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TUZ STRESĠ ALTINDAKĠ EKMEKLĠK BUĞDAY GENOTĠPLERĠNDE 

(TRİTİCUM AESTİVUM) TOLERANS VE miRNA HEDEF GENLERĠNĠN 

ĠFADE SEVĠYELERĠ 

 

Gökçe KARADAYI 
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Fen Bilimleri Enstitüsü 

 Biyoloji Anabilim Dalı 

Moleküler Biyoloji Bilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Güleray AĞAR 

 

Buğday bitkisi tuz stresi gibi abiyotik streslere sürekli maruz kalmakta ve verimi 

düĢmektedir. ÇalıĢmamızda,  11 ekmeklik buğday genotipi (Tir, Karasu 90, Haymana 

79, Kırmızıkılçık, Bayraktar 2000, Es 26, Müfitbey, Conkesme, Kocabuğday, Gerek 79 

ve Akbuğday) 200 mM tuzluluk stresine maruz bırakılmıĢ ve tuz toleransı ile ilgili 

genler (GRP, CIPK29, SOS1, SOD2 ve SAP1) ve miRNA hedef genlerinin (bHLH135-

benzeri transkripsiyon faktörü, PI-4 proteaz inhibitör benzeri protein, SQUAMOSA 

promotör bağlama protein benzeri, 70 kDa HSP geni, AP2/EREBP transkripsiyon 

faktörü/RAP2-7 benzeri etilen cevap transkripsiyon faktörü, Got1/Sft2 benzeri vezikül 

iletim protein ailesi izoform 1, Rab15B protein/ABA cevap geni) genomdaki ifade 

seviyeleri araĢtırılmıĢtır. Toleransla ilgili ve miRNA hedef genlerinin seviyeleri 

hesaplanarak tuzluluk stresinde etkili olan genler ve toleranslı genotipler belirlenmiĢtir. 

Genlerin ifade seviyeleri buğday genotiplerinin kökünde gövdeye göre daha yüksek 

upregülasyon gösterdiği bulunmuĢtur. Hem fizyolojik hem de gen ifadesi analizleri 

sonucunda en fazla tolerans meydana gelen genotipin Karasu 90 olduğu tespit 

edilmiĢtir. Buğday genotiplerinde tuzluluk toleransına en fazla katkı sağlayan genler 

olarak miR482 hedef geni olan Rab15B proteini ile SOS1 geni bulunmuĢtur. Ayrıca, 

CIPK29 ve SOD2 genlerinin tuz stresi altındaki aynı genotiplerde upregülasyon 

gösterdikleri tespit edilmiĢtir. 

 2017, 106 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Buğday, Tuzluluk stresi, Gen ifadesi ve miRNA hedef genleri  
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ABSTRACT 

Ph. D. Thesis 

 

EXPRESSĠON LEVELS OF TOLERANCE AND miRNA TARGET GENES IN 

BREAD WHEAT GENOTYPES (TRİTİCUM AESTİVUM) UNDER SALT 

STRESS 

 

Gökçe KARADAYI 

 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Science of Molecular Biology 

 

Supervisor: Prof. Dr. Güleray AĞAR 

 

 

The wheat plant is constantly exposed to abiotic stresses such as salt stress and the yield 

is reduced. In our study, expression levels of genes relative to salt stress tolerance 

(GRP, CIPK29, SOS1, SOD2 and SAP1) and miRNA target genes (bHLH135-like 

transcription factor, PI-4 protease inhibitor like protein, SQUAMOSA promoter binding 

protein-like, 70 kDa HSP gene, AP2/EREBP transcription factor/RAP2-7-like ethylene 

response transcription factor, Got1/Sft2-like vesicle transport protein family isoform 1, 

Rab15B protein/ABA response gene) in the plant genomes were investigated when 11 

genotypes (Tir, Karasu 90, Haymana 79, Kırmızıkılçık, Bayraktar 2000, Es 26, 

Müfitbey, Conkesme, Kocabuğday, Gerek 79 and Akbuğday) of Triticum aestivum 

plants exposed to 200 mM salinity stress. Moreover, the genes effective in salinity stress 

and tolerant genotypes were determined by the calculation of expression levels of 

miRNA targets and genes relative to tolerance. According to the results, related genes in 

the roots of wheat varieties were more upregulated than the genes in the stem samples. 

Besides, both physiological and gene expression results showed that Karasu 90 was the 

most tolerant genotype. Furthermore, miR482 target gene Rab15B protein and SOS1 

were most effective contributors to salinity tolerance in wheat genotypes. CIPK29 and 

SOD2 genes were upregulated in the same genotypes under salt stress. 

2017, 106 pages 

Keywords: Wheat, Gene Expression, miRNA Target Genes and Salinity stress 
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1. GĠRĠġ 

Son yüzyılda dünya nüfusu hızlı bir Ģekilde artmakta, 2050 yılında ise 9,3 milyara 

ulaĢacağı tahmin edilmektedir (Anonymous 2017). Bunun bir sonucu olarak yakın 

gelecekte insanoğlunun açlıkla karĢı karĢıya kalması kaçınılmaz görülmektedir. Bu 

noktada primer besin üreticileri olarak yeryüzündeki canlılığın devamının 

sağlanmasında büyük rolü olan bitkiler, ilgili araĢtırmaların en temel öğelerini 

oluĢturmaktadırlar (Faydaoğlu ve Sürücüoğlu 2011).  

Tahıllar insanlık için en önemli bitki grubudur. Tahıllar içersinde yer alan buğday, 

Dünya çapında tüketilen karbohidratların %55‟ini, kalorinin ise %20‟sini sağlamaktadır 

(Breiman and Graur 1995). Bununla birlikte, küresel iklim değiĢikliğinin yanısıra çeĢitli 

çevresel streslerin de tahıl üretimini olumsuz Ģekilde etkilediği bilinmektedir. Abiyotik 

stresler grubunda yer alan yüksek tuz stresi, dünya üzerindeki sulama alanlarının en az 

%20‟sinde tahıl üretimini azaltan çevresel stresler içerisindeki en etkili olanlardan 

birisidir (Flowers 2004).  

Dünya üzerinde sulama alanlarının 45 milyon hektarından daha fazlası tuz tarafından 

zarar görmekte ve her yıl yaklaĢık 1,5 milyon hektar toprak, yüksek tuzluluk seviyesinin 

bir sonucu olarak üretimden çıkarılmaktadır. Bu durum her yıl yüzlerce milyon doların 

kaybedilmesine sebep olmaktadır (Munns and Tester 2008). Böyle oldukça kritik 

ekonomik kayıpların yaĢanmasına sebep olan toprak tuzluluğunun ortaya çıkıĢı yanlıĢ 

su yönetimi, yüksek buharlaĢma ve deniz suyu uygulanmasının bir sonucudur (Tuteja 

2007). Genelde sulama suyu, kalsiyum (Ca
+2

), magnezyum (Mg
+2

) ve sodyum (Na
+
) 

içermektedir. Uygulamanın ardından su buharlaĢtığında toprakta Na
+
 baskın hale 

gelmektedir (Mahajan and Tuteja 2005). Böyle durumlarda toprak çözeltisindeki yüksek 

Na
+
 konsantrasyonunun besin-iyon aktivitelerini ve Na

+
/Ca

+2
 veya Na

+
/K

+
‟un oranını 

değiĢtirdiği bilinmektedir. Ayrıca toprakta katyon konsantrasyonundaki artıĢlar köklere 

suyun giriĢini azaltmaktadır. Dolayısıyla topraktaki katyon konsantrasyonundaki artıĢa 

bağlı olarak bitkilerde ortaya çıkan olumsuzluklar, kuraklık sonucu ortaya çıkan 

olumsuzluklarla birbirine benzerdir (Batool et al. 2014). 



2 

 

 

Bitkiler tuza olan tepkileri bakımından iki grupta incelenmektedir. Birinci grupta yer 

alan glikofitler 200 mM altındaki tuz konsantrasyonlarında büyüyebilmekte ve pekçok 

tahıl türü bu grup içerisinde sınıflandırılmaktadır. Bu gruba ait bitkiler, Ģeker, prolin ve 

glisin betain gibi çözünen maddelerin sentezini artırarak osmotik dengeyi korumaya ve 

topraktan tuz alımını engellemeye çalıĢırlar (Tuteja 2007). Ġkinci grupta ise tuza 

toleranslı bitkiler olan halofitler yer almaktadır. Bu gruptaki bitkiler 250 mM tuz 

konsantrasyonunun üzerindeki değerlere sahip topraklarda büyüyebilmekte, hücre 

vakuollerinde tuzu biriktirme ve ayırma kapasitesine sahip olduğu bilinmektedir. 

Böylece sitozoldeki tuz artıĢını önledikleri ve hücrelerinde yüksek K
+
/Na

+
 oranını 

korudukları öne sürülmektedir (Hu and Schmidhalter 2005).  

Tuzluluk stresi, bitkilerde birbirinden karmaĢık ve iĢleyiĢleri henüz tam olarak 

aydınlatılamamıĢ mekanizmalarla su ve iyon toksisitesine, besin element 

düzensizliklerine, oksidatif strese, metabolik süreçlerin değiĢimesine, membran 

hasarına, hücre bölünmesinde azalmaya ve düzensizliklere ve de genotoksiteye neden 

olmaktadır (Hasegawa et al. 2000; Zhu 2007). Bunların bir sonucu olarak tuz stresinin 

bitkilerin büyüme, geliĢme ve hayatta kalma olasılıklarını azalttığı öne sürülmektedir. 

Ayrıca bir bitkinin geliĢim esnasındaki tuz stresi bitkideki yağ metabolizması, protein 

sentezi, fotosentez, stoma kapanması gibi metabolik süreçlerde olumsuz etkiler ortaya 

çıkmasına neden olmaktadır (Parida and Das 2005).  

Tuzluluğun bitkilerdeki ilk etkisi osmotik stres Ģeklindedir. Yani tuz stresinden dolayı 

toprakta su olmasına rağmen bitki sudan yeterince yararlanamamaktadır (Çulha ve 

Çakırlar 2011). Tuz stresinin ikinci etkisi ise bitkilerde yapısal bozukluk ve birçok 

toksik maddelerin sentezlenerek bitki bünyesinde birikmesi Ģeklinde görülmektedir. 

Tuzluluktan dolayı bitkilerde birçok fonksiyon, özellikle fotosentezde aksamalar 

olmakta, klorofil miktarında azalma ve zarar görme, potasyum ve bazı besin 

elementlerinin alımında sıkıntılar yaĢanmaktadır (Botella et al. 2005; Hong et al. 2010).  

Tuzluluğun bitkiler üzerindeki etkisi iki farklı fazda incelemektedir (Munns 2005). 

Bunlardan birincisi, osmotik etki nedeniyle ortaya çıkan hızlı faz (ozmotik stres), diğeri 
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ise bitkilerde tuz toksisitesine neden olan yapraklarda tuz birikimi nedeniyle oluĢan 

yavaĢ fazdır. Bu faz tuzun spesifik etkilerinin görüldüğü fazdır. 

Faz-1, bitkiler strese kısa süreli maruz kaldıklarında oluĢur ve bitki köklerinin dıĢındaki 

tuzlu çözeltinin osmotik etkilerinden kaynaklanmaktadır. Kök çevresindeki yüksek tuz 

konsantrasyonu su alımını daha da zorlaĢtıran bir seviyeye çıkartmaktadır. Bunun 

sonucunda ise yaprak ve kök büyümesinde azalma gözlenir. Gövde osmotik strese 

neden olan yüksek tuz konsantrasyonuna kökten daha duyarlıdır. Bu özellik toprak 

neminin tutulmasına izin vermekte ve topraktaki tuz konsantrasyonunun artıĢı 

önlenmektedir (Munns and Tester 2008). 

