tuz stresine maruz birakilan iki arpada genotiplerinde f—aminobiitirik asidin (BABA)
tohumlara on—uygulamasinin 6zellikle antioksidan enzimlerin (katalaz izoenzim 2,
peroksidaz ve sitozolik Cu/Zn, siiperoksit dismutaz), patogenez ile ilgili proteinlerin
(kitinaz, endo—1,3-b—glukozidaz) ve saperonlarin (mitokondriyal isleme peptidaz alt
birimi a, proteazom alt birimi, siklofilin A ve 1s1 soku kognat 70 kDa protein 2) ifade
seviyelerini artan yonde diizenlendigi belirlenmistir (Mostek vd. 2015). Buna ek olarak,
karbonhidrat ve enerji metabolizmasi (gliseraldehit—3—fosfat dehidrogenaz, akonitaz,
enolaz ve 6-—fosfoglukonat dehidrogenaz) ve amino asit metabolizmasi
(aminometiltransferaz, mitokondriyal metiyonin sentaz ve S—adenosil-L—homosistein
hidrolaz) ile ilgili DEP’ler tespit edilmistir. Sonuglar BABA'nin tuz stresine daha hizli
ve daha etkili yanmitlar verilmesini saglayabilecek savunma ve detoksifikasyon
stireclerini tetikledigini ve bitkilerin olumsuz gevresel kosullar altinda hayatta kalma

sansini artirabilecegini gostermektedir (Mostek vd. 2015).

Tuz stresine maruz birakilan (150 mM) Hibiscus cannabinus (kenaf) bitkisinde DNA
metiltransferaz inhibitorii 5—azasitidin (5-azaC, (0, 50, 100, 150 ve 200 uM)) tuz
stresini hafifletme lizerindeki etkileri arastirilmistir (Luo vd. 2024). Transkriptomik ve
proteomik analizler sonucunda toplam 14.348 DEG ve 313 DEP tanimlanmistir.
Kombine proteomik ve transkriptomik analiz ile THI1, BGLU11 ve CBL1 dahil olmak
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izere artan yonde diizenlenen ve GAPDH, SS ve PP2C52 dahil olmak iizere azalan
yonde diizenlenen toplam ortak 27 DEG/DEP tespit edilmistir. Proteomik analizde
tespit edilen DEP’ler en fazla glikoliz/glukoneogenez, nisasta ve siikroz metabolizmasi,
fotosentez, bitki hormonu sinyal iletimi ve karbon metabolizmasi yolaklarinda
zenginlestigi belirlenmistir. Elde edilen bulgular sonucunda 5-azaC'in tuz stresine

yanitta bitkilerin tuz toleansini iyilestirebilecegi one siirtilmiistiir (Luo vd. 2024).

Tuz stresine maruz birakilan (50 mM) soya fasulyesine dissal safranal (3 uM, serbest
radikal temizleyisi ve antioksidan bir molekiil) uygulamasinin iyilestirici etkileri
proteomik analizlerle arastirilmistir (Kausar vd. 2024). Proteomik analizler tuz stresi
altinda soya fasulyesi kokiinde ve hipokotilinde sirasiyla aktin ve kalsiyum bagimli
protein kinaz ifadelerinin azaldigim1 ve safranal uygulamasi ile ifade seviyelerinin
arttigin1 gostermistir. Ksiloglukan endotransglukozilaz/hidrolaz tuz stresi altinda soya
fasulyesi kokiinde artmig ancak safranal uygulamasi ile ifadesi azalmistir. Peroksidaz,
aktin, RuvB benzeri helikaz ve protein kinaz proteinlerinin ifadesi tuz stresi altinda
artarken safranal uygulamasi ile daha da artis gostermistir. Glutatyon peroksidaz ve
PfkB alani igeren protein, soya fasulyesi kokiinde tuz stresi altinda safranal uygulamasi
ile artan yonde diizenlenmistir. Bu sonuglar, safranalin ROT temizleme sistemi ile hiicre
ceperi ve niikleer proteinlerin diizenlenmesi yoluyla soya fasulyesi biiyiimesini
gelistirdigini gostermistir. Ayrica, endositoz ve post—golgi trafiginde yer alan membran
proteinlerinin  diizenlenmesi yoluyla tuz stresi toleransin1 tesvik edebilecegi

diisiiniilmistiir (Kausar vd. 2024).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyali ve Bitki Yetistirme Kosullari

Bu aragtirmada, misir (Zea mays L.) ¢esidine (Capuzi) ait tohumlar ticari firmadan elde
edilmistir. Tohumlar, kapaklarinda havalandirma delikleri bulunan plastik kutular
icindeki 1slatilmis 2 kat filtre kagidi {izerine yerlestirilmis ve kontrollii kosullarda (25°C
sabit sicaklik ve karanlikta) 48 saat ¢imlendirilmistir. Yaklasik ayni kok uzunluguna
sahip fideler, 0.5 L Hoagland besin ¢ozeltisi (pH’s1 0.05 M KOH kullanilarak 6.0+0.1°¢
ayarlanmisg) igeren hidroponik kiiltiir ortamina transfer edilmistir. Hidroponik kiiltiirde
kullanilan 1 L’lik plastik kaplarin kapaginda alt1 kesilmis ve plastik fileden orgii ile
kapatilmig 5 adet falkon tilipiindeki filenin iizerine fideler yerlestirilmistir. Fideler,
kontrollii iklim kabininde (25£1°C, 260 pmol m=2 s foton akis yogunlugu, 12:12 saat
fotoperiyot ve %60 nem) 5 giin boyunca biiyiitiilmiistiir. Kaplardaki besin ¢ozeltileri

giin asir1 degistirilmistir.

Bes giinliik misir fideleri, 100 mM NacCl stresi ve/veya 35 uM tiyoiire uygulamalarina

10 giin boyunca maruz birakilmistir. Uygulama gruplart sunlardir:

1) Kontrol: Sadece besin ¢ozeltisi

2) TU: 35 uM TU igeren besin ¢dzeltisi

3) NaCl: 100 mM NacCl igeren besin ¢ozeltisi

4) TU + NaCl: 35 uM TU + 100 mM NaCl igeren besin ¢dzeltisi

Uygulamalardan sonra fidelerin taze ve kuru agirliklariin belirlenmesi, biyokimyasal,
RNA-seq ve proteomik analizler i¢in fideler hasat edilmistir. Transkriptomik ve
proteomik analizler i¢in misir fidelerinin tam gelismis 2. yaprak dokular1 6rneklenmis
ve kullanilincaya kadar —80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2 Fidelerin Taze ve Kuru Agirhiklarmin Belirlenmesi

Kontrol, TU, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin
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govde ve kok taze agirhiklart (TA, mg fide?) belirlendikten sonra 80°C’lik etiivde 48
saat kurutulmus ve bu siire sonunda govde ve kok kuru agirhiklarn (KA, mg fide™)

belirlenmistir.

3.3 Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Yaprak dokularinda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
miktarinin  belirlenmesi Heath ve Packer (1968)'m bildirdig§i metoda gore
gerceklestirilmistir. Yaprak dokularinin MDA igerigi molar ekstinksiyon katsayisi (¢ =
155 mM* cm™) kullanilarak pmol g KA olarak belirlenmistir.

3.4 Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve guaiakol
peroksidaz (POD) aktiviteleri i¢cin 50 mM fosfat tamponunda (pH 7.0) yaprak 6ziitleri
hazirlanmistir. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi i¢in 0.5 g taze yaprak dokulari ilgili
tamponlarinin 5 mL'sinde homojenize edilerek 20 dakika boyunca 4°C'de 13,000xg'de
santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantlar enzim analizleri i¢in kullanilmustir.

Stipernatantlardaki protein miktar1 Bradford (1976)'a gore belirlenmistir.

Siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, NBT'nin fotoindirgenmesinin 560
nm'de Olciilmesi ile belirlenmistir (Beauchamp ve Fridovich, 1971). Orneklerin
absorbans degerleri belirlendikten sonra, bir iinite SOD, NBT indirgenmesinde %50
inhibisyona neden olan enzim miktar1 olarak ifade edilmistir. Toplam SOD aktivitesi

EU mg* protein olarak hesaplanmistir.

Toplam katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Aebi (1984)'ye gore belirlenmistir.
Reaksiyon karigimi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 10.6 mM H20> ve enzim
ekstraktindan olugmustur. CAT aktivitesi, H20,'in 3 dakika i¢in 240 nm'de (= 39.4

mM* cm™) bozunmasi ile EU dk™* mg protein olarak belirlenmistir.

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano ve Asada (1987)'ya gore

55



belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM EDTA,
0.25 mM askorbat, 5 mM H20; ve enzim ekstraktindan olugsmustur. Askorbik asidin
oksidasyon orani, spektrofotometre kullanilarak 3 dakika i¢in 290 nm'de absorbanstaki
azalmay1 takiben belirlenmistir. Toplam APX aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon

katsayisi (¢ = 2.8 mM™ cm™) kullanilarak EU dk™* mg™? protein olarak hesaplanmustir.

POD aktivitesi Mika ve Liithje (2003)'ye gore belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 25
mM sodyum-asetat-HCI (pH 5.0), 51.3 mM guaiakol, 12.5 mM H,O; ve enzim ekstrakti
olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon enzim ekstraktinin ilavesiyle baslatilarak
reaksiyon karigiminin absorbanstaki degisimi 470 nm'de 3 dakika siire boyunca takip
edilmistir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM™

cmt) kullanilarak belirlenmistir.

3.5 Sodyum (Na*) ve Potasyum (K*) I¢eriklerinin Belirlenmesi

Kontrol ve stres gruplarindan elde edilen kanola fidelerinin kok dokularinda Na* ve K*
icerikleri NMKL (1998)'ye gore belirlenmistir. Kuru bitki ornekleri (0.5 g), 10 mL
%65'lik HNO3z kullanilarak mikrodalga firinda (Berghof Products + Instruments,
Germany) yakilmistir. Yakma islemi sonucunda Ornekler filtre edilerek hacimleri
bidistile su ile 100 mL'ye tamamlanmstir. Stok Na* ve K* ¢ozeltisinden (10.000 ppm;
Inorganic Ventures, Christiansburg, Virginia, USA) hazirlanan farkli konsantrasyondaki
cozeltilerle kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi
(r* = 0.999 ve iizeri) ve orneklerin Na* ve K* konsantrasyonlari, Winlab32 paket
programi kullanan ICP/OES (Inductively Coupled Plasma/Optical Emission
Spectrometry, Perkin Elmer 2100 DV) cihaz ile hesaplanmigtir. K6k dokularinda Na*
ve K* icerikleri mg/g™t KA olarak hesaplanmustir.

3.6 Klorofil I¢eriginin Belirlenmesi
Misir fidelerinin yaprak dokularindan toplam klorofil (Klo a + b) icerigi Wellburn

(1994)’e gore belirlenmistir. Uygulamalara ait fidelerin yapraklarindan yaklasik 50 mg

taze yaprak dokusu alarak kiigiik parcalara ayrilmis ve 10 mL sogutulmus metanol
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iceren agzi kapakli cam test tliplerine alinmistir. Pigmentlerin tamamen metanole
gegmesi igin tiipler 48 sa siiresince +4°C ve karanlikta bekletilmistir. Daha sonra her
uygulamaya ait ¢ozeltinin Klo a ve Klo b absorbanslar1 sirasiyla 666 ve 653 nm dalga
boylarinda, spektrofotometre ile belirlenerek asagidaki formiillere gore taze agirlik (TA)
temelinde mg/g™ TA olarak hesaplanmistir (Wellburn 1994):

Klorofil a (Klo a) = 15.65A666 — 7.34A653 x S*
Klorofil b (Klob)  =27.05A653 — 11.21A666 x S

* S: Seyreltme katsayisi

3.7 Prolin I¢eriginin Belirlenmesi

Misir fidelerinin yaprak dokularindan toplam prolin igerigi Bates (1973)’¢ gore
belirlenmistir. 0,5 g taze yaprak 6rnegi %3’liik stilfosalisilik asit ile pargalanarak filtre
edilmis ve filtrattan 2 ml alinarak tizerine 2 ml asetik asit ve 2 ml ninhidrin reagent
eklenmistir. Ninhidrin reagent; ninhidrin, asetik asit ve ortofosforik asit kullanilarak
hazirlanmistir. Daha sonra tiiplere konulan drnekler 1 saat 100°C’de su banyosunda
tutularak reaksiyon buzda sonlandirilmistir. Soguyan Orneklerin {izerine 4 ml toliien
eklenmis ve vorteks yapildiktan sonra 520 nm’de spektrofotometrede okunmustur. Daha

sonra prolin standartlariyla karsilastirilarak hesaplama yapilmistir (Bates vd. 1973).

3.8 RNA-Seq Analizleri

3.8.1 RNA Ekstraksiyonu

Kontrol, TU, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin
yaprak dokularindan toplam RNA izolasyonu ticari kit (Norgen Biotek Corp. Total
RNA Purification Kit) kullanilarak gergeklestirilmistir.
1) Calismaya baslamadan Once tiim ¢ozeltiler, steril odada ve oda sicakliginda
hazir hale getirilmistir.
2) Tim santrifiijleme islemleri oda sicakliginda ve aksi belirtilmedik¢e 14.000
rpm’de  mikrosantrifiij  (Hettich Mikro 20, Almanya) kullanilarak
gergeklestirilmistir.
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3) 2-Merkaptoetanol igeren lizis tamponu C (Lysis Buffer C) hazirlanmigtir. Her 1
mL lizis tamponu C i¢in 10 pL 2—merkaptoetanol eklenmistir. Lizis tamponu
C’ye 2—merkaptoetanol eklenmesi opsiyonel olmasina karsin ¢ogu bitki dokusu
i¢in eklenmesi onerilmektedir.

4) Yikama ¢ozeltisi A (Wash Solution A), 38 mL konsantre yikama ¢ozeltisi A’ya
90 mL %96-100 etanol eklenerek hazirlanmistir.

5) Yaprak dokularindan lizat hazirlanmasi asagidaki gibidir:

a) —80°C’den alinan yaprak dokular1 ¢oziilmeden havan igerisinde sivi azotla
ince bir toz haline getirilmistir. Yaprak dokular1 (yaklasik 50 mg), sivi
azotla sogutulmus 1.5 mL’lik santrifijj tiipiine (RNaz igcermeyen) yine sivi
azot ile sogutulmus spatiil ile aktarilmistir.

b) Toz haline getirilen dokularin ¢6ziilmesine izin verilmeden sivi azotun
havandan buharlagmasi saglanmistir.

€) Her bir tiipe 600 uL lizis tamponu C eklenmis ve karisim vorteks ile
homojenize edilmistir.

d) Homojenize edilen dokular sitict bloga yerlestirilerek 55°C’de 5 dakika
inkiibe edilmis ve bu siire zarfinda tiipler ara sira vortekslenmistir.

e) Inkiibasyon sonrasinda bir filtre kolonu (beyaz halkali) temiz 1.5 mL’lik
toplama tiipline takilarak elde edilen lizat kolona yiiklenmis ve kolonun
hiicre kalintisini tutmasi igin 2 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

f) Filtre kolonu atilarak tiipte toplanan lizatin hacmine esit hacimde (her 100
pL lizata 100 pL etanol) %96—100’liik etanol eklenmis (toplam hacim 1.2
mL) ve tiip vortekslenerek bir sonraki basamaga (6a) geg¢ilmistir.

6) RNA’nin kolona baglanmasi igslemleri agagidaki sekilde yapilmigtir:

a) Kit icerisinden ¢ikan toplama tiiplerinden birine bir spin kolon (gri halkalr)
yerlestirilmistir.

b) Kolon iizerine 600 upL lizat eklenmis ve 6.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Bu asamada, lizatin tamaminin toplama tiipiine gegmesi
saglanmali, aksi taktirde lizat iceren kolon 14.000 rpm’de bir dakika daha
santrifiijlenmelidir.

c) Toplama tiipiindeki siiziintii atilarak kalan 600 pL lizat mevcut spin kolona

tekrar yiiklenmis ve 6.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Bu asamada,
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d)

lizatin tamaminin toplama tiipine ge¢cmesi saglanmali, aksi taktirde lizat
iceren kolon 14.000 rpm’de bir dakika daha santrifiijlenmelidir.

Lizat hacmine bagl olarak, 6b ve 6c iki kez tekrarlanmustir.

7) Spin kolonunun yikama ¢6zeltisi A (Wash solution A) ile yikanmasi islemleri

asagidaki gibidir:

a)

b)

d)

e)

Spin kolona 400 pL yikama ¢ozeltisi A eklenerek 14.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Bu asamada, lizatin tamaminin toplama tiipiine gegmesi
saglanmali, aksi taktirde lizat igeren kolon 14.000 rpm’de bir dakika daha
santrifiijlenmelidir.

Toplama tiipiindeki siiziintii atilir ve spin kolon, ayni toplama tiipiine
yeniden yerlestirilmistir.

Tekrar 400 puL yikama ¢dzeltisi A mevcut spin kolona eklenmis ve 14.000
rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek spin kolon ikinci kez yikanmustir.
Ardindan toplama tiipiindeki siiziintii atilarak spin kolon ayni toplama
tiipiine yeniden yerlestirilmistir.

Tekrar 400 puL yikama ¢dzeltisi A mevcut spin kolona eklenmis ve 14.000
rpm’de 1 dakika daha santrifiijlenerek kolon {igiincii kez yikanmistir.
Toplama tiipiindeki siiziintii atilarak spin kolon ayni toplama tiipiine
yeniden yerlestirilmistir.

Kolonu tamamen kurutmak i¢in kolon 14.000 rpm’de 2 dakika

santrifiijlenmis ve toplama tiipii atilmistir.

8) Spin kolondaki RNA’nin eliisyon ¢ozeltisi A (Elution Solution A) ile eliisyonu

islemleri asagidaki gibidir:

a) Spin kolon, RNaz igermeyen 1.7 mL’lik eliisyon tiipline yerlestirilmis ve

kolona 75 pL eliisyon ¢ozeltisi A eklenmistir.

b) 2.000 rpm’de 2 dakika ve ardindan 14.000 rpm’de 1 dakika daha

santrifiijleme islemi yapilmigtir. Eger eliisyon tiipiinde, spin kolona
yiiklenen 75 pL eliisyon ¢ozeltisinin tamami siiziilmemis ise toplama
tipiindeki spin  kolon tekrar 14.000 rpm’de 1 dakika daha

santrifiijlenmistir.

9) Eliie edilen RNA'nin depolanmasi asagidaki gibidir:

Eliisyon tiipiinde toplanan ve —80°C’de muhafaza edilen saf RNA ornekleri
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3.8.2

RNA-Seq analizlerde kullanilmistir.

RNA-Seq Analizleri

a)

b)

f)

9)

h)

)

K)

Elde edilen RNA'nin kalitesi, Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent RNA 6000
Nano Kit) kullanilarak tespit edilmistir.

RNA sekanslama i¢in oncelikle hedef RNA’ya gore deplesyon yapilmistir.
Boylece hedef RNA’dan rRNA ve miRNA’lar uzaklastirilmistir.

Daha sonra poli-T oligoya bagli manyetik boncuklar kullanilarak poli-A
iceren mRNA molekiilleri saflastirilmistir.

RNA deplesyonunun ardindan, mRNA yiiksek sicaklik altinda iki degerlikli
katyonlar kullanilarak kii¢iik parcalara ayrilmistir.

Bolinmiis RNA fragmanlari, ters transkriptaz ve rastgele primerler
kullanilarak tek zincirli cDNA'ya déniistiiriilmiistiir.

Daha sonra DNA Polimeraz | ve RNaz H kullanilarak ikinci iplik¢ik olan
cDNA sentezlenmistir.

Manyetik boncuklarla toplanan ¢cDNA parcalarinin uglart onarilmis (son
onarim) ve 3' u¢larina adenin eklenmistir.

Bir sonraki adimda ligasyon temelli olarak fragmanlara adaptorler ve
barkodlar eklenmis ve PCR islemi gerceklestirilmistir.

Standart  teknolojilerin  aksine, ikinci PCR  asamasi, DNA'y1
"dairesellestirme" ad1 verilen bir asama ile yuvarlak bir zincire doniistiirerek
ayni zincir lizerinde DNA Nanoball (DNB) olusturulmus ve bdylece PCR
hatalar1 en aza indirilmistir.

Olusturulan her bir DNB, Illumina Novaseq 6000 dizileme platformunda
akis hiicresindeki (Pattern Array) noktalara yerlestirilmistir.

Akis hiicresinde (Flow Cell) sekans islemi gergeklestirilmistir. Farkli
boyalarla isaretlenmis modifiye dNTP'leri iceren reaksiyon c¢ozeltisi akis
hiicresine yiliklenmistir.

[llumina Novaseq 6000 cihaz1 ile cPAS teknolojisi kullanilarak her

Nanoball'daki bazlarin okunmasi gerceklestirilmistir.
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3.8.3 RNA-Seq Verilerinin Ger¢cek Zamanh Kantitatif PCR (QRT-PCR) ile

Dogrulanmasi

Kontrol, TU, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin
yaprak dokularinda gergeklestirilen RNA—seq analizleri sonucunda elde edilen veriler
igerisinden, bitki savunma yanitt [(AOA804LID0 MAIZE, Mitogen—activated protein
kinase (EC 2.7.11.24)], karbohidrat metabolizmasi [AOA1D6K2G2 MAIZE, (Sucrose
synthase (EC 2.4.1.13)], hormon metabolizmas1 (A0OA096SFC8 MAIZE,
Ethylene—responsive protein; AOA1ID6MXK3 MAIZE, Jasmonate—induced protein),
strese yanit [(B4FVJ9 MAIZE, Glutathione S-transferase (GST) (EC 2.5.1.18);
B4FNIO_MAIZE, Peroxidase (EC 1.11.1.7)], fotosentez (COP5X6_ MAIZE, Ribulose
bisphosphate carboxylase/oxygenase activase), ozmoregiilasyon
(AOA1DEM5SN9_MAIZE, Delta—1-pyrroline—5—carboxylate synthase) ve senesens
(AOA1D6HDNO _MAIZE, Senescence regulator) genleri segilerek qPCR ile

dogrulanmugtir.

Kontrol, TU, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin
yaprak dokularindan total RNA izolasyonu ticari kit (Norgen Biotek Corp. Total RNA
Purification Kit) kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen total RNA’lardan Xpert
cDNA Synthesis Supermix kiti (GRiSP, Porto) kullanilarak ¢cDNA’nin birinci ipligi
sentezlenmistir. Dokuz gen igin Primer3 (https://primer3.ut.ee/) araciyla varsayilan
parametreler kullanilarak primerler sentezlenmis ve benzersizlikleri BLAST araciyla
NCBI nr (non redundant) veri tabaninda, erime egrisi analizine gore kontrol edilmistir.
Her bir genin bagil ifade diizeyi 2“2 (Livak ve Schmittgen 2001) ile hesaplanmis ve
tim genlerin esik dongiisii (Ct) degerleri housekeeping gen olan ZmActin'e (NCBI
erisim No. NM_001155179) normalize edilmistir (Zhai vd. 2019).
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Cizelge 3.1 qPCR analizi i¢in kullanilan primerlerin listesi

Gen Ad1
(Uniprot giris ad)

ileri Primer (5' - 3")

Geri Primer (5" - 3")

MAPK

CATCGAGCTGAACCCCAGIT

AACACCGTGCATTAACGAGG

Susy TGTCAAAGCTCCCTGCTGAC TGGCGCCCTGAATGATGTCTA
EREBP GGCGGTCAGTAATACCAGT AAAGTTCGGAAGTGCAGGC

JIP CAAGGCCGGATACACTACCA GCGATACGATGTGGATGACG
GST AACCTGCTCAAGAGACCTACG GGAGTCCCGTTTAAACAACCG
RCA TGGGAATCAACCCCATCGTT CGCACATCITGCCCTTCTTG
POD CATCGGTGCATGGATTATCTGT CAGAGATCACGAGGACAAAACG
IDP8187 TGGTGCAGGAAGTTGATGGG CACAGCAAAAGGGGTGGACT
PCS1 AGGTAGAGGAGGAATGACAGCT ~ AGCCATCTCACATGCACTAACA
ZmActin GGTAACATTGTGCTCGTGGTGG CTCGGCCTTGGAGATCCACATC

3.9 Proteomik Analizler

3.9.1 Protein Ekstraksiyonu

Toplam protein ekstraksiyonu icin polietilen glikol (PEG) fraksiyonlama ile kombine
edilmis fenol ekstraksiyon yontemi kullanilmistir (Alam vd. 2013). Yaprak dokular1 (2
g), s1v1 azot ile ogiitiilmis ve 12 mL Mg/NP—40 ekstraksiyon tamponu (0.5 M Tris—HCI
(pH 8.3), %2 (v/v) NP—40, 20 mM MgClz, %2 2—merkaptoetanol ve 1 mM PMSF) ile
homojenize edilmistir. Homojenatlar 1 dakika vortekslendikten sonra, her ornek 15
dakika boyunca 5000 xg’de santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatan PEG
fraksiyonlamasina maruz birakilmistir. Stok PEG soliisyonu (%50) kullanilarak, son
hacim %15 olacak sekilde siipernatanlara PEG eklenmis ve 30 dk buz {izerinde inkiibe
edilmistir. Ornekler 5000 xg’de ve 4°C’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatan toplanmistir. Her bir siipernatana 10 mL Mg/NP—40 ekstraksiyon tamponu
eklendikten sonra esit hacimde (yaklasik 20 mL) tris ile doyurulmus fenol ilave
edilmistir. Ornekler vortekslendikten sonra son konsantrasyon 0.7 M olacak sekilde
stikroz eklenmis ve tiipler vortekslendikten sonra 15 dk 5000 xg’de santrifiij edilmistir.
Fenolik faz temiz tiiplere toplanmis ve tiiplere 0.1 M amonyum asetat iceren dort hacim
metanol eklenerek proteinler gece boyu —20°C’de ¢oktiiriilmiistiir. Bu siire sonunda,
ornekler 5000 xg’de 10 dakika santrifiijlenmis ve protein peletleri 0.1 M amonyum

asetat iceren metanol ile li¢ kez yikanmistir. Son yikamadan sonra protein peletleri
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vakum altinda kurutulmus ve kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmustir.

3.9.2 Tripsin ile Proteinlerin Kesimi ve Peptit Orneklerinin Hazirlanmasi

Proteinlerden peptit havuzlarinin olusturulmast ve nLC—MS/MS analizlerinin
gerceklestirilebilmesi i¢in filtre yardimli 6rnek hazirlama (FASP) (Abcam, USA)
metodu kullanilmistir. Kesim islemi i¢in iiretici firmanin 6nerdigi protokol izlenmistir
(FASP Protein Digestion Kit, Abcam). FASP kesimi i¢in 300 pg protein 6ziitii (30 puL
asmayan hacim igerisinde) 200 pL 8 M {ire tamponu igerisinde ¢oziilerek protein
denatiirasyonu gerceklestirilmistir. Daha 6rnekler 30 kDa’lik membran filtre {izerine
aktarilmistir. Filtreler kit igerindeki 6zel 1.5 mL’lik tiiplere yerlestirildikten sonra 10
dakika 15.000 xg’de santrifiij edilmistir. Ure ile yikama isleminin tekrar1 i¢in filtrelerin
lizerine tire tamponundan 100 pL eklenerek santrifiij islemi tekrarlanmistir. Ardindan
tire araciligi ile bozulan disiilfit baglarinin alkilasyonu ve tekrar olusumunun
engellenmesi icin iire tamponu ile hazirlanan iyodoasetamid tamponu (10 mM)
membran lizerine eklenerek kisa bir vorteksleme yapilmis ve karanlik ortamda 20
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan santrifiij islemi tekrar edilmistir.
Orneklere iki kez 100 uL 50 mM amonyum bikarbonat soliisyonu eklenerek santrifii]
islemleri tekrarlanmistir. Ure ve diger kirleticilerin uzaklastirilmasinin ardindan 50 mM
amonyum bikarbonat i¢erinde hazirlanan tripsin ¢ozeltisinden (53 ng/pL tripsin) 50 pL
filtre iirerine konularak proteinler gece boyu 37°C’de triptik kesimi i¢in inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin ardindan filtreler yeni tiiplere alinmis ve {izerindeki
orneklere sirasiyla 40 uL. amonyum bikarbonat (2 kez) ve 50 mM NaCl eklenip santrifiij
edilmis ve peptit Ornekleri filtreden gecerek tiiplin icerinde toplanmistir. Ardindan
ornekler SpeedVac santrifiij cihazi (Eppendorf, ABD) yardimiyla kurutulmus ve
peptitler ornekleri 30 pL %0,1’lik formik asit (FA) tamponu igerisinde siispanse
edilmistir. Peptit Orneklerinin konsantrasyonlarit Qubit cihazi (Thermo Fisher)

kullanilarak belirlenmistir.