Faz-2 ise bitkinin strese uzun süreli maruz kalmasından sonra oluĢmaktadır. Bu faz 

tuzun toksik etkisine karĢı bitkinin gösterdiği bir cevaptır. Tuzlar hızlı bir Ģekilde birikir 

ve enzim aktivitesini inhibe ederler. Duyarlı bitkilerde bitkinin fotosentetik kapasitesini 

azaltır ve yaĢlı yapraklarda ölüm meydana gelir. Faz 2‟de iyonlar, özellikle de Na
+
 

iyonu köklerden ziyade terleme akıĢına göre yaprak ayalarında birikir. Özellikle yaĢlı 

yapraklarda Na
+
 birikmesi toksik etki yapar. YaĢlı yapraklıların ölme oranının, yeni 

yaprakların üretilen oranından daha fazla olması durumunda, bitki genç yaprakların 

karbonhidrat gereksinimi karĢılayamamakta ve büyüme oranını daha da azaltmaktadır 

(Munns and Tester 2008).  

Fotosentetik dokuda Na
+
 birikimi fotosentez bileĢenlerini etkiler (Munns 2005). 

Bitkilerde yüksek Na
+
 birikimi, reaktif oksijen türlerinin (ROT) üretimini artırabilir. 

ROT antioksidatif mekanizmalarla hızla uzaklaĢtırılır (Foyer and Noctor 2003). 

Normalde ROT‟lar bitkilerin abiyotik strese karĢı olan cevaplarında hem stres 

metabolizmasının toksik yan ürünleri olarak hem de kalsiyum, hormon ve protein 

fosforilasyonu temelli stres cevaplarının ortaya çıkmasından sorumlu olan karmaĢık 

metabolik süreçlerde önemli bir sinyal iletim molekülü olarak ikili rol oynamaktadırlar 

(Miller et al. 2010). 
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Bitki hormonları, bitkide üretilen ve çok düĢük konsantrasyonlarda bulunan sinyal 

molekülleridir. Absisik asit (ABA), bitkilerin tuza tepkisinde önemli bir rol 

oynamaktadır. Ca
+2

 ve ABA, tuz stres sinyalleri olan Geç Embriyogenez Bağımlı (Late 

Embriyogenesis Abundant, LEA) genlerinin ekspresyonuna aracılık etmektedirler. 

Yapılan çalıĢmalarda LEA tipi genlerinde meydana gelen aktivasyonun hasarlı tamir 

yollarını belirlediğini bildirilmiĢtir. Tuz ve osmotik streste LEA gen ekspresyonunun 

düzenlenmesi hem ABA-bağımlı hem de ABA-bağımsız sinyal yolları tarafından 

gerçekleĢtirilmektedir. Bu durum ABA-bağımlı ve bağımsız transkripsiyon faktörlerinin 

stres toleransını geliĢtirmede ve cevabı oluĢturmak için sinerjik bir etki gösterdiklerinde 

birbirleriyle karıĢabileceğine iĢaret etmektedir (Xu et al. 2006; Batool et al. 2014). 

Tuz stresi, bitkileri birçok fizyolojik ve moleküler düzeyde etkilemektedir. Bitki 

büyüme döngüsünün en hayati safhası tohum çimlenmesidir. Bitkiler üzerine yapılan 

birçok çalıĢmada tuz stresinin tohum çimlenmesini olumsuz etkilediği belirlenmiĢtir 

(Akbari et al. 2011; Khodarahmpour et al. 2012). Tuz stresi tohumun su alımını, 

nükleik asit metabolizmasında görev alan enzimlerin etkilerini, protein metabolizmasını 

ve hormonal dengeyi olumsuz etkileyerek çimlenmeyi azaltmaktadır (Khan and Weber 

2006; Othman et al. 2006; Dantas et al. 2007; Gomes-Filho et al. 2008). 

Kloroplastlardaki yüksek Na
+
 ve klor (Cl

-
) birikimi fotosentezi kısıtlamaktadır 

(Fisarakis et al. 2001). Tuz stresi karbon metabolizması ve fotofosforilasyonunu yüksek 

oranda etkilemektedir (Sudhir and Murthy 2004).  

Tuzluluk stresine uzun süreli maruz kalan bitkilerin olgun yapraklarında erken 

senesense yol açabilen iyonik stres oluĢmaktadır. Ġyonik stres, enzim aktivitesinin 

değiĢmesi, protein sentezinin bozulması, yüksek Na
+
‟dan dolayı olgun yapraklarda 

toksisite meydana gelmesi ve daha yaĢlı yaprakların döneminden önce dökülmesine 

sebep olmaktadır. Bununla birlikte, fotosentetik alandaki azalmaya karĢı bitkinin 

büyümesinin devamını desteklemek için tolerans mekanizmanın olduğu ileri 

sürülmüĢtür (Carillo et al. 2011). Ayrıca, aĢırı kloroid, bitki enzimlerini etkileme 

potansiyeline ve hücrelerin ĢiĢmesine neden olur. Bu durum enerji üretiminin 
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azalmasıyla sonuçlanır. Bitkiler kloridin neden olduğu bu olumsuzluklarla 

baĢaçıkabilmek için hücrelerden dıĢarıya tuzu çıkarmak ya da hücrelerde mevcut olanı 

tolere etmek için çeĢitli mekanizmalar geliĢtirmiĢtir (Hasegawa et al. 2000). 

Tuza duyarlı bitkilerde yüksek Na
+
 birikimi ROT üretimini arttırabilir. ROT‟ların bitki 

büyüme, geliĢme, gravitropizma, hormon fonksiyonları ve diğer birçok fizyolojik 

olaylarda yer alan sinyal yolları etkilediğini bildiren pek çok çalıĢma sunulmuĢtur (Apel 

and Hirt 2004; Foyer and Noctor 2005; Miller et al. 2008). Bu durumların çoğunda, 

ROT üretimi genetik olarak programlanmakta ve üretilen ROT‟lar ikincil mesajlar 

olarak kullanılmaktadır. Bu nedenle ROT‟ların hayvanlarda olduğu gibi bitkilerde de 

pleiotropik etkiye sahip oldukları görülmektedir. ROT‟lar fazla üretildiklerinde 

meydana gelen kontrolsüz oksidasyon, hücresel hasara ve sonuçta hücre ölümüne yol 

açmaktadır. Bitkinin bu durumdan hasar görmesini önlemek için mevcut antioksidant 

mekanizması aktif oksijeni kontrol altında tutmaktadır (Bose et al. 2014). Tuz stresi 

tarafından bitkiler zarar görmediğinde ROT‟lar hızlı bir Ģekilde antioksidant 

mekanizmalar tarafından yok edilmektedir (Ahmad et al. 2010). Yapılan çalıĢmalarda 

ROT sinyallerinin tuzluluk stresine cevapta da önemli bir rolü olduğu gösterilmiĢtir. 

ROT‟lar hücre temel bileĢiklerini, özellikle antioksidantlar tarafından detoksifiye 

olmayan membran lipitlerini oksitleyebilirler ve hücre membran hasarına neden olurlar. 

Süperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat-glutatyon döngüsü ROT detoksifikasyonunun 

önemli yollarından bazılarıdır. Bu enzimler tuzluluk gibi diğer abiyotik stresler altında 

uyarılmaktadır.  

Tuz stresine maruz kalmıĢ bitkiler bu stresin neden olduğu olumsuz etkilere karĢı 

biyokimyasal ve moleküler düzeyde tolerans mekanizmaları geliĢtirmektedir. Gen 

ekspresyonunun düzenlenmesinin sebeplerinden biri de, bitkilerin tuz stresine uyum 

sağlamaya çalıĢmasıdır (Xiong et al. 2002). Tuz stresi altında tuz toleransına katkıda 

bulunan proteinleri kodlayan genler veya tuz stresi altında hücrelerin korunmasına ve 

onarılmasına yol açan yolaklarda bulunan enzimlerin aktivitesini düzenleyen genler ve 

bu genleri aktivite eden transkripsiyon faktörleri ifade olmaktadır. (Flowers 2004; 

Munns 2005). 
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Transkriptomik analizler strese cevapta rol alan aday genler ve gen ifadesinin 

gösterilmesinde kullanılan mRNA seviyesi hakkında detaylı bilgi sağlamaktadır. 

Genomik yaklaĢımlar ilgili genlerin karakterizasyonu, kodlanması ve klonlanmasında 

önemli rol oynamaktadırlar. Tuzluluk stresine cevap çalıĢmalarında ya upregüle ya da 

downregüle olan genler ve transkripsiyon faktörlerinin büyük oranında transkriptomik 

ve genomik yaklaĢımların kullanımı karakterize edilmekte ve belirlenmektedir. 

Transkripsiyon faktörleri gen ekspresyonunu kontrol eden en önemli düzenleyiciler 

olarak düĢünülmektedirler. bZIP (Temel Lösin Fermuarı), WRKY (WRKY DNA 

bağlama proteini), AP2 (Aptela 2), NAC (Nitrojen Asimilasyon Kontrolü), CZH2 

(DOCK; sitokinesize adanan protein) Çinko parmak geni ve DREB (Dehidrasyon Cevap 

Elementi) familyaları stres cevap üyelerinin büyük bir kısmını içermektedirler. Bu 

transkripsiyon faktörleri genlerin promotörlerinde özel cis-aktin elementine bağlanarak 

hedef genlerin geniĢ bir dizisinin ekspresyon kontrolünü yapma yeteneğine sahiptirler 

(Gupta and Huang 2014). Tuza duyarlı buğday genotiplerinde tuz stresinin bZIP geninin 

upregüle ederek dormansiye neden olduğu, fakat tuza toleranslı varyetelerde gen 

ifadesinin azaldığı gözlemlenmiĢtir (Johnson et al. 2002). Ayrıca hem buğday hem de 

çeltikte NAC transkripsiyon faktörünün aĢırı ekpsresyonu tuz toleransını sağlamıĢ ve 

böylece bu faktörün stresi hafifletmedeki role sahip olabileceği belirlenmiĢtir 

(Nakashima et al. 2007). Çeltikte transkripsiyonel düzenlemeler ile yapılan çalıĢmalar 

DREB1/CBF, DREB2, AREB/ABF‟yi kapsayan genlerin abiyotik strese cevapta önemli 

bir rol oynadığı kanıtlanmıĢtır (Fujita et al. 2011; Mizoi et al. 2012; Fujita et al. 2013). 

Halofit bitki türlerinden olan Spartina alterniflora tuz stresine maruz bırakıldığında 

osmotik düzenleme ile ilgili 10 genin upregülasyon sergilediği belirtilmiĢtir (Baisakh et 

al. 2006).  

Tuzluluk stresinde rol oynayan Calcineurin B benzeri protein (CBL) CBL-etkileĢen 

protein kinaz (CIPK) kompleksleri, hücre içi kalsiyum sinyallerini çözen ve bitki 

hücresinin strese transkripsiyonel ve translasyonel yanıtını düzenleyen 

mekanizmalardan biridir. CBL veya CIPK‟ların aĢırı ekspresyonu çimlenme, fide ve 

biyomas üretimi yoluyla çeĢitli bitki türlerinde tuz toleransının artmasına neden 

olmuĢtur. Yine CIPK‟ların tuz stresi meydana gelen bitkilerde Na
+
 iletiminde, ROT 
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metabolizmasında ve ABA duyarlılığında rol aldığı gösterilmiĢtir (Kennedy et al. 

2015). Zhang et al. (2013) Populus euphratica bitkisinde PeCBL1'in tuzlu koĢullar 

altında hücreden dıĢ ortama Na
+ 

akıĢını olumsuz etkilediğini belirtmiĢ, fakat bu olaya 

neden olan mekanizmalar açıklanmamıĢtır. Ancak, CBL ve CIPK komplekslerinin ABA 

bağımlı olduğu düĢünülmektedir (Zhang et al.2013). Bezelyede, tuzluluk stresi ile 

indüklenen helikaz 45 (PDH45) transkriptinin upregülasyonu ABA-bağımlı yolu, CBL 

ve CIPK genlerinin ise ABA-bağımsız yolu takip ettiği bildirilmiĢtir (Mahajan et al. 

2006). ABA-bağımsız yollar osmotik stres gen ekspresyonunda önemli role sahiptirler. 

Stres indükleyici genlerin promotörleri, transkripsiyonel faktörler tarafından düzenlenen 

MYB tanıyan sekans (MYBRS), ABRE, BRE/CRT gibi cis-regülatör elementlerini 

içerir. ABA-bağımlı tuzluluk stresi sinyallerinin stres cevap genini arttırmak için ABRE 

elementine bağlanan AREB denilen temel lösin fermuar transkripsiyon faktörünü aktive 

ettiği bilinmektedir (Mahajan and Tuteja 2005). 

Tuzluluk stresinde rol alan bir baĢka tolerans geni ise A20/AN1 çinko parmak domaini 

içeren stresle iliĢkili protein (SAP) genidir. Oryza sativa’da SAP11 geninin, su 

eksikliğini ve tuz stres toleransını birkaç ortak endojen genin ekspresyonunu etkileyen 

bir sinyal yolunu kullanarak artırdığı bildirilmiĢtir (Giri et al. 2011). 

Süperoksit dismutaz (SOD) tuzluluk stresinde rol alan antioksidant savunma 

genlerinden biridir. Bu enzim mayalarda tuz toleransının plazma membran antiporter 

olarak teĢhis edilmiĢtir (Shi et al. 2003b). Diğer taraftan, Na
+
-ATPaz aktivitesinden 

yoksun bir Saccharomyces cerevisiae suĢunda (RH16.6) SOD2 ekspresyonunun, tuza 

tolerans yeteneğini geri kazandırdığı belirlenmiĢtir (Zhao et al. 2006). Ayrıca transgenik 

Arabidopsis bitkisinde SOD2 geninin tuz stresi altında aĢırı ekspresyonu tohum 

çimlenmesini teĢvik etmiĢtir (Gao et al. 2003).  

Tuz stresinin en önemli genlerinden biri ise Salt Overly Sensitive 1 (SOS1)‟dir. 

Membran Na
+
/H

+
 antiporteri olarak Na

+
‟u dıĢa aktaran bir proteindir. SOS1 kökten 

gövdeye Na
+
 iletimini düzenler ve kök yüzeyinde Na

+
 dıĢa aktarımına aracılık 
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etmektedir. Pek çok çalıĢmada tuz stresi ile SOS1 geninin upregüle olduğu 

gözlemlenmiĢtir (Sandhu et al. 2017; Zhao et al. 2017).  

Bir baĢka tolerans geni olan bitki GRP'leri tekrarlayıcı glisin kalıntıları ile karakterize 

edilen bir protein grubudur. Bu proteinin çeĢitli abiyotik streslerde bitkiye tolerans 

kazandırdığı gözlemlenmiĢtir. Ayrıca transgenik Arabidopsis bitkisinde tuz ve ABA 

uygulaması sonrasında GRP geninin tohum çimlenmesini olumlu etkilediği 

bildirilmiĢtir (Long et al. 2013). 

Son yıllardaki araĢtırmalar bitkilerin stres koĢulları altında bitki büyümesini ve 

geliĢmesini sağlamak için kritik post transkripsiyonel gen ekspresyonu düzenleyicileri 

olarak miRNA‟ların rol oynadıklarını belirtmiĢlerdir (Ku et al. 2015). miRNA‟lar 

müdahaleci RNA‟ya (RNAi=RNA interference) dayalı gen sessizleĢtirme 

mekanizmasında görev alan küçük RNA‟lardan biridir (Bodur and Demirpençe 2010; 

Xin et al. 2010). miRNA‟lar küçük (20-24 nt) endojen RNA‟ların bir sınıfını temsil 

etmekte ve DNA metilasyonu, kromatin yeniden modellenmesi, translasyonel baskılama 

ve doğrudan mRNA ayrılması yoluyla gen ekspresyonunu düzenlemektedirler (Zhang 

2015). Genellikle, stresle upregüle olan miRNA‟lar hedef mRNA‟ları downregüle 

ederken, bu miRNA‟ların baskılanması pozitif regülatörlerin birikmelerine ve 

iĢlevlerine bağlıdır (Chinnusamy et al. 2007).  

Güncel çalıĢmalarda tahıllarda tane geliĢimi ve fitohormon sinyalizasyonunun yanı sıra 

karbohidrat protein metabolizması, hücresel taĢınım ve sinyal iletimi gibi olayları 

kapsayan besin biyosentezi gibi metabolik yolakları hedef alan çok sayıda miRNA 

tanımlanmıĢtır (Sunkar and Zhu 2004; Zhao et al. 2007; Zhang et al. 2013; Zhang and 

Wang 2015). Bir chemocyanin-like protein geni (TaCLP1) olan tae-miR408'in hedef 

geninin yüksek tuzluluk ve çizgili pasına karĢı buğday bitkisinde düzenleyici bir rol 

oynadığı bulunmuĢtur (Feng et al. 2013).  
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Tuz stresi uygulanan Medicago bitkisinde AP2/EREBP ve bHLH transkripsiyon 

faktörleri, α-tubulin ve Rab11 proteinlerinin toleransta rol aldıkları bildirilmiĢtir. Aynı 

Ģekilde Arabidopsis bitkisinde ERF ile bHLH transkripsiyon faktörleri, Rab18 ve 

receptor-like protein kinazların yüksek tuzluluk stresinde toleransa katkıda 

bulunmuĢlardır (Zahaf et al. 2012). Yine AP2 / ERF TF ailesindeki proteinlerin, buğday 

ve transgenik çeltikde tuz stresine tolerans kazandırdığı gösterilmiĢtir (Chen and Guo 

2008). Nitekim Eren et al. (2015) tarafından yapılan bir çalıĢmada buğday bitkisine 

uygulanan tuz stresinin bu genleri hedef alan miRNA ‟ları belirlemiĢlerdir. Buna ek 

olarak, buğday bitkisinde zma-miR482-5p'nin varsayılan hedefi olan ve su eksikliği ile 

bağlantılı bir dehidrin proteini rab15B geni tolerans sürecinde varolduğu tespit 

edilmiĢtir (Hassan et al. 2014). 

  

Yüksek tuz stresinin moleküler mekanizmasının anlaĢılması ve sonrasında tuza 

toleranslı tahılların geliĢtirilmesi odaklı çalıĢmalara ağırlık verilmesinin, günümüzde 

tahıl ürünlerinde tuz stresi etkisi ile meydana gelen azalma problemini çözmede 

kullanılabilecek önemli bir yaklaĢım olduğu düĢünülmektedir. Bu bilgiler ıĢığında 

bakıldığında, hazırlanan mevcut çalıĢmamızda, buğday bitkisinde tuzluluk stresine karĢı 

toleranslı çeĢitlerin belirlenmesi, tuzluluk stresi ile ilgili genlerin (GRP, CIPK29, SOS1, 

SOD2 ve SAP1) ve miRNA‟ların (miR156a, miR482, miR12b, miR6108f, miR5655, 

miR164 ve miR159c) hedef genlerinin ifade düzeylerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. Buğday ve tuz stresi 

Buğday, 2n=14 kromozomlu Diploit (AA), 2n=28 kromozomlu Tetraploit (AABB) ve 

2n=42 kromozomlu Hekzaploit (AABBDD) olmak üzere 3 gruba ayrılır. Ekmeklik 

buğday, Triticum aestivum‟dur. T.durum ve T.compactum ise diğer önemli buğday 

türleridir (Briggle and Reitz 1963). Buğday Dünyada yaygın olarak üretilen (%55) 

tahıllar arasında en çok tüketilen tahıllardan birisi olup tuza yüksek derecede toleransı 

olmayan glikofit bir bitki türüdür. Aynı zamanda morfolojik ve fizyolojik özellikler 

dikkate alındığında yeryüzünde 3000 buğday çeĢidi tespit edilmiĢtir. Yalnız Türkiye‟de 

bulunan çeĢitlerin sayısı 500‟den fazladır. Buğday bitkisindeki bu zengin çeĢitliliğe 

rağmen özellikle topraktaki yüksek tuz oranı bütün Dünya‟da bulunan buğday 

kültürlerinde büyük düĢüĢe neden olduğu bildirilmiĢtir (Ayolie et al. 2011). Toprak ve 

suda yüksek tuz konsantrasyonunun buğday üretimine zararlı etkilerinden dolayı birçok 

ülkede bilim adamlarının dikkatini çekmiĢtir (Poustini and Siosemardeh 2004; Vaziri et 

al. 2004). Bu nedenle, buğday bitkisinde tuz stresi toleransının geliĢtirilmesi, yeterli 

gıdanın sağlanması için bir görev olarak benimsenmiĢtir. Ülkemizde de buğday 

çeĢitlerinde fizyolojik araĢtırmalar yapılmıĢtır. Bir araĢtırmada tuza tolerans indeksi 

hesaplanarak buğday çeĢitlerinin tuza toleransları belirlenmiĢ ve böylece buğday 

genotiplerinde fizyolojik olarak çok hassas ve toleranslı fenotipler gruplandırılmıĢtır 

(ġenay vd 2005). Ayrıca buğdayda geliĢen tuzluluk toleransının özelliklerini veya 

genleri tanılamayı amaçlayan araĢtırmalar da bulunmaktadır (Vaziri et al. 2004). Bu 

araĢtırmalar sonucunda tuzlu topraklarda yetiĢtirilen buğday ürünlerinde %20 artıĢ 

meydana gelmiĢtir. Fakat buğday bitkisinin tamamlanamayan genomik sekans bilgisinin 

yanı sıra büyük ve karmaĢık genomundan dolayı fonksiyonel genomiks araĢtırmaları 

geciktirmektedir. 
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2.2. Tuz stresine Bitkilerin Cevabı  

Bitkiler, çevresel değiĢikliklere duyarlı olma (Vij and Tyagi 2007), koĢullara 

adaptasyon sağlama ve cevap verme yeteneğine sahiptirler (Matsui et al. 2008). Gen 

ifadesinin düzenlenmesi tuz stresine adapte olan bitkilerde önemli anahtarlardan 

birisidir. Bitkilerde tuzluluğun indüklediği gen düzenlenmesinin en ilgi çekici 

mekanizmalarından biri çeĢitli transkripsiyon faktörlerin aktivasyonunu takip eden 

fosforilasyon/kinaz dizisinin uyarılma aktivasyonudur (Xiong et al. 2002). Tuz stresi 

altında bulunan bitkiler normal fonksiyonlarını ve hücre dengesini yeniden kurmak için 

aktif olan transkripsiyon faktörleri, tuz toleransına katkıda bulunan proteinleri kodlayan 

genlerin ekspresyonunu veya tuz stresi altındaki hücrelerin tamir ve korunmasına yol 

açan ilgili enzimlerin aktivitesini düzenlemektedirler (Munns 2005). Hücrelere tuz 

alınımı ve iletimi çeĢitli membran proteinleri tarafından kontrol edilir. Hücrelere Na
+
‟un 

giriĢi ya katyon kanalları tarafından ya da yüksek veya düĢük afiniteli K
+
 taĢıyıcıları 

yoluyla meydana gelmektedir (Demidchik et al. 2002). Saccharomyces cerevisiae‟da 

Na
+
 alımına aracılık eden yüksek afiniteli K

+
 taĢıyıcısı (HKT1) ve buğdayda plazma 

zarı içinden Na
+
 iletimine aracılık eden düĢük afiniteli katyon taĢıyıcısı (LCT)‟nin 

varlığı bildirilmiĢtir (Amtmann et al. 2001). Ayrıca, tuz koĢulları altında membran 

içinden dıĢa Na
+ 

akıĢı mekanizmasında LCT‟nin rolü Ca
+2

‟a duyarlılığı artırmak olduğu 

düĢünülmektedir. Yine aynı çalıĢmada Na
+
‟un yüksek konsantrasyonlarının tüm bitki 

hücrelerinde (halofitlerde bile) toksik olduğu ve pek çok bitki türünde normal büyüme 

ve geliĢme için K
+
/Na

+
 oranının korunması temel olduğu ifade edilmiĢtir (Zhang et al. 