3.9.3 Nano—S1vi1 Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi (nLC—MS/MS) Analizleri

Hazirlanan peptit drnekleri Q—Exactive kiitle spektrometresi (Thermo Scientific, ABD)
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ile kombine edilmis Ultimate 3000 RSLC nano (nLC—MS/MS) sistemi (Dionex,
Thermo Scientific, CA, ABD) kullanilarak kullanilarak analiz edilmistir. Tiim analiz
cihazlar1 ve sistemleri Xcalibur 4.0 yazilimi (Thermo Fisher Scientific, CA, ABD)
kullanilarak kontrol edilmistir. Sistemde ayrim i¢in iki farkli mobil faz kullanilmastir:
mobil faz A (0.1% formik asit) ve mobil faz B (80% asetonitril + 0.1% formik asit).
Islemde peptitler, C18 tabanli tuzak kolonu {izerinden gegirilerek konsantre edilmis ve
temizlenmistir (desalting). Kromatografik ayirma islemi i¢in 75 um X 15 cm X 2 um,
100 A capa sahip Acclaim PepMap RSLC C18 analitik kolonu (Thermo Scientific, CA,
ABD) kullanilmistir. Bu siiregte uygulanan ayirma gradyany, ilk sekiz dakika i¢in %6 B,
62 dakika i¢in %6—20 B, 45 dakika i¢in %20—35 B, 10 dakika i¢in %35-90 B, 5 dakika
icin %90 B, 5 dakika i¢in %90—6 B ve 5 dakika i¢in %6 B olacak sekilde 140 dakikalik
toplam ¢alisma siiresinde 300 nL/dakika akis hiziyla gerceklestirilmistir. Analiz
sirasinda MS1 spektrumlarinin elde edilmesinde agsagidaki parametrelerle kullanilmistir:
¢Oziiniirlik 70.000, tarama araligi 250—2000 m/z, hedef otomatik kazan¢ kontrolii
(AGC) 3xE6, maksimum enjeksiyon siiresi 60 ms, piiskiirtme voltaji 2.4 kV. Diger
taraftan, MS2 analizinde ilk on iyon analiz i¢in seg¢ilmistir. Asagidaki parametrelerle
carpisma kaynakli ayrismadan [yliksek enerjili carpigsmali ayrisma (higher—energy
collisional dissociation—-HCD)] olusan MS2 analizi, ¢Oziiniirlik 17.500, AGC 1E6;
sistem maksimum enjeksiyon siiresi 100 ms, izolasyon penceresi 2.0 m/z ve carpisma
enerjisi (NCE) 27 olacak sekilde gerceklestirilmistir. Cihaz, her analizden 6nce standart
bir pozitif kalibrator ile (LTQ Velos ESI Positive Ion Calibration Solution, Pierce,
ABD) kalibre edilmistir.

3.10 Istatistiki Analizler

3.10.1 Fizyolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Veri Analizi

Denemeler, rastgele deneme deseninde diizenlenmistir. Denemelerden elde edilen
veriler en az ii¢ tekrarli, iki bagimsiz denemeden elde edilmistir. Bilylime
parametrelerine iliskin veriler SPSS paket programi (SPSS ver. 26, Chicago, IL, USA)

kullanilarak analiz edilmistir. Ortalamalar arasindaki onemli diizeydeki (p < 0,05)

farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma Testi (DMRT) ile belirlenmistir.

64



3.10.2 RNA-Seq Veri Analizi

Verilerin degerlendirilmesi asagidaki gibidir:

a)

b)

d)

f)

Omek bas1 +30 milyon cift yonlii (paired—end) 2x100 bg’lik okuma elde
edilmisgtir.

Okuma islemi sonrasinda, elde edilen verilerin kalite kontrolii ve diizeltme
islemleri gergeklestirilmistir. Calismada verilerin kalite kontroliiniin
saglanmast amaciyla FASTQC programi kullanilmistir
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk) (Andrews 2010).

Dizileme siirecinde, fastq okuma verilerindeki diisiik kalitedeki baz
okumalari, sonraki analiz basamaklarinda sapmalara neden olmamasi igin
okumalardan kirpilmistir. Kalite filtreleri ve adaptor kirpma islemleri igin
Trimmomatic uygulamasi (stirim 0.39) kullanilmistir
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic). Buna goére Phred puani
20'den az olan okumalar kirpilmis ve 20 bazdan daha kisa okumalar
filtrelenmistir (Bolger vd. 2014).

Gen seviyesindeki ifade degerleri Kallisto araci (stirim 0.46.1) (Bray vd.
2016) ve tximport R paketi kullanilarak elde edilmistir. Zea mays cDNA
(komplementer DNA), ncRNA (kodlanmayan RNA) ve GTF (gen aktarim
formati) dosyalar1 Ensembl Plants veri tabanindan (siirim 56) ytiklenmistir.
cDNA ve ncRNA, Kallisto araci ile birlestirilmis ve indekslenmistir.
Transkript diizeyindeki ham degerler kallisto quant fonksiyonu ile elde
edilmistir. Gen seviyesindeki ham degerler tximport araci ile hesaplanmustir.
Elde edilen kisa transkript dizileri, HISAT2 (Hierarchical Indexing for
Spliced Alignment of Transcripts) programi kullanilarak referans genoma
hizalanmustir.

Karsilagtirilan tiim uygulamalarda diferansiyel olarak ifade edilen genler
(DEG’ler), DESeq2 R paketi (stirim 1.38.0) kullanilarak tespit edilmistir
(Love vd. 2014). Istatistiki analizlerden 6nce ham degerler DESeq?2 ile
normallestirilmistir. DESeq?2 ile normallestirmeden 6nce sifir sayimli genler
hesaplamalardan ¢ikarilmistir. Anormal degerler temel bilesen analizi (PCA)

ile tespit edilmistir. DESeq2 ile normallestirilmis gen sayilari, otomatik
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Ol¢eklendirmeden (ortalama merkezleme ve ardindan birim standart sapmaya
0l¢eklendirme) sonra PCA i¢in kullanilmistir.

g) Veri sectindeki her gen igin p-degerleri (p—value), dizeltilmis
(Benjamini—Hochberg diizeltmeli) p—degerleri (padj, p—adjusted) ve Kkat
degisimleri (FC, fold changes) DESeq2 paketi ile hesaplanmistir. Anlaml
DEG’ler, diizeltilmis p—degerine (p < 0,05) gore secilmistir. FC degeri 1'in
altinda olan DEG’ler azalan yonde diizenlenen (down-regulated) genler
olarak kategorize edilirken, FC degeri 1'in iizerinde olan genler artan yonde
diizenlenen (up—regulated) genler olarak siniflandirilmistir.

h) Karsilastirilan uygulamalar arasinda DEG’lere ait ontoloji analizleri, Gen
Ontolojisi (GO) veri bankasi (http://www.geneontology.org) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

i) Gen Ontolojisi (GO) ve Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG)
yolaklarinin fonksiyonel zenginlestirme analizleri g:Profiler2 R paketi
(stirim 0.2.1) ile gergeklestirilmistir (Kolberg vd. 2020). Anlamli terimleri
p—degeri (p < 0,05) esigine gore filtrelemek i¢in g:Profiler2 tarafindan
uygulanan c¢oklu test diizeltmesi kullanilmistir. Tiim DEG'ler, artan yonde
diizenlenen DEG'ler ve azalan yonde diizenlenen DEG'ler igin

zenginlestirme analizi ayr1 ayr1 uygulanmastir.

3.10.3 nLC-MS/MS Veri Analizi

Ham veriler, protein tanimlamasi i¢in Proteom Discoverer 2.2 (Thermo Scientific,
ABD) yazilimi ile analiz edilecek ve asagidaki parametreler kullanilacaktir: peptit kiitle
tolerans1 10 ppm, MS/MS kiitle tolerans1 0.2 Da, kiitle dogrulugu 2 ppm, toleransh
diisik 1, minimum peptit uzunluk 6 amino asit, sabit degisiklikler sistein
karbamidometilasyonu, kararsiz degisiklikler metionin oksidasyonu ve asparagin
deaminasyonu. Her protein icin tanimlanan minimum peptit sayist 2 olarak kabul

edilerek, elde edilen veriler Uniprot/Swissprot veri tabaninda aranmustir.

Analizi sonucu belirlenen proteinlerin karsilastirmali analizleri etiketsiz miktar 6lglimii

(label—free quantification) yontemi kullanilarak Proteom Discoverer 2.2 yazilimi ile
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gerceklestirilmistir. Analizlerde uniprot veri bakasindan alinan misir bitkisine ait
protein veribankasi (UP000007305) kullanilmistir. Yapilan analizlerde normalizasyon
icin total peptit intensitesi kullanilmistir. Proteinlere ait sonuglar degerlendirilerek
gruplar arasinda diferansiyel olarak ifade olan proteinler (DEP’ler) belirlenmistir.
Protein—protein etkilesimlerinin belirlenmesi igin STRING (https://string-db.org)
kullanilmistir. Yolak  zenginlestirme analizi, Gen  Ontolojisi (GO)
(http://www.geneontology.org) ve Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG)
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) veri tabanlari kullanilarak
gerceklestirilmistir. Proteinler GO agiklamasina gore biyolojik siire¢ (BS), hiicresel
bilesen (HB) ve molekiiler fonksiyon (MF) olmak iizere 1i¢ Kkategoriye
smiflandirilmistir. Her kategori i¢in, farkli sekilde ifade edilen proteinin tiim
tanimlanmis proteinlere karsi zenginlesmesini test etmek igin two-tailed Fisher testi
kullanilmistir. Diizeltilmis p degeri < 0,05 olan GO anlamli kabul edilmistir. KEGG veri
tabani, zenginlestirilmis yolaklar1 tanimlamak i¢in kullanilmistir. Diizeltilmis p degeri <
0,05 olan yolak anlamli kabul edilmistir. Bu yolaklar KEGG web sitesine gore

hiyerarsik kategorilere siniflandirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Fizyolojik ve Biyokimyasal Analizler

4.1.1 NaCl ve TU Uygulamalarimin Biiyiime Uzerine Etkisi

Mevcut tez ¢alismasinda TU (35 pM), NaCl (100 mM) ve TU (35 uM)+NaCl (100
mM) uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinde kontrole gére NaCl uygulamasi,
govde dokularin taze ve kuru agirliklarinda 6nemli diizeyde azalmaya neden olmustur
(Sekil 4.1, Cizelge 4.1). Kontrole gore NaCl uygulamasinda, gévde taze agirligi ve kuru
agirhg sirastyla %55 ve %41 oraninda azalmistir. NaCl uygulamasia gére TU+NaCl
uygulamasinda, govde taze agirligi ve kuru agirligi sirasiyla %30,33 ve %23,2 oraninda

artmistir (Cizelge 4.1).

Kontrol § TU + NacCl

Sekil 4.1 Misir fidelerinde kontrol, TU (35 uM), NaCl (100 mM) ve TU+NaCl uygulamalarinin
bliylime iizerine etkisi.
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Cizelge 4.1 Misir fidelerinde gévde ve kokiin taze ve kuru agirhg tizerine NaCl (100 mM) ve
TU (35 uM) uygulamalarinin etkisi.

Govde Govde Kok Kok
Uygulamalar Taze agirhk Kuru agirhk Taze agirhk Kuru agirhk
(g.fide™) (g.fide™) (g.fide ™) (g.fide ™)
Kontrol 3,57 +0,13*" 0,199 + 0,009? 0,942 +0,06? 0,037 + 0,001
TU 3,48 + 0,022 0,202 + 0,003 2 0,941 +0,072 0,0,9 +£0,0012
NaCl 1,60 + 0,06° 0,116 +0,17¢ 0,751 +0,12° 0,037 + 0,001
TU+NaCl 2,08 +0,08° 0,143 £ 0,008° 0,813 £ 0,04 0,039 +0,000%

*Her bir parametre igin farkli harfler (a—c), Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ortalamalar arasinda 6nemli
diizeydeki farki gosterir (p < 0.05). Tiim veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir (n = 3).

4.1.2 Element I¢eriklerinin Belirlenmesi

Kontrol, TU, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarma maruz birakilan musir fidelerinin
gbvde ve kok dokularinda Na* ve K igerikleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Govde Na*
icerigi kontrole goére NaCl uygulamasinda onemli diizeyde artmistir. NaCl’e gore
TU+NaCl uygulamasinda Na* igerigindeki degisim onemli bulunmanmistir. Gévde K*
icerigi kontrole gore NaCl uygulamasinda 6nemli diizeyde azalmistir. K6k Na* igerigi
kontrole gore NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda énemli diizeyde artmistir. NaCl’e
gore TU+NaCl uygulamasida kék Na* igerigi onemli diizeyde azalmistir. Kontrole
gore TU uygulamalarinda kok K* igerigi énemli diizeyde artmistir. Kok K* icerigi

TU’ye gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda énemli diizeyde azalmustir.

Cizelge 4.2 Misir fidelerinde govde ve kokte Na ve K igerikleri iizerine NaCl (100 mM) ve TU
(35 uM) uygulamalarmin etkisi.

Element (mg/g KA)

Govde Kok
Uygulamalar Na* K* Na* K*
Kontrol 9,98 + 0,497 85,29 + 1,24b 5,17+1,128 27,31 + 12,98
TU 12,05 + 1,032 113,72 + 1,142 12,03 + 0,472 52,58 + 13,867
NaCl 34,60 + 1,50° 41,26 +2,26¢ 41,63 +2,44¢ 20,65 + 4,78P
TU+NaCl 33,22 +0,81° 55,94 +241° 33,49+ 1,71° 18,59 + 8,46°

*Her bir parametre igin farkli harfler (a-d) Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore ortalamalar arasinda onemli

diizeydeki farki gosterir (P<0.05). Tiim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (n = 3).
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4.1.3 Klorofil I¢eriginin Belirlenmesi

Kontrol, TU, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin
yaprak dokularinda klorofil igerikleri Cizelge 4.3’te verilmistir. Kontrole gore NaCl
uygulamasinda klorofil icerigi dnemli diizeyde azalmistir. NaCl uygulamasina gore
TU+NaCl uygulamasinda klorofil igerigi énemli diizeyde artis gdstermistir (Cizelge
4.3).

Cizelge 4.3 Misir fidelerinin yaprak dokularinda klorofil icerigi iizerine NaCl (100 mM) ve TU
(35 uM) uygulamalarinin etkisi.

Uygulamalar mg/g TA

Kontrol 47,63 +1,17%
TU 48,29 +1,73°
NaCl 28,92 +0,74°
TU+NaCl 39,54 + 0,85°

*Her bir parametre igin farkli harfler (a-c) Duncan coklu karsilastirma testine gore ortalamalar arasinda 6nemli
diizeydeki farki gosterir (p < 0,05), Tiim veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir (n = 3).

4.1.4 Lipid Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kontrol, TU, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin
yaprak dokularindaki lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri Cizelge
4.4’te verilmistir. Misir fidelerinde yaprak dokularinin MDA igerigi kontrole gére NaCl
uygulamasinda onemli diizeyde artmistir. MDA igerigi, NaCl’e gore TU+NaCl
uygulamasinda onemli diizeyde azalmistir. SOD aktivitesinde kontrole goére NaCl
uygulamasinda degisiklik belirlenmemistir. Bununla birlikte, TU’ye goére TU+NaCl
uygulamasinda 6nemli diizeyde bir artis belirlenmistir. CAT aktivitesi kontrole gore
NaCl uygulamasinda énemli diizeyde azalmistir. POD aktivitesi kontrole gore NaCl
uygulamasinda &nemli diizeyde artmistir. POD aktivitesi NaCl’e gore TU+NaCl
uygulamasinda Onemli diizeyde azalmistir. APX aktivitesi kontrole gore tiim
uygulamalarda &nemli diizeyde artnmgtir. APX aktivitesi NaCl’e gére TU+NaCl

uygulamasinda 6nemli diizeyde artmustir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Musir fidelerinin yaprak dokularinda MDA igerigi ve antioksidan enzim aktiviteleri
{izerine NaCl (100 mM) ve TU (35 uM) uygulamalarmin etkisi.

Uygulamalar
Parametreler
Kontrol TU NaCl TU+NaCl
MDA igerigi .
-1 21,51 + 2,042 17,53 + 1,962 28,60 +£1,27¢ 23,55 + 1,22°
nmolg TA
SOD aktivitesi
. -1 . 30,76 + 1,832 23,41 + 3,202 31,70 £ 0,97 34,83 +3,74°

Unitmg protein
POD aktivitesi

-1 -1 . 35,56 + 4,082 29,48 + 4,332 65,69 + 5,820 44,25 + 4,012
umoldk mg protein
CAT aktivitesi

-1 -1 . 0,108 + 0,003 0,073 +0,001° 0,083 £ 0,007° 0,088 + 0,006°
umoldk mg protein
APX aktivitesi 1,44 +0,1842 2,04 +0,14° 2,62+0,19¢ 3,52 0,234

umol dk ' mg ' protein

*Her bir parametre igin farkli harfler (a-d) Duncan g¢oklu kargilastirma testine gére ortalamalar arasinda 6nemli
diizeydeki farki gosterir (P<0,05), Tiim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (n = 3).

4.1.5 Prolin I¢eriginin Belirlenmesi

Kontrol, TU, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin
yaprak dokularindaki prolin igerigi Cizelge 4.5’te verilmistir. Kontrole gére NaCl ve
TU+NaCl uygulamalarinda 6nemli diizeyde artmustir. Prolin igerigi NaCl’e gore

TU+NaCl uygulamasinda énemli diizeyde azalmustir.

Cizelge 4.5 Misir fidelerinin yaprak dokularinda prolin igerigi {izerine NaCl (100 mM) ve TU
(35 uM) uygulamalarinin etkisi.

Uygulamalar
Parametre
Kontrol TU NaCl TU+NaCl
Prolin igerigi .
58,16 +4,772 64,54 + 2,332 136,88 +4,18°¢ 80,14 + 6,45°

nmolg ' TA

*Her bir parametre igin farkli harfler (a-c) Duncan g¢oklu kargilagtirma testine gore ortalamalar arasinda 6nemli
diizeydeki farki gosterir (P<0,05), Tiim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (n = 3).
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4.2 Transkriptomik Analizler

4.2.1 Misir Yapraklarinda Diferansiyel Olarak Ifade Edilen Genlerin ifade
Profilleri Uzerine NaCl ve TU Uygulamalarinin Etkisi

Illumina paired—end dizileme teknolojisi (Illumina Novaseq 6000) kullanilarak kontrol,
NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina ait verilerden olusturulan dort farkli kiitiiphaneden
toplam 561.188.624 (561 milyon) ham dizileme okumasi elde edilmistir. Ham
verilerden Kkalite filtrasyonu ve adaptér kirpma islemleri ile veri temizligi
gerceklestirildikten sonra toplam 391.201.369 (391 milyon) temiz okuma elde
edilmistir. FASTQC araci ile gergeklestirilen kalite kontrolii ile ilgili skorlar, tiim
uygulama gruplarinda >Q20 icin %100 ve >Q30 icin >%99 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 RNA-seq analizlerine ait istatistikler.

Toplam ham Hizalanmis Hizalama Hizalanmis Benzersiz
Grup P okuma sayisi benzersiz okuma hizalama Q20* Q30* % GC
okuma (baz) %
(baz) sayisi (baz) %
Kontrol 51.122.790 34.669.383 67,3 7.556.150 14,6 100 99,21 45,67
NaCl 61.875.497 43.960.561 714 8.530.334 13,8 100 99,19 4533
TU+NaCl 52.787.775 37.845.531 72,1 7.022.985 135 100 99,23 45,00

*Q20; Ortalama Phred kalite puani1 >20 olan toplam okumalarin yiizdesi, %99 baz dogrulugunu ifade eder.

*Q30 Ortalama Phred kalite puani >30 olan toplam okumalarin yiizdesi, %99,9 baz dogrulugunu ifade eder.

4.2.2 Diferansiyel Olarak ifade Edilen Genlerin Belirlenmesi

Kontrol, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak
dokularindan elde edilen toplam RNA’larin RNA—seq analizlerine gore siniflandirma ve
karsilagtirma sonrasi elde edilen DEG’lere ait veriler Cizelge 4.7°de verilmistir.
Kontrole gore TU uygulamasinda 39.236 gen analiz edilmistir. Buna gore, artan yonde
diizenlenen DEG’lerin sayis1 11, azalan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1 163 olarak
belirlenmistir. Kontrole gére NaCl uygulamasinda 40.402 gen analiz edilmistir. Buna
gore, artan yonde diizenlenen DEG’lerin sayist 436, azalan yonde diizenlenen

DEG’lerin sayis1 288 olarak belirlenmistir. Kontrole gére TU+NaCl uygulamasinda
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39.835 gen analiz edilmistir. Buna gore, artan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1 439,
azalan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1 350 olarak belirlenmistir. Son olarak, NaCl
uygulamasina gore TU+NaCl uygulamasinda 40.185 gen analiz edilmistir. Buna gore,
artan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1 91, azalan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1

87 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.7 Uygulamalar aras1 karsilagtirmalar sonucunda elde edilen gen sayilari.

Karsilastirilan Analiz edilen Artan yonde diizenlenen Azalan yonde diizenlenen
u Elarflalar toplam gen savisi genlerin sayis1 (FC>1, genlerin sayis1 (FC<1,
ve plam gen say padj<0,05) padj<0,05)
Kontrol-NaCl 40.402 436 288
Kontrol-TU+NaCl 39.835 439 350
NaCIl-TU+NaCl 40.185 91 87

4.2.3 Molekiiler Fonksiyon ve Yolak Analizleri

Kontrol, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarma maruz birakilan musir fidelerinin yaprak
dokularindan elde edilen toplam RNA’larin RNA-seq analizlerine gore tiim
karsilastirilan uygulamalarda (kontrol-NaCl, kontrol-TU+NaCl ve NaCl-TU+NaCl)
tespit edilen DEG’lerin zenginlestirildikleri GO ve KEGG terimlerine ait sayisal veriler
Cizelge 4.8’de verilmistir.

Kontrole gore NaCl uygulamasinda DEG’ler, GO ve KEGG yolaklarinda
zenginlestirilmis ve zenginlestirilen terimler asagida verilmistir (Cizelge 4.8). GO
teriminde zenginlestirilen DEG’ler anlamli olarak (p < 0,05) 11 farkli biyolojik siire¢
(GO:0009064; glutamin ailesi amino asit metabolik siireci, GO:1901605; alfa—amino
asit metabolik siireci, GO:0005975; karbohidrat metabolik siireci, G0O:0043436;
oksoasit metabolik siireci, GO:0006082; organik asit metabolik siireci, GO:0019752;
karboksilik asit metabolik siireci, GO:0016311; defosforilasyon, GO:0044281; kiiciik
molekiilli metabolik  siireg, GO:0035970; peptidil-treonin  defosforilasyonu,
G0:0006520; amino asit metabolik siireci ve GO:0006650; gliserofosfolipid metabolik
stireci), 3 farkli hiicresel bilesen (GO:0009507; kloroplast, GO:0009536; plastit ve
GO0O:0043036; nisasta tanesi) ve 10 farkli metabolik fonksiyon (GO:0016830;
karbon-karbon liyaz aktivitesi, GO:0046872; metal iyonu baglama, GO:0043169;
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katyon baglama, GO:0004349; glutamat 5-kinaz aktivitesi, GO:0004350;
glutamat-5-semialdehit dehidrojenaz aktivitesi, GO:0015926; glukozidaz aktivitesi,
GO0:0008422; beta-glukozidaz aktivitesi, GO:0016702; oksidorediiktaz aktivitesi,
GO0:0033293; monokarboksilik asit baglama ve GO:0031492; niikleozomal DNA

baglanmasi) terimlerine siiflandirilmistir (Cizelge 4.8).

KEGG zenginlestirme analizi sonucunda DEG’ler anlamli olarak (p < 0,05) 8 farkli
KEGG yolaginda (KEGG:01100; metabolik yollar, KEGG:00250; alanin, aspartat ve
glutamat metabolizmasi, KEGG:01230; amino asitlerin biyosentezi, KEGG:01110;
sekonder metabolitlerin biyosentezi, KEGG:00591; linoleik asit metabolizmasi,
KEGG:04016; MAPK sinyal yolu, KEGG:01200; karbon metabolizmasi ve
KEGG:00710; fotosentetik organizmalarda karbon fiksasyonu) zenginlestirilmistir
(Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 GO ve KEGG vyolaklarinda kontrol, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinin
karsilastirilmasiyla elde edilen zenginlestirilmis terim sayilari (p < 0,05).

Karsilastirilan Zenginlestirilen Zenginlestirilen Zenginlestirilen
Kaynak .. . - .

uygulamalar tiim terimler artan terimler azalan terimler
GO:BS* 11 12 13
GO:HB* 3 TE* 15
Kontrol-NacCl GO-MF* 10 4 2
KEGG 8 3 4
GO:BS 12 21 1
.. GO:HB 4 TE 4
Kontrol-TU+NaCl GO-MF 10 9 4
KEGG 4 5 2
GO:BS 28 33 15
.. GO:HB 3 5 2
NaCI-TU+NacCl GO:MF 14 11 9
KEGG 3 4 1

*BS: Biyolojik Siire¢, HB: Hiicresel Bilesen, MF: Metabolik Fonksiyon, TE: Tespit Edilemeyen

Kontrole gore TU+NaCl uygulamasinda DEG’ler, GO ve KEGG yolaklarinda
zenginlestirilmis ve zenginlestirilen terimler asagida verilmistir (Cizelge 4.8). GO

teriminde zenginlestirilen DEG’ler anlamli olarak (p < 0,05) 12 farkli biyolojik siire¢
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(GO:0006082; organik asit metabolik siireci, GO:0043436; oksoasit metabolik siireci,
GO:0019752; karboksilik asit metabolik siireci, GO:0005975; karbonhidrat metabolik
stireci, GO:1901605; alfa—amino asit metabolik siireci, GO:0006650; gliserofosfolipid
metabolik sitireci, GO:0044281; kiigiik molekiilli metabolik siireg, GO:0046486;
gliserolipid metabolik siireci, GO:0008652; amino asit biyosentetik siireci,
GO0:0006644; fosfolipid metabolik stireci, GO:0044283; kiiciik molekiil biyosentetik
stireci ve GO:0009067; aspartat ailesi amino asit biyosentetik siireci), 4 farkli hiicresel
bilesen ( GO:0009507; kloroplast, GO:0005773; vakuol, GO:0005576; hiicre dis1 bolge
ve GO:0005886; plazma zar1), 10 farklt metabolik fonksiyon (GO:0003824; katalitik
aktivite, GO:0043167; iyon baglama, GO:0046872; metal iyonu baglama, GO:00431609;
katyon baglama, GO:0042085; 5-metiltetrahidropteroyltri-L—glutamata bagimli
metiltransferaz aktivitesi, G0:0003871;
5-metiltetrahidropteroiltriglutamat—homaosistein S—metiltransferaz aktivitesi,
GO0:0004349; glutamat 5-kinaz aktivitesi, GO:0004350; glutamat—5—semialdehit
dehidrojenaz aktivitesi, GO:0005215; tasiyict aktivitesi ve GO:0022857; transmembran

tastyict aktivitesi) terimlerine siniflandirilmistir (Cizelge 4.8).