2010). Genellikle 3 mekanizma iyon dengesinin korunmasını sağlar. Bunlar; 

1) Plazma zarındaki her bir Na
+
/H

+
 antiporter yoluyla Na

+
‟un çıkarımı (SOS1 

antiporteri) 

2) NHX1 geni gibi vakuolar Na
+
/H

+
 antiporterler yoluyla çıkarımı 

3) Yüksek ve düĢük K
+
 kanallarının farklı fonksiyonları yoluyla hücrelerde K

+
 tutulması 

ile gerçekleĢir. 
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2.3. Tuza Toleranslı Tahılların GeliĢimi 

Tarımda tuzluluğun zararlı etkilerini en aza indirmek için iki büyük yaklaĢım 

bulunmaktadır. Birincisi yüksek kaliteli sularla sulama, kanalizasyon ve ıslah 

çalıĢmalarını geliĢtiren teknolojik yaklaĢımdır. Bu yaklaĢım etkili olmasına rağmen 

masrafları yükseltir ve probleme bölgesel bir çözüm sağlamaktadır. Ġkinci yaklaĢım ise, 

yüksek seviyedeki tuz konsantrasyonuna tolerans yeteneği gösteren bitkilerin 

geliĢtirilmesine ve araĢtırılmasına odaklanan biyolojik stratejileri kapsamaktadır. Tuza 

toleranslı bitkilerin geliĢtirilmesi tuzlu koĢullar altında tahıl üretimini yükselten 

ekonomik bir yaklaĢımdır (Ashraf and Akram 2009). Flowers and Yeo (1995) tuz 

koĢulları altında tahıl üretimini artıran 5 temel genetik yaklaĢım sunmuĢlardır. 

1) Alternatif tahıllar olarak halofitlerin yayılması 

2) Mevcut tahıl türlerinde bulunan tuz toleransı için genetik varyasyonların araĢtırılması  

3) Ticari kültürlerin tuz toleransını artırmak için hibridizasyonun kullanılması 

4) Genetik mutasyon yoluyla mevcut tahıllarla varyasyon üretimi  

5) Tuz ve diğer abiyotik streslere karĢı daha yüksek toleranslı ürünlerin yetiĢtirilmesi 

Ģeklindedir. 

Genetik haritalama, QTL (Kantitatif Karakter Lokus) analizi, transkripsiyon faktörleri 

ve genetik formasyon gibi moleküler genetik tekniklerdeki son ilerlemeler, bitki tuz 

toleransının genetik, fizyolojik ve biyokimyasal temellerinin anlaĢılmasına daha fazla 

katkıda bulunmaktadırlar. Son birkaç yıldır, hücre ve organizma seviyelerinde meydana 

gelen bitki tuz toleransında rolleri olan bileĢiklerin, enzimlerin veya genlerin 

karakterizasyonu ve tanılanması yapılmaya çalıĢılmıĢtır (Cuartero et al. 2009; Plett and 

Moller 2010). ÇeĢitli türlerde gen ekspresyonu veya transgenik yaklaĢımlar yoluyla 

elementlerin oluĢumu tuz toleransını yükselterek bitkilerin daha verimli hale geldiği 

gösterilmiĢtir (Zhang and Blumwald 2001). Stres-tolerans genleri genellikle iki 

kategoriye ayrılır; strese karĢı doğrudan hücreleri koruyan enzim ile proteinleri 

kodlayan yapısal genler ve sinyal iletimi ile düzenlenmesini içeren genler Ģeklindedir. 

Örneğin; zarların içinden Na
+ 

iletimini düzenleyen genler farklı bitki türlerinde tuz 
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toleransını artırmak için kullanılmıĢtır (Silva and Geros 2009). Yang et al. (2009) tuz 

stresine maruz bırakılan transgenik Arabidopsis‟te farklı SOS genleri ve AtNHX1‟in 

(Arabidopis Na
+
/H

+
 antiporteri) aĢırı ekspre edildiğini bildirmiĢlerdir. 

Tuz toleransı çalıĢmasındaki transgenik bitkilerde SOS1 ve SOS3 genlerinde önemli 

artıĢlar gerçekleĢtiği belirlenmiĢtir. Li et al. (2008) Chenopodium glaucum halofitik 

türünden tanımlanan NHX1 geninin çeltik bitkisinde aĢırı ifade edildiği ve tuz 

toleransını yükselttiğini gözlemlemiĢlerdir. Genelde, glikofitlerde tuz toleransı için 

ifade edilen genlerin halofitlerdeki gibi benzer Ģekilde gerçekleĢtiğine inanılmaktadır. 

Ancak pek çok glikofitte bu genlerin normal koĢullarda ekspresyonlarının azaldığı 

görülmüĢtür (Zhu 2000).  

ÇeĢitli bitki türlerinde tuz toleransının yükselmesine yol açan osmolitler ve 

osmoprotektanların oluĢumunda genlerin rol aldığı önerilmiĢtir. Ancak, tuzlu koĢullar 

altında transgenik yaklaĢımlar ile tahıl üretiminde bu bitkilerin kullanılmasının daha 

uygun olduğunu bildiren çalıĢmalar bulunmaktadır (Li et al. 2008; Yang et al. 2009). 

2.4. Tuz Stresi Tolerans Genleri 

Stres cevap genleri erken ve geç indüklenen genler olarak geniĢ bir Ģekilde kategorize 

edilmiĢlerdir. Erken indüklenen genler dakikalık stres sinyallerinin algılanmasıyla 

uyarılmakta ve sıklıkla kısa zamanlı eksprese olmaktadırlar. ÇeĢitli transkripsiyon 

faktörleri bir genin yeni proteinleri sentezlemesine gerek duymaz ve sinyallerde rol alan 

bileĢiklerin çeĢitli iĢlemlerden geçirilmesine neden olmaktadırlar. Daha yavaĢ Ģekilde 

stres tarafından aktive edilen genlerin çoğu saatlerce strese maruz kaldıktan sonra 

indüklendikleri için geç uyarılan kategoride sınıflandırılmaktadırlar. 

Tuz stresi, öncelikle bitki hücrelerinin membranları üzerindeki reseptörler tarafından 

algılanmakta, ondan sonra sinyal sitoplazmaya iletilmekte ve inozitol fosfatazlar, ROT 

ve kalsiyumu kapsayan ikincil mesajcıların üretimi Ģeklinde gerçekleĢmektedir. Ġnozitol 

fosfatazlar gibi bu ikincil mesajcılar daha uzaktaki hücrelerarası kalsiyum seviyesini 
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düzenlemektedirler. Sitozolik kalsiyum seviyesindeki değiĢimler kalsiyum sensörleri 

olarak da bilinen kalsiyum bağlayıcı proteinler tarafından algılanmaktadırlar. Bu sensör 

proteinler, bazı moleküllerle etkileĢerek fosforilasyon basamağını baĢlatmakta ve büyük 

stres cevap genleri veya bu genleri kontrol eden transkripsiyon faktörlerini hedef 

almaktadırlar. Bu stres genlerinin ürünleri bitki adaptasyonuna yol açmakta ve bitkinin 

hayatta kalmasına yardım etmektedirler. Böylece, bitki uygun olmayan koĢulların 

üstesinden gelmiĢ olur. Bu nedenle, bitki sinerjik bir Ģekilde tüm bir organizma olarak 

veya bireysel hücreler olarak strese cevap vermektedir. Ayrıca gen ekspresyonundaki 

değiĢiklikleri indükleyen stres ABA, salisilik asit ve etilen gibi hormonların da 

üretilmesine katkı sağlayabilirler. Bu moleküller, baĢlangıç sinyallerini amplifiye 

edebilmekte ve aynı yolları takip edebilen veya sinyal yollarının farklı bileĢiklerini 

kullanabilen ikinci bir seviyede baĢlatabilmektedir (Mahajan and Tuteja 2005). Bu 

nedenle Çizelge 2.1‟de gösterildiği gibi tuz stresinde rol oynayan genler merak 

uyandırmıĢ ve keĢfedilmiĢtir. 

Çizelge 2.1 Tuz stresinde rol alan düzenleyici genler  

TÜRLER GENLER ÖZELLĠKLERĠ 

Arabidopsis MsGRP Glisince zengin proteinleri kodlar 

CTR 1 

EIN 1 

EIN 3 

Etilen Reseptörlerini kodlar 

SOS 1 Na
+
 ve H

+
 antiporterlerini kodlar 

SOS 2 Serin ve treozintipi protein kinazı kodlar 

AtHKT 1 Yüksek afiniteli K+ transporterini kodlar  

TPS Trehaloz fosfat sentetazı kodlar 

AVP 1  Vakuolar asitlenme gibi iĢlev gören H
+
 - profosfataz kodlar 

NKS 1 Özellikle iyon dengesinde iĢlevi bilinmeyen bir proteini 

kodlar 

Triticum (Buğday) TaHIR1 

TaHIR3 

Pas mantarı enfeksiyonlarıyla ekspresyonları gerçekleĢir 

Triticum durum 

(Durum Buğdayı) 

TaNAC69-1 

TtNAMB-2 

Tuz stresinde 24 ve 48. saatlerde ekspresyonları artmıĢtır. 

Nicotiana tobacum 

(Transgenik tütün)  

AISAP Bir çinko-parmak proteinin kodlar 

Imt 1 Ononitol kodlar 
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Çizelge 2.1. (devam) 

 
Triticum durum 

(Durum buğdayı) 

TaCIPK29 CBL-etkileĢen protein kinaz kodlar 

Hordeum vulgare 

 (Arpa) 

KORCs korC proteinini kodlar 

PKABA1 Tuz stresinde protein kinazı kodlar 

Gossypium hirsitum 

 (Pamuk) 

DREB dehydration-responsive element-binding proteinini kodlar 

GhHL 1 Tuza cevapta rol oynayan bir fosfatazı kodlar 

GhNHX 1 Varsayılan Na
+
/H

+
 antiporter kodlar 

Oryza sativa  

(Pirinç) 

OsNHX 1 Vakuolar Na
+
/H

+
 antiporter kodlar 

SKC 1 Na
+
 transporterini kodlar  

katE H2O2‟yi yok eden katalazı kodlar 

OSISAP 1 Tuz stresinin oluĢturduğu bir çinko-parmak proteinin kodlar 

SOD 2 Na
+
 transporrterini kodlar 

Atriplex hortensis 

(Hayat Süpürgesi) 

BADH Betaine kodlar 

Brassica napus 

(Kanola) 

BnNHX 1 Vakuol Na
+
/H

+
 antiporterları kodlar 

Peamut (Yer Fıstığı) Mt10 Mannite kodlar 

Phragmites australis 

(KamıĢ) 

PhaHKT1 Yüksek dayanaklı K
+ 

taĢıyıcıların kodlar 

Zea mays (Mısır) P5CS Prolini kodlar 

Thellungiella 

salsuginea 

TsVP Na
+ 

birikimini hafifletmeye yardım etmek için vakuol 

pyrofosfatazı kodlar 

Thellungiella 

halophila 

ThHKT 1 Ġyon antiporterı kodlar 

Trifolium repens L. TrNHX 1 Ġyon dengesini ve tuz toleransını teĢvik etmek için vakuol 

Na
+
/H

+
 antiporter kodlar 

Muz  MaGSTU 1 

MaGSTU 2 

MaGSTU 3 

MaGSTF 1 

MaGSTL 1 

Glutathione S-transferases (GST) kodlar 

2.4.1. AĢırı Tuza Duyarlı (Salt Overly Sensitive -SOS) Genleri 

Hem glikofit hem de halofit bitkiler sitoplazmalarında bulunan tuzun yüksek 

konsantrasyonunu tolere edemezler. Bu nedenle onlar ya vakuolde tuzun aĢırı miktarını 

sınırlarlar ya da farklı dokularda temel iyonları kompartmanlaĢtırırlar. Na
+
‟un, Cl

-
 

yapımı öncesinde toksik bir konsantrasyona ulaĢabildiği keĢfedildikten sonra pek çok 
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çalıĢma Na
+
 iletiminin kontrolü ve

 
çıkarımı üzerine yoğunlaĢmıĢtır. Böylece hücrelerin 

sitozolünde biriken Na
+
 miktarı minimize edilerek bitkiler üzerindeki iyonik stresin 

azaltılması diğer bir temel mekanizmayı oluĢturmuĢtur. Bu süreç doku toleransının yanı 

sıra bitki hücresi içerisindeki Na
+ 

iletiminin kontrolüne izin veren taĢıyıcılar ve özel 

iyon kanallarını kontrol eden ekspresyonunun up veya down regülasyonu ile 

sağlanmaktadır (Munns and Tester 2008; Rajendran et al. 2009). Vakuoler Na
+
/H

+ 

antiporterleri; etkili bir sitozolik Na
+ 

çıkarımını, içsel asiditenin dengelenmesini ve 

sitozolden zararlı iyonların taĢınmasını gerçekleĢtirirler. Antiporterler, vakuoler H-

translokasyon enzimi, H
+
-adenozin trifosfataz ve H

+
-inorganik pirofosfataz (PPiaz) 

tarafından üretilen proton taĢıma gücünü kullanırlar. Bitki Na
+
 çıkarımını K

+
 alımı ile 

karĢılayamazsa osmotik düzenleme için organik çözücülere daha büyük bir istek 

oluĢturur. Ekstrasellular Na
+
 bir membran reseptörü tarafından algılanabilir, oysaki 

intrasellular Na
+
 ya membran proteini tarafından ya da sitoplazmadaki pek çok Na

+
 

duyarlı enzimlerin herhangi biri tarafından algılanabilir.  