KEGG zenginlestirme analizi sonucunda DEG’ler anlamli olarak (p < 0,05) 4 farkl
KEGG yolaginda (KEGG:01100; metabolik yollar, KEGG:01230; amino asitlerin
biyosentezi, KEGG:01110; sekonder metabolitlerin biyosentezi ve KEGG:00250;

alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi1) zenginlestirilmistir (Cizelge 4.8).

NaCl uygulamasina goére TU+NaCl uygulamasinda DEG’ler, GO ve KEGG
yolaklarinda zenginlestirilmis ve zenginlestirilen terimler asagida verilmistir (Cizelge
4.8). GO teriminde zenginlestirilen DEG’ler anlamli olarak (p < 0,05) 28 farkli
biyolojik siireg (GO:0016102; diterpenoid biyosentez siireci, GO:0016101; diterpenoid
metabolik siireci, GO:0009833; bitki tipi birincil hiicre duvar1 biyogenezi, GO:0000281;
mitotik sitokinez, GO:0061640; hiicre iskeletine bagl sitokinez, GO:0030244; seliiloz
biyosentez stireci, GO:0009832; bitki tipi hiicre duvar1 biyogenezi, GO:0006952;
savunma yanitr, GO:0016114; terpenoid biyosentetik siireg, GO:0071669; bitki tipi
hiicre duvar1 organizasyonu veya biyogenezi, GO:0006721; terpenoid metabolik siireci,

GO:0030243; selilloz metabolik siireci, GO:0000910; sitokinez, GO:0051274;
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beta—glukan biyosentetik siireci, GO:0008652; amino asit biyosentetik siireci,
G0:0043650; dikarboksilik asit biyosentetik siireci, GO:0009620; mantara kars1 tepki,
G0:0006520; amino asit metabolik siireci, GO:0051273; beta—glukan metabolik siireci,
GO:0016053; organik asit biyosentetik siireci, GO:0046394; karboksilik asit
biyosentetik siireci, GO:0008299; izoprenoid biyosentetik siireg, GO:0042546; hiicre
duvar1 biyogenezi, G0O:0009250; glukan biyosentetik siireci, GO:0044283; kiiciik
molekiil biyosentetik siireci, GO:1901605; alfa—amino asit metabolik siireci,
GO0:0050832; mantara kars1 savunma tepkisi ve GO:0006950; strese karsi tepki), 3
farkli hiicresel bilesen (GO:0005576; hiicre dis1 bolge, eGO:0005788; endoplazmik
retikulum liimeni ve GO:0071944; hiicre ¢evresi), 14 farkli metabolik fonksiyon
(GO:0010333; terpen sentaz aktivitesi, GO:0016838; fosfatlar {izerinde etkili
karbon—oksijen liyaz aktivitesi, GO:0016759; seliiloz sentaz aktivitesi, GO:0016760;
seliiloz sentaz (UDP olusturan) aktivitesi, GO:0000287; magnezyum iyonu baglama,
GO0:0016835; karbon—oksijen liyaz aktivitesi, GO:0016829; liyaz aktivitesi,
G0:0003824; katalitik aktivite, G0:0003871;
5—metiltetrahidropteroiltriglutamat—homosistein S—metiltransferaz aktivitesi,
GO0:0042085;  5-metiltetrahidropteroyltri-L—glutamata ~ bagimli  metiltransferaz
aktivitesi, GO:0050552; (4S)-limonen sentaz aktivitesi, GO:0050551; mirsen sentaz
aktivitesi, G0:0034007; S-linalol sentaz aktivitesi ve GO:0051082; katlanmamis

protein baglanmasi) terimlerine siniflandirtlmistir (Cizelge 4.8).

KEGG zenginlestirme analizi sonucunda DEG’ler anlamli olarak (p < 0,05) 3 farklh
KEGG yolaginda (KEGG:01230; amino asitlerin biyosentezi, KEGG:00909;
seskiterpenoid ve triterpenoid biyosentezi, KEGG:00400; fenilalanin, tirozin ve

triptofan biyosentezi) zenginlestirilmistir (Cizelge 4.8).

Kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda, RNA-seq analizi ile artan ya da
azalan yonde diizenlendigi tespit edilen DEG’lere ait sayisal veriler Sekil 4.2a’da
gosterilmigtir. DEG’lerin gruplar arasindaki sayisal dagilimlar1 ve ortak DEG’lere ait

sayisal veriler Sekil 4.2b’de verilmistir.
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Sekil 4.2 Kontrol, NaCl (100 mM) ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan misir
fidelerinin yaprak dokularindan elde edilen DEG’lerin sayisi, a) Artan ve azalan
yonde diizenlenen DEG’lerin histogrami, b) DEG’lerin Venn diyagrami.

4.2.4 RNA-Seq Verilerinin Biyoinformatik Programlar ile Gorsellestirilmesi

4.2.4.1 Kontrole Gore NaCl Uygulamasinda ifadesi Degisen Genler ve Yolaklar

RNA-seq analizi ile tespit edilen DEG’lerin kontrole gére NaCl uygulamasinda
gerceklestirilen zenginlestirme analizi sonucunda GO smiflandirmasinin histogrami
Sekil 4.3’te verilmistir. GO siniflandirmasina gore BS analizi sonucunda DEG’ler en
fazla glutamin ailesi amino asit metabolik siireci, alfa amino asit metaboik siireci ve
karbohidrat metabolik siireci terimlerinde zenginlestirilmistir. MF analizinde
karbon—karbon liyaz aktivitesi, metal iyonu baglama ve katyon baglama aktivitelerinde
zenginlestirilirken, HB analizi sonucunda DEG’ler en fazla kloroplast, plastit ve nisasta

tanesi terimlerinde yer almistir.
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Zenginlestirme puani

Biyolaojik siireg Huicresel bilegen Molekiiler fonksiyon

Sekil 4.3 DEG’lerin kontrole gore NaCl uygulamasinda gergeklestirilen GO siniflandirmasinin
histogram gosterimi.

Kontrol, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak
dokularindan elde edilen DEG’lerde gergeklestirilen zenginlestirme analizi sonucunda
kontrole gére NaCl uygulamasinda biyolojik siire¢, metabolik fonksiyon ve hiicresel
bilesen terimleri igerisinde siniflandirilan DEG’ler, gen sayisina gore siralanarak ilk 20
terim secilmis ve gorsellestirilerek Sekil 4.4’te verilmistir. Ayrica biyolojik siireclerde
zenginlestirilen DEG’lerin miktarlarina gore hava kabarcigi zenginlestirme (bubble
enrichment) grafigi Sekil 4.5’te verilmistir. Buna gére DEG’ler en fazla glutamin ailesi
amino asit metabolik siireci, MAPK sinyalizasyon yolu, amino asit sentezi, karbon
metabolizmasi, plastit, lipid biyosentez siireci ve defosforilasyon gibi terimlerde yer

aldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.4 Kontrole gore NaCl uygulamasinda DEG’lerde gergeklestirilen zenginlestirme
analizinde gen sayisina gore siralamada ilk 20 terim igerisinde yer alan DEG'lerin
kat zenginlestirme grafigi.

Kontrol — NaCl

Glutamin ailesi amino asit metabolik siireci ®
Alfa-amino asit metabolik slireci - o
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2
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@ 3
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@ «
@ s
Kigiik molekil metabolik streci < . 60
@
Amino asit metabolik siireci -
Gliserofosfolipid metabolik siireci 4@

2 3 4

Sekil 4.5 Kontrole gore NaCl uygulamasinda tespit edilen ve biyolojik siireclerde
zenginlestirilen DEG’lerin hava kabarcigi zenginlestirme (bubble enrichment)
grafigi.
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Kontrole gore NaCl uygulamasinda artan veya azalan yonde diizenlendigi tespit edilen

tim DEG’ler 1s1 haritast (heatmap) ve volkan grafigi (volcano plot) ile Sekil 4.6’da

verilmigtir.
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Sekil 4.6 Misir fidelerinin yaprak dokularinda kontrole gore NaCl uygulamalariin
karsilagtirllmasi ile elde edilen DEG’lerin a) 1s1 haritas1 ve b) volcano plot ile
gosterimi.

4.2.3.2 Kontrole Goére TU+NaCl Uygulamasinda ifadesi Degisen Genler ve
Yolaklan

RNA-seq analizi ile tespit edilen DEG’lerin kontrole gére TU+NaCl uygulamasinda
gerceklestirilen zenginlestirme analizi sonucunda GO smiflandirmasinin histogrami
Sekil 4.7°de verilmistir. Buna gore BS analizi sonucunda DEG’ler en fazla organik asit
metabolik siireci, kiiclik molekiil biyosentez siireci ve fosfolipid metabolik siireci
terimlerinde zenginlestirilmistir. MF analizi ile DEG’ler katalitik aktivite,
transmembran tasiyici aktivitesi ve tasiyici aktivitesi terimlerinde zenginlestirilirken,
HB analizi sonucunda DEG’lerin plazma membran, hiicre dis1 bolge ve vakuolde yer

aldig tespit edilmistir.
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Sekil 4.7 DEG’lerin kontrole gére TU+NaCl uygulamasinda gergeklestirilen GO
siniflandirmasinin histogram gosterimi.

Kontrol, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarma maruz birakilan musir fidelerinin yaprak
dokularindan elde edilen DEG’lerde gerceklestirilen zenginlestirme analizi sonucunda
kontrole gdére TU+NaCl uygulamasinda biyolojik siireg, metabolik fonksiyon ve
hiicresel Dbilesen terimleri igerisinde smiflandirilan DEG’ler, gen sayisina gore
siralanarak ilk 20 terim secilmis ve gorsellestirilerek Sekil 4.8’de verilmistir. Biyolojik
stireclerde zenginlestirilen DEG’lerin miktarlarina gore hava kabarcigi zenginlestirme
(bubble enrichment) grafigi Sekil 4.9°da verilmistir. Bununla birlikte, artan veya azalan
yonde diizenlendigi tespit edilen tiim DEG’ler 1s1 haritas1 (heatmap) ve volkan grafigi
(volcano plot) ile Sekil 4.10°da verilmistir. Gorsellestirme analizi ile DEG’ler en fazla
aminoasit biyosentezi, karbon metabolizmasi, lipid metabolik siiregleri, sekonder
metabolitlerin biyosentezi ve metabolik yollar terimleri igerisinde yer aldigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.8 Kontrole gére TU+NaCl uygulamasinda DEG’lerde gerceklestirilen zenginlestirme
analizinde gen sayisina gore siralamada ilk 20 terim igerisinde yer alan DEG'lerin kat
zenginlestirme grafigi.
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Sekil 4.9 Kontrole gére TU+NaCl uygulamasinda tespit edilen ve biyolojik siireclerde

zenginlestirilen DEG’lerin hava kabarcigi zenginlestirme (bubble enrichment)
grafigi.
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Sekil 4.10 Misir fidelerinin yaprak dokularinda kontrole gore TU+NaCl uygulamalarimin
karsilastirilmast ile elde edilen DEG’lerin a) 1s1 haritast ve b) volcano plot ile
gosterimi.

4.2.3.3 NaCl’e Gore TU+NaCl Uygulamasinda ifadesi Degisen Genler ve Yolaklari

RNA-seq analizi ile tespit edilen DEG’lerin NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda
gerceklestirilen zenginlestirme analizi sonucunda GO smiflandirmasinin histogrami
Sekil 4.11°de verilmistir. GO siniflandirmasinin BS analizine gore DEG’ler en fazla
diterpenoid biyosentez siireci, diterpenoid metabolik siireci ve birincil hiicre duvari
biyogenezi terimlerinde yer almistir. MF analizi ile DEG’ler en fazla terpen sentaz
aktivitesi, seliiloz sentez aktivitesi ve magnezyum iyon baglanmasi terimlerinde yer
alirken, BS analizi ile DEG’ler en fazla hiicre dis1 bolge, ER liimeni ve hiicre ¢evresi

terimlerinde yer almistir.
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Zenginlestirme puani

Biyolojik stireg Hicresel bilesen Molekiiler fonksiyon

Sekil 4.11 DEG’lerin NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda gergeklestirilen GO
simiflandirmasinin histogram gosterimi.

NaCl uygulamasina gore TU+NaCl uygulamasida biyolojik siireg, metabolik
fonksiyon ve hiicresel bilesen terimleri igerisinde siniflandirilan DEG’ler, gen sayisina
gore siralanarak ilk 20 terim segilmis ve gorsellestirilerek Sekil 4.12°de verilmistir.
Biyolojik siireglerde zenginlestirilen DEG’lerin miktarlarina goére hava kabarcigi
zenginlestirme (bubble enrichment) grafigi Sekil 4.13’te verilmistir. Ayrica artan veya
azalan yonde diizenlendigi tespit edilen tiim DEG’ler 1s1 haritas1 (heatmap) ve volkan
grafigi (volcano plot) ile Sekil 4.14’te verilmistir. Gorsellestirme analizi ile DEG’lerin
en fazla terpen sentaz aktivitesi, hiicre duvart biyogenezi, fosfatlara etki eden
karbon—oksijen liyaz aktivitesi, mitotik sitokinez ve defans yaniti gibi terimler

igerisinde yer aldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.12 NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda DEG’lerde gergeklestirilen zenginlestirme
analizinde gen sayisina gore siralamada ilk 20 terim igerisinde yer alan DEG'lerin
kat zenginlestirme grafigi.
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Sekil 4.13 NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda tespit edilen ve biyolojik siireclerde
zenginlestirilen DEG’lerin hava kabarcigi zenginlestirme (bubble enrichment)
grafigi.
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Sekil 4.14 Misir fidelerinin yaprak dokularinda NaCl’e gére TU+NaCl uygulamalarinin
karsilastirilmasi ile elde edilen DEG’lerin a) 1s1 haritasi ve b) volcano plot ile
gosterimi.
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Kontrol, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak

dokularindan

elde

edilen ve NaCl’e gore

TU+NaCl

uygulamasinda

GO

zenginlestirilmesi sonucunda farkli biyolojik siire¢ terimlerinde zenginlestirilen genler

Cizelge 4.9°da, dairesel 1s1 haritalar1 Sekil 4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.9 NaCl’e gore TU+ NaCl uygulamasinda ifadesi degisen genler.

Strese Yanit

Kat

Artan /

Gen ID Protein Adi degisim Agalan  GenAdi
Zm00001eb277540 ABC tasiyici G ailesi iiyesi 29 1,5582 artan ABCG29
Zm00001eb333240  ADP-ribozilasyon faktorii 1 9,6267 artan ARF1
Zm00001eb185300  Akuaporin PIP2-3 0,6115 azalan  ZmPIP2-3
Zm00001eb141540 gg}‘;‘;‘g}i&‘?;ﬁ&?ggg'“kOZidaZ’ prdik 04402  azalan BG2
Zm00001eb421600 Calnexin homolog2 0,5759 azalan CNX2
Zm00001eb096980  Kalretikiilin 0,3263 azalan CRT
Zm00001eb078730 Endokitinaz A (EC 3.2.1.14) 0,0159 azalan ChiA
Zm00001eb157820  Kitinaz (EC 3.2.1.14) 0,1742 azalan Chi
Zm00001eb068270  D-3-fosfogliserat dehidrogenaz (EC 1.1.1.95) 2,0707 artan PGDH
Zm00001eb375640 Dirigent protein 0,1739 azalan DIR
Zm00001eb168910 Protein disiilfit-izomeraz (PDI) (EC 5.3.4.1) 0,4511 azalan PDI
Zm00001eb239600 Reseptor benzeri protein kinaz HSL1 0,5738 azalan HSL1
Zm00001eb408520 WRKY transkripsiyon faktorii 30 0,3398 azalan WRKY30
Zm00001eb118760 WRKY transkripsiyon faktorii 6 0,1832 azalan WRKY6
Zm00001eb141120 Kalsiyum bagimli protein kinaz 24 0,5902 azalan CPK24
Zm00001eb156610 Glutamat sentaz (NADH) (EC 1.4.1.14) 1,502 artan GLT
Zm00001eb146890  Serin/treonin-protein kinaz Nek5 1,8559 artan NEK5
Zm00001eb010070  65-kDa mikrotiibiil-iligkili protein 6 1,9619 artan MAP65-6
Zm00001eb215710 Tiibiilin alfa zinciri 1,6294 artan TUBA
Zm00001eb150420  Tubulin beta-6 zinciri 2,9121 artan TUBB6
Zm00001eb008710 ATMAP70-2 2,4438 artan MAP70-2
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Cizelge 4.9 Devami.

Karbohidrat Metabolizmasi

Kat

Artan/

Gen ID Protein Adi degisim  Azalan Gen Ad1
Zm00001eb327800 g%s'flcgzdr—)dehidro—3—deoksiheptonat aldolaz (EC 2,0173 artan DHS
Zm00001eb109620 g%s'flcgzdr—)deh|dro—3—deok5|heptonat aldolaz (EC 1,8604 artan DHS
Zm00001eb229630  Glikoziltransferaz ailesi 61 6,1891 artan GT61
Zm00001eb293110  Trehaloz-6-fosfat sentaz12 1,5441 artan TPS
Zm00001eb087380  Glikoziltransferaz 1,6735 artan GT1
Hiicre Ceperi Biyosentezi

Zm00001eb099710  Seliiloz sentaz 13 13,1948 artan CesAl3
Zm00001eb046440  Seliiloz sentaz 10,1385 artan CesA
Zm00001eb283110  Seliiloz sentaz-2 2,1424 artan CESAL 2
Zm00001eb313250  Seliiloz sentaz 12 4,2651 artan CesAl2
Zm00001eb095350  Seliiloz sentaz 2,1937 artan CesA
Zm00001eb153340  Seliiloz sentaz 11 13,7875 artan CesAll
Zm00001eb077180  UDP-ksiloz tastyict 1 11,9304 artan UXT1
Hormon iliskili

Zm00001eb175950  Gibberellin 20 oksidaz 2 4,2732 artan GA200X2
Zm00001eb350370  Oksine duyarli protein (faktor) 1,6278 artan ARF
Zm00001eb284310  Oksine duyarli protein (faktor) 1,4867 artan ARF
Zm00001eb301590  Oksine duyarli protein (faktor) 2,7411 artan ARF
Zm00001eb130870  S-adenozilmetiyonin sentaz (EC 2.5.1.6) 1,3574 artan SAM
Zm00001eb218320 gzmgz'Iif;rnashfﬁ;‘;p(tgggt.rlif’l'_ultg“at'hom“ismi“ 25292 artan MS
Zm00001eb052750 gzmgz'Iif;rnashfﬁ;‘;p(tgggt.rlif’l'_ultg“at'hom“ismi“ 1,7002  artan MS
Zm00001eb352280  Serin/treonin-protein kinaz SAPK10 10,912 artan SAPK10
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Cizelge 4.9 Devami.

Sekonder Metabolit Metabolizmasi

Gen ID Protein Adi geagtisim 2;;?24 Gen Ad1
Zm00001eb071090  Asiklik seskiterpen sentaz 1,7817 artan TPS1
Zm00001eb071080  Ent-kaurene sentaz B 1,5022 artan KSB
Zm00001eb041770  Tau-kadinol sentaz (EC 4.2.3.173) 2,6376 artan TPS7
Zm00001eb232100  Terpen siklaz/mutaz ailesi iiyesi (EC 5.4.99.-) 1,912 artan CAMS1
Zm00001eb327800 g%s.flo';—)dehidro—3—deoksiheptonat aldolaz (EC 20173 artan DHS
Zm00001eb069000  Sikimat kinaz (EC 2.7.1.71) 3,1505 artan SK
Zm00001eb185240  Fenilalanin amonyum liyaz 1,9595 artan PAL
Zm00001eb126780  izoflavon rediiktaz homologu IRL (EC 1.3.1.-) 1,7393 artan IRL

Strese Yanit

3
wank

YWRKy3p
HOOd
g™

Karbohidrat
ve
Hiicre Duvari

Hormon iligkili

LSNYO

Sekil 4.15 GO zenginlestirilmesi sonucunda farkli biyolojik siire¢ terimlerinde zenginlestirilen
genlerin dairesel 1s1 haritalari.

89



4.2.5 RNA—-Seq Verilerinin qPCR ile Dogrulanmasi

Illumina RNA-Seq sonuglarinin dogrulugunu ve tekrar edilebilirligini dogrulamak igin
dokuz temsili gen secilmis ve bu genlerin NaCl ve TU+NaCl uygulamalarindaki ifade
seviyeleri kantitatif gercek zamanli PCR (qPCR) ile incelenmistir. qPCR analizleri igin
bitki savunma yaniti [AOA804LIDO_MAIZE; Mitogen—activated protein kinase
(MAPK)], karbohidrat metabolizmas1 [AOA1D6K2G2 MAIZE; sucrose synthase
(SuSy)], hormon metabolizmas1 [AOA096SFC8_MAIZE; ethylene—responsive protein
(EREBP) ve AOA1D6MXK3_MAIZE; jasmonate—induced protein (JIP)], strese yanit
[B4FVJ9 _MAIZE; glutathione S—transferase (GST) ve B4FNIO_MAIZE; peroxidase
(POD)], fotosentez [COP5X6_MAIZE; ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase
activase (RCA)], ozmoregiilasyon [AOALD6M5N9_ MAIZE;
Delta—1—pyrroline—5—carboxylate synthase (PC9)] ve senesens
[AOALDEHDNO_MAIZE, senescence regiilator (IDP8187)] ile iliskili genler rastgele
secilmistir. qPCR analizi sonuglari, secilen genlerin ifade seviyelerinin RNA-seq
verileri ile benzer ifade kaliplari sergiledigini gostermistir (Sekil 4.16 ve 4.17). Bu
sonug, RNA-seq analizi ile tespit edilen DEG’lerin ve DEG’lere ait ifade verilerinin

giivenilir oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.16 Farkli sekilde ifade edilen dokuz genin ifade profilleri. Tiim genlerin Ct degerleri
housekeeping gen olan ZmActin'e gore normalize edilmistir. Sol panel, RNA-seq
verilerindeki dokuz genin ekspresyon seviyelerini gosterirken, sag panel qPCR
sonuglarin1 gostermektedir.
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Sekil 4.17 qRT-PCR ile dogrulama i¢in segilen genlerin RNA-seq analiz sonucuna gore
ifadelerinin 1s1 haritasi ile gosterimi.

4.3 Proteomik Analizler

4.3.1 Misir Yapraklarinda Diferansiyel Olarak ifade Edilen Proteinlerin ifade
Profilleri Uzerine NaCl ve TU Uygulamalarimin Etkisi

Nano—Sivi Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometrisi (nLC—MS/MS) kullanilarak
kontrol, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarma ait diferensiyal olarak ifadesinde degisiklik
gosteren proteinler (DEP’ler) belirlenmistir. Buna goére toplam 659 protein tim
uygulamalarda %1'den daha diisiik bir FDR (false discovery rate = yanlis kesif orani)
altinda tespit edilmistir. Tespit edilen proteinler analiz analiz edildiginde, kontrole gore
NaCl veya TU+NaCl uygulamasinda 488 proteinin ifadesinde artis gézlemlenirken, 171
proteinin ifadesinde azalma tespit edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina yanit olarak nLC—MS/MS analizi ile tespit edilen
DEP’lerin 1s1 haritast.

Kontrol, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarina maruz birakilan msir fidelerinin yaprak
dokularinda tespit edilen DEP'lerin sayist NaCl uygulamasinda nispeten daha yiiksek
bulunmustur. Artan DEP’ler i¢in >2,0 kat ve azalan DEP’ler icin <0,5 kat degisim esigi
belirlenmistir. Kontrole gore NaCl uygulamasinda iki kat ve tizerinde farklilik gésteren
toplam 607 DEP tespit edilmistir. Bu DEP’lerin 442’si artan ve 166'i azalan yonde
degisiklik gdstermistir. Bununla birlikte, kontrole gére TU+NaCl uygulamasinda iki kat
ve lizerinde farklilik gosteren toplam 590 DEP tespit edilirken bu proteinlerden 421°s1

artan yonde, 169°u ise azalan yonde diizenlenmistir (Sekil 4.19).
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60 382 39

K/ NaCl K/ TU+NaCl

Sekil 4.19 DEP’lerin kontrole gore NaCl ve TU+NaCl uygulamalarida karsilastirmali Venn
diyagram analizi.

4.3.2 Misir Yapraklarinda Diferansiyel Olarak Ifade Edilen Proteinlerin

Zenginlestirme Analizi

Muisir fidelerinin yaprak dokularindan gergeklestirilen nLC-MS/MS analizi sonrasinda
tespit edilen DEP’lerin biyoinformatik yaklasimlar kullanilarak zenginlestirme ve yolak
analizleri gerceklestirilmistir. Kontrole gore NaCl ve kontrole gére TU+NaCl
uygulamalarinin proteinlerin ifade seviyelerinde neden oldugu degisiklikler biyolojik
siire¢ (BS), hiicresel bilesen (HB), molekiiler fonksiyon (MF) gibi gen ontolojisi (GO)
terimleri ve KEGG yolak analizleri gergeklestirilerek zenginlestirilmistir. Buna goére
kontrol-NaCl ve kontrol-TU+NaCl uygulamalarinin gen ontolojisi hiyerarsisinde ve
kat zenginlestirme temelinde analiz edilen ilk on BS terimi Sekil 4.20'de gdsterilmistir.
BS analizi sonucunda kontrole gére NaCl uygulamasinda artan yonde diizenlenen
proteinler, alfa—aminoasit metabolik siireci, hiicresel aminoasit metabolik siireci ve
karboksilik asit biyosentez siireci terimlerinde en fazla zenginlestirilen terim olarak
belirlenirken, bunu karboksilik asit metabolik stireci ve hiicresel amino asit metabolik
slireci terimleri takip etmistir. Diger taraftan, azalan DEP’ler i¢in PSI’de fotosentez 151k
hasadi, fotosentez 151k hasadi ve protein—kromofor bagi en fazla proteinin zenginlestigi
terimleri ifade etmistir. Kontrole goére TU+NaCl uygulamasinda artan yodnde
diizenlendigi tespit edilen DEP’ler alfa—aminoasit metabolik siireci, hiicresel aminoasit

metabolik siireci ve karboksilik asit biyosentez siireci terimlerinde zenginlesirken,
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azalan DEP’ler, PSI’de fotosentez 1sik hasadi, fotosentez 151tk hasadi ve

protein—kromofor bagi terimlerinde zenginlestigi belirlenmistir (Sekil 4.20).

K -NaCl/GO: BS / Artan K - NaCl/ GO: BS / Azalan
] PSI'de fotosentez 15tk hasad) -
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Sekil 4.20 Kontrol’e gore NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinin GO: BS zenginlestirme analizi ile
ilk 10 terim igerisinde yer alan DEP’lerin kat zenginlestirme ile gorsellestirilmesi.

Kontrol-NaCl ve kontrol-TU+NaCl uygulamalarinin gen ontolojisi hiyerarsisinde ve
kat zenginlestirme temelinde analiz edilen ilk on HB terimi Sekil 4.21'de gosterilmistir.
HB analizi sonucunda kontrole goére NaCl uygulamasinda artan yonde diizenlenen
proteinler, kloroplast stroma, plastid stroma ve kloroplast terimlerinde en fazla
zenginlestirilen terim olarak belirlenirken, bunu tilakoyid membran ve mitokondri
terimleri takip etmistir. Diger taraftan, azalan DEP’ler i¢in kloroplast tilakoyid
membran, plastid tilakoyid membran ve kloroplast tilakoyid terimleri proteinlerin en
fazla zenginlestigi terimleri ifade etmistir. Kontrole gére TU+NaCl uygulamasinda
artan yonde diizenlendigi tespit edilen DEP’ler kloroplast stroma, plastid stroma ve
kloroplast terimlerinde zenginlesirken, bunu mitokondri ve kilif terimleri takip etmistir.
Kontrole gére TU+NaCl uygulamasinda azalan yonde diizenlendigi tespit edilen
DEP’ler kloroplast tilakoyid membran, plastid tilakoyid membran ve kloroplast

tilakoyid terimlerinde zenginlestigi belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 Kontrol’e gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinin GO: HB zenginlestirme analizi
ile ilk 10 terim igerisinde yer alan DEP’lerin kat zenginlestirme ile
gorsellestirilmesi.

Kontrol-NaCl ve kontrol-TU+NaCl uygulamalarinin gen ontolojisi hiyerarsisinde ve
kat zenginlestirme temelinde analiz edilen ilk on MF terimi Sekil 4.22'de gosterilmistir.
MF analizi sonucunda kontrole gore NaCl uygulamasinda artan yonde diizenlenen
proteinler, protein desiilfit rediiktaz aktivitesi, oksidordiiktaz aktivitesi ve glutatyon
distilfit oksidorediiktaz aktivitesi terimleri en fazla zenginlestirilen terim olarak
belirlenmistir. Diger taraftan, azalan DEP’ler igin fruktoz 1,6—bifosfat 1-fosfataz
aktiviesi, NAD(P)H iizerindeki sitokrom—b5 rediiktaz aktivitesi ve klorofil baglanmasi
terimleri proteinlerin en fazla zenginlestigi terimleri ifade etmistir. Kontrole gore
TU+NaCl uygulamasinda artan yonde diizenlendigi tespit edilen DEP’ler
oksidorediiktaz aktivitesi, translasyon uzama faktorii aktivitesi ve ATP’ye bagimh
protein katlama saperonu terimlerinde zenginlesirken, azalan DEP’ler, fruktoz
1,6-bifosfat 1—fosfataz aktiviesi, NAD(P)H iizerindeki sitokrom—b5 rediiktaz aktivitesi

ve klorofil baglanmasi terimlerinde zenginlestigi belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 Kontrol’e gore NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinin GO:

ile ilk 10

terim

gorsellestirilmesi.

icerisinde yer alan DEP’lerin

4.3.3 DEP’lerin Fonksiyonel Ac¢iklamalari
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MF zenginlestirme analizi

kat zenginlestirme ile

Misir fidelerinde nLC-MS/MS analizi ile ¢ok sayida DEP tespit edilmistir. DEP

sayisinin fazlaligr nedeniyle GO ve KEGG yolak analizlerinden elde edilen sonuglara

gore hedefler daraltilmis ve daha spesifik hale getirilerek fotosentez (59 protein),

tastyict (18 protein), strese yanit ve antioksidan sistem (40 protein), protein

metabolizmasi (21 protein), enerji ve TCA dongiisii ve ETS iliskili (7 protein) olmak

tizere 5 fonksiyonel kategoride degerlendirilmesine karar verilmistir.

4.3.3.1 Fotosentez ile Tliskili DEP’ler

nLC-MS/MS analizi ile kontrole NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda fotosentez ile
iliskili oldugu belirlenen DEP’ler tespit edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 Fotosentezde Kkontrol’e gore NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda tespit edilen
DEP’lerin 1s1 haritast ile gorsellestirilmesi.
Ifade seviyelerinde artis gosteren DEP’ler Cizelge 4.10°da verilmistir. Kontrole gore
NaCl uygulamasinda, ferredoksin, ferredoksin—tiyoredoksin rediiktaz, NADH
dehidrojenaz [ubikinon] 1 beta alt kompleks alt birimi 9, fotosistem II D1 isleme
proteini PSB27—H2 proteinlerinin ifade seviyeleri 6nemli diizeyde artis gostermistir.
Fotosentezde kontrole gére NaCl uygulamasinda ifadelerinde artis tespit edilen bazi
proteinler igerisinden ferredoksin, ferredoksin—tiyoredoksin rediiktaz, NADH
dehidrojenaz [ubikinon] 1 beta alt kompleks alt birimi 9, tilakoid liimen proteini TL20.3
kloroplastik ve fosfoenolpiruvat karboksilaz ailesi proteini ifadeleri NaCl uygulamasina
gore TU+NaCl uygulamasinda azalmistir. Ayrica NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz alt
birimi M, Kkloroplastik, fotosistem 1 reaksiyon merkezi alt birimi N, kloroplastik,
fotosistem Il reaksiyon merkezi Psb28 proteini, fotosistem II D1 isleme proteini
PSB27-H2, kloroplastik, RuBisCO iliskili proteinler, gliseraldehit—3—fosfat
dehidrogenaz, malik enzim ve piruvat, fosfat dikinaz ifadeleri NaCl uygulamasina gore

TU+NaCl uygulamasinda artis gdstermistir.
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Cizelge 4.10 Fotosentezde yer alan ve kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda ifade

seviyelerinde artig gosteren DEP’ler.

Aksesyon No Protein Ad1 Kﬁgglo I T%in;l;%l
Q6JAD2 Ferredoksin 3,653 3,334
B6SP61 Ferredoksin 4,126 4,043
B6UCWS Ferredoksin-tiyoredoksin rediiktaz, degisken zincir 2,785 2,875
K7U2G5 Ferredoksin-tiyoredoksin rediiktaz, degisken zincir 3,35 2,846
B4FRX4 NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz alt birimi M, kloroplastik 1,793 2,445
AO0A804PCV3 NADH dehidrojenaz [ubikinon] 1 beta alt kompleksi alt birimi 9 2,935 2,699
065107 Fotosistem | reaksiyon merkezi alt birimi N, kloroplastik 1,986 2,519
AO0A804P844 Fotosistem II D1 isleme proteini PSB27-H2, kloroplastik 4,561 5,321
AOAB04N7V8 Fotosistem Il reaksiyon merkezi Psb28 proteini 2,422 9,243
COP7G8 Fotosistem II onarim proteini PSB27-H1 kloroplastik 2,761 2,794
B6SSB9 Plastosiyanin 1,872 1,894
AOA804RKJ9 Ribuloz bifosfat karboksilaz biiyiik zincir 1,485 2,601
P05348 Ribuloz bisfosfat karboksilaz kiigiik alt birimi, kloroplastik 1,825 2,462
024574 Ribuloz bisfosfat karboksilaz kiigiik alt birimi, kloroplastik 1,702 2,165
B6SXWS8 Rubisco biiytik alt birim baglayici protein alt birimi alfa 1,703 2,332
A0A804Q076 Rubisco biiytik alt birim baglayici protein alt birimi alfa 1,841 2,576
B4FU98 Thylakoid lumenal 16.5 kda protein kloroplastik 2,68 2,595
B4FHAO Thylakoid lumenal 17.4 kda protein kloroplastik 1,958 2,123
B4FH99 Thylakoid lumenal protein TL20.3 kloroplastik 2,739 2,492
B6TDF8 Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz 2,632 3,459
AOA3L6GEJY2 Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz 1,265 2,367
COP3W9 Fosfoenolpiruvat karboksikinaz (ATP) 1,547 3,176
COP4z5 Fosfoenolpiruvat karboksilaz ailesi proteini 2,098 1,668
COP758 Malik enzim 4,196 4,98
P11155 Piruvat, fosfat dikinaz 1, kloroplastik 1,777 2,071
A0A804QQU1 Piruvat, fosfat dikinaz 1,647 2,075
A0A804QQU1 Piruvat, fosfat dikinaz 1,786 2,005

NnLC-MS/MS analizi ile kontrole NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda fotosentez ile

iliskili oldugu belirlenen ve ifade seviyelerinde azalis gosteren DEP’ler Cizelge 4.11°de

verilmistir. Kontrole gore NaCl uygulamasinda klorofil A—B baglayici aile proteini,

ferroselataz, NAD(P)H—kinon oksidorediiktaz alt birimi, fotosistem | ve fotosistem Il

proteinlerinin ifade seviyeleri onemli diizeyde azalis gdstermistir. NaCl uygulamalarina

TU ilavesi ile karbonik anhidraz, klorofil a—b baglayici protein, kloroplastik ve

fotosistem 11 CP47 reaksiyon merkezi proteini gibi bazi proteinlerin ifadeleri daha da

azalirken, ferroselataz ve NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz alt birimi H kloroplastik

protein ifadeleri artig gostermistir.
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Cizelge 4.11 Fotosentezde yer alan ve kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda ifade

seviyelerinde azalig gosteren DEP’ler.

Aksesyon No Protein Ad1 Kﬁgglo I T%in;l;%l
B6U4G5 Metanol dehidrojenaz tipinin beta-propeller alani 0,456 0,384
COP626 Karbonik anhidraz 0,347 0,33
AOA096RZN2 karbonik anhidraz 0,275 0,226
B4FDC9 Klorofil A-B baglayici aile proteini 0,13 0,13
P12329 Klorofil a-b baglayici protein 1, kloroplastik 0,113 0,106
B4FJG1 Klorofil a-b baglayici protein, kloroplastik 0,096 0,087
AOA096RWWT7 Klorofil a-b baglayici protein, kloroplastik 0,46 0,444
B6SZT9 Klorofil a-b baglayici protein, kloroplastik 0,195 0,113
B4FL55 Klorofil a-b baglayici protein, kloroplastik 0,119 0,099
K7TXI15 Klorofil a-b baglayici protein, kloroplastik 0,093 0,061
B4FUAL Klorofil a-b baglayici protein, kloroplastik 0,184 0,038
024561 Klorofil a-b baglayici protein, kloroplastik 0,116 0,122
AOA096QRW1 Klorofil a-b baglayici protein, kloroplastik 0,245 0,202
AO0A804Q539 Klorofil a-b baglayici protein, kloroplastik 0,169 0,108
AOA1D6GY41 Ferroselataz 0,001 0,17
K7USR3 Magnezyum-protoporfirin 1X monometil ester (oksidatif) siklaz 0,43 0,434
P25709 NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz alt birimi H, kloroplastik 0,231 0,415
K7TFI4 NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz alt birimi U kloroplastik 0,214 0,194
A0A804Q9T4 PSI PGR5 benzeri protein 1A, kloroplastik 0,25 0,162
AOA1D6HKI7 PSI Alt kompleks B 4 kloroplastik fotosentetik NDH alt birimi 0,171 0,182
B4G054 PSI Alt kompleks B 5 kloroplastik fotosentetik NDH alt birimi 0,197 0,152
P46642 Fotosistem | montaj proteini Ycf4 0,101 0,126
AOA096RAV0O Fotosistem | reaksiyon merkezi alt birimi 111 0,159 0,129
B6SQV5 Fotosistem 11 10 kDa polipeptit, kloroplastik 0,183 0,159
P48187 Fotosistem Il CP43 reaksiyon merkezi proteini 0,139 0,137
AOA804RMZ3 Fotosistem Il CP43 reaksiyon merkezi proteini 0,079 0,058
P05641 Fotosistem Il CP47 reaksiyon merkezi proteini 0,151 0,096
AOALXTYHF7 Fotosistem Il D2 proteini 0,091 0,08
AO0A804PMY3 Fotosistem Il proteini D1 0,105 0,105
AOA1D6N672 Fotosistem Il alt birimi PshS1 0,077 0,065
B6UF28 Protein DUSUK PSII BIRIKIMI 2 kloroplastik 0,157 0,132
COPEY7 Tetratrikopeptit tekrar alani igeren protein PYG7, kloroplastik 0,165 0,069

4.3.3.2 Tasima Sistemi ile iliskili DEP’ler

NnLC-MS/MS analizi ile kontrole NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda tasima sistemi ile
iliskili oldugu belirlenen DEP’ler tespit edilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24 Tasima sisteminde kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda tespit edilen
DEP’lerin 1s1 haritasi ile gorsellestirilme

K7TWH1
BBS769

—
Lt

Ifade seviyelerinde artis gosteren DEP’ler Cizelge 4.12°de verilmistir. Kontrole gore

NaCl uygulamasinda kalsiyum baglayict EF-hand ailesi proteini, kalmodulin,
magnezyum tastyici, vakuolar proton pompasi alt birimi B, V tipi proton ATPaz
katalitik alt birimi A ve V-tipi proton ATPaz alt birimi E3 proteinlerini ifade seviyeleri
onemli dl¢iide artis gostermistir. NaCl uygulamasma gore TU+NaCl uygulamasinda
kalsiyum baglayict EF—hand ailesi proteini, magnezyum tasiyici, vakuolar proton
pompasi alt birimi B ve V tipi proton ATPaz katalitik alt birimi A proteinlerinin ifadesi

azalirken, kalmodulin ve potasyum kanali proteinlerinin ifadesi artig géstermistir.

Cizelge 4.12 Tasima sisteminde yer alan ve kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda
ifade seviyelerinde artig gésteren DEP’ler.

Aksesyon No Protein Adi Kﬁgglo I T?'JTILIJ:)CII
B4FAC9 Kalsiyum baglayic1 EF-hand ailesi proteini 3,736 2,71
B4FNQ8 Kalmodulin 2,192 2,236
B4FBW7 Kalmodulin 3,579 6,202
AOA804LDA2  Magnezyum tasiyict 3,994 3,588
AO0A804Q5Y7 Potasyum kanali 0,613 1,514
B6T9CO Vakuolar proton pompast alt birimi B 2,436 2,016
COPHCO V-tipi proton ATPaz katalitik alt birimi A 2,61 2,333
B4FVD5 V-tipi proton ATPaz alt birimi E3 2,781 2,616

nLC-MS/MS analizi ile kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda tasima sistemi
ile iliskili oldugu belirlenen ve ifade seviyelerinde azalis gosteren DEP’ler Cizelge
4.13’te verilmistir. Kontrole gére NaCl uygulamasinda aquaporin PIP1-2, aquaporin

PIP2—-2, aquaporin PIP2-4, aquaporin TIP1-1, kalsiyum bagiml lipid baglayicit (CaLB
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domain) ailesi proteini, hidrojen tasiyan ATP sentaz rotasyonel mekanizma ve ADP,
ATP tastyict protein 1 mitokondriyal proteinlerinin ifade seviyeleri 6nemli diizeyde
azalis gdstermistir. NaCl uygulamalarina TU ilavesi ile kalsiyum bagimli lipid baglayici
(CaLB domain) aile proteini ve hidrojen tasiyan ATP sentaz rotasyonel mekanizma
proteinlerinin ifadeleri daha da azalmistir. Buna karsin ADP, ATP tasiyict protein 1,
mitokondriyal, EF—el alan1 igeren protein ve Plazma membrant ATPaz ifadeleri NaCl

uygulamasina gére TU+NaCl uygulamasinda artmstir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 Tasima sisteminde yer alan ve kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda
ifade seviyelerinde azalma gdsteren DEP’ler.

Kontrol  Kontrol

Aksesyon No Protein Adx NaCl TU+NaCl
AOA804PL71 Akuaporin PIP1-2 0,077 0,063
Q9ATMS Akuaporin PIP2-2 0,058 0,045
Q9ATM6 Akuaporin PIP2-4 0,067 0,043
064964 Akuaporin TIP1-1 0,039 0,033
AO0AB04NWO7 Kalsiyum bagimli lipit baglayici (CaLB alani) aile proteini 0,208 0,167
A0AB04QKR4 EF-el alani i¢eren protein 0,301 0,332
Q6R9G5 H(+)-tastyict iki sektorlit ATPaz 0,171 0,134
B6SIP2 Hidrojen tasiyict ATP sentaz, rotasyonel mekanizma 0,22 0,137
A0A804M914 Plazma membran1 ATPaz 0,298 0,323
P04709 ADP, ATP tagtyici protein 1, mitokondriyal 0,11 0,153

4.3.3.3 Antioksidant Sistem ve Tuz Stresi ile Tliskili DEP’ler

NnLC-MS/MS analizi ile kontrole NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda antioksidant sistem
ile iligkili oldugu belirlenen DEP’ler tespit edilmistir (Sekil 4.25). nLC-MS/MS analizi
ile kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda antioksidant sistem ve tuz stresi ile
iligkili oldugu belirlenen ve ifade seviyelerinde farklilik gosteren DEP’ler Cizelge

4.14’te verilmistir.
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Sekil 4.25 Antioksidan sistemde kontrole gore NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda tespit edilen
DEP’lerin 1s1 haritast ile gorsellestirilmesi.

Kontrole gore NaCl uygulamasinda dehidrin DHN1, kitinaz, L—askorbat peroksidaz,
stiperoksit dismutaz, tiyoredoksin, ge¢ embriyogenez bol proteini, dehidratasyona erken
yanit veren protein 15, peptidil-prolil cis—trans izomeraz ve glutatyon sentez
mekanizmasi ile iliskili proteinlerin ifade seviyeleri 6nemli dlgiide artis gdstermistir.
Kontrole gore NaCl uygulamasinda tiyoredoksin Y1 kloroplastik ifadesi azalmis, NaCl
uygulamasina kiyasla TU+NaCl uygulamasinda ifade seviyesi daha da azalmistir.
NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda 14-3-3 benzeri protein, katalaz, glutaredoksin
bagimli peroksiredoksin, peroksidaz, 5-oksoprolinaz ve pirolin—5—karboksilik asit
rediiktaz proteinlerinin ifadeleri artis gosterirken, dehidrin DHNL1, kitinaz, glutatyon
S—transferaz, L-—askorbat peroksidaz, siiperoksit dismutaz, tiyoredoksin, ge¢
embriyogenez bol protein grubu 2, peptidil—prolil cis—trans izomeraz ve dehidratasyona
erken yanit veren protein 15 ve kisa zincirli alkol dehidrojenazl proteinlerinin ifadesi

onemli diizeyde azalig gostermistir (Cizelge 14).
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Cizelge 4.14 Stres savunmada yer alan ve kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda
ifade seviyelerinde farklilik gosteren DEP’ler.

. Kontrol  Kontrol

Aksesyon No Protein Ad1 Nacl TU+NaCl
B6TFS9 14-3-3 benzeri protein A 0,562 1,122
P49106 14-3-3 benzeri protein GF14-6 1,978 2,446
B6U284 14-3-3 benzeri protein 1,607 2,053
B6U7Y1 90 kDa 1s1 sok proteini ATPaz aktivatori 1,945 2,086
AO0A804P5F8 Katalaz OS=Zea mays OX=4577 PE=3 SV=1 1,777 2,147
B4F9D5 Kitinaz 4,67 3,773
B6TTO0 Kitinaz 2,621 1,791
B4G1T3 Kitinaz 3,378 1,436
P29022 Endokitinaz A 1000 1000
B4F972 Glutamat dekarboksilaz 3,233 3,226
B4FRD4 Glutaredoksin-C5 kloroplastik 1,934 1,695
B4FN24 Glutaredoksine bagimli peroksiredoksin 2,089 3,322
Q6JAH6 Glutatyon peroksidaz 2,245 2,051
P04907 Glutatyon S-transferaz 3 2,515 1,975
B4FVJ9 Glutatyon S-transferaz 2,993 2,278
B4FV03 Glutatyon transferaz 3,551 3,102
B6SN61 Grx_C2.1-glutaredoksin alt grup | 2,233 1,337
B4G031 L-askorbat peroksidaz 2,011 2,178
B4FBHO Peroksidaz 3,59 5,293
B4FVT1 Peroksidaz 2,101 4,775
C4J094 Siiperoksit dismutaz [Cu-Zn] 2,015 1,972
AO0A804LV79 Siiperoksit dismutaz 1,945 1,193
AO0A804R714 Siiperoksit dismutaz 1,951 2,739
B4FB80 Tiyoredoksin F2 kloroplastik 2,133 1,713
B4FV29 Tiyoredoksin M-tipi 2,758 2,062
K7TXW7 Tiyoredoksin M-tipi, kloroplastik 1,986 1,757
Q41864 Tiyoredoksin M-tipi, kloroplastik 3,771 3,544
B7ZY93 Tiyoredoksin rediiktaz 2,502 2,627
B6T9S0 Tiyoredoksin X 3,319 2,917
C4J9M7 Tiyoredoksine bagimli peroksiredoksin 2,264 1,894
AOA1DGHLS2 Tiyoredoksin benzeri 3-1 kloroplastik 1,934 1,341
B6THR4 Tiyoredoksin benzeri 4 2,43 2,248
K7UTZ2 RNA helikaz 1,889 29
AOA1DGEK6VS 5-oksoprolinaz 4,084 6,543
B4FB80 Tiyoredoksin F2 kloroplastik 2,133 1,713
A3KLI1 Dehidrin DHN1 30,374 23,082
B4FIM6 Laktoilglutatyon liyaz / glioksalaz | ailesi proteini 1,092 2,16
B4F9KO0 Geg embriyogenez bol protein grubu 2 2,949 1,796
AOA1DGHSW9 Prolin-tRNA ligaz 1,903 2,09
B4FV52 Protein DEHIDRASYONA ERKEN TEPKI VEREN 15 2,945 2,543
Q4TZJ2 Pirolin-5-karboksilik asit rediiktaz 2,53 3,089
AO0A1D6GEX5 Kisa zincirli alkol dehidrojenazl 2,035 1,495
COP9S6 Tiyoredoksin Y1 kloroplastik 0,165 0,001

4.3.3.4 Protein Metabolizmasi ile iliskili DEP’ler

NnLC-MS/MS analizi ile kontrole NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda protein

metabolizmasi ile iliskili oldugu belirlenen DEP’ler tespit edilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Protein metabolizmasinda Kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda tespit
edilen DEP’lerin 1s1 haritast ile gorsellestirilmesi.

NLC-MS/MS analizi ile kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda protein
metabolizmasi ile iliskili oldugu belirlenen ve ifade seviyelerinde farklilik gosteren

DEP’ler Cizelge 4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.15 Protein metabolizmasinda yer alan ve kontrole gore NaCl ve TU+NaCl
uygulamalarinda ifade seviyelerinde farklilik gosteren DEP’ler.

. Kontrol  Kontrol
Aksesyon No Protein Adi NaCl TU+NaCl
AOA1DG6LJIS9 Saperonin 60 alt birimi beta 2 kloroplastik 1,491 2,096
B4F848 Saperonin 2,408 2,381
B6T8U7 Saperonin 3,113 2,892
B4FAE4 CHL-CPNI10 2,4 2,206
B6SPL7 Bakir saperon 2,286 2,018
B72742 Is1 soku 70 kDa protein 3 2,098 4,221
AOA1D6MUES Is1 soku 70 kDa protein 6 kloroplastik 1,435 2,03
AO0A804UBK7 Is1 soku 70 kDa proteini, mitokondriyal 3,733 4173
B6SZ69 Is1 soku kognat 70 kDa protein 2 2,065 2,65
AOA1D6KE29 Is1 sok proteini 70 1,97 3,442
B6U7Y1 90 kDa 1s1 sok proteini ATPaz aktivatorii 1,945 2,086
B6UOS1 Uzama faktorii 2 1,499 2,142
AOA1D6E4MO Uzama faktorii G, kloroplastik 2,027 3,21
AOA1D6F3N9 Uzama faktorii Ts, mitokondriyal 2,045 2,445
B4FVB2 Uzama faktorii Tu 2,186 1,802
K7TWH1 Peptidilprolil izomeraz 1,956 2,921
B4FVF7 Proteaz Do-benzeri 5 2,074 1,742
B4F7U0 Proteazom alt birimi alfa tipi 2,035 3,805
AO0AB04N398 Protein disiilfit-izomeraz 1,899 2,131
B6T3C7 Protein fosfataz 2,203 2,606
B6TB61 Ubiquitin reseptorii RAD23 2,04 2,096

Kontrole gére NaCl uygulamasinda saperonin, CHL—CPN10, bakir saperon, ubiquitin
reseptorii RAD23, Is1 soku 70 kDa protein 3, Is1 soku 70 kDa protein, 90 kDa 1s1 sok
proteini ATPaz aktivatorii, Uzama faktori (G, Ts ve Tu), proteaz Do-benzeri 5,
proteazom alt birimi alfa tipi, protein fosfataz ve ubiquitin reseptérii RAD23

proteinlerinin ifadeleri artis géstermistir. Belirlenen bu proteinlerden saperonin, uzama
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faktorii Tu ve proteaz Do-benzeri 5 ifadeleri NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda
azalmistir. Buna ek olarak NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda Saperonin 60 alt
birimi beta 2 Kloroplastik, 1s1 soku 70 kDa proteinleri, protein fosfataz, protein
distilfit—izomeraz, proteazom alt birimi alfa tipi, peptidilprolil izomeraz, uzama faktorii

G ve uzama faktorii 2 proteinlerin ifade seviyeleri dnemli Olgiide artis gostermistir

(Cizelge 15).

4.3.3.5 Trikarboksilik Asit ve Elektron Tasima Zinciri ile liskili DEP’ler

NnLC-MS/MS analizi ile kontrole NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda TCA dongiisii ve
ETS’de yer alan DEP’ler tespit edilmistir (Sekil 4.27).

S KN K1 TG#Nacl NaCl TU+NaCl
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B6T3B4 05
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Sekil 4.27 TCA dogiisii ve ETS’de kontrole gore NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda tespit
edilen DEP’lerin 1s1 haritasi ile gorsellestirilmesi.

NnLC-MS/MS analizi ile kontrole gore NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda TCA dogiisii
ve ETS ile iligkili oldugu belirlenen ve ifade seviyelerinde farklilik gosteren DEP’ler
Cizelge 4.16°da verilmistir.

Kontrole gére NaCl uygulamasinda fumarat hidrataz, izositrat dehidrojenaz [NAD]
diizenleyici alt birim 3 mitokondriyal, malat dehidrojenaz ve siiksinat dehidrojenaz10
proteinlerinin ifadeleri artis gostermistir. Belirlenen bu proteinlerin ifadesi (malat
dehidrojenaz hari¢) TU+NaCl uygulamasinda azalmistir. Buna ek olarak NaCl
uygulamasma goére TU+NaCl uygulamasinda ATP sentaz delta zinciri ifadesi 6nemli
oOlglide artig gostermistir. Ayrica kontrole gore NaCl uygulamasinda sitokrom ¢ oksidaz
alt birimi 5C ifadesi 6nemli diizeyde artarken, ortama TU ilavesi protein ifadesini

onemli diizeyde azaltmistir (Cizelge 16). Yine kontrole gore NaCl uygulamasinda
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Sitokrom ¢1 1 hem proteini mitokondriyal ifadesi azalmis, ortama TU ilavesi ifade

seviyesini daha da azaltmistir.

Cizelge 4.16 TCA dogisii ve ETS’ de yer alan ve kontrole gore NaCl ve TU+NaCl
uygulamalarinda ifade seviyelerinde farkliliklar gosteren DEP’ler.