Na
+
 sensörlerinden olan plazma membran Na

+
/H

+
 antiporteri SOS genlerinin duruma 

bağlı olarak doğrudan sentezlenir. SOS yolu 3 anahtar bileĢikten oluĢur; Ca
+2

 sensörü 

olarak aktive gösteren SOS3, bir serin/treonin protein kinazı olan SOS2 ve bir plazma 

membran Na
+
/H

+
 antiporteri olan SOS1 geni Ģeklinde tanımlanmaktadır (Silva and 

Geros 2009). ġekil 2.1‟de tuz stresinde meydana gelen SOS yolu özetlenmiĢtir. SOS1 

geni, Arabidopsis SOS1 mutantlarındaki genetik analizler sonucunda hedef SOS3-SOS2 

yolunda belirlenmiĢtir. Tuz stresi uygulanan yabani tiplerin yanı sıra osmotik SOS1 

mutantlarında da iyonik denge bozulmuĢ ve tuz stresine aĢırı duyarlılık sergilemiĢlerdir. 

Böylece SOS genlerinin tuz toleransında fonksiyon gösterdiği genetik olarak 

doğrulanmıĢtır (Zhu et al. 1998). Arabidopsis‟te köklerde SOS2‟nin mRNA seviyesi tuz 

stresine cevapta upregüle olduğu gösterilmiĢtir. SOS2/CIPK24 kompleksinin ise C 

terminal düzenleyici domain ve N terminal katalitik ile yeni bir serin/threonin protein 

kinazı kodladığı kanıtlanmıĢtır (Liu et al. 2000; Albrecht et al. 2001). SOS3 geni ise 4 

EF hand Ca
+2

 bağlayan motifler ve bir miristoilasyon sekansı ile Ca
+2

 bağlayıcı proteini 

kodlamaktadır. Ca
+2

 sensörleri Ca
+2

‟a bağlandıkları için farklılık gösterir ve bu farklılık 

çeĢitli Ca
+2

 sensörlerinin Ģifrelerini çözmek ve ayırt etmede önemli bir parametre olarak 
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kullanılabilmektedir. Kalmodulin ve kaltraktin gibi Ca
+2

 sensörleri ile 

karĢılaĢtırıldığında SOS3‟ün nispeten daha düĢük bir afinite ile Ca
+2

‟a bağlandığı 

gözlemlenmiĢtir (Ishitani et al. 2000). 

 

ġekil 2.1. Tuz stresinde SOS yolu 

SOS proteinleri K
+
/Na

+
‟un ayırt edilmesi ve Na

+
‟un dıĢa verilmesi olayını 

gerçekleĢtiren mekanizmaya geri dönen Ca
+2

 sinyalleri için bir sensördür. Özellikle 

SOS1, köklerden gövdeye uzun mesafede Na
+
 iletiminin kontrolünde ve Na

+
 

çıkarımında kritik bir rol oynamaktadır (Shi et al. 2002). Bu antiporter sitosolde Ca
+2

 

içeriğinin artıĢı ile tuz stresinin algılanmasından temellenen mekanizmada bir bileĢik 

oluĢturmaktadır. SOS2 ve SOS3 olarak bilinen diğer iki protein ile uyumlu olan 

SOS1‟in aktivitesinde meydana gelen fosforilasyon ise geri dönüĢümlüdür (Oh et al. 

2010). Saccharomyces cerevisiae AXT3K suĢunda yapılan bir çalıĢmada tuz tolerans 

artıĢının SOS1, SOS2 ve SOS3‟ün ko-ekspresyonunun SOS2/SOS3 kompleksine bağlı 

olarak gerçekleĢtiğini önermektedir (Quintero et al. 2011).  

Bu SOS genlerinin keĢfinden birkaç yıl sonra ise SOS4 ve SOS5 genleri karakterize 

edilmiĢtir. SOS4; Vitamin B6‟nın aktif bir formu olan pyridoksal-5-fosfat (PLP)‟nin 

biyosentezinde rol alan pyridoksal kinaz (PL) kodlar. Ayrıca, pek çok hücresel enzimler 

için temel kofaktör olan PLP ve onun türevleri, hayvan hücrelerinde iyon 

transporterlerinin aktivitesini düzenleyen ligandlardır. Yapılan bir çalıĢmada, sos4 
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mutantları tuz stresi altında yabanıl tip bitkiler ile karĢılaĢtırıldığında çok daha fazla Na
+
 

biriktirdiği ve daha az K
+
‟u koruduğu rapor edilmektedir. Bu nedenle, SOS4 bitkilerde 

Na
+
 ve K

+
 dengesinin yeni bir düzenleyici bileĢiği olarak tanımlanmaktadır (Shi et al. 

2002). SOS5; normal hücre uzaması için gereken olası bir hücre yüzeyine bağlı protein 

olduğu görülmüĢtür. Ayrıca SOS5 hücre-hücre adhezyonunda fonksiyonu olduğu, hücre 

duvar bütünlüğünü koruduğu ve tuz stresi koĢulları altında bile hücre geniĢlemesinin 

elde edilmesinde görev aldığı önerilmiĢtir (Shi et al. 2003a).  

NAPDH oksidaz tarafından üretilen ROT‟un, SOS1 mRNA‟larının (transkriptlerinin) 

kararlılığını meydana getirdiği bilinmektedir. Böylece NAPDH oksidaz aktivitesinin 

SOS1 mRNA aktivitesini büyük oranda artırmıĢtır. Pek çok çalıĢma, SOS1 mRNA 

kararlılığını diğer stres indükleyeci aracı olan bileĢikleri bulmak için kullanılarak birkaç 

abiyotik streste yaygın olan bir sinyal iletim yolunun erken sinyal adımında SOS1 „in 

muhtemel rolü hakkında bazı önemli ipuçları vermiĢtir (Turkan and Demiral 2009). 

2.4.2. Süperoksit Dismutaz (SOD) Genleri 

ROT veya Reaktif Nitrojen Türleri (RNT) ile biyolojik antioksidant sistemler arasındaki 

dengenin sebep olduğu oksidatif stres DNA, lipitler ve proteinler gibi 

makromoleküllerin modifikasyonlarına yol açabilir (Chen et al. 2008; Xie et al. 2008). 

Hücrenin redoks durumunun transkripsiyon faktörlerinin/aktivatörlerin düzenlemesiyle 

iliĢkili olduğu bilinmektedir. Bu çerçevede hücresel hedef gen ekspresyonunun 

etkilenmesi, uygun ROT ve RNT seviyeleri ve hücresel sinyal yollarının ayarlanması 

canlı organizmaların normal fizyolojik fonksiyonları için gereklidir. Ancak, aĢırı 

redoks-aktif türler, DNA hasarına, hücresel enzimlerin aktivitelerinin bastırılmasına ve 

kaspaz ile kinaz dizilerinin aktivasyonu yoluyla hücre ölümünün uyarılmasına sebep 

olabilmektedirler (Giannattasio et al. 2008; Archer et al. 2008). Bitkilerin ROT‟ların 

bertaraf edilmesinden sorumlu mekanizmalara ek olarak bu moleküllerin oluĢumlarını 

da sınırlayan iyi geliĢmiĢ savunma sistemlerine sahip oldukları bilinmektedir. Bu 

sistemlerin etkisiyle bitkilerde stres altında olmayan koĢullarda reaktif oksijen 

oluĢumunun bertaraf edilmesinin dengeli olduğu bilinmektedir. Ancak, stres koĢulları 
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altında ROT oluĢumu arttığında savunma sistemi bastırılabilir. Bitkilerde enzimatik 

veya enzimatik olmayan antioksidant sürecin bertaraf edilmesini sağlayan savunma 

sistemi ROT‟ların artıĢına karĢı bir cevap olmaktadır. Fakat bu sürecin gerçek 

mekanizması halen tam olarak anlaĢılamamıĢtır (Alscher et al. 2002). 

Bir hücrede SOD, ROT‟a karĢı savunmanın ilk hattını oluĢturmaktadır. O
-2

 bir elektron 

iletim zincirinin varolduğu herhangi bir yerde üretilmekte ve bu nedenle O2 aktivasyonu 

sitozol, apoplastlar, peroksizomlar, glikozomlar, mikrozomlar kloroplastlar, mitokondri 

gibi hücrenin farklı bölümlerinde meydana gelebilmektedir (Elstner 1991). Yapılan 

çalıĢmalarda süperoksit dismutaz ailesinin elektron iletme zinciri yoluyla oksijen 

metabolizmasının ürünleri gibi mitokondrial matriksle üretilenler ile iyonize radyasyon 

içeren ekstrasellüler uyarıcılardan kaynaklanan süperoksit anyon radikallerini yok 

etmede özelleĢtiği gözlemlenmiĢtir (McCord and Fridovich 1969). Yine SOD genlerinin 

ROT konsantrasyonunun dengelenmesinde esas rolü oynadığı bildirilmiĢtir. ROT‟ların 

hem ekspresyonunda hem de aktivitesinde SOD‟ların kontrolü düzenlemeye katkıda 

bulunmaktadır (Forman 2007; Liu et al. 2008). SOD‟un 3 farklı izoformu karakterize 

edilmiĢ ve belirlenmiĢtir. Cu-Zn SOD; SOD1 geni tarafından, MnSOD; SOD2 geni 

tarafından, ekstrasellüler süperoksit dismutaz (ECSOD); SOD3 geni tarafından 

kodlanmaktadır. Genetik kıyaslamalar sonucunda amino asit homolojisi seviyesinde 

SOD1 ve SOD3 genlerinde bulunan benzerlikler belirlenmiĢtir. Öte yandan SOD2 geni 

ne SOD1 ne de SOD3 geni ile önemli amino asit homolojisi göstermemiĢtir (Parge et al. 

1992). ġekil 2.2‟de süperoksit dismutazın hücre içerisindeki aktiviteleri gösterilmiĢtir.  
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ġekil 2.2. Tuz stresinde süperoksit dismutaz aktivitesi 

SOD1 geni (Cu-Zn SOD); bu genin sekans benzerliği, özellikle de kodlama 

bölgesindeki eksonların boyutları, tüm türlerde önemli bir Ģekilde benzerlik gösteren 4 

intron tarafından ayrılan 5 ekson içerir. SOD1 geninin promotör bölgesi CCAAT ve 

TATA kutusunun yanısıra yüksek derecede GC-zengin bölgeye sahiptir (Miao and Clair 

2009).  