Aksesyon No Protein Ad1 Kﬁ;glo I T%grnlfI;%l
B6TBW2 ATP sentaz delta zinciri 1,205 3,42
COPDA6 Fumarat hidrataz 2,359 2,018
B4FID6 [zositrat dehidrojenaz [NAD] diizenleyici alt birim 3 mitokondriyal 3,595 2,624
AOA804QNL6 Malat dehidrojenaz 1000 1000
B6T3B4 Siiksinat dehidrojenaz10 1,98 1,308
B4FFJ1 Sitokrom ¢ oksidaz alt birimi 5C 1,916 0,001
B4FHM1 Sitokrom c1 1 hem proteini mitokondriyal 0,509 0,271
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1 Tuz Stresi Altindaki Misir Fidelerinde Fizyolojik ve Biyokimyasal

Parametreler Uzerine Tiyoiirenin Etkileri

Bitki biiylime ve gelismesinde tuz stresinin olumsuz etkilerini degerlendirmek igin
yapilan calismalarda biiyiime kinetigine ait veriler giivenilir bir gdsterge olarak kabul
edilmektedir (Igbal vd. 2020, Shahid vd. 2020, Zhao 2021). Tiyoiire (TU), tuz stresinin
bitki biiylimesi iizerindeki olumsuz etkilerinin iyilestirilmesinde rol alan bir bitki
biiylime diizenleyicisidir (Granaz vd. 2022, Dhillon vd. 2023). Mevcut ¢alismada NaCl
stresi musir fide biiyiimesini 6nemli diizeyde azaltirken, dissal TU uygulamas: fide
biiyimesini NaCl uygulamasina gore Onemli diizeyde artirmigtir. Bu sonug,
NaCl—tesvikli bilyiime inhibisyonu iizerinde TU"niin iyilestirici etkiye neden oldugunu
gostermistir. Benzer sonuglar tuz stresine maruz birakilan susam, bugday ve Gerbera
jamesonii bitkilerinde de belirlenmistir (Dhillon vd. 2023, Farooq vd. 2023, Yadav vd.
2024). Yiiksek ¢oziiniirliigii ve biyosistemlere hizli alimi nedeniyle TUniin C ve N
kaynag1 olarak fonksiyon gordiigii belirtilmistir. Ayrica, bitkilerde strese bagl redoks
dengesizligini ve ilgili hiicresel hasarlar1 azaltma kapasitesine sahip oldugu ve c¢esitli
abiyotik uyarilara kars1 toleransi artirdig: rapor edilmistir (Yadav vd. 2024). Fizyolojik
diizeyde, TU’niin kaynak-havuz iliskilerini iyilestirerek daha yiiksek iiriin verimi
sagladig1, molekiiler diizeyde hiicresel enerjiyi artirdigi, Ca?* ve ABA sinyal yolaklarini
koordine ettigi, bitki su homeostazini korudugu, antioksidan savunmay1 giiclendirdigi
ve kiikiirt metabolizmasii 1iyilestirdigi bildirilmistir (Srivastava vd. 2009). Sonug
olarak, TU uygulamasmin musir fidelerinde kaynak-havuz iliskilerini iyilestirerek,
hiicresel enerjiyi artirarak ve stres toleransini gili¢lendirerek misir fidelerinin bilylimesini

tesvik ettigi ileri siirtilebilir.

Tuz stresi kaynakl biiylime inhibisyonunun temel olarak ozmotik stresten kaynaklanan
fizyolojik ve biyokimyasal bozukluklar ve Na*/CI- gibi spesifik iyon toksisiteleri
tarafindan tetiklendigi gosterilmistir (Amin vd. 2021). Tuz stresine maruz birakilan
musir fidelerinin yaprak ve koklerinde Na* ve CI~ birikiminin arttig1 bildirilmistir. Buna
karsin K* birikiminde bir azalma tespit edilmistir. Na* ve CI~ birikimlerinin artmasinin

K" eksikligine bagl olarak gergeklestigi gosterilmistir (Qu vd. 2012, Guo vd. 2017).
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Calismamizda govde Na® igerigi kontrole gére NaCl uygulamasinda 6nemli diizeyde
artarken, K* icerigi azalmistir. Kok Na* icerigi kontrole gére NaCl ve TU+NaCl
uygulamalarinda 6nemli diizeyde artarken, K* icerigi azalmistir. Tuz stresine maruz
birakilan musir fidelerinde dissal TU uygulamasi sadece NaCl stresine kiyasla govde
Na* igerigini azaltirken, K* igerigini artirdigi bildirilmistir (Kaya vd. 2013). Benzer
sekilde ¢alismamizda kontrole gore TU ve NaCl’e gére TU+NaCl uygulamalarinda K*
icerigi onemli diizeyde artmistir. Calismamizda NaCl stresi altindaki misir fidelerine
TU uygulamasmin Na/K* oranmi diizenleyerek iyon toksistesinin etkilerini
hafifletebilecegi diger calismalara (Kaya vd. 2015, Majeed vd. 2024) benzer sekilde
gbsterilmistir. Sonug¢ olarak, TU uygulamasi, bitki hiicrelerinde K* (ana uyumlu
inorganik ¢oziinen madde) seviyesinin yiikseltilmesini ve hiicrelerin ozmotik

potansiyelini artirarak su dengesinin yeniden kazanilmasini saglayabilir.

Tuz stresi altindaki bitkilerde klorofil seviyelerindeki diisiis, oksidatif stresin tipik bir
belirtisi olarak kabul edilmistir (Smirnoff 1996). Tuz stresi kaynakli oksidatif stres
bitkilerde fotosentezi yavaslattigi ve fotosentez oranindaki yavaslamanin klorofil
icerigindeki azalma ile iligkili oldugu bildirilmistir (Stefanov vd. 2022). Tuz stresi
altindaki musir fidelerinde NaCl stresinin toplam klorofil igerigini azalttig1 bir¢ok
calisma ile gosterilmistir (Chandrasekaran vd. 2019, D’Amato ve Del Buono 2021).
Calismamizda NaCl stresi benzer sekilde klorofil igerigini 6nemli diizeyde azaltmustir.
Tuz stresine maruz birakilan musir fidelerinde NaCl uygulamasiyla azalan klorofil
igeriginin ortama TU ilavesi sonucunda artti1 gosterilmistir (Granaz vd. 2022).
Calismamizda benzer sekilde NaCl uygulamasma gére TU+NaCl uygulamasinda
klorofil igerigi dnemli diizeyde artig gostermistir. Buna gére TU’niin NaCl stresinde
oksidatif stresi azaltarak ve klorofil biyosentez yolaklarin1 tesvik ederek klorofil

iceriginde artigsa neden olabilecegi ileri siirtilebilir.

Malondialdehit (MDA) igeriginin belirlenmesi, 6zellikle bitkilerin abiyotik ve biyotik
streslere verdigi tepkilere odaklanan calismalarda lipit peroksidasyonun bir belirteci
olarak kullanilmaktadir (Morales ve Munné—Bosch 2019). Misir fidelerinde tuz
stresinin MDA igeriginde Onemli bir artisa neden oldugu bircok calisma ile
gosterilmistir (Hu vd. 2022, Hussain vd. 2023, Iftikhar vd. 2024). Caligmamizda da

misir fidelerinin yaprak dokularinda MDA igerigi kontrole gore NaCl uygulamasinda
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onemli diizeyde artmustir. Bitkilerin tuz stresine toleransinin diisiik MDA igerigi ile
iligkili oldugu ve MDA igeriginin tuz direnci ile negatif korelasyon gosterdigi ortaya
konmustur (Mohamadi vd. 2022). Mevcut calismada, NaCl uygulamasina gore
TU+NaCl uygulamast MDA igerigini azaltmistir. Sonug olarak, musir fidelerinde TU
uygulamasinin tuz stresi kaynakli oksidatif stresi azaltarak lipid peroksidasyon

seviyelerini azaltti1 6ne stirtilebilir.

Bitkiler tuz kaynakli oksidatif hasari azaltmak icin spesifik adaptif mekanizmalara
sahiptir (Hichem vd. 2009). Bu adaptif mekanizmalar igerisinde antioksidan enzim
sistemi hayati bir rol oynamaktadir. Antioksidan enzimler tuz stresi kaynakli olusan
ROT’lar1 detoksifiye etmektedirler (Hao vd. 2021). Siiperoksit dismutazin (SOD) H20>
ve Oz'nin olustugu bir reaksiyonda siiperoksit radikalini etkili bir sekilde temizledigi
bilinmektedir. Katalaz (CAT) gevresel strese maruz kalan hiicrelerde H20>'i etkin bir
sekilde su ve oksijene doniistiirmektedir. Guaiakol peroksidaz (POD), H2O2’nin OH ve
H2O’ya indirgenmesini katalize etmektedir. Askorbat peroksidaz (APX) ise H202’yi
H20’ya indirgenme reaksiyonunu katalize eden 6nemli bir enzimdir. Mevcut ¢aligsmada,
kontrole gore NaCl uygulamasinda SOD aktivitesinde degisiklik belirlenmemistir.
Bununla birlikte, TU’ye gore TU+NaCl uygulamasinda 6nemli diizeyde bir artis
belirlenmistir. NaCl uygulamast POD aktivitesini belirgin sekilde artirmistir ve bu
durum NaCl stresine bagl olarak bitkinin oksidatif stresle miicadele etmeye ¢alistigini
gostermektedir. Bununla birlikte, TU+NaCl uygulamasi POD aktivitesini NaCl
uygulamasimna gére azaltmistir ve bu durum TU’niin asir1 oksidatif strese kars
dengeleyici bir rol oynayabilecegini ileri siirebilir. APX aktivitesi kontrole gore tiim
uygulamalarda kademeli bir sekilde artmistir. Bu durum TU’niin tuz stresi altinda
antioksidan savunmay1 gii¢lendirdigini gdstermektedir. Akladious (2014), TU
uygulamasinin sicaklik stresine yanitta SOD, CAT ve APX aktivitelerini tesvik ettigi
bildirilmistir. Kaya vd. (2015)’te TU uygulamasimnin tuz stresi altindaki misir fidelerinde
SOD ve CAT aktivitelerinin tesvik edildigi vurgulanmistir. Tiyotire, tuz stresine maruz
kalan musir fidelerinde oksidatif hasar1 hafifletmek igin antioksidan savunma
sistemlerini diizenleyerek bitkiyi destekleyici bir etkiye sahip olabilir. Ozellikle APX
aktivitesindeki belirgin artig, tiyoiirenin tuz stresine karsi bitkiyi koruyucu bir rol

oynayabilecegini gostermektedir.
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Prolin, tuzluluk da dahil olmak iizere gesitli abiyotik stresler altinda yiiksek seviyelerde
biriken en yaygin i¢sel ozmolittir (Szabados ve Savouré 2010, Slama vd. 2015). Tuz
stresi basta olmak iizere abiyotik streslere yanitta prolin igeriginin arttig1 bildirilmistir
(Alam vd. 2016). Mevcut aragtirmada, NaCl uygulamasi prolin icerigini 6énemli Slgiide
artirmigtir. Bu durum, tuz stresine maruz kalan bitkilerin ozmoprotektan bir bilesen
olarak daha fazla prolin sentezledigini gostermektedir. Ayrica TU+NaCl uygulamasinda
prolin icerigi NaCl grubuna kiyasla daha diisiik seviyede bulunmustur. Bu, TU niin tuz
stresini hafiflettigini ve bitkinin asir1 prolin {retimine olan ihtiyacin1 azalttigini
distindiirmektedir. Kaya vd. (2015), tuz stresine maruz birakilan musir fidelerinde
kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda prolin igeriginde artis belirlemistir.
Benzer sekilde TU+NaCl uygulamasinin NaCl uygulamasina kiyasla prolin igerigini
daha diisiik bulmuslardir. Bu sonuglar, TU’niin tuz stresine maruz kalan musir
fidelerinde prolin seviyesini diisiirerek stresin siddetini azaltti§ini ve bitkinin daha
dengeli bir metabolik tepki vermesini sagladigini gdstermektedir. Bu, TU niin bitkiyi

asir1 stres tepkilerinden koruyarak biiylimesini destekleyebilecegini diisiindiirmektedir.

5.2 Tuz Stresi Altindaki Misir Fidelerinde Tiyoiirenin Transkriptomik Degisimler

Uzerine Etkileri

Transkriptomik, farkli bitki gelisim evrelerinde ve/veya farkli ¢evre kosullarina bagh
olarak ifadesi degisen genlerin anlasilmasina yardimci olmaktadir. Mevcut aragtirmanin
sonuglari, NaCl ve TU+NaCl uygulamalarmin misir fidelerinin yaprak dokusundaki gen
ifadesi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir. Gen ifade profillerindeki
degisiklikler RNA-seq analizleriyle belirlenmis ve biyoinformatik yontemlerle
degerlendirilmistir. Gen ontolojisi (GO) analizlerine gore strese yanit, sekonder
metabolit biyosentezi, karbonhidrat metabolizmasi, hiicre ¢eperi sentezi ve hormon
biyosentezi ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Bu genlerin, hiicresel bilesenler,

metabolik fonksiyonlar ve biyolojik siireclerde gorev aldig1 belirlenmistir.

ATP-baglayic1 kaset (ABC) proteinleri, bitki gelisiminde 6nemli roller oynayan ve

cesitli abiyotik streslere karsi gorev alan baslica transmembran tastyicilardir. ABC
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tastyicilarinin  polar oksin tagmimi, lipid katabolizmasi, hastalik direnci, stoma
fonksiyonu ile biyotik ve abiyotik streslere bagli cesitli silireclerde yer aldigi
bildirilmistir (Chen vd. 2018, Zhang vd. 2024). Tuz stresine maruz birakilan Oryza
sativa fidelerinde yapilan c¢alismalarda, ABC genlerine odaklanilmis ve bircok ABC
geninin tuz stresine bagli olarak ifadesinin arttigi gozlemlenmistir (Saha vd. 2015).
Zhang vd. (2024) ise Prunus dulcis bitkisinde ABC genlerinin tuz stresine yanit olarak
farkli sekilde ifade edildigini ortaya koymustur. Zhang vd. (2020), arpa bitkilerinde
ABC genleri ve proteinlerinin gesitliligine dayanarak, farkli stres kosullar altinda verim
artis1 icin ABC genlerinin potansiyel adaylar olabilecegini bildirmistir. Calismamizda,
NaCl uygulamasia kiyasla TU+NaCl uygulamasinda ABCG29 gen ifadesinde 6nemli
bir artis gézlemlenmistir. Bu sonug, TU uygulamasinin ABCG29 gen ifadesini tesvik
ederek stres kosullari altinda bitkinin metabolik ve fizyolojik adaptasyonunda onemli

bir role sahip olabilecegini desteklemektedir.

Akuaporinler, su ve kiigiik ¢6ziinmiis maddelerin transmembran taginmasini
kolaylastiran membran proteinleridir (Maurel vd. 2008, Lopez vd. 2012). Tuz stresine
maruz birakilan domates fidelerinin kdk ve yapraklarinda, su tasiniminda 6nemli rol
oynayan genlerin (PIP1-1, PIP1-3, PIP1-7, PIP2-10 ve PIP2-12) ifadelerinin azaldigi
bildirilmistir (Jia vd. 2020). Ayrica, PIP genlerinin ifadesinin stresin siiresine ve
dokunun tipine bagl olarak degiskenlik gdsterdigi ve tuz stresi altinda su taginmasinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir. Pou vd. (2016), tuz stresi
(150 mM NaCl) altindaki Arabidopsis fidelerinde PIP2-7 gen ifade seviyelerinin
azaldigim1 rapor etmistir. Arastirmacilar, bu verilerin tuz stresi kosullarinda PIP
transkripsiyonunun baskilanmasi ve kanal igsellestirilmesinin, akuaporin aktivitesinin
modiilasyonu ile uyum iginde oldugunu ve dolayisiyla bitkinin su ile iliskili
parametrelerini kisa vadede 6nemli 6l¢iide degistirdigini ileri stirmiistiir. Calismamizda,
kontrole kiyasla NaCl uygulamasinda akuaporin PIP2-3 geninin ifadesinde bir azalma
gbzlemlenmis olup, bu azalmanin NaCl’e kiyasla TU+NaCl uygulamasinda daha
belirgin oldugu tespit edilmistir. Su tagiimindan sorumlu akuaporinlerin gen ifade
seviyesindeki azalmanin hem stres kosullarinda hem de stres altinda iyilestiricilerin
varliginda gbzlemlenmesi, PIP transkripsiyonunun baskilandigint ve akuaporin

aktivitesinin modiile edilmesiyle iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. Gelecekte, farkli
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stres kosullarinda iyilestiricilerin PIP protein ifade profilleri iizerindeki etkisinin
belirlenmesi, PIP izoformlarinin bollugunun analiz edilmesi ve spesifik antikorlar

kullanilarak yapilan arastirmalarin genisletilmesi 6nemli olacaktir.

Reseptor benzeri protein kinazlar (RLK'ler), bitkiye 6zgii hiicre yiizeyi reseptdr protein
kinazlarmin olduk¢a genis bir ailesidir ve bitki genomlar tarafindan kodlanan en biiyiik
transmembran protein grubunu olusturmaktadir. RLK'ler bitki biliylime ve gelisimi ile
savunma sisteminin diizenlenmesinde igsel veya digsal sinyal molekiillerini algilamak
icin plazma membraninda yer almaktadir (Taylor vd. 2016). MAPK sinyal yolaklari,
birgok RLK aracili sinyal yolaginda hiicre dis1 sinyaller ile hiicre i¢i transkripsiyon
faktorleri arasinda koprii kurmaktadir (George vd. 2017). RLK’lerin stres kosullarinda
bitki hiicrelerinde iyon homeostazinin diizenlenmesinde rol oynadigi (Amin vd. 2020)
ve homeostazin korunmasina bagli olarak bitkilerin canliliklarini siirdiirebilmelerinin
(Kumar ve Mosa 2015) RLK’lerin ifadesine bagimli oldugu bildirilmistir. Tuz stresine
maruz birakilan Prosopis juliflora’da artan yonde diizenlenen bir RLK olan HSL1
geninin stres yanitlarinda 6nemli bir rol oynadig bildirilmistir (George vd. 2017). Farkli
NaCl konsantrasyonu ve siirelerine maruz birakilan diploid ve ototetraploid Cin hiinnab1
(Ziziphus  jujuba) bitkilerinde ifadesinde degisiklik gosteren farkli RLK’ler
belirlenmistir (Li vd. 2019). Arastirmamizda, NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda bir
RLK olan HSL1 gen ifadesinde 6nemli diizeyde bir azalma belirlenmistir. HSL1 geninin
ifadesindeki azalma tuz stresine yamtta TU’niin iyilestirici bir rolii olabilecegini

gostermektedir.

Prolin, ozellikle tuz stresi de dahil olmak iizere cesitli abiyotik streslere yanitta
bitkilerde biriken en yaygin igsel ozmolittir (Slama vd. 2015, Al Hinai vd. 2022, Pingle
vd. 2022). Bir¢ok calisma, kontrole kiyasla tuz stresi altindaki bitkilerde prolin
iceriginin Onemli diizeyde arttigim1 gostermistir (Moghaddam vd. 2020, Shin vd. 2020,
Hnilickova vd. 2021). ARF1 (ADP-ribozilasyon faktorii 1), oksine bagl cesitli
gelisimsel siireglerde ve prolin biyosentezinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Tuz
stresine maruz birakilan transgenik Panicum virgatum fidelerinde, PvARF genlerinin tuz
stresi altinda prolin birikimini olumlu yonde diizenlemek icin prolin biyosentez

genlerini tesvik ettigi kanitlanmistir (Guan vd. 2020). ARF1 geninin asir1 ifadesinin
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transgenik ¢eltik, Arabadopsis ve Spartina alterniflora'da tuz toleransinin
saglanmasinda rol oynadig1 gosterilmistir (Joshi vd. 2014). Calismamizda ARF1 gen
ifadesi NaCl’e gdre TU+NaCl uygulamasinda &nemli diizeyde artis gostermistir. Bu
sonug, tuz stresi altindaki bitkilerde TU niin prolin biyosentezini diizenleyerek NaCl

toleransina katkida bulunabilecegini gdstermektedir.

Serin (Ser) amino asidi, niikleotidler ve fosfatidil Ser ve sfingolipidler gibi Ser tiirevi
lipidler dahil olmak {izere hiicre c¢ogalmasi i¢in gerekli proteinlerin ve diger
biyomolekiillerin sentezi igin gereklidir (Cascales Mifiana vd. 2013). Ser, triptofan gibi
diger amino asitlerin iiretiminde (Benstein vd. 2013) ve glisin betainin yan1 sira
fosfatidilkolin sentezinde Onemli bir Onciidiir (Kito vd. 2017). Ser biyosentezi
fosfogliserat dehidrogenaz (PGDH) enzimi tarafindan katalize edilmektedir.
Arabidopsis’te PGDH1 ve PGDH2'nin tuz stresi ile tesvik edildigi gosterilmistir.
Bununla birlikte, yabani tipe gore PGDH1 genini asir1 ifade eden bitkilerin, tuz stresi
kosullarina daha iyi tolerans gosterdigi bildirilmistir (Rosa—Téllez vd. 2020). Tuz
stresine maruz birakilan Beta vulgaris’in yaprak, yaprak sap1 ve kok dokularinda PGDH
aktivitesinin artan diizeyde ifade oldugu bildirilmistir (Kito vd. 2017). Calismamizda
PGDH ifadesi NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda énemli diizeyde artis gdstermistir.
PGDH ifadesindeki TU tesvikli bu artis, Ser ve Ser tiirevli bilesiklerin sentezinde artisa

neden olarak NaCl toleransina katkida bulunabilir.

Glutamat, proteinlerin (glutamin, prolin, arginin, histidin, y—aminobiitirik asit ve
GABA) ve polipeptitlerin (glutatyon) sentezinin onciilii olan bir amino asittir (Brosnan
ve Brosnan 2013, Reiner ve Levitz 2018). Glutatyonun bitkilerde tuz stresine yanitta yer
aldig1 iyi bilinmektedir (Chang vd. 2010, Cheng vd. 2016, Qiu ve Li 2020). Domateste
GS/GOGAT dongiisiiniin tuz stresi altinda prolin sentezi i¢in 6énemli bir rol oynadig
gosterilmistir (Liu vd. 2016). Calismamizda GOGAT sentez geni GLT’nin ifadesi
NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda énemli diizeyde artis gdstermistir. Buna gére,
tuz stresine yanitta rol aldigi bilinen GOGAT aktivitesi TU ilavesi ile tesvik edilmistir.
Tuz stresinin karpuz bitkisinde glutamat sentez yolaginda anahtar rol alan GS/GOGAT
dongiisiiniin aktivitesini onemli 6lgiide azalttign bildirilmistir (Yang vd. 2013). TU

uygulamasinin NaCl uygulamasina kiyasla tuz stresine toleransta dnemli rol oynadigi
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gosterilen GS/GOGAT déngiisiiniin aktivitesini énemli dlgiide artirmast TU’niin misir
tuz tolerans mekanizmasini gelistirmede potansiyel bir bilesik oldugu sonucunu

gosterebilir.

Temel bir makro besin maddesi olarak kalsiyum (Ca?*), hiicre ¢eperi ve zarm stabilize
etmek, diger besin maddelerinin metabolik siireglerini iyilestirmek, enzimatik ve
hormonal siiregleri diizenlemek gibi bitkilerde 6nemli roller oynamaktadir. Kalsiyum
ayn1 zamanda hiicre ve bitki gelisiminin bircok yoniine ve strese karsi direng tepkisine
aracilik eden sekonder bir haberci olarak gorev yapmaktadir (White ve Broadley 2003,
Jaleel vd. 2007, Jaleel ve Azooz 2009). Ayrica Ca?"’un, bitkide Na* akisinin ana
yolunda gorev alan segici olmayan katyon kanalint (NSCC) bloke ederek tuz kaynakli
Na® toksisitesini iyilestirebilecegi gosterilmistir (Demidchik ve Tester 2002, Shabala
vd. 2006). Onemli bir Ca?" baglayici protein olan kalretikiilin (CRT), bitkilerin
endoplazmik retikulumunda (ER) Ca?** homeostazinin diizenlenmesinde &nemli bir rol
oynamaktadir. Kalneksin (CNX2), endoplazmik retikulumda yeni sentezlenen
monoglukozillenmis glikoproteinlerle etkilesime giren Ca?* baglayici proteindir. Protein
birlesmesine ve/veya birlesmemis protein alt birimlerinin ER iginde tutulmasinda
yardimci olarak rol oynamaktadir. Domates bitkilerinde yiiksek tuz stresine yanit olarak
CNX ve CRT ifadesinin arttig1 bildirilmistir (Fu vd. 2016). Benzer sekilde, NaCl stresine
maruz birakilan bugday fidelerinde CNX ve CRT ifadelerinin artis gosterdigi rapor
edilmistir. Calismamizda NaCl uygulamasinda CRT ve CNX gen ifadeleri artis
gosteritken, TU uygulamas: ile genlerin ifade diizeyleri énemli dl¢iide azalmistir.
Kalsiyum bagimli protein kinazlar (CPK'lar), iyon kanallari, transkripsiyon faktorleri ve
metabolik enzimler dahil olmak iizere cesitli substratlar1 fosforile ederek Ca?*
sinyallerini fizyolojik tepkilere aktaran bitki sinyalizasyonunun kilit aktorleridir. Birgok
calismada CPK’larin tuz stresine yanitta rol aldig1 gosterilmistir. Yabanil bitkilere gore
CPK®6 ve CPK3'ii asir1 ifade eden transgenik Arabidopsis fideleri tuz stresine karsi artan
bir tolerans gostermistir (Mehlmer vd. 2010, Xu vd. 2010). Pamukta (Gossypium
hirsutum L.) CPK8, CPK38, CPK54 ve CPK55 genlerinin susturulmasinin tuz stresine
kars1 hassasiyeti arttirdigi  gosterilmistir. Calismamizda kontrole gore NaCl
uygulamasinda CPK24 gen ifadesi artarken, NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda ise

onemli diizeyde azalis gostermistir. Kalsiyum bagimli protein kinazlarin bitkilerin stres
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toleransinda yer almasina ragmen, etki mekanizmasinin daha fazla arastirilmasi

gerekmektedir.

Kitinazlar, kitin, kitosan, lipokitooligosakkaritler, peptidoglikan, arabinogalaktan ve
N-—asetilglukozamin igeren glikoproteinleri hidrolize eden ve patojen stresi basta olmak
lizere tuz, ozmotik, soguk ve agir metal gibi bitki abiyotik streslerine karsi yanitta yer
alan biiyiik bir protein ailesidir. Arabidopsis thaliana’da AtChiA geninin tuz ve
yaralanma stresi altinda ifade edildigi gosterilmistir (Takenaka vd. 2009). Kitinazlarin
titiin (Nicotiana tabacum) ve kanath fasulyede (Psophocarpus tetragonolobus) tuza
adaptasyonda tesvik edildigi bildirilmistir (Yun vd. 1996, Tateishi vd. 2001). Mevcut
aragtirma sonuglar1 ChitA ve Chi gen ifadelerinin kontrole gore NaCl uygulamasinda
artigini ancak NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda azaldigini  gostermistir.
Arabidopsis’te AtCTL1 (kitinaz benzeri protein 1) geninin tuz ve kuraklik streslerine
tolerans igin gerekli oldugu gortilmiistiir (Kwon vd. 2007). Chill'i ifade eden domates
transgenik bitkileri tuz, kuraklik ve fungal streslere karsi gelismis tolerans gostermistir
(Kumar vd. 2016). Bu baglamda, NaCl uygulamasimin ChitA ve Chi gen ifadelerini
artirmasi, bitkinin tuz stresine karsi bir savunma tepkisi gelistirdigini gostermektedir.
Ancak, TU+NaCl uygulamasinda bu genlerin ifadesindeki azalmanin, TU’niin bitkinin
stres yanit mekanizmalarina farkli bir sekilde etki ettigini diisiindiirmektedir. TU niin
antioksidan savunma sistemleri ve iyon homeostaz1 gibi farkli stres tolerans
mekanizmalarini harekete gegirerek, kitinaz genlerinin asir1 aktivasyonuna olan ihtiyaci
azaltabilecegi ileri siiriilebilir. Bu durum, TU'niin tuz stresini hafifleten bir bilesik
olarak rol oynayabilecegini ve bitkide farkli stres sinyal yollarim1 diizenleyerek genetik

diizeyde adaptasyonu destekleyebilecegini gostermektedir.