SOD2 geni (Mn-SOD); hücre içerisinde O
-2

 seviyesindeki artıĢ ve buna bağlı olarak 

mevcut olan Fe (II)‟nin miktarının azalması, Mn-SOD yapısındaki mevcut metalde (Mn 

III) değiĢikliklere sebep olmaktadır. Mn-SOD‟lar peroksizomlar ve mitokondrilerde 

oluĢmaktadır. Peroksizomal ve mitokondrial Mn-SOD‟ların varlığı karpuzda 

immunolokasyon testleri kullanılarak gösterilmiĢtir (del Rio et al. 1992). Bu enzimler 

aktif bölgede Mn atomunun varlığı olmadığı sürece fonksiyonel olamazlar. Yine bir 

peroksizomal Mn-SOD‟un, ksantin oksidaz fonksiyonunun bir sonucu olarak O
-2

 

oluĢumunu bertaraf ettiği bezelyede rapor edilmiĢtir. Ancak yapılan çalıĢmalarda bilinen 

Mn-SOD sekanslarının hiçbirinde peroksizomal hedef için transit bir peptit sekansına 

rastlanamamıĢtır (Bowler et al. 1994). Mn-SOD sadece bitki hücrelerinin 
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peroksizomlarında ve mitokondrisinde vardır. Mn ve Fe-SOD‟lar primer, sekonder ve 

tersiyer yapılarında yüksek bir benzerliğe sahip olmalarına rağmen, bu enzimler Fe 

(II)‟nin Mn-SOD aktivitesini düzenlemesinde veya bunun tam tersi durumunda oldukça 

farklı etkinlik gösterirler. Ökaryotlarda ve prokaryotlarda bulunan bu enzimler, 

potasyum siyanid (KCN) veya H2O2 tarafından inaktive edilemezler (Alscher et al. 

2002).  

SOD3 (ECSOD) genin yapısında transkripsiyon baĢlama bölgelerinde bulunan 5 bp 

uzunluğundaki 1 ekzon bölgesi ile birlikte toplamda sadece 2 ekzon bulunmaktadır. Bu 

nedenle güncel çalıĢmalarda, bu kısa ekzonların fonksiyonlarının anlaĢılması ve ilk 

ekzonun tam yerinin bulunmasına çalıĢılmaktadır. Klasik TATA kutusu olmayan 2 

CAAT kutusu elementi SOD3‟ün promotör bölgesinde bulunmaktadır. Ayrıca, Fe-SOD 

kloroplastlarda, Mn-SOD mitokondriyum ve peroksizomda, Cu-Zn SOD kloroplast, 

sitosol ve ekstrasellüler boĢluklarda yer almaktadır (Folz and Crapo 1994). 

2.4.3. CBL-EtkileĢen Protein Kinaz (CBL-Interacting Protein Kinases-CIPK) 

Genleri 

Ca
+2

 bitkilerde hemen hemen tüm biyolojik süreçlerde rol alan ikincil bir mesaj olarak 

hizmet etmektedir (Kim et al. 2009). Çevresel ve geliĢimsel uyarılara cevapta bitki 

hücreleri sitozolik Ca
+2

 konsantrasyonunda özel geçici değiĢimlere uğrarlar. Bu durum, 

Ca
+2

‟un
 
farklı süreçlere özgül bir regülatör olduğunu göstermektedir (Hetherington and 

Brownlee 2004). 

Bitki hücrelerindeki Ca
+2

 üzerine yapılan çalıĢmalarda, Ca
+2

 geçiĢlerinin mekânsal ve 

zamansal miktarlarının uyaranlara özel karakteristik gösterdiğini ve bu durumun her bir 

uyarana karĢı özel bir cevabın nasıl oluĢtuğunu anlamada anahtar rol oynayabileceğini 

göstermiĢtir (Sanders et al. 2002). Sitozolik Ca
+2

 konsantrasyonlarında uyarmaya özel 

yükselmeler “kalsiyum iĢaretçileri” olarak tanımlanırlar. Kalsiyum iĢaretçilerinin geçici 

dağılımı ve Ģekilleri uyarı-cevap bağlantısında rol aldıklarını göstermektedir. Uyarı-

cevap düzenlenmeleri sinyal sensör proteinleri olarak fonksiyon gösteren Ca
+2

-bağlayıcı 
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proteinler tarafından gerçekleĢtirilir. Bu proteinler Ca
+2

 iĢaretcileri tarafından kodlanan 

bilgiyi tercüme eder ve diğer yapılara iletirler (Batistic and Kudla 2004). ġekil 2.3‟de 

abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde Ca
+2

 etkisi ile oluĢan yapılar belirtilmiĢtir. 

 

ġekil 2.3. Abiyotik streslerde kalsiyum mekanizması 

Bitki hücrelerindeki Ca
+2

 sensör proteinleri ayrı bir dizi ile donatılmıĢlardır. Diğer 

ökaryotlarda bulunan Ca
+2

-bağlayıcı proteinler olarak bilinen kalmodulin (CaM) ve 

CaM-benzeri proteinlere (CML) ek olarak, bitkilerde Ca
+2

 sinyalleri için Ca
+2

-bağlayıcı 

proteinlerin özel aileleri bulunmaktadır. Bunlar arasında bulunan Ca
+2

-bağımlı protein 

kinazlar (CDPKs) bir protein ile kinaz aktivitesi yapar ve Ca
+2

-bağlayıcı ile birleĢirler, 

böylece sensör-cevap modüllerini oluĢtururlar (Harper and Harmon 2005). Buna karĢın, 

kalsinörin B-benzeri (CBL) protein ailesi ve onların etkileĢim kinazları (CIPKs), Ca
+2

 

bağlama fonksiyonu (sensör-yerini alma fonksiyonu) ve kinaz aktivitesi (cevap 

aktivitesi) denilen 2 olayı gerçekleĢtirirler. Bu özellik, karmaĢık ve etkin bir yapıya 

sahip Ca
+2

 Ģifre çözücü sinyal ağının oluĢmasına olanak sağlamaktadır (Batistic and 

Kudla 2009). Uyaran-cevap mekanizmasında rol alan CBL-CIPK sisteminin karmaĢık 

bir yapısı bulunmaktadır. CBL-CIPK sinyal sisteminin değiĢkenliğinin en büyük nedeni 
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birbirlerini etkileyen “spesifik faktörlerin” kombinasyonlarının esnek olmasından 

kaynaklanmaktadır. Böyle spesifik faktörlerin kendilerine özgü olan gen ekspresyonu, 

farklı Ca
+2

 bağlayıcı ve CBL-CIPK kompleksinin farklı hücresel lokalizasyonu ile 

gerçekleĢtirilmektedir. CBL‟ler ve CIPK‟lar arasındaki karmaĢık oluĢum Ca
+2

 sensör 

proteinlerinden kinazlara sinyallerin iletilme mekanizmasına odaklanılmasını 

sağlamaktadır (Albrecht et al. 2003).  

Diğer pekçok Ca
+2

 bağlayıcı proteinler gibi, CBL‟lerde kısa bir bağlayıcı domaininin 

ayırdığı iki globular yapıdan oluĢmaktadır (Nagae et al. 2003). Her bir CBL proteini, 

yapısında en az 4 Ca
+2

 iyonun bağlanmasını sağlayacak 4 EF-kol motifi içersede hiçbir 

CBL proteininde kanonik EF-el motifi bulunmaz. Arabidopsis‟in 5 CBL proteini 

(CBL2, CBL3 CBL4, CBL5 ve CBL8) kanonik EF kolu içermez. Buna karĢın CBL6, 

CBL7 ve CBL10 proteinlerinde 1 tane, CBL1 ve CBL9 proteinlerinde ise iki tane 

kanonik sekans motifi olan EF kolu vardır. Diğer bütün EF kolu motiflerinde dört kol 

üzerinde dağılım gösteren birbirinden farklı sekans varyasyonları vardır. Bu yüzden EF 

kollarındaki kompozisyon farklılıklarının CBL proteinlerinin farklı Ca
+2 

bağlama 

potansiyellerini açıklamada önemli bir neden olarak düĢünülmektedir (Batistic et al. 

2004). Biyokimyasal farklılıkların nedeni CBL-CIPK etkileĢiminin Ca
+2

‟a bağlı etkileri 

de olabilir. Ancak, CBL‟lere aĢırı Ca
+2

 bağlanması CIPK etkileĢimini veya aĢırı CIPK 

etkileĢimi CBL‟lerin Ca
+2

‟a bağlanma afinitesini etkiler, bu nedenle daha detaylı 

çalıĢmalara ihtiyaç duyulmaktadır. CBL1 ve CIPK1‟in etkileĢimini araĢtılan in vitro 

deneylerde Ca
+2

‟un mikromolar konsantrasyonlarının varlığına bağımlı bir kompleks 

oluĢumunun meydana geldiği gözlemlenmiĢtir (Shi et al. 1999). Buna karĢın, 

CIPK24/SOS2 ile CBL4/SOS3‟ün etkileĢimi bağımsız bir Ģekilde Ca
+2

 oluĢumunu 

tetiklemiĢ, fakat CBL4‟ün tek baĢına Ca
+2

‟a bağlanma yeteneğini olumsuz etkilemiĢtir 

(Sanchez-Barrena et al. 2007). Ayrıca EF kolunun fonksiyonuna yönelik çalıĢmalar da 

mevcuttur. EF kolu motifinin bağlanma bölgesindeki 2 amino asitlik bir uzamadan 

dolayı bütün CBL proteinlerindeki bu EF kolunun Ca
+2 

bağlama yeteneğinde olmadığı 

öne sürülmektedir (Luan et al. 2002). Bununla birlikte CBL2 ve CBL4‟ün kristal yapı 

analizleri EF1 kolunun ilave amino asitlerine rağmen Ca
+2 

iyonu bağlayabildiğini 

göstermiĢtir. Dahası, non-CIPK etkileĢimli safhada CBL2, EF1 ve EF4 kolları 
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vasıtasıyla 2 Ca
+2

 iyonunu bağlar (Sanchez-Barrena et al. 2007). Bu molekül CIPK14 

ile bağlandığında 4 EF kolu birden Ca
+2

 iyonlarına bağlanır (Akaboshi et al. 2008). 

CBL4 molekülü ise CIPK ile etkileĢimde değilken 4 Ca
+2

 iyonunu EF kolları ile bağlar 

(Sanchez-Barrena et al. 2007). Ancak bu protein CIPK24 ile etkileĢime girdiğinde 

yalnızca 2 Ca
+2

 bağlamaktadır. Bu sonuçlar, yalnızca CBL proteinlerinin Ca
+2

 bağlama 

yeteneklerinde sekansların rolünün olduğunu göstermekle kalmaz ayrıca bu süreçte 

CBL-CIPK etkileĢimlerinin oldukça önemli olduğunu ortaya koymuĢtur. ġekil 2.4‟te 

CBL-CIPK sinyal sisteminde rol alan domainlerin yapıları gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 2.4. CBL-CIPK sinyal sisteminde rol alan domainlerin yapısı 

CBL-CIPK komplekslerinin hedefleri ve fonksiyonları da araĢtırılmıĢtır. CBL-CIPK-

substrat oluĢumunun özel örneği SOS yoludur. Kalsinörin B-benzeri Ca
+2

 sensörü SOS3 

(AtCBL4) ve CIPK-tip kinaz SOS2 (AtCIPK24) çalıĢılmıĢtır. Bu proteinler özel bir 

Ģekilde tuz stres sinyallerine aracılık etmekte ve Na
+
/H

+
 antiporteri SOS1‟i 

düzenleyerek adaptasyonunu sağlayan Ca
+2

- düzenleyici sinyal yollarının bir bölümünü 

oluĢtururlar (Liu et al. 2001). SOS sinyal yollarının daha detaylı analizleri, zara yerleĢen 

Ca
+2

 sensörü CBL4 ile etkileĢen CIPK24 kinazın plazma membranında gözlemlenmesi 

ile yüksek Na
+
 konsantrasyonuna cevapta rol alan SOS1‟in Ca

+2
-bağlı aktivasyonu ile 
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ortaya çıkmaktadır. Aktive olan SOS1 ekstrasellüler boĢluklara Na
+
‟u çıkararak tuz 

detoksifikasyonunu yükseltmektedir. CBL4‟ün ekspresyonu kök dokularıyla sınırlı 

olması bitkinin diğer organlarında SOS yolunun fonksiyonun oluĢumunu 

düĢündürmektedir (Guo et al. 2001). 

Bazı çalıĢmalarda Ca
+2

 sensörü CBL10‟un CIPK24 kinaz ile iliĢkili olduğu ve birlikte 

aktive gösterdikleri rapor edilmiĢtir (Kim et al. 2007; Quan et al. 2007). Ġlginç bir 

Ģekilde, cbl10 mutantları tuz stresi Ģartları altında yabanıl formlara göre daha az Na
+
 

iyonu biriktirmiĢlerdir. Buna karĢın, CBL10‟un fonksiyonunu kaybetmesi tuza hassas 

bitkilerin oluĢmasıyla sonuçlanmıĢtır (Kim et al. 2007). Bu bulgu CBL10-CIPK24 

kompleksinin fonksiyonu CBL4-CIPK24 kompleksinin fonksiyonundan daha açık bir 

Ģekilde farklı olduğunu ortaya koymaktadır. İn vivo analizler CBL10-CIPK24 

kompleksini tonoplastta lokalize olduğunu göstermiĢtir. Bu durum CBL10-CIPK24 

kompleksinin Na
+
 iyon akıĢının vakuoler yapılara yönlendirilmesi vasıtasıyla Na

+
 

detoksifikasyonuna katkı sağladığını iĢaret etmektedir. Bu bulgular, tuz toleransının 

mevcut düzenlenmesi modeliyle örtüĢmektedir. Ayrıca mevcut veriler CIPK24 

kinazların hem CBL10 hem de CBL4 ile etkileĢime giren çift fonksiyonlu kinazlar 

olduğu yönündeki görüĢüne de destek sağlamaktadır. CBL-CIPK24 kompleksi plazma 

membranındaki H
+
/Na

+
 antiporter SOS1‟in düzenlenmesi yoluyla Na

+
‟un 

dengelenmesine katkı sağlarken CBL10-CIPK24 kompleksinin oluĢumu bilinmeyen 

hedeflerin düzenlenmesi sonucunda Na
+
 iyonlarının hapsedilmesine neden olur. 

Hücresel seviyedeki bu alternatif kompleks oluĢumu birbiriyle örtüĢen doku spesifik 

ekspresyon profillerinin oluĢmasını sağlamaktadır. CIPK24 kinaz ifadesi bitkilerde tüm 

dokularda meydana gelirken Arabidpsis‟te CBL4 ekspresyonu köklerde, CBL10 ifadesi 

ise sürgün dokularında gerçekleĢmektedir. Bu ekspresyon farkı köklerden SOS-1 

yardımlı Na
+
 atımını, sürgün dokularında ise SOS1‟den bağımsız kofullarda Na

+
 iyonu 

biriktirilmesini mümkün kılmaktadır. Bununla birlikte hem köklerde hem de sürgün 

dokularda eksprese olan CBL1, Ca
+2

 sensörününde CIPK24 bağımlı SOS1 regülasyonu 

ile tuz toleransı sağladığı unutulmamalıdır (D‟Angelo et al. 2006). 
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Tonoplast membranındaki CBL-CIPK24 komplekslerinin vakuoler Ca
+2

/H+ antiporteri 

CAX1‟i CBL4‟ten bağımsız olarak aktive ve regüle edildiği gösterilmiĢtir (Cheng et al. 

2004; Batelli et al. 2007). Yine bu çalıĢmalarda, V-ATPaz kompleksleri CIPK24‟ün 

etkileĢimlerindeki alt üniteler olarak tanımlanmıĢtır. Vakuole V-ATPaz bağımlı proton 

akıĢının uyarılarak düzenlenmesi ile tonoplast taĢıyıcıları olan CAX1 ve NHX 

antiporterlerinin aktivitesi CIPK24‟ün vakuoler iyon mekanizmalarını iyi bir Ģekilde 

düzenlemektedir.  

Vakuoler V-ATPaz‟a ek olarak plazma membranı H
+
-ATPaz‟ı olan Arabidopsis H

+
-

ATPaz2 (AHA2)‟de CBL-CIPK sinyal kompleksinin hedefi olarak tanımlanmıĢtır 

(Fuglsang et al. 2007). AHA2‟nin C-ucu içindeki serin kalıntısının fosforilasyonu 14-3-

3 grubu proteinlerin bu domaine bağlanmasını engeller ve AHA2‟nin proton taĢıma 

aktivitesini azaltır. Mayalarda ikili hibrit etkileĢim çalıĢmaları AHA2‟nin CIPK11‟den 

bağımsız regülasyonunda CBL2‟nin potansiyel bir fonksiyonunun olduğunu 

göstermiĢtir (Fuglsang et al. 2007). Bununla birlikte bitkisel hücrelerdeki CBL2 

özellikle tonoplastta lokalize olduğu için bitkilerdeki AHA2‟nin Ca
+2

 bağlı 

regülasyonun gerçekte hangi CBL proteini tarafından sağlandığı bilinmemektedir. 

Yinede CIPK11 tarafından bir plazma membranı H
+
-ATPaz‟ın regülasyonu Ca

+2 

bağımlı fosforilasyonun hem vakuoler hem de plazma membranında yer alan proton 

taĢıyıcıların etkinliklerini düzenlediğine iĢaret etmektedir (Batistic et al. 2008). 

CBL-CIPK kompleksleri tarafından düzenlenen transport süreçlerin nitrat cevabı ve 

alınımı fonksiyonları da etkilemiĢtir (Hu et al. 2009). CIPK8 inaktif mutantlarının 

analizi nitrat uygulaması sonrasında nitrat cevap genlerinin ekpsresyonları ve nitrat 

alımında düĢüĢ olduğunu göstermiĢtir. Her ne kadar bu çalıĢma nitrat taĢıyıcıları ve 

CIPK8 arasında fiziksel etkileĢimler olduğuna dair bir kanıt sunmuĢ olmasa da böyle 

düzenleyici bir döngünün varlığı çoğu bilim insanı tarafından kabul edilmektedir. Ek 

olarak, bir diğer çalıĢmada CIPK‟ların bitkilerin düzgün büyümesinde ve geliĢmesinde 

kritik roller oynadığını göstermiĢtir (Tripathi et al. 2009). AtCIPK6‟da meydana 

getirilen bir lezyon sürgünden köke doğru ve kök boyunca oksin taĢımını önemli 

derecede azaltmıĢ ve mutant bitkilerde birçok geliĢimsel bozukluk oluĢturmuĢtur. 
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Ayrıca bu bitkilerde oksin taĢınımı ve abiyoik strese cevap mekanizmaları ile ilgili çok 

sayıda genin ekspresyonununda da ciddi azalmalar olmuĢtur. Buna ek olarak, 

Arabidopsis mutantının yabanıl formuna göre tuz stresine hassasiyetinin de arttığı 

yapılan çalıĢmalarda gözlemlenmiĢtir. Bu durum CIPK6 proteinin birden fazla 

fonksiyonunun olabileceğine iĢaret etmektedir. 

Bu çalıĢmalara ek olarak yapılan analizlerden elde edilen protein-protein 

etkileĢimlerinin fonksiyonel veya fizyolojik sonuçların hala eksik olması ROT-uyarıcı 

süreçler ile CBL-CIPK ağının bir bağlantısı olduğunu önermektedir. Bunlar dikkate 

alındığında, iki hibrit mayada proteinlerle etkileĢimi olan katalaz 2 (CAT2) ve CAT3‟ün 

yanısıra nükleosit difosfat kinaz 2 (NDPK2) belirlenmiĢtir (Verslues et al. 2007). Bu 

proteinler stres-uyaran ROS sinyallerini de kapsar ve H2O2 katabolizmasında büyük bir 

rol oynamaktadır. Bu veriler ROS-aracılı sinyal yollarında CIPK‟ların muhtemel 

düzenleyici fonksiyonları olduğunun bir kanıtı olarak düĢünülmüĢtür. 

2.4.4. Glisince Zengin Protein (Glycine Rich Protein-GRP) Genleri 

Bitkilerde glisince zengin proteinler (GRPs) yapılarında yüksek glisin bulundurmaları 

(%20-70) ile karakterize edilirler. Ġlk keĢfedilen GRP‟lerden biri petunya geni GRP-

1‟dir. 384 amino asit içeren bu proteinin %67‟si glisinden oluĢur ve GRP-1 tarafından 

kodlanmaktadır. Petunya GRP-1‟inin glisince zengin domaini 8 antiparalel zincir içeren 

β-katlanmıĢ bir tabakadan oluĢur. ġekil 2.5‟de glisince zengin proteinler ve rolleri 

gösterilmiĢtir. Sıklıkla serin ya da alanin tarafından temsil edilen bir X grubu ile Gly-X 

tekrar serilerini içermektedir. GRP-1 çoğunlukla tomurcuklar ve vasküler dokularda 

ifade edilmektedir (Condit et al. 1990). Normal büyüme için gereken glisinin hücre 

duvar plastititesinde yüksek oranda olması gerektiğinden dolayı Petunya GRP-1 proteini 

diğer GRP‟ler boyunca hücre duvarında bulunmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda GRP 

proteinleri arasında yapısal ve fonksiyonel heterojenitenin büyük öneme sahip olduğunu 

açıkça gösterilmiĢtir. Bu proteinlerin hücre altı yerleĢimleri ve yüksek orandaki 

değiĢken ekspresyon durumları, GRP proteinlerinin sadece hücre duvarı plastitisinde 
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değil birkaç farklı fizyolojik süreçte de önemli roller üstlenebileceğine iĢaret etmektedir 

(Sachetto-Martins et al. 2000).  

 

ġekil 2.5. Glisince zengin proteinler 

Glisince zengin domain içeren proteinler baĢlangıçta bir süperfamilya olarak 

gruplandırılmıĢtır. Ancak, son zamanlarda GRP‟ler bir superfamilya kapsamına 

girmeyen basit proteinler olarak tanımlanmaktadır. Bu kapsamda GRP‟ler en az 4 

sınıfta gösterilmiĢtir. Bir sinyal peptiti olan ve glisince zengin bir domaine sahip olan 

sınıf 1 GRP‟ler (GlyGlyX)n tekrarlarını içerirler. Bu sınıfta bulunan GRP‟lerin çoğu 

hücre duvarlarına kanalizasyonlarından dolayı yapısal bir fonksiyona sahiptirler. Bu 

sınıfın örneği, petunya GRP-1 olarak tanımlanmıĢtır. Sınıf 2 GRP‟ler C-terminal 

sisteince zengin bir domain tarafından takip edilen glisince zengin bir domaine 

sahiptirler. Bu Glisince zengin domain (GlyGlyXXXGlyGly)n tekrarlarını içerir. Sınıf 3 

GRP‟ler ise diğer sınıflarla karĢılaĢtırıldıklarında daha düĢük glisin içeriğine sahiptir. 

Onlar yapısal farklılıkların daha yüksek dereceleri olan (GlyXGlyX) tekrarlarının 

varlığı ve sıklıkla korunan oleosin domaini (oleosinler su alımını sağlayan poleni içeren 

aĢırı kuruma altında bitkilerin kısımlarında bulunan proteinlerdir) tarafından karakterize 

edilirler. Sınıf 1 ile 3 GRP‟ler genellikle amino ucunda bir sinyal peptiti içerirler. 
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Aksine sınıf 4‟ü ayıran özellik nükleik asit bağlama domainlerini içermesidir (Kar et al. 

2012). 

Sınıf 4 GRP‟lerde RNA bağlanma domainlerinin iki ana tipi vardır; 

- RRM (RNA düzenleyen motif) 

- CSD (soğuk Ģok domaini) 

Sınıf 4‟teki proteinlerin glisince zengin domaini ya RNA‟ya bağlanır ya da protein-

protein etkileĢimine katkıda bulunan bir veya iki CCHC çinko parmağa gömülür. RRM, 

SR proteinleri (serin-arginince zengin domainler ile birbirine ekleyen faktörler), 

heterojen RNP‟ler, kloroplast RNA-bağlayıcı proteinler, poly(A) bağlayıcı protein ve 

küçük nüklear ribonükleoprotein (SnRNP)‟lerle iliĢkili proteinleri içeren RNA bağlayıcı 

proteinlerin geniĢ bir dizisinde bulunur. Hem RRM hem de CSD tek zincirli RNA‟ya 

bağlanabilmektedir (Lunde et al. 2007). 