Dirigent (DIR) proteinlerini kodlayan gen ailesi agirlikli olarak savunma tepkisi,
sekonder metabolizma ve lif biyosentezinde yer almaktadir (Ralph vd. 2006). Gévdeye
Ozgii ifade sergileyen bir Saccharum officinarum dirigent geninin (ScDIR) kuraklik, tuz
ve oksidatif streslere yanit verdigi bildirilmistir (Jin—Long vd. 2012). CaiQiu vd.
(2010), tuzluluk—alkalin stresine maruz birakilan Tamarix androssowii‘de TaDIR ifade
seviyelerinin arttigin1 bildirmistir. Calismamizda DIR gen ifadesi kontrole gore NaCl

uygulamasinda artmustir. NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda ise DIR gen ifadesi
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onemli diizeyde azalmistir. Bu sonug, tuz stresi altinda TU’niin sekonder

metabolizmada diizenleyici bir rol oynadigini gostermektedir.

f—glukanlar musir, yulaf ve arpa gibi bitkilerin hiicre ¢eperlerinde bulunan
karbohidratlardir. PB—glukanin bir savunma elisitorii olarak hareket edebildigi ve
savunma yanitin1 tesvik edebilecegi bildirilmistir (Winter vd. 2014, Shah vd. 2015,
Chandrasekar vd. 2022). Tuz stresine maruz birakilan Carex rigescens’de,
f—D—glukanlar1 spesifik olarak hidrolize edebilen glukan endo—1,3—beta—glukozidaz
(BG2) gen ifadesinin artis gosterdigi bildirilmistir (Zhang vd. 2020). Calismamizda
BG2 gen ifadesi kontrole gore NaCl uygulamasinda arttig1 ancak NaCl’e gore TU+NaCl
uygulamasinda 6nemli diizeyde azaldigi belirlenmistir. BG2 geninin pamuk (Li vd.
2015) ve arpada (Mostek vd. 2016) tuz stresine yanitta artan yonde diizenlendigi rapor
edilmistir. Ayrica, bu genin beta—glukan ile iligkili hiicre ¢eperi organizasyonunu aktive
ettigi ve daha sonra bitki dogal bagisikligini tesvik ederek tuz toleransini olumlu yonde
etkiledigi gosterilmistir (Fesel ve Zuccaro 2016). Sonug olarak, TU+NaCl kosulundaki
BG2 gen ifadesinin azalmasi, bu kosulun bitkide tuz stresine karsi daha spesifik ve
dengeli bir yanit1 tetikledigini diisiindiirebilir. Bu, bitkinin savunma sisteminin agiri
aktivasyonunu Onlemeye calisti§i ve bu sayede tuz stresine daha uygun bir sekilde

adapte olabilecegi anlamina gelebilir.

Tiyoredoksin (Trx) siiper ailesine ait protein disiilfit izomerazlar (PDI), substratlarinda
protein disiilfit baglarinin olusumu, indirgenmesi veya izomerizasyonu ile sonuglanan
tiyol—distlfit degisimini katalize etmekte ve bununla birlikte, yanlis katlanmis
proteinlerin toplanmasii1 engellemek icin bir saperon olarak islev goérmektedir.
Bitkilerde PDI genlerinin abiyotik streslere yanitta rol oynadiklari gosterilmistir.
Misirda PDI genlerinin tuz, ozmotik ve soguk stresleri altinda yiiksek oranda ifade
edildigi bildirilmistir (Liu vd. 2009). Mevcut arastirmamizda PDIL1-1 gen ifadesinin
kontrole gére NaCl uygulamasinda arttig1 ve NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda
onemli diizeyde azaldig1 tespit edilmistir. Tuz stresine maruz birakilan nohutta (Cicer
arietinum) dort PDI geninin (CPDI2, CaPDI6, CaPDI7 ve CaPDI8) ifade edildigi
gosterilmistir (Parveen vd. 2024). Zoysia matrella'da bes ZmPDI geni tanimlanmis ve

bu genlerin NaCl uygulamalarina yanit olarak artan yonde diizenlendigi bildirilmistir
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(Xiao vd. 2018). Sonug olarak, TU+NaCl uygulamasindaki PDIL1-1 gen ifadesinin
azalmasi, bu bilesigin stres yamtlarim diizenleyen roliinii yansitiyor olabilir. TU'niin
bitkinin tuz stresine verdigi tepkiyi dengelemesi, savunma yanitlarin1 optimal seviyede
tutmaya yonelik bir strateji olarak degerlendirilebilir. Bu, bitkilerin ¢evresel streslere

kars1 daha etkili bir sekilde adaptasyonlarini saglayan bir mekanizma olabilir.

Bir¢ok gen ve ¢oklu mekanizma, bitkilerin abiyotik streslere karsi tepkilerini kontrol
etmektedir. WRKY ailesi de asag1 akis (downstream) genlerinin ifadesini diizenleyerek
bitkilerin abiyotik strese adaptasyonunda gorev almaktadir. WRKY TF ailesinin tuz
stresi gibi abiyotik streslere yanittaki rolii nedeniyle ¢ok sayida ¢alisma
gerceklestirilmis ve g¢eltikte 100'den fazla protein ve Arabidopsis’te 74 protein
tanimlanmistir (Huang vd. 2022). Calismamizda WRKY30 gen ifadesi kontrole gore
NaCl uygulamasinda artarken TU ilavesi ile énemli diizeyde azalmistir. Bununla
birlikte, WRKY6 gen ifadesi NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda dnemli diizeyde
azalmistir. Bu sonug, WRKY30'un da tuz stresine kars1 adaptasyonu diizenleyen bir gen
oldugu diisiindiirebilir. Arabidopsis’te AtWRKY8 ve AtWRKY74’iin tuz stresi toleransini
olumlu yonde diizenledigi ve tuz stresine karsi toleransi onemli diizeyde artirdigi
gosterilmistir (Hu vd. 2013). Domateste SIWRKY8’in asir1 ifadesinin bitkilerin kuraklik
ve tuz stresine karsi toleransin artirdig bildirilmistir (Gao vd. 2022). Soya fasulyesinde
66 GmMWRKY geni tuz stresine yanit olarak farkli ifade modelleri sergilemis, bunlardan
12'sinin 6nemli bir degisiklik gostermedigi, 35'inin azaldigi ve 19'unun arttigi
gosterilerek tuz stresinde WKRY gen ailesinin 6nemi rapor edilmistir (Yu vd. 2016).
Calismanizda gozlemlenen sonuglar, WRKY30 ve WRKY6 genlerinin tuz stresine karsi
farkli yollarla adapte oldugunu ve TU uygulamasinin bu yanitlari dengeledigini

gostermektedir.

Mikrotiibiiller, i¢i bos silindirik bir yap1 olusturan on ii¢ paralel protofilamandan olusan
hiicre iskeleti polimerleridir. Her bir protofilament, o—tubulin ve p—tubulin
heterodimerlerinin farklt yapisal polarite ile bastan kuyruga istiflenmesinden
olusmaktadir (Yang ve Zhou 2016). Mikrotiibiiller, tuz stresine kars1 bitki yanitlarinda
temel rol oynayan dinamik hiicre iskeleti yapilaridir (Yang vd. 2022). Arabidopsis’te

gerceklestirilen bir¢ok c¢alisma, farkli mikrotiibiil ve tubulin genlerinin tuz stresine
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yanitta rol oynadigini gostermistir (Wang vd. 2007, Zhang vd. 2012, Dou vd. 2018,
Yang vd. 2022). Mevcut ¢alismada, mikrotiibiillerle etkilesime giren bitkiye 0zgii
protein MAP70—-2 (microtubule—associated protein 70-2) ve MAP65—6 (65—kDa
microtubule—associated protein 6), hiicre iskeleti organizasyonu ve mikrotiibiil yapisina
dahil olan proteinler TUBB6 (tubulin beta—6 chain), TUBA (tubulin alfa chain) ve
mikrotiibiil fonksiyonu {lizerinde etkili olan NEKS5 (serin/treonin—protein kinaz)
proteinlerini kodlayan genlerin NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda artan yonde
diizenlendigi belirlenmistir. Bu sonuglar, tuz stresi altinda TU’niin hiicre iskeletini
diizenleyerek hiicre yapisinin korunmasinda ve tuz toleransin artirilmasinda rol

oynayabilecegini gostermektedir.

Bitkiler, yiliksek tuzlulukla basa ¢ikmak i¢in sitoplazmik uyumlu ¢oziinen madde
havuzlarint hassas bir sekilde ayarlamaktadir. Bu baglamda sekerlerin taginmasi ve
dagilimi, bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi lizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir. Bir¢gok
seker tuz stresine yanitta dnemli roller almaktadir. Trehaloz (Tre), tuzluluk toleransini
tesvik etmek icin miikkemmel bir ozmolit olarak kesfedilmis bir sekerdir. Tuzluluk stresi
altinda Tre, membran biitiinliiglinlin korunmasi, su dengesinin saglanmasi, besin
aliminin artmasi ve elektrolit sizintist ile lipid peroksidasyonunun azaltilmasinda gorev
almaktadir. Tuz stresinin neden oldugu oksidatif hasarlardan fotosentetik aparati
koruyarak ve sinyal molekiilleri ile fitohormonlarla sinyalizasyon iligkisinde yer alarak
tuzluluga toleransi tesvik etmek icin bitki gévdesinde ultra—yap1 degisikliklerine neden
olmaktadir. Celtikte trehaloz—6—fosfat sentaz1 (OsTPS1) kodlayan genin asir1 ifadesinin
Tre ve prolin birikimini artirarak strese duyarli genleri (WSI18, RAB16C, HSP70 ve
ELI) diizenledigi ve tuzluluk toleransinda artisa katkida bulundugu bildirilmistir (L1 vd.
2011). Arastirmamizda NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda tuz stresinin olumsuz
etkilerinin azaltilmasinda rol oynadig1 bilinen TPS gen ifadesi 6nemli diizeyde artis
gostermistir. Cicer arietinum bitkisinde tuz stresine yanitta TPS gen ifade seviyelerinin,
tuz stresinin etkilerinin azaltilmasinda énemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Kumar vd.
2022). Bu bulgular, TU’niin seker metabolizmasini tesvik ederek tuz stresine toleransi

gelistirebilecegi one siiriilebilir.

Glikozilasyon, bitkilerde c¢ok c¢esitli biyolojik siireclerde meydana gelmektedir.
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Glikoziltransferazlar (GT'ler) bitki bilesiklerinin glikozilasyonundan sorumlu enzimler
olup, seker molekiillerinin aktif dondr molekiillerden lipidler, proteinler, niikleik asitler
ve diger kiigiik molekiiller gibi spesifik alic1 molekiillere transferini katalize etmektedir
(Lairson vd. 2008). Bitki glikoziltransferaz (GT) ailesi genleri, bitkilerin abiyotik stres
toleransinda rol oynamaktadir. Arabidopsis glikoziltransferaz UGT85A5'in ektopik
ifadesinin tiitiinde tuz stresi toleransimi artirdigi gosterilmistir (Sun vd. 2013).
Arastirmamizda NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda GT1 ve GT61 genlerinin ifadesi
onemli diizeyde artis gosterdigi tespit edilmistir. Celtik fidelerinde glikoziltransferaz
geni UGT2’nin tuz stresi toleransinda rol aldigi bildirilmistir (Wang vd. 2023). Bu
baglamda musirda GT genlerinin ifadelerindeki degisimlerin TU’niin tuz stresine

toleransta rol alabilecegini gostermektedir.

Bitki hiicre ¢eperleri polisakkaritler (seliiloz, hemiseliilozlar, pektinler, lignin ve siiberin
gibi), cesitli yapisal proteinler ve yag asidi tiirevi bilesiklerden olusmakta ve bunlar
bitkinin biiyiimesi, gelismesi ve olumsuz cevresel etkilerden (hem biyotik hem de
abiyotik) korunmasinda 6nemli roller oynamaktadir (Lampugnani vd. 2018). Abiyotik
stres sirasinda, bitki hiicre ¢eperinin yapisal o6zellikleri koruma saglamakta ve bitkiler
tizerindeki her tirlii zararli etkiye karsi ilk savunma hatt1 olarak hareket etmektedir
(Somerville vd. 2010). Bitki hiicre ¢eperinde, seliiloz hem primer hem de sekonder
hiicre duvarmin ana bilesenini olusturmakta ve fotosentez iiriinleri i¢in 6nemli bir
havuzu temsil etmektedir (Demura ve Ye 2010). Seliiloz sentazlar (CesA) seliiloz
sentezinde rol oynayan baslica enzimlerdir. Arabidopsis'te, CesA genlerinin tuz stresine
yanitta rol aldig1 (Heyndrickx vd. 2014) ve CesA6 geninin tuz stresi toleransi igin
onemli oldugu (Zhang vd. 2016) bildirilmistir. Caligmamizda NaCl’e gére TU+NaCl
uygulamasinda hiicre ¢eperi biyosentezinde yer alan alti genin CesA
(Zm00001eb046440, Zm00001eb095350), CesAll, CesAl2, CesA13, CESAl_2 ifade
seviyesi Onemli diizeyde artis gostermistir. Bununla birlikte, hiicre g¢eperi seliiloz
biyosentez siirecinde ve seliiloz mikrofibril organizasyonunda yer alan Bk2L7 geninin
de arttig1 tespit edilmistir. Sekonder hiicre ¢eperini olusturan hemiseliiloz, ksilan adi
verilen B—(1,4)—baglh ksiloz birimlerinden olusan bir polimerdir. Plazma zarindaki
biiylik kompleksler tarafindan sentezlenen seliillozun aksine, ksilan golgi aygitindaki

enzimler tarafindan sentezlenmektedir. Bu nedenle ksilan sentezi, bu sentetik enzimlerin
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yani sira substratlari sentezleyen ve golgiye tasiyan diger enzimlerin koordineli hareket
etmesini ve dilizenlenmesini gerektirmektedir. Bu nedenle, UDP—ksiloz tastyicilari
ksilan sentezi i¢in gerekmektedir (Rennie ve Scheller 2014). Tuz stresine maruz
birakilan Lotus tenuis’te seliiloz ve hemiseliilloz igeriginin 6nemli diizeyde azaldigi
gosterilmistir (Vago vd. 2021). XTH (ksiloglukan endotransglukozilaz/hidrolazlar)
hemiseliiloz modifikasyonu i¢in gerekmektedir. Tuz stresine maruz birakilan Medicago
truncatula, kavak, halofit Salicornia europaea bitkilerinde XTH'lerin farkli ifade
profilleri gosterdikleri bildirilmistir (Xuan vd. 2016, Cheng vd. 2021, Tiika vd. 2021).
Bu baglamda, tuz stresine yanitta hemiseliilloz ve bilesenlerinin 6nemi vurgulanmistir
(Dabravolski ve Isayenkov 2023). Calismamizda NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda
UXT1 (UDP—xylose transporter 1) ifadesi onemli diizeyde artis goéstermistir. Bu
sonuglar, TU’niin hiicre ceperi metabolizmasini etkileyerek hiicre biitiinliigiiniin
korunmasinda rol oynayabilecegi ve buna bagl olarak tuz stresine toleransa katkida

bulunabilecegini gostermektedir.

Bitki sekonder metabolitleri (SM'ler) primer metabolik siireclerin dogal yan iiriinleridir.
SM'ler bitki biiytimesi, metabolizmas1 ve gelisiminde dogrudan bir rol almazken bitki
savunma mekanizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. SM'lerin birincil islevi, olumsuz
kosullar altinda bitkilerin biiylimesini ve hayatta kalmasini iyilestirmektir (Zandalinas
vd. 2017). SM'ler, stresli ortamlarda bitki biiyiimesi ve hayatta kalmas1 {izerinde uzun
vadeli etkiler gostermektedir (Agostini—Costa vd. 2012, Kurepin vd. 2017). Bitkilerde
alternatif mekanizmalarla ¢ok cesitli SM'ler sentezlenmekte ve terpenler, fenoller ve
alkaloidler olarak simiflandirilmaktadir. Fenolik bilesikler, bitkilerde fenilalaninden
sikimik asit yolu ve malonik asit yolu kullanilarak sentezlenmektedir (Ghasemzadeh vd.
2011). Fenilalanin amonyum liyaz (PAL) ve kalkon sentaz (CHS), ¢esitli stres kosullari
altinda bitki fenolik seviyelerini diizenleyen ve fenolik bilesiklerin sentezlenmesinde
onemli rol oynayan anahtar enzimlerdir. Sekonder metabolitlerin tuzluluk stresi altinda
olumsuz etkilendikleri iyi bilinmektedir (Salim vd. 2019, Sofy vd. 2020, Raza 2022).
Calismamizda NaCl’e gére TU+NaCl uygulamasinda, fenilalanin dnciisii olan korizmat
sentez enzimi DHS (Phospho—2—dehydro—3—deoxyheptonate aldolase), sikimik asit
yolunda gorev alan SK (sikimat kinaz), fenolik bilesiklerin sentezlenmesinde anahtar

rolii olan PAL, terpen biyosentezinde yer alan TPS1 (Acyclic sesquiterpene synthase),
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KSB (Ent—kaurene synthase B), TPS7 (T—kadinol sentaz), CAMS1 (Camelliol C
synthase), alkaloid metabozlizmasinda ve strese yanitta yer alan IRL (Isoflavone
reductase homolog IRL) genleri artan ifade profilleri gdstermistir. TU’niin tuz stresine
yanitta sekonder metabolit biyosentezini artirmasi 6nceki calismalarin sonuglar ile
benzerlik gostermistir (Golkar vd. 2019, Assaf vd. 2022, Shahid vd. 2023). Bu
baglamda abiyotik streslerle miicadelenin anahtar1 olan sekonder bilesiklere ait

yolaklarm TU ile tesvik edilmesi tuz stresine toleransta dnemli oldugu &ne siiriilebilir.

Bitki biiylime diizenleyicileri olarak kabul edilen fitohormonlar, farkli biyosentez
yollarindan sentezlenen, stresli kosullar altinda ya da normal biliylime ve gelisme
tepkilerine aracilik etmek i¢in sentezlendikleri yerde veya bitkinin farkli kisimlarina
tasinarak orada etkili olan bilesiklerdir (Peleg ve Blumwald 2011). Bitkiler bir¢ok
fizyolojik ve biyokimyasal siireci absisik asit (ABA), gibberellin (GA), etilen (ETHY),
oksin (IAA), sitokinin (CK) ve jasmonik asit (JA) gibi cesitli fitohormonlarin aktivitesi
ile koordineli bir gekilde diizenlenmektedir (Igbal vd. 2014). Fitohormonlar gelisim
stirecini  diizenlemekle birlikte farkli abiyotik streslere karst bitkilerin savunma
mekanizmasinda da onemli roller tistlenmektedir. Tuz stresi kosullarinda, fitohormon
seviyeleri ve aktiviteleri degiserek bitkilerin fizyolojik siireglerini diizenlenmektedir
(Yang vd. 2017, Zhang vd. 2017, Wei vd. 2018, Hoang vd. 2019, Jang vd. 2020, Wang
vd. 2020). Absisik asit (ABA) bitki biiylimesini, gelisimini ve stres tepkilerini
diizenleyen 6nemli bir fitohormondur. ABA’nin farkli bitkilerde tuz stresine yanitta
gorev aldigi bildirilmistir (Wang vd. 2015, Sah vd. 2016, Dar vd. 2017, Marusig ve
Tombesi 2020). Stres sirasinda ABA, PYL (pyrabactin resistance) reseptoriine
baglanarak PP2C aktivitesinin inhibisyonuna ve ardindan SnRK2'lerin (SNF1-ilgili
protein kinazlar) aktivasyonuna neden olmaktadir (Fujii vd. 2009, Wang vd. 2018).
Calismamizda NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda, hiper ozmotik yanitin sinyal
iletiminde rol oynayan ve PYL10, PP2C53 ve SAPKS ile stres yanitinda yer alan ve
ABA sinyal modiiliinii olusturan SAPK10 (serin/treonin-protein kinaz) gen ifadesi
Oonemli diizeyde artis gostermistir. SnRK2'ler, ABRE'ler (ABA—duyarli promotor
elementler) ve ABF'ler (ABRE baglayict faktorler) gibi g¢esitli transkripsiyon
faktorlerini aktive etmektedir. Tuz stresi kosullart altinda ABA'ya duyarli fizyolojik
stirecleri diizenleyen SnRK2 kinaz aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Du vd. 2012,

121



Golldacket vd. 2014). Bu bulgular, ABA sinyal yolunun ve SAPK10 gibi kinazlarin tuz
stresine kars1 bitkilerin adaptasyonunda 6nemli bir rol oynadigint ve bu mekanizmanin

TU ile daha etkin hale getirilebilecegini gdstermektedir.

Oksin, bitkilerin tuz ve kuraklik stresine yanitin diizenlemesinde rol oynayan c¢ok
onemli bir fitohormondur. Kimyasal bir haberci olarak oksin, DNA baglayici oksin
cevap faktorleri (ARF) olarak adlandirilan, islevsel olarak farkli transkripsiyon
faktorlerinden olusan bir aile araciligiyla gen ifadesini diizenlemektedir. Mevcut
arastirmada, NaCl’e gore TU+NaCl uygulamasinda iic farkli ARF geninin
(Zm00001eb350370, Zm00001eb284310 ve Zm00001eb301590) ifadesi Onemli
diizeyde artis gostermistir. Cesitli ¢alismalar, ARF'lerin bitkilerde tuz stresi tepkilerinin
diizenlenmesinde 6nemli rolleri oldugunu ortaya koymustur (Bouzroud vd. 2018, Tang
vd. 2022, Wang 2022, Chen 2023). ARF'ler ¢6ziiniir seker igerigini diizenlemekte, kok
gelisimini tesvik etmekte ve bitkilerin tuz stresine uyum saglamasina yardimci olmak
icin klorofil igeriginin korunmasinda gorev almaktadir (Verma vd. 2022). Bu bulgular,
TU bilesiginin bitkilerde oksin sinyal yolunun etkinligini artirarak stresle miicadelede

onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir.

Tetrasiklik diterpenoid bitki hormonu olan GA, bitkilerde biiylime ve gelismede rol
almaktadir. GA, c¢esitli fiziko—biyokimyasal ve molekiiler siiregleri diizenleyerek
bitkilerde abiyotik streslerin neden oldugu hasarin azaltilmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. GA, izoprenoid biyosentez yolundan sentezlenen GGPP (geranil—geranil
pirofosfat) Onciiliinden sentezlenmektedir. GGPP’den 1ilk olarak kopalil difosfat
ardindan ent—kauren sentezlenmektedir (Graebe 1987). Sentez yolaginda GA2
(Ent—kaurene sentaz B—2) ve TPS1 (Asiklik seskiterpen sentaz) genleri ent—kopalil
difosfatin ent—kaurene doniisiimiine aracilik etmektedir. Calismamizda NaCl’e gore
TU+NaCl uygulamasinda, GA2 ve TPS1 gen ifadeleri onemli diizeyde artis gdstermistir.
GA200x geni GA biyosentezinde anahtar rol oynamaktadir. GA4/1 (biyoaktif form),
GA200x ve GA3ox enzimleri tarafindan GA12, GA15, GA24 ve GA9 onciillerinden
sentezlenmektedir. Tuz stresine maruz birakilan Sueda salsa’da GA200x ve GA20x
genlerinin inhibisyonu sonucu GA3 igerigi azalmis ve bu durumun siirgiin biiylimesinin

azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Yang vd. 2022). Tuz stresinin GA biyosentezini
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inhibe ederek tohumlarda GA deaktivasyonunu tesvik ettigi gosterilmistir (Li vd. 2016).
Bunlarin aksine, Limonium bicolor’da melatonin uygulamasi, NaCl uygulamasi ile
ifadeleri azalan GA200x ve GA3o0x genlerinin ifade seviyesini artan yonde
diizenlenmesine neden olmustur. Calismamizda da NaCl’e gore TU+NaCl
uygulamasinda GA200x2 ifadesi 6nemli diizeyde artis gostermistir. GA200x ve GA30x
genlerini agir1 ifade eden transgenik Arabidopsis fidelerinin tuz stresi altinda biiylimeye
devam ettikleri gosterilmistir (Teshome vd. 2021). Bu sonuglar, TU uygulamasimin GA
sentezi tlizerindeki baskilayict etkiyi azaltarak tuz stresinin olumsuz etkilerinin

tyilestirilmesinde rol alabilecegini ileri siirebilir.

Gaz formundaki bitki hormonu etilen, bitki biiylimesi ve gelisiminin 6nemli bir
diizenleyicisidir. Etilen iiretimi, sentez enzimlerinin (SAM sentaz) transkripsiyonel ve
posttranslasyonel kontroliiniin yani sira bitisik Yang donglisli boyunca metabolik akista
anahtar rol oynayan S-—adenozilmetiyonin’in (SAM) homeostaz1 ile yakindan
baglantilidir. Etilenin bitkilerde tuzluluk stresi yanitlarinda anahtar diizenleyici oldugu
bildirilmistir (Riyazuddin vd. 2020). Calismamizda NaCl'e gére TU+NaCl
uygulamasinda etilen Onciisii SAM sentezinde anahtar rol oynayan SAM gen ifadesi
onemli diizeyde artig goOstermistir. Buna ek olarak, bir metil grubunun
S5—metiltetrahidrofolattan  homosisteine transferini  katalize ederek metiyonin
biyosentezinde rol alan 5—metiltetrahidropteroiltriglutamat—homosistein metiltransferaz
gen ifadelerinin (MS; Zm00001eb218320 ve Zm00001eb052750) artan yonde
diizenlendigi tespit edilmistir. Benzer sekilde SAM ifadesinin Arabidopsis (Yang vd.
2013), msir (Freitas vd. 2018), asma (Xu vd. 2019) ve domateste (Gharbi vd. 2017) tuz
stresi toleransin1 artirdign  gosterilmistir. Calismamizda NaCl'e goére TU+NaCl
uygulamasinda gézlemlenen SAM genlerinin ve MS genlerinin artan ifadesi, etilen ve
metiyonin biyosentezinin tuz stresine karst yaniti diizenleyici roliinii isaret etmektedir.
Bu bulgular, TU'niin tuz stresine kars1 bitkilerin uyum saglamak i¢in metabolik yollar:

giiclendirdigini ve etilen tiretimini tesvik ettigini géstermektedir.
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5.3 Tuz Stresi Altindaki Misir Fidelerinde Tiyoiirenin Proteomik Degisimler

Uzerine Etkileri

Proteomik, biyolojik arastirmalarin bir adim Gtesine gecerek genetik bilgiyi protein
diizeyine tasimakta ve bu proteinlerin nasil ¢alistigini, nasil etkilesimde bulunduklarini
ve hangi siireclerde rol oynadiklarinin yardimeir olmaktadir. Mevcut arastirmanin
sonuglar;, misir fidelerinin yaprak dokusunda NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinin
protein ifade degisimleri ilizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir.
Uygulamalara bagli olarak protein ifade profillerindeki degisiklikler nLC—MS/MS
analizleri ile belirlenmis ve biyoinformatik analizlerle degerlendirilmistir. Gen
ontolojisi (GO) analizleri, ifadesinde degisiklik gosteren proteinlerin fotosentez, tasima
sistemi, antioksidan sistem, karbohidrat ve enerji metabolizmasi ve protein
metabolizmasi ile ilgili hiicresel bilesen, metabolik fonksiyon ve biyolojik siireclerde

gbrev yapan proteinler oldugu tespit edilmistir.

Akuaporinler, su ve diger kiiciik molekiillerin ozmotik gradyan boyunca segici ancak
pasif ¢ift yonlii hareketini saglayan integral zar proteinleridir. Cogu bitkide, bu islevi
gerceklestiren 35 farkli akuaporin geni bulunmaktadir (McGaughey vd. 2016). Bu
durum, bitkilerin gelisim siire¢lerinde ve ¢evresel degisimlere yanit olarak farkli
islevlere sahip akuaporinleri cesitli sekillerde diizenleme yetenegini kazandirmastir.
Bitkilerdeki akuaporin alt aileleri, dizi benzerligi ve hiicre alti lokalizasyonlarina
dayanarak plazma zari proteinleri (PIP'ler) ile tonoplast proteinlerini (TIP'ler) igerir.
Bitki akuaporinlerinin yalnizca bitki—su iligkileri agisindan degil, ayni zamanda
bitkilerin abiyotik streslere karsi verdikleri tepkilerde de kritik bir rol oynadigi
gosterilmistir (Chaumont ve Tyerman 2017). Arabidopsis koklerinde yapilan bir
calismada, 100 mM NaCl uygulamasmin PIP1, PIP2 ve TIP proteinlerinin ifade
seviyelerini anlamli sekilde azalttigi bildirilmistir (Boursiac vd. 2005). Ayrica,
Mesembryanthemum crystallinum fidelerine 2 hafta boyunca 200 mM NacCl
uygulamasinin yaprak dokularinda TIP1;2 ifadesinde azalmaya neden oldugu
gozlemlenmistir (Kirch vd. 2000). Ayrica, Arabidopsis'te 100 mM NaCl uygulamasinin
PIP1 ifadesini artirirken, PIP2 ifadesini azalttig1 belirtilmistir (di Pietro vd. 2013). Bu
calismada ise, PIP1-2, PIP2-2, PIP2—4 ve TIP1-1 proteinlerinin ifade seviyeleri, NaCl

ve TU+NaCl uygulamalar1 sonucunda belirgin bir sekilde azalmistir. Iyonik stres ve
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ozmotik stres arasindaki protein seviyelerindeki bu farkliliklar, tuz stresinin sadece
ozmotik stresle karsilastirildiginda akuaporinlerin nasil diizenlendigini gosterebilir.
Sonuglar, literatiirle ve transkriptomik analizlerle tutarlidir. Bu baglamda, NaCl ve
TU+NaCl uygulamalari ile PIP gen ve protein ifadelerindeki azalma, akuaporinlerin tuz
stresine yanit olarak hiicre i¢indeki su kaybimi azaltmaya ve ozmolit birikimini

artirmaya yardime1 olduguna isaret edebilir.

Kalsiyum iyonu (Ca®"), cok cesitli cevresel ve fizyolojik uyaranlara karsi bitki
tepkilerinde rol oynayan en yaygin sekonder habercidir. Uyariciya 6zgili sinyaller,
sitozoldeki Ca?" konsantrasyonunu yiikseltmekten sorumludur ve bu da bir sinyal
kaskadin1 baslatmak icin gesitli Ca®* baglayici proteinler veya Ca?* sensorleri ile temas
eder. Ca?* baglayic1 proteinlerin cogu, bir sarmal-ddngii—sarmal yap1 olan ve bir Ca?*
iyonu ile baglanabilen korunmus bir EF—el motifine sahiptir. Cevresel stresler sirasinda,
sitozolik Ca?* konsantrasyonu hizla yiikselme egilimindedir ve bu da EF—el alan1 igeren
proteinlerle koordine edilir. Kalmodulin (CaM)/kalmodulin benzeri (CML), kalsinérin
B benzeri (CBL), kalsiyum bagimli protein kinazlar (CDPK, CRK, CCaMK) ve
solunum patlamasi oksidaz homologlar1 (RBOHs) gibi proteinler EF—EIl alan1 igeren
protein ailesine dahildir. Bugdayda tuz stresinin Ca?" bagimlh proteinlerin ifadesi
tizerinde farkl etkilere neden oldugu bildirilmistir (Kaur vd. 2022). Calismamizda iki
CaM ve iki EF-EI alani igeren protein tespit edilmistir. CaM ifadesi NaCl stresinde
artarken, TU+NaCl uygulamasinda daha da artmigtir. EF-EI alani igeren proteinin
ifadesi NaCl uygulamasinda artarken, TU+NaCl uygulamasinda ifadesi azalmistir. Bir
diger EF—FEI alan1 iceren protein ifadesi de dnemli diizeyde azalma gostermistir. Kaur
vd. (2022) aym sekilde Ca*? bagimli protein ifadelerindeki bu farkliliklarin bitki
biiyiimesi ve gelisimine katilimlarini gdstermistir. Ayrica Ca*? bagimli proteinlerin ve
genlerin ifadelerinin farkli sekilde diizenlenmesi, tuz stresine karsi savunmadaki 6nemli

islevlerini ortaya ¢ikarmistir.

Potasyum kanali, diigik K* kosullari altinda, K" alimmi artirmak igin aktive
edilmektedir (Xu vd. 2006). Bitkilerde tuz stresine bagli olusan asir1 Na* birikimi
genellikle K* eksikligine yol agmaktadir (Assaha vd. 2017). Bu nedenle, K*/Na* oranim

korumak, bitkilerin tuz stresine uyum saglamak icin kullandigi 6nemli bir
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mekanizmadir. Bu baglamda, potasyum kanallarinin tuz stresi altindaki bitki
hiicrelerinde Na*/K* oraninin korunmasinda rol oynadigi bildirilmistir (Ma vd. 2017).
Mevcut c¢alismada NaCl stresi altinda potasyum kanal aktivitesinde Onemli bir
degisiklik tespit edilememesine karsin TU+NaCl uygulamasi ile potasyum kanal ifadesi
NaCl stresine kiyasla onemli diizeyde artis gostermistir. NaCl stresinin potasyum kanal
aktivitesini inhibe ettigi ve K* alimini engelledigini gosterilmistir (Qi ve Spalding
2004). Bu sonug, TU ilavesinin NaCl stresinin bitki hiicrelerinde potasyum kanal
aktivitesini iyilestirebilecegini ve Na*/K* oranin1 dengelemeye yardimci olabilecegini

gosteriyor.

Magnezyum (Mg) elementi fotosentez, enzim aktivasyonu ve niikleik asit ve protein
sentezine katilim gibi islevleri ile bitki biiyiimesi i¢in gerekli makro besinlerden biridir
(Ahmed vd. 2023). Mg smirlayict hale geldiginde bitki biiyiimesi ve gelisimi biiyiik
Ol¢iide engellenebilir, bu da hem {iriin verimliligi hem de kalitesi {izerinde olumsuz
etkilere yol agmaktadir (Verbruggen ve Hermans 2013). Arastirmamizda NaCl stresi
altinda Mg tasiyict protein ifadesi énemli diizeyde artis gdstermistir. Ayrica TU+NaCl
uygulamasi da kontrole gore onemli diizeyde artmis ancak NaCl uygulamasina kiyasla
ifadesi azalmigtir. Benzer olarak, K* tasiyici genlerin ve proteinlerin artan
ekspresyonuna ek olarak, Mg tasiyicisi gibi proteinlerin ve genlerin de tuz stresi altinda
artan yonde diizenlendigi bildirilmistir (Wu vd. 2017). Bu proteinlerin tuz stresi altinda
artan yonde diizenlenmesi, bitkide iyon homoeostazini korumasina ve tuz toksisitesinin

iistesinden gelmesine yardimei olabilir.

H*-ATPazlar, ATP hidrolizini membranlar boyunca elektrokimyasal proton
gradyanlarinin olusumuyla eslestiren proton (H*) pompalaridir. H*—ATPazlar esasen
fosforile ara tip (P—tipi) ve vakuolar tip (V—-tipi) H'—ATPazlar (VHA'lar) olmak iizere
iki ana grupta smiflandirilir. VHA'lar, tonoplastin yani sira endositoz, geri doniigiim ve
salgi yollarindan proteinleri alan ve tasiyan olduk¢a dinamik bir organel olan
trans—Golgi agi/erken endozom (TGN/EE) gibi salgi yolundaki endomembran
bolmelerinde yer alir (Dettmer vd. 2006, Viotti vd. 2010). VHA'larin transkript
seviyeleri, protein seviyeleri ve aktiviteleri hem halofitlerde hem de glikofitlerde tuz
stresi altinda diizenlendigi bildirilmistir (Golldack vd. 2001, Wang vd. 2001).
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Endozomal sistemde, VHA araciligiyla saglanan pH dengesinin, endozomal Na*/H*
tagtyicilarinin - aktivitesini  etkileyerek tuz toleransina katki saglayabilecegi One
stirtilmustiir (Liv d. 2022). Ayrica, H'—ATPazlar, Na* ve Cl- iyonlarin1 apoplast, vakuol
ve bilylime ortamina dagitmak igin tonoplast Na*/H" antiporter tarafindan kullanilan
itici gii¢ olan H' elektrokimyasal gradyanini olusturur (Ashraf ve Harris 2004).
Calismamizda, vakuolar proton pompasi alt birimi B, V—tipi proton ATPaz katalitik alt
birimi A ve V-tipi proton ATPaz alt birimi E3 proteinlerinin ifade seviyeleri NaCl
uygulamasi altinda 6nemli 6l¢lide artmistir. Benzer sekilde, yapilan diger calismalar,
VHA'nin artan ifadesinin ¢esitli bitkilerde tuz toleransini artirabilecegini gostermektedir
(Baisakh vd. 2012, Adem vd. 2017). Plazma membran (PM) H*—ATPaz’lari, P-tipi
ATPazlar ad1 verilen genis bir pompa siiper ailesine ait olup, bitki plazma membraninin
onemli enzim proteinlerinden biridir (Arango vd. 2003). PM H'—ATPazlar, besin alimi,
hiicre i¢i pH diizenlemesi, stomalarin acilmasi ve hiicre biiyiimesi gibi fizyolojik
islevlerde merkezi bir rol oynar ve plazma membrani boyunca sekonder aktif tagima igin
enerji saglamada Onemli bir gorevi vardir (Serrano 1990). Calismamizda, plazma
membran ATPaz ifadesi, hidrojen tastyict ATP sentaz, H(")—tasiyic1 iki sektorlii ATPaz
ve ADP/ATP tasiyici protein 1 proteinlerinin ifadeleri NaCl uygulamasi altinda azalma
gOstermistir. Diger ¢alismalarda da tuz stresine yanit olarak PM H*—ATPaz ifadesinin
azaldig1 bildirilmistir (Liang vd. 2006, Ghassemi—Golezani ve Abdoli 2021). Proteomik
sonuglar, Batelli vd. (2007)’nin bulgularina benzer sekilde, VHA larin ifadesindeki artis
ve plazma membran ATPaz proteinlerinin ifade seviyelerindeki azalmanin, tuz
toleransini artirmak igin Na*’un vakuolar kompartimanlagmasini saglamak amaciyla
proton itici giic olusturarak bitkilerde tuz stresine yanit olarak anahtar bir rol

oynayabilecegini diislindliirmektedir.

Tuz stresi fotosentetik elektron tasima zincirini etkiler ve fotosentetik aktivitenin
azalmasina neden olmaktadir. Tuz stresi altinda tilakoid membran bilesimindeki ifade
degisikliklerine bagli olarak onemli yapisal ve islevsel farkliliklar tespit edilmistir
(Unnep vd. 2014, Sun vd. 2016, Labudda vd. 2020, Zeeshan vd. 2020, Stefanov vd.
2021). Oksidatif stres ve iyon toksistesi nedeniyle meydana gelen bu degisiklikler
fotosentetik aparatta ve 1s1k toplayici komplekste hasara neden olmakta, boylece LHCB,

PSIT, PSI, kinon ve PQ’larin yapisal biitiinliiglinii bozararak fotosentetik verimin
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azalmasma yol agmaktadir (Arif vd. 2020, Sun vd. 2016, Hessini vd. 2025). PSII
kompleksinin abiyotik stres altinda fotosentetik aygitin en hassas bolgesi oldugu
bildirilmistir (Baker 1991, Lu vd. 2003, Hakala vd. 2005, Vass 2012). Calismalar basta
PSII olmak iizere PSI ve diger proteinlerin tuz stresi altinda degisen ifade profilleri
sergilediklerini gdstermistir (Liang vd. 2018). ifade profillerindeki farkliliklara ek
olarak PSII ve PSI'in yapisal olarak da farkliliga ugradig: bildirilmistir (Mehta vd. 2010,
Jajoo vd. 2013). Ayrica, tuzun ferredoksin ve ferrodoksin—tiyoredoksin ifadeleri
tizerindeki etkisi de gosterilmistir (Duan vd. 2022). Bunlara ek olarak tuz stresinin
klorofil iceriklerinde degisiklige neden oldugu gosterilmistir (Ahmad vd. 2022, Adil vd.
2022). Calismamizda, tilakoyid liimen proteini (3 protein), ferredoksin (2 protein),
ferredoksin—tiyoredoksin rediiktaz (2 protein), plastosiyanin, ubikinon ve fotosistem II
onarim proteini PSB27-H1 ifade seviyeleri kontrole gore NaCl ve TU+NaCl
uygulamalarinda 6nemli diizeyde artis gostermistir. Bunlara ek olarak, fotosistem |
reaksiyon merkezi alt birimi N, fotosistem II D1 isleme proteini PSB27-H2, fotosistem
Il reaksiyon merkezi Psbh28 proteini ve NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz alt birimi M
ifadeleri kontrole gore NaCl uygulamasinda 6nemli diizeyde artis gosterirken ortama
TU ilavesi bu seviyeleri daha da artirmistir. Ayrica, klorofil a—b baglayici protein (11
protein), PSI iligkili (PSI PGR5 benzeri protein 1A, PSI alt kompleks B 4 kloroplastik
fotosentetik NDH alt birimi, PSI alt kompleks B 5 kloroplastik fotosentetik NDH alt
birimi, fotosistem | montaj proteini Ycf4 ve fotosistem | reaksiyon merkezi alt birimi
I11), PSII iliskili (fotosistem 11 10 kDa polipeptit, fotosistem 1l CP43 reaksiyon merkezi
proteini, fotosistem Il CP43 reaksiyon merkezi proteini, fotosistem Il CP47 reaksiyon
merkezi proteini, fotosistem Il D2 proteini, fotosistem Il proteini D1 ve fotosistem Il alt
birimi PsbS1), magnezyum—protoporfirin IX monometil ester (oksidatif) siklaz,
NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz alt birimi U, PSI birikimi i¢in gerekli olan niikleer
genom kodlu faktdr olan tetratrikopeptit tekrar alani igeren protein PYG7 ve PSII
onariminda yer alan metanol dehidrojenaz tip beta—propeller alani igeren proteinlerin
ifadeleri kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda énemli diizeyde azalmistir.
Diger taraftan, NAD(P)H—kinon oksidorediiktaz alt birimi H ve klorofil biyosentezinde
anahtar enzim olan ferroselataz proteinlerinin ifadeleri kontrole gore NaCl
uygulamasinda azalirken ortama TU ilavesi 6zellikle ferroselataz ifadesini 6nemli

diizeyde artirmistir. Bu sonuglar tuz stresinin fotosentezi onemli 6l¢lide etkiledigini ve
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digsal TU uygulamasmin tuz stresinin neden oldugu fotosentetik hasar

iyilestirebilecegini gostermektedir.

Diinya {izerinde en bol bulunan protein olan RuBisCO fotosentez sirasinda karbon
fiksasyonundan sorumludur ve tuz stresi, yiliksek 151k, sicakliklar da dahil olmak tizere
bir¢ok biliylime kosulunda iiriin veriminin belirlenmesinde kilit bir rol oynamaktadir.
RuBisCO ve piriivat fosfat dikinaz (PPDK) proteinlerinin Cs bitkilerinde fotosentezde
hiz simirlayic1 enzimler oldugu bildirilmistir (Spreitzer ve Salvucci 2002). RuBisCO
icerigi ve aktivitesindeki degisiklikler, abiyotik streslerin fotosentezi etkiledigi en
onemli kanitlardan biridir (Omoto vd. 2012, Shu vd. 2015, Abdulbaki vd. 2022). Tuz
stresinin RuBisCO ve PPDK aktivitesini etkiledigi bir¢cok calismada gosterilmistir (L1
vd. 2017, Reddy vd. 2017, Xu vd. 2018). Mevcut ¢alismamizda RuBisCO biiyiik zincir,
RuBisCO kiigiik alt birimi, RuBisCO biiyiik alt birim baglayici protein alt birimi alfa
protein ve iic PPDK enziminin ifade seviyeleri TU+NaCl uygulamasinda &nemli
diizeyde artis gostermistir. Bu sonuglar, tuz stresine maruz birakilan bitkilere digsal SA
(ElSayed vd. 2022) ve melatonin (Yan vd. 2021) uygulamalariyla benzerlik gostermis
ve her iki uygulamada da RuBisCO ifade seviyeleri tuz stresine kiyasla artis
gostermistir. Bunlara ek olarak, tuz stresinin gliseraldehit—3—fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) (Kappachery vd. 2021), fosfoenolpiriivat karboksilaz (PEPC) (Feria vd.
2016) ve karbonik anhidraz (CA) (Mohamed vd. 2021) gibi karbon 6ziimlemesi ile ilgili
enzimleri de etkiledigi bildirilmistir. Mevcut aragtirmada GAPDH ve PEPC ifadeleri
NaCl uygulamasina gére TU+NaCl uygulamasinda 6nemli diizeyde artis gdstermistir.
Buna karsin, CA ifadesi kontrole gére NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda &nemli
diizeyde azalmistir. CA aktivitesinin Pistacia vera (Tavallali vd. 2009), S. lycopersicum
(Wani vd. 2013) ve Brassica juncea'da (Hayat vd. 2013) tuz stresi altinda azaldigi
bildirilmistir. Bu durumun fotosentezle ilgili diger proteinlerin seviyeleriyle ayni
sekilde diizenlenmesinden kaynaklanabilecegi varsayilmistir (Evers vd. 2012, Hayat vd.
2013). Sonuglar, tuz stresine yanitta digsal TU uygulamasmin RuBisCO, PPDK, PEPC
ve GAPDH ifadesini artirarak fotosentezi iyilestirebilecegini gostermektedir. Ayrica
proteom analizi NaCl stresi ve TU uygulamasinin malik enzim ifadesinin &nemli
diizeyde tesvik ettigini gostermistir. Malik enzim, malatin piriivat, CO2 ve NAD(P)H'ye

geri—doniistimlii oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eden anahtar bir enzimdir (Sun
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vd. 2024). Bu baglamda NaCl stresi altindaki misir fidelerine TU uygulanmasinin CO>
salimimin artirabildigi ve bunun da CO2 6ziimleme siirecini destekleyerek bitkilerin

tolerans kazanabilecegi ileri siiriilebilir.

Mitokondriyal solunum ve trikarboksilik asit (TCA) dongiisii aktivitesi, bitkilerde tuz
stresi sirasinda iyon dislama, uyumlu ¢6ziinen sentezi ve ROT detoksifikasyonu gibi
adaptif siirecler i¢in gereklidir. Tuz stresi sirasinda, TCA dongiisiiniin ¢alismasi i¢in
gerekli olan temel metabolik enzimlerin ifadelerinde farkliliklar bildirilmistir
(Che—Othman vd. 2020). Mevcut arastirmamizda TCA dongiisiiniin enzimleri olan
fumarat hidrataz, izositrat dehidrojenaz [NAD] diizenleyici alt birim 3, malat
dehidrojenaz ve siiksinat dehidrojenaz 10 proteinlerinin ifade seviyeleri kontrole gore
NaCl uygulamasinda onemli diizeyde artmistir. Ortama TU ilavesi ile NaCl
uygulamasina kiyasla enzimlerin ifadeleri azalmistir. Bu baglamda, bitkinin tuz stresine
kars1 koyabilmesi i¢in artan enerji (ATP, NADH ve FADH?) ihtiyacin1 karsilamak {izere
enzim ifadesini artirdigi, buna karsin TU uygulamasinin enzim ifadelerini azaltmas1 TU

tesvikli oksidatif hasarin azaltilmastyla iligkili olabilecegini ileri siirebilir.

Tuz stresinin mitokondriyal elektron tasima zinciri ilizerine olumsuz etkilere neden
oldugu bildirilmistir (Eprintsev vd. 2021). Elektron tasima zincirinin tuz kaynakl
inhibisyonu, psodosiklik elektron taginimina yol agarak reaktif oksijen tiirlerinin asiri
birikmesine neden olmaktadir (Al—Farsi vd. 2020, Yan vd. 2021, Zahra vd. 2021a).
Sitokrom c¢ oksidaz, i¢ mitokondriyal membranda bulunan ve molekiiler oksijenin suya
indirgenmesini katalize ederek ATP sentezlemek i¢in kullanilan bir transmembran
proton gradyani itiretilmesini saglamaktadir (Richter ve Ludwig 2003). Calismamizda
sitokrom ¢ oksidaz alt birimi 5C ve sitokrom cl 1 hem proteinleri tespit edilmistir.
Sitokrom ¢ oksidaz alt birimi 5C ifadesi kontrole gére NaCl uygulamasinda artis
gosterirken, TU+NaCl uygulamasinda énemli diizeyde azalmistir. Sitokrom c1 1 hem
protein ifadesi ise hem NaCl hem de TU+NaCl uygulamalarinda kontrol fidelerine gore
azalmistir. Benzer olarak, Monterisi vd. (2024), tuz stresi altindaki marul fidelerinde
sitokrom c oksidaz ifadesinde azalma oldugunu gostermistir. Diger taraftan, bitkilerin
bliylime, gelisme ve strese yanit verme silireglerinde gerekli olan ATP mitokondriyal

ATP sentaz enzimi tarafindan tiretilmektedir (Ramadan vd. 2023). Calismamizda ATP
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sentaz delta zinciri ifadesi kontrole gére NaCl uygulamasinda degismezken, ortama TU
ilavesi bu proteinin seviyesini artirmistir. Bu sonuglar, TU niin enerji metabolizmasinda
rol alan proteinlerin ifadesini diizenlenerek tuz toleransinin artmasina yardimci

olabilecegini ileri siirebilir.

Redoks homeostaz1 ve oksidatif stres, CAT, APX, Fe—SOD, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD,
GPX, tiyoredoksinler (TRX'ler), peroksiredoksinler (PRX'ler), glutaredoksinler
(GRX'ler) ve glutatyon S—transferazlar (GST’ler) gibi enzimleri ve bu enzimlerin
katildig1 askorbat—glutatyon dongiisii (ASA—GSH) gibi antioksidan sistemler tarafindan
kontrol edilmektedir (Hossain vd. 2015). Bu sistemlerin 6zellikle kloroplastta ROT
temizlenmesinde 6nemli rolleri oldugu (Asada 2006) ve tuz stresi gibi abiyotik stres
kosullarinda fotosentezin siirdiiriilmesinde 6nemli roller tustlendikleri bildirilmistir
(Foyer ve Noctor 2015). ASA-GSH dongiisinde, hem iceren APX oksitlenen
indirgenmis askorbati kullanarak H20:'yi temizlemektedir. Bu oksitlenmis formlar,
indirgeyici olarak sirastyla NADPH ve GSH kullanan monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR) ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) tarafindan indirgenmektedir. Tuz
stresinin bugday ve geltik fidelerinde Cu/Zn-SOD, SOD ve CAT ifade seviyelerini
artirdig1 bildirilmistir (Abbasi ve Komatsu 2004, Caruso vd. 2008, Li vd. 2020). Benzer
sekilde, ¢alismamizda Cu/Zn—SOD, SOD, CAT, APX ve peroksidaz ifadeleri kontrole
gore NaCl uygulamasinda artmis, TU+NaCl uygulamasi SOD, CAT ve peroksidaz
ifadesini daha da artirmistir. Buna ek olarak tuz stresine maruz birakilan Arabidopsis
fidelerinde Cu—SOD ifadesinin bakir saperon ifadesiyle dogru orantili oldugu
bulunmustur (Attia vd. 2011). Mevcut calismada da bakir saperon ifadesi NaCl ve
TU+NaCl uygulamasinda artis gosterdigi tespit edilmistir. GST’ler ve GPX’ler birgok
organizmada abiyotik strese cevapta iyi korunmus bir mekanizmadir (Madhu vd. 2023).
Bitkilerde GPX aktivitesinin GST ve izozimleriyle baglantili oldugu bulunmustur
(Madhu vd. 2023). Mevcut arastirmada GST, GST3 ve GPX proteinlerinin kontrole
gore NaCl stresinde ifadeleri artarken, TU+NaCl uygulamasinda NaCl uygulamasina
kiyasla ifade seviyeleri azalmistir. Calismamiza benzer sekilde GST ve GPX ifadesinin
NaCl stresine yanitta arttig1 ve stres toleransinda 6énemli roller oynadig1 Gao vd. (2014)

ve Muslu vd. (2024) tarafindan gosterilmistir.
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Glutamat dekarboksilaz (GAD), L—glutamik asidin (Glu) dekarboksilasyonu yoluyla
y—aminobiitirik asit (GABA) olusumunu katalize eden bir enzimdir. Bitkilerde
GABA’nin sinyal iletimi, pH diizenlemesi ve tuz stresi gibi abiyotik streslere yanitta rol
oynadig1 bildirilmistir (Li vd. 2021). Bununla birlikte, GAD ifadesindeki artisin GABA
miktarlarim1 artirdi@1 gosterilmistir (Wang vd. 2017). Mevcut calismada, GAD
proteininin ifade seviyesi kontrole gore NaCl ve TU+NaCl uygulamasinda 6nemli
diizeyde artig gostermistir. GAD proteininin ifadesindeki bu artig, misir fidesinin tuz
stresine karst GABA yanit yolaklarini aktif hale getirdigini ve muhtemelen TU’niin bu
mekanizmayr daha da gii¢lendirdigini gostermektedir. Bu da bitkinin strese karsi

dayanikliligini artiran bir adaptasyon stratejisi olabilir.

GRXler sisteince zengin GSH aracili oksidorediiktazlardir ve tuz stresi kosullarinda
ifade seviyelerinin arttig1 ve bdylece bitkinin tolerans kazanilmasinda 6nemli roller
oynadig1 bildirilmistir (Kumar vd. 2021). Calismamizda glutaredoksin—C5 Kloroplastik,
glutaredoksine bagimli peroksiredoksin ve Grx_ C2.1—glutaredoksin alt grup |
proteinleri belirlenmistir. Glutaredoksin-C5 kloroplastik ve Grx_C2.1—glutaredoksin alt
grup 1 ifade seviyeleri kontrole gére NaCl uygulamasinda artmis, ortama TU ilavesi
ifade seviyelerini azaltmigtir. Glutaredoksine bagimli peroksiredoksin ifadesi ise
TU+NaCl uygulamasinda NaCl uygulamasina kiyasla onemli diizeyde artmistir.
TRXler, katalitik olarak aktif bir distilfit bagina sahip kiigiik molekiillii ¢ok islevli bir
proteindir ve siilfhidril redoksunun diizenlenmesinde ©Onemli bir proteindir
(Limor—Waisberg ve Ben—-Dor 2013). TRX ler, redoks aktif bolgelerindeki disiilfit
kopriilerini indirgeyerek hedef proteinlerin yapisini ve islevini kontrol eden, farkli hiicre
bolmelerinde her yerde bulunan proteinlerdir. Peroksiredoksinlerle iliskili
ferredoksin—tiyoredoksin redoks sistemi, kloroplastlarda peroksidaz olarak ve ayrica
APX tamamlayicis1 ve/veya yerine islev gorebilecegi bildirilmistir. Bu baglamda
indirgenmis tiyoredoksinin, fazla H20.'yi temizleyen ¢esitli peroksiredoksinler i¢in bir
elektron dondrii olarak hareket edebilecegi gosterilmistir (Dietz vd. 2006). Bitkilerde
altt tip TRX (h, o, f, m, x, y) rapor edilmistir. TRXf, TRXm, TRXh ve TRXy
kloroplastik proteinlerdir ve TRXf ile TRXm’in fotosentezin diizenlenmesinde rol
oynadigi bildirilmistir (Deschoenmaeker vd. 2019). Tiim TRX’ler hormon sentezi,

enzimatik aktivasyon, translasyon, metabolizma ve abiyotik stres yanitinda 6nemli bir
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rol oynamaktadir (Elasad vd. 2018). TRX'in ifade seviyesi, tuz stresi altinda hem tuza
toleransli hem de tuza duyarli soya fasulyesi g¢esitlerinde arttig1 tespit edilmistir (Wang
ve Hou 2011). Mevcut c¢alismada, tiyoredoksin X, tiyoredoksin F2 kloroplastik,
kloroplastik tiyoredoksin M—tipi (3 protein), tiyoredoksine bagimli peroksiredoksin,
tiyoredoksin rediiktaz, kloroplastik tiyoredoksin benzeri 3—1, tiyoredoksin benzeri 4 ve
kloroplastik tiyoredoksin Y1 proteinleri belirlenmistir. Kontrole goére NaCl
uygulamasinda tiyoredoksin Y1 proteini hari¢ diger proteinlerin ifade seviyeleri artis
gbstermistir. Ifade seviyelerinde artis gosteren proteinler icerisinden tiyoredoksin
rediiktaz hari¢ tiimiinde NaCl uygulamasma kiyasla TU+NaCl uygulamasinda az da
olsa ifadelerinde bir azalma tespit edilmistir. Tiyoredoksin Y1 protein ifadesi kontrole
kiyasla dnemli dlgiide azalirken, ortama TU ilavesi ile ifade seviyelerinin daha da
azaldig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, TU’niin musir fidelerinde tuz stresine kars
koruyucu bir etkisi oldugunu ve antioksidan savunma mekanizmalarini optimize ederek

oksidatif stresin etkilerini hafiflettigini gostermektedir.

Cesitli RNA helikazlarin stres altinda tesvik edildigi ve birgok biyotik ve abiyotik strese
kars1 tolerans sagladigi bilinmektedir. Mevcut arastirmada, RNA helikaz ifadesi
kontrole gére NaCl uygulamasinda arttig1 ve ortama TU ilavesinin RNA helikaz ifade
seviyesini NaCl uygulamasina gore onemli diizeyde artirdigi bulunmustur. Bezelye
fidelerinde MCM6 (Mini—kromozom bakim 6) RNA helikazin tuz stresi altinda tesvik
edildigi ve tiitiin fidelerinde MCMG6 asir1 ekspresyonunun tuz toleransini sagladig:
gosterilmistir (Dang vd. 2011). Buna ek olarak arpada HVD1 (Nakamura vd. 2004),
Arabidopsis’te AtRH17 (Nguyen vd. 2018) ve pamukta AvDH helikazlarin (Chen vd.
2016) tuz toleransin artirdigi bildirilmistir. Bu bulgular, RNA helikazlarin bitkilerin tuz
stresine adaptasyonunda kritik roller oynadigin1 ve TU'niin bu adaptasyonu destekleyen

bir ajan olarak islev gorebilecegini gostermektedir.

Laktoyilglutatyon liyaz (glioksilaz 1), karbonhidrat ve amino asit metabolizmasinin
toksik bir yan iiriinii olan metilglioksalin (MG) glutatyon bazli detoksifikasyonunda rol
oynamaktadir. MG birikiminin tuzluluk ve kuraklik gibi abiyotik stres kosullarinin
gostergesi oldugu bildirilmistir (Yadav vd. 2008). Bitkilerde MG’nin niikleik asitlerin

mutasyona ugramasi ve protein modifikasyonu gibi toksik etkilere sahip oldugu
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gosterilmistir (Thornalley 1996). Mevcut calismada, NaCl uygulamasina kiyasla
TU+NaCl uygulamasinda glioksilaz 1 ifadesi 6nemli diizeyde artis gostermistir.
Glioksilaz I'i asir1 eksprese eden tiitlin bitkilerinin yabani tip bitkilerden daha yiiksek
tuz toleransina sahip oldugu gosterilmistir (Singla—Pareek vd. 2003). Bu nedenle, tuz
stresine maruz birakilan misir fidelerine dissal TU uygulamasinin glioksilaz 1 ifadesini
artirarak tuza karsi tolerans kazanilmasinda onemli bir rol oynayabilecegi ©ne

surtlebilir.

LEA (ge¢ embriyogenezde bol bulunan) protein aileleri yiliksek hidrofilisite, diisiik
oranda Cys ve Trp kalintilar1 ve yiiksek oranda Arg/Lys, Glu, Ala, Thr ve Gly igerigi
gibi ortak yapisal 6zelliklere sahip hidrofilik proteinlerdir (Battaglia vd. 2008). LEA
proteinlerinin dehidrasyon altinda su tutma kapasiteleri ile iyi diizenlenmis helikal
yaptya ulasarak tuz stresine karsi tolerans sagladigi bildirilmistir (Hundertmark ve
Hincha 2008). Grup II LEA proteinleri veya dehidrinlerin bitkilerde tuz stresine yanitta
kritik rol oynadiklart bildirilmistir. Calismamizda dehidrin DHNI1, grup I LEA ve
protein DEHIDRASYONA ERKEN TEPKI VEREN 15 proteinlerinin ifade seviyeleri
sadece NaCl uygulamasinda ciddi oranda artmigtir. TU+NaCl uygulamasinda ise her iki
protein ifadesi de Onemli diizeyde azalmistir. Benzer sekilde bir¢ok farkli bitkide
gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda tuz stresine yanitta dehidrin ifadelerinin 6nemli
diizeyde arttig1 ve bu durumun daha diisik MDA, daha yiiksek prolin igerigi ve artan
peroksidaz aktivitesi ile desteklendigi bildirilmistir (Liv d. 2023, Melgar vd. 2024,
Zhang vd. 2025). Sonug olarak, NaCl uygulamasiyla artan dehidrin DHNI1, Grup II
LEA ve DREBIS protein ifadeleri, bitkilerin tuz stresine karsi gelistirdigi koruyucu
mekanizmalarin bir gostergesidir. Ancak, TU ilavesiyle bu ifadelerin azalmasi, TU'niin
bitkilerin stres yanitlarin1 ve ilgili proteinlerin ifadesini etkileyebilecegini
gostermektedir. TU'niin bu etkisinin altinda yatan mekanizmalarin daha iyi anlasiimasi

i¢in ek arastirmalara ihtiyag vardir.

Bitkilerde metabolit iiretimi hem bitki gelisimi hem de c¢evresel faktorlerden
etkilenmektedir. Prolin, yiliksek konsantrasyonlarda hiicre yapilarina zarar vermeyen ve
ozmotik diizenlemede anahtar rol oynayan bir imino asittir (Ashraf ve Harris 2004).

Yiiksek prolin igeriginin bitkilerde tuz stresi kaynakli olusan ozmotik strese, membran
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proteinlerinin denatiirasyonuna ve plazmalemma parcalanmasina engel oldugu
gosterilmistir (Soltabayeva vd. 2021). Prolin birikiminin, yiiksek bitkilerin su eksikligi
ve tuz stresine karsi ortak bir metabolik tepkisi oldugu bildirilmistir (Al Hinai vd.
2022). Pirolin—5—karboksilat sentaz (P5CS) prolin biyosentezindeki anahtar enzimdir.
Prolin—tRNA ligaz prolin metabolizmasinda ve 5—oksoprolinaz prolin ve glutamat
biyosentez yolunda yer alan bir enzimlerdir. Arastirmamizda kontrole gore NaCl ve
NaCl’e gore TU+NaCl uygulamalarinda prolin igeriginde artis, PSCS, prolin—tRNA
ligaz ve 5-oksoprolinaz proteinlerindeki artigla desteklenmistir. Benzer olarak, P5CS
ifadesinin tuz stresi altinda artti§1 onceki ¢alismalarda da gosterilmistir (Momeni vd.
2021, Pakzad vd. 2021). Bu baglamda tuz stresi altindaki misir fidelerine dissal TU
uygulamasinin prolin igerigi ve ilgili proteinlerin sentezini daha da artirmasi tuza

toleransta etkili bir biyodiizenleyici olarak uygulanabilecegini gostermistir.

Bitkilerde metabolizma iirlinii olan alkollerin stres kosullarinda sinyal molekiilleri
olarak islev gorebildigi belirtilmistir (Singh vd. 2018). Alkol dehidrojenaz (ADH),
etanol ve asetaldehit ve diger kisa dogrusal alkol/aldehit ¢iftlerini birbirine doniistiirmek
icin NAD(P) kofaktorlerine dayanan bir dimer olarak hareket etmektedir (Strommer
2011). ADH'lerin ABA biyosentezi olmak iizere bir¢ok fizyolojik ve metabolik yolda
onemli rolleri olmas1 disinda kuraklik, soguk ve tuz streslerinden bitkileri korumaya
yardimct olduklart bildirilmistir (Chattopadhyay vd. 2011, Su vd. 2020). Mevcut
calismada, ADHI proteininin ifade seviyesi kontrole kiyasla NaCl stresi altinda ifadesi
onemli diizeyde artmistir. Ancak NaCl uygulamasina gére TU+NaCl uygulamasinda
protein ifadesi onemli diizeyde azalmistir. Tuz stresine maruz birakilan petunya ve soya
fasulyesi bitkilerinde ADH1 ifade seviyesinin arttig1 gdsterilmistir (Garabagi vd. 2005,
Sobhanian vd. 2011). Ayrica Avena sativa bitkilerinde ADH seviyesinin tuz stresi
altindaki koklerde hizla arttig1 ve bu durumun da gelismis glikoliz ve artan ATP iiretimi
ile iligkili olabilecegi one siiriilmiistiir (Bai vd. 2016). Sonug olarak, NaCl stresi altinda
ADHI1 ifadesinin arttigin1 ve bunun bitkilerin tuz stresine adaptasyonunda dnemli bir rol
oynadigin1 gdstermektedir. Ancak, TU ilavesinin ADH1 ifadesini azaltmasi, TU'niin
bitkilerin stres yanitlarm1 ve ilgili proteinlerin ifadesini etkileyebilecegini

diistindiirmektedir.
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Kitinaz enzimi Kkitin, kitosan, peptidoglikan, arabinogalaktan ve N-asetilglukozamin
gibi glikoproteinleri hidrolize eden ve patojen stresi basta olmak iizere tuz, ozmotik,
soguk ve agir metal gibi bitki abiyotik streslerine karsi yanitta yer alan biiylik bir
protein ailesidir. Calismamizda 3 kitinaz proteini ve endokitinaz A ifadesi NaCl
uygulamasinda 6nemli diizeyde artarken, TU ilavesi endokitinaz (3 protein) proteinin
ifade seviyelerini azaltmistir. Benzer sonuglar tuz stresi altinda kitinaz ifadesindeki
artist gosteren Liu vd. (2020) ve Li vd. (2024) tarafindan da gosterilmistir. Tuz stresi
altinda kitinaz ve endokitinaz A proteinlerinin ifadesinin arttigin1 ve bunun bitkilerin tuz
stresine adaptasyonunda énemli bir rol oynadigini gostermektedir. Ancak, TU ilavesinin
bu proteinlerin ifadesini azaltmasi, TU'niin bitkilerin stres yamtlarmi ve ilgili

proteinlerin ifadesini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Tuz stresinin bitkilerde sinyal yolaklari tizerinde etkileri oldugunu ve bu sinyallerin de
bitkilerde savunma mekanizmasinin harekete gecirilmesi i¢in gerekli oldugu
bildirilmistir (Fan vd. 2024). 14—-3-3 proteinleri bir sinyal molekiilii olarak neredeyse
tiim bitki tlirlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Hiicre uzamasi ve béliinmesi, tohum
cimlenmesi, vejetatif ve lireme biiylimesi ve tohum dormansisi dahil olmak iizere bir¢ok
biyokimyasal ve hiicresel siireglerde fonksiyon gorerek bitki biiylimesi ve gelisiminin
diizenlenmesinde rol oynarlar. Tuz, ozmotik, kuraklik ve soguk gibi abiyotik streslere
kars1 bitki yanitlarina aracilik etmektedirler. Mevcut arastirmada, 14—-3-3 benzeri
protein, 14—3-3 benzeri protein A ve 14-3-3 benzeri protein GF14—6 proteinleri tespit
edilmistir. 14-3-3 benzeri protein A protein ifadesi kontrole goére NaCl uygulamasinda
ifadesi azalirken, TU+NaCl uygulamasinda ifade seviyesi kontrol seviyelerine ¢ikmustir.
14-3-3 benzeri protein ve 14—3-3 benzeri protein GF14—6 proteinleri ise kontrole gore
NaCl uygulamasinda artmasina ragmen TU uygulamasinda 6nemli seviyelerde artis
gostermistir. Benzer sekilde tuz stresi altindaki pamuk fidelerinde 14—3-3—benzeri
protein E, 14—3-3b ve 14—-3-3c'nin ifadesinin arttig1 bildirilmistir (Wei vd. 2009, Jiang
vd. 2024). Yine tuz stresine maruz birakilan domates fidelerinde 14—-3-3 ifadesinin
belirgin sekilde arttig1 bildirilmistir (Xu ve Shi 2006). Sonu¢ olarak, 14-3-3
proteinlerinin ifadelerindeki farkliliklar, bitkilerin tuz stresine karsi gelistirdikleri
karmasik diizenleme mekanizmalarini yansitmakta ve TU uygulamasinin bu

mekanizmalari nasil etkileyebilecegine dair 6nemli ipuglari sunmaktadir.
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Proteinlerin dogru katlanmasi ve tasinmasinin, ¢esitli ¢evresel streslere maruz kalan
bitkilerde normal hiicresel islevlerin siirdiiriilmesi i¢in olduk¢a 6nemli oldugu
belirtilmistir (Wang vd. 2004). Molekiiler saperonlar, hiicresel homeostazi korumak igin
hem normal hem de stres kosullar altinda ¢ok ¢esitli hiicresel yollarda yer alan anahtar
bilesenlerdir. Cesitli hiicresel bolmelerde bulunurlar ve yanlis katlanmis veya dogal
proteinlerle etkilesime girerek uygun sekilde katlanmalarina yardimci olurlar (Pareek
vd. 2021). Bu saperonlar ayrica denatiire proteinlerin kiimelenmesini de dnlerler (Gupta
ve Tuteja 2011). Strese duyarli proteinler olarak bildirilen molekiiler saperonlarin biiyiik
bir alt kiimesi 1s1 soku proteinleridir (HSP'ler) (Berka vd. 2022). HSP'ler N—terminal
alanlarinin, islevlerinin ve molekiiler kiitlelerinin c¢esitliligine dayanarak HSP100,
HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve smHSP'ler (kiiciik 1s1 soku proteinleri) olmak iizere
alt1 sinifa ayrilirlar. HSP’lerin islevinin protein katlanmasiyla smirli olmadigi, tuz stresi
de dahil olmak tizere abiyotik stresler altinda sinyal kaskadlarini diizenlemek igin
protein hedefleme ve bozunmasinda onemli bir rol oynadigi agik¢a kanitlanmistir
(Al-Whaibi 2011, Kadota ve Shirasu 2012, Kriechbaumer vd. 2012, Fu 2014, Huang
vd. 2014, Niforou vd. 2014, Jacob vd. 2017). Mevcut ¢alismada, saperonin, saperonin
60 alt birimi beta 2 ve CHL-CPN10 ifadeleri NaCl ve TU+NaCl uygulamalarinda arts
gostermistir. Ek olarak, 1s1 sok proteini 70, 1s1 soku kognat 70 kDa protein 2,
mitokondriyal 1s1 soku 70 kDa proteini, kloroplastik 1s1 soku 70 kDa protein 6, 1s1 soku
70 kDa protein 3 ve 90 kDa 1s1 sok proteini ATPaz aktivatérii proteinlerinin ifadesi
kontrole gore NaCl uygulamasinda artis gdstermistir. Tuz stresi ortamma TU ilavesi
HSP protein ifadelerini daha da artirmistir. Tuz stresi kosullarinda HSP sentezleme
yeteneginin tuz stresi toleransina katkida bulundugu bildirilmistir (Marcek vd. 2016).
Sonug olarak, ¢alismanizdaki HSP ve saperon proteinlerinin NaCl ve TU+NaCl
uygulamalarinda artis gostermesi, bu proteinlerin tuz stresine karsi kritik koruyucu
roller iistlendigini ve TU'niin bu mekanizmay1 daha da gii¢lendirdigini gdstermektedir.
Bu durum, bitkilerin stres altindaki protein homeostazini koruma yetenegini artirarak

daha yiiksek tuz tolerans1 gelistirmesine katki saglayabilir.

Uzama faktorleri (EF'ler), protein sentezi sirasinda peptit zincirlerinin uzamasindan

sorumlu olan yaygin hiicresel proteinlerdir (Chen vd. 2011). EF1A genlerinin bir¢ok
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bitkide abiyotik stres tarafindan tesvik edildigi bildirilmistir. EF1A ifadesinin arpa ve
misirda sicak ve soguk stresi ile tesvik edildigi bulunmustur (Dunn vd. 1993, Berberich
vd. 1995, Bhadula vd. 2001). Bugdayda EF1A protein ifadesinin yiiksek sicakliga yanit
olarak arttifi ve EF1A'nin molekiiler bir saperon olarak protein katlanmasina dahil
olarak proteinleri 1s1 hasarindan koruyabilecegi bildirilmistir (Bukovnik vd. 2009).
Mevcut ¢alismada EF2, EFG ve EFTs protein ifadeleri tuz stresi altinda tesvik edilmis,
ortama TU ilavesi ile ifade seviyeleri 5nemli diizeyde artmistir. EFTu proteininin ifade
seviyesi NaCl uygulamasinda artmis, TU+NaCl uygulamasinda ise azalmustir.
Bulgularimiz M. truncatula ve M. sativa bitkilerinde uzama faktorii proteininin
(MTR_6g021805) tuz stresi ile tesvik edildigi socuyla benzerlik gostermistir (Long vd.
2018, Long vd. 2019). Ayrica MtEF1Al asir1 ifadesinin Arabidopsis ve M.
truncatula'da tuz toleransini artirdigi bulunmustur (Long vd. 2019). Buna ek olarak tuz
stresine maruz birakilan soya fasulyesi fidelerinde GmEF4'in asir1 ifadesinin yaprak
solmasini onemli dl¢lide geciktirdigi, kok sistemini uzattigi, biyokiitleyi artirdig1 ve tuz

stresi altinda ROT birikimini azalttig1 gosterilmistir (Gao vd. 2019).

Tuz stresi kaynakli olusan oksidatif stres ROT olusumuna neden olmakta ve ROT’lar da
proteinlerde istenmeyen modifikasyonlarina yol acgabilmektedir. Proteazlar oldukca
spesifik ~ bolgelerden  proteoliz  yoluyla  proteinlerin  post—translasyonel
modifikasyonundan sorumludur (Schaller 2004). Proteazlar kloroplastta fotoinhibisyon,
savunma mekanizmalari, programli hiicre olimii ve gelismekte olan fidede
fotomorfogenez dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicresel siireclerde yer alirlar (Estelle
2001). Dolayisiyla proteazlarin, tohum ¢imlenmesi sirasinda depo proteinlerinin
tasinmasindan hiicre 6liimii ve yaslanma programlarinin baslatilmasina kadar bitki
yasam dongiisiiniin tiim yonlerinde yer aldig: bildirilmistir (Zamyatnin 2015). Tuz stresi
kaynakli oksitlenmis proteinlerin yeniden kullanilmak {izere amino asitlere
parcalanabildigi ve bdylece normal hiicresel aktivitelerin siirdiiriilebildigi bildirilmistir
(Mazorra—Manzano vd. 2018). Mevcut ¢alismada proteaz Do—benzeri 5, proteazom alt
birimi alfa tipi ve niikleotid eksizyon onarimina ek olarak proteazomal bozulmanin
modiilasyonunda rol oynayan ubikitin reseptérii RAD23 tespit edilmis ve protein
ifadeleri kontrole gére NaCl uygulamasinda artmistir. Ayrica TU uygulamasi proteazom

alt birimi alfa tipi ifadesin daha da artig gostermistir. Mevcut bulgulara benzer sekilde
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NaCl stresi altinda ubikitin ve proteazom bilesenleri gibi proteazom aracili protein
bozunmasinda yer alan ¢esitli proteinlerin ifadelerinde farkliliklar gosterilmistir (Cui
vd. 2012, Dabravolski ve Isayenkov 2024). Sonug olarak, NaCl uygulamas1 ve TU
ilavesinin proteazom bilesenlerinin ifade seviyelerini artirmasi, bitkilerin tuz stresi
kosullarinda protein bozulmasini yonetme kapasitesinin giiclendigini ve bu sayede
bitkinin  hayatta kalma sansinin arttigint = gostermektedir. Bu  bulgular,
ubikitin—proteazom sisteminin bitkilerin stresle basa ¢ikabilme yeteneklerinde kritik bir
rol oynadigin1 ve bu sistemin desteklenmesinin tuz toleransini artirmada onemli bir

strateji olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tiyoredoksin siiper ailesinin tiyeleri olan protein disiilfit izomerazlar (PDI),
tiyol—disiilfit oksidorediiktaz saperonlaridir. Endoplazmik retikulumun (ER) yani sira
niikleus, sitoplazma ve hiicre dis1 alanda bulunurlar ve burada proteinlerin sentezini
veya hedef proteinlerdeki distilfit baglarinin olusumunu, indirgenmesini ve yeniden
diizenlenmesini katalize ederler (Narayan vd. 2000, Tu vd. 2000). PDI'lar, en diisiik
serbest enerjiye sahip protein konformasyonlarini olusturmak icin disiilfit baglarinin
koparilmasinda kilit bir rol oynar, bdylece yeni sentezlenen proteinlerin disiilfit
baglarin1 yeniden olusturmasina ve dogru katlanmis yapilar iiretmesine yardimei olur
(Fu vd. 2020). Ayn1 zamanda, PDI'lar yanlis katlanmis veya denatiire proteinlere de
baglanarak normal hiicre metabolizmay1 etkileyen protein ¢okeltilerinin birikmesini
onleyebilir (Gruber vd. 2006). Bu nedenle, PDI'lar proteinlerin dogru katlanmasi ve
stabilitesi icin 6zellikle dnemlidir. Mevcut arastirmada, PDI ifadesi NaCl ve TU+NaCl
uygulamasinda artmistir. Benzer sekilde tuz stresine maruz birakilan nohut fidelerinde
PDI ifadelerinin 6nemli diizeyde artis gosterdigi bildirilmistir (Parveen vd. 2024). Bu
bulgular, PDI'larin bitkilerde tuz stresi ve diger abiyotik streslere kars1 onemli savunma
mekanizmalar1 olusturdugunu ve bu proteinlerin bitkilerin hayatta kalma sansim

artirmak i¢in adaptif yanitlar gelistirdigini géstermektedir.

Tersinir protein fosforilasyonu 6nemli bir molekiiler anahtar mekanizmadir (Kusakina
ve Dodd 2012, Humphrey vd. 2015, Vavrdova vd. 2019, Lee vd. 2020, Rantala vd.
2020). Yapilan c¢alismalar, protein fosfatazlarin bek¢i hiicrelerinde iyon kanali

diizenlemesi, ABA fonksiyonlari, vakuolar kanal yonetimi, gelisimsel siirecler, 1s13a
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duyarl transkripsiyon, abiyotik stres tepkilerinin diizenlenmesi ve sinyal yolaklarinda
kritik bilesenler oldugunu ortaya koymustur (DeLong 2006, Singh vd. 2010). Mevcut
calismada protein fosfataz ifadesi NaCl uygulamasinda artarken, TU+NaCl
uygulamasinda ilave artig gostermistir. SOS yolu, bitkilerde sodyum iyonu
homeostazin1 korumak igin gereklidir. Calismamiza benzer sekilde PP2C.D6 ve
PP2C.D7 olmak iizere iki fosfatazin ifadesinde artis belirlenmis ve SOS1'i defosforile
ederek Na*/H* antiporter aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir. Bu durumun tuz stresi
tizerine SOS yolunun diizenlenmesi i¢in geri doniisiimlii  fosforilasyon/

defosforilasyonda protein fosfatazlarin 6nemli roller oynayabilecegini gostermistir (Fu
vd. 2022).

Peptidil prolil cis/trans izomerazlar (PPIaz’lar), bir prolin kalintisindan 6nceki peptit
baglarinin yavas donme hareketini katalize ederek proteinlerin katlanmasina ve yeniden
yapilandirilmasina yardimci olmaktadir (Schiene—Fischer 2015). Stres kaynakl
meydana gelen protein hasarinin diizeltilebilmesi i¢in PPlaz’lar gereklidir. Mevcut
calismada, NaCl stresi PPlaz ifadesini artirirken TU+NaCl uygulamas1 PPlaz ifadesinde
daha da artisa neden olmustur. Jia vd. (2019)’da tuz stresi altinda arbuskiiler mikorizal
mantarlarla asilanan E. angustifolia fidelerinde PPlaz protein ifadeleri g¢alismamiza
benzer sekilde onemli diizeyde artmistir. Proteomik sonuglar tuz stresinin protein
metabolizmasini olumsuz etkiledigini ve dissal TU uygulamasini musir fidelerinde
protein biyosentezini tesvik ettigini, protein katlanmasini hizlandirdigin1 ve tuz stresi

altinda proteinin bozulmasini engelledigini gostermistir.

Sonug olarak, TU'niin misir fidelerinde tuz stresinin olumsuz etkilerini hafifleten ve
stresle miicadeleyi destekleyen onemli bir biyodiizenleyici oldugu ortaya ¢ikmustir. TU
uygulamasinin, bitkilerin su dengesini, iyon dengesini ve antioksidan savunma
sistemlerini 1iyilestirerek, tuz stresine karst direnglerini artirdigit ve biliyiime
performanslarini olumlu yonde etkiledigi diisiiniilmektedir. Tuz stresi, bitkilerin
metabolizmas1 ve savunma mekanizmalarini diizenleyen genlerin ifadesinde O6nemli
degisikliklere yol acarken, TU'niin bu degisiklikleri modiile etme potansiyeline sahip
oldugu ortaya cikmustir. Ozellikle, ABC genleri, akuaporinler, RLK'ler, prolin

biyosentezi ve kalsiyum bagimli protein kinazlar gibi ¢esitli gen smiflarinda goriilen
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ifade degisiklikleri, TU'niin tuz stresine kars1 adaptasyon siireclerine katki sagladigim
gostermektedir. TU'niin, prolin ve glutamat gibi osmolitlerin birikimini tesvik ettigi ve
sekonder metabolizmanin diizenlenmesinde rol oynadig1 bulunmustur. TU uygulamasi,
fenolik bilesiklerin biyosentezini artiran Onemli enzimlerin (PAL, CHS, DHS)
ekspresyonunu tetikleyerek, bitkilerin stres kosullarinda daha etkili savunma
mekanizmalar1  gelistirmelerini ~ saglamistir.  Ayrica, fitohormonlar arasindaki
etkilesimler de TU'niin tuz stresine yaniti modiile etme seklinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Diger taraftan, tuz stresinin musir fidelerindeki proteomik degisimleri
derinlemesine incelemis ve TU'niin bu degisimleri iyilestirme potansiyelini gdstermistir.
TU'in, tuz stresine kars1 bitkilerde fotosentez kapasitesini artirarak ve oksidatif hasar
azaltarak bitkilerin stres toleransini iyilestirdigi kanitlanmistir. Ayrica, 14-3-3
proteinleri gibi sinyal molekiillerinin ifade seviyelerindeki degisiklikler, TU'niin
bitkilerin stres yanitlarin1 ve sinyal yolaklarini giiclendirdigini gostermektedir. Bununla
birlikte, LEA proteinleri ve saperonlarmn ifadelerindeki degisiklikler de TU'niin stresle
miicadele mekanizmalarin1  diizenleyerek, protein katlanmasi ve taginmasini
iyilestirdigine isaret etmektedir. Tiim bu sonuglar, TU'niin musir fidelerinde tuz stresine
karsi Onemli bir biyodiizenleyici olarak islev gorebilecegini ve bitkilerin stres

toleransini artirmak i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.
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