Glisince zengin domainler ayrıca ikincil yapılara da sahip olabilirler. Örneğin bir glisin 

lobu özel bir yapı oluĢumuyla yükleme eylemi ve tamamlama yoluyla etkileĢen iki 

paralel bitiĢik sarmal arasında bir sarmal-sarmal etkileĢimine sebep olabilir. Ġkinci bir 

örnek ise antiparalel zincirlerin değiĢik sayılı β-tabakası içerebilmesidir. Non-glisin 

amino asitlerin yan zincirleri de etkileĢimde oldukları proteinlerinde varolan diğer 

hidrofobik bölgelerle etkileĢime girme yeteneğindeki güçlü hidrofobik domainleri 

içeren bir yüzey olan β-tabaka aynı alanına maruz kalırlar. Glisince zengin domainler 

çok esnektir, makromoleküller ve diğer proteinler ile GRP‟lerin iliĢkilerine esneklik 

katarlar (Steinert et al. 1991). 

ÇalıĢmaların büyük bir kısmı Sınıf 4 GRP‟lerin su stresi veya kuraklık, salisilik asit, 

ABA ve soğuk uygulamaları sonrasında ekspresyonun arttığını göstermiĢtir. Bu durum 

bu moleküllerin stres cevap mekanizmalarında rol oynadığına iĢaret etmektedir. MhGR-

RBP1 diğer GRP‟lerle Oryza sativa (OsGRP-%81), Malus prunifolia (MpRBP1-%96) 

sekans benzerliği yüksek seviyelerdeki Malus hupehensis‟den izole edilmiĢ bir sınıf 4 
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GRP‟dir. MhGR-RBP1 kök ve gövde ile karĢılaĢtırıldığında yapraklarda yüksek oranda 

ekspre edilir. MhGR-RBP1‟in ekspresyon seviyesi kuraklık stresi, H2O2 ve yüksek tuza 

maruz kalındığında artar (Wang et al. 2012). Aksine ağaçlara ABA ve jasmonik asit 

uygulandığında MhGR-RBP1‟in ekspresyon seviyesinin 24 saat süreyle düĢtüğü 

gözlenmiĢtir. Bu nedenle, sınıf 4 GRP‟lerin önemli tahıl bitkilerinde ve elma 

ağaçlarında çevresel strese adaptasyonda yardımcı olabileceği öne sürülmüĢtür. 

Yine Arabidopsis‟te yapılan çalıĢmalarda AtGRP7‟nin osmotik strese cevapta ve 

ABA‟nın düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığı görülmüĢtür. Atgrp7 nakavt (knock-

out) bitkiler ile yapılan deneylerde stres indükleyici genler olan RD29A ve RAB18‟in 

iki transkript seviyesinin arttığı ve AtGRP7‟nin ABA indüklenmesinin 

düzenlenmesinde rol alabileceği gözlemlenmiĢtir (Cao et al. 2006). Benzer bir diğer 

çalıĢmada yine atgrp7 nakavt hattı Kim et al. (2008a) tarafından kullanılmıĢ ve nakavt 

mutantların yabani bitkilerle ya da AtGRP7‟nin aĢırı ekspre olduğu bitkilerle 

karĢılaĢtırıldığında yüksek tuz ve mannitol konsantrasyonlarında da çimlenebileceği ve 

hayatta kalabileceği gösterilmiĢtir. Yine bu çalıĢmada AtGRP2‟nin AtGRP7‟nin aksine 

tuza maruz kalmıĢ tohumların çimlenmesini etkilediği fakat osmotik stresi etkilemediği 

gözlemlenmiĢtir. Tohumların büyümesi ve bitki geliĢimi AtGRP2‟nin varlığından veya 

yokluğundan etkilenmez. AtGRP2‟nin tohum çimlenmesi üzerine etkileri ancak ABA-

bağımsız yol ile ortaya çıkabilir. Bu bulgular AtGRP2 ve AtGRP7‟nin benzer abiyotik 

streslere cevapta aynı yollarda çalıĢmadıklarını açıkça göstermektedir. 10mM H2O2 

kullanarak oksidatif strese maruz kalan Arabidopsis hücre kültüründe AtGRP2, 

AtGRP7 ve AtGRP8 up-regülasyon göstermiĢtir. Bu bulgu, bu 3 proteinin 

koordinasyonlu Ģekilde hedef mRNA‟ların ekspresyonlarını düzenleyerek oksidatif 

strese hızlı bir cevap sağladıklarına iĢaret etmektedir (Schmidt et al. 2010). 

AtGRP7 günlük düzenlemede gece en yüksek protein seviyesinde olduğu görülen 

bitkilerde ilk RNA-bağlanma proteini olarak belirlenmiĢtir (Fankhauser and Staiger 

2002). Bitkiler güneĢ ıĢığında en önemli kaynaklarının değiĢimine katkı sağlamak için 

geliĢen bir iç saate sahiptirler. Bitkiler karanlık-ıĢık döngüsünün optimal fazda daima 

meydana gelsin diye 24 saatlik bir ritimde canlı fizyolojik süreçlerini düzenlemektedir. 
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Bitkilerin verimi; çiçek açmasını, yaprak hareketini ve büyüme süreçlerini kapsar. Ġç 

saat tarafından yönetilen süreçler birkaç genin aktivitesi tarafından düzenlenir. 

Transkriptom‟un %30‟dan fazlası saat tarafından düzenlenir. Saatin düzenlenmesi 

promotörlerde saat-cevap elementleri yoluyla transkripsiyonel seviyede yürütülür 

(Staiger 2002).  

RNA; çok kompleks 3 boyutlu yapılara katlanabilme yeteneğine sahip çok yönlü bir 

moleküldür. Bu 3 boyutlu yapılara katlanma olayı Arabidopsis genomu tarafından 

kodlanan ribozimler olarak bilinen RNA temelli enzimlerle ve translasyona yardımcı 

olan rRNA ve pre-mRNA‟ların eklenmesine yardımcı olan small nuklear RNA 

(snRNA)‟da gerçekleĢen katalitik aktivitelerle en iyi Ģekilde açıklanmaktadır (Przybilski 

et al. 2005). Ancak kinetik olarak uygun çoklu yapılar varlığından dolayı RNA kolayca 

yanlıĢ katlanmalar yapabilir. Bu durumu düzelterek doğru katlanma sürecini 

gerçekleĢtiren RNA Ģaperonları olarak bilinen proteinlerdir (Semrad 2011). RNA 

Ģaperonları özellikle stres adaptasyonunda önemlidir (Kang et al. 2013). Soğuk 

koĢullarda RNA, translasyonu engelleyebilen ikincil yapıları oluĢturma eğilimine 

sahiptir (Jiang et al. 1997). Büyük prokaryotik cold-shock proteins (CSP)‟ler (bir 70 

amino asit cold-shock domain (CSD) içeren küçük proteinler) ikincil yapıları 

kararsızlaĢtırdıkları için RNA Ģaperonları olarak tasarlanmaktadırlar. Onlar mRNA 

translasyonunu kolaylaĢtırmak için mRNA‟ları tek zincirli olarak tutmaktadırlar. 

Ayrıca, CSD'yi içeren proteinler, bitkilerde soğuk toleransında da rol oynamaktadırlar 

(Sasaki and Imai 2012). Soğuğa duyarlı bir E. coli‟de AtGRP7‟nin ekspresyonu 

CSP‟lerin fonksiyonlarının eksikliğinde soğuğa adaptasyon sağlama yeteneğini yeniden 

oluĢturmaktadır. Bir saç tokası molekülü AtGRP7'nin nükleik asit erime yeteneğini 

değerlendirmek için kullanılmıĢtır. SaflaĢtırılmıĢ AtGRP-GST eklentisi DNA-temelli 

saç tokası molekülünün çözülmesine neden olmuĢtur ve tek zincirli ribonükleaz T1‟e 

daha duyarlı olan bir RNA oluĢur. Bu nedenle AtGRP7 E. coli‟de ekspre edildiğinde tek 

zincirli RNA‟ların oranı artırdığı bildirilmiĢtir (Kim et al. 2008a). 
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2.4.5. Stresle ĠliĢkili Protein (Stress Associated Protein) SAP Genleri 

Stresle ilgili proteinler (Stress Associated Proteins SAP) olarak isimlendirilen SAP‟lar 

farklı bitki türlerinde yapısal koruma ve fonksiyonel benzerlikte önemli rolleri oldukları 

gösterilmiĢtir. Bu proteinler zinc-finger protein (ZFP) domainlerinin özel tiplerini 

oluĢturur ve çoklu stres cevap genlerinin ürünleri olarak pirinçte ilk kez belirlenmiĢtir 

(Mukhopadhyay et al. 2004). Bitkilerden baĢka, insanda doğal bağıĢıklığın anahtar 

düzenleyicisi olarak aktivasyon gösterirler. Bunun nedeni bitkiler ve hayvanların 

milyonlarca yıl önce ayrılmalarına rağmen hem hücresel hem de moleküler seviyelerde 

birkaç cevap mekanizmasında benzerlik göstermelerinden kaynaklanmaktadır (Beyaert 

et al. 2000).  

ZFP‟ler hem bitkiler hem de hayvanlarda hücresel cevap mekanizmalarında anahtar 

oyuncular olarak hizmet veren proteinlerdir. Bu proteinler çevresel streslere cevap 

geliĢtiren bitki süreçlerini düzenlemektedirler. ÇeĢitli transgenik bitkilerde abiyotik 

strese karĢı ZFP‟lerin koruma rolleri SAP‟ların aĢırı ekspresyonu ile gerçekleĢmektedir. 

ġimdiye kadar çalıĢılan tüm SAP‟ların bitkilerde çeĢitli büyüme durumlarında abiyotik 

stres toleransına pozitif etkileri olduğu gösterilmiĢtir (Beyaert et al. 2000).  

Ġlk kez çeltikte toplam 18 ve Arabidopsis‟te 14 SAP geni belirlenmiĢtir. Bu genlerin 

çoğu abiyotik stresle uyarılan genler olarak saptanmıĢtır. BaĢka bir çalıĢmada, mısır ve 

populus (Salicaceae) bitkilerinde sırasıyla 11 ve 19 tane SAP geni ve 

Chlamydomonas‟ta ise sadece 2 gen bulunmuĢtur (Jin et al. 2007). Aralarında protista, 

mantar, hayvan, insan ve bitkilerin bulunduğu 22 organizmanın genomu üzerinde 

yapılan kapsamlı bir çalıĢmada 1‟den 19‟a kadar çeĢitli SAP genleri tespit edilmiĢtir 

(Vij and Tyagi 2008). Bu çalıĢmalar sınıflandırma arasında bir multigen ailesi olarak 

SAP‟ların evrensel varlığını ortaya koymuĢlardır. Tüm genomun ve gen 

duplikasyonlarının canlı organizmalarda önemli evrimsel kuvvetler olduğu 

bilinmektedir. Özellikle çiçekli bitkilerde, evrim bilgisi tüm genom duplikasyonlarının 

en az biri ile belirlendiği gibi tüm sekanslarda meydana gelen genom duplikasyonlarıyla 

da belirlenebilmektedir (Jiao et al. 2011).  
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SAP genlerinin önemli bir özelliği de intronsuz veya az intronlu bölgeler içermeleridir. 

11 çeltik çeĢidinin SAP1 geninde intron gözlemlenmemiĢ ve diğer bitkilerde ise önemli 

bir derecede intronsuz genlerin yüksek oranda olduğunu göstermiĢtir (Gimeno-Gilles et 

al. 2011; Sreedharan et al. 2012). Ġntronsuz SAP genleri prokaryotlarda da yaygındır 

(Jain et al. 2008). Ġntronsuz SAP genlerinin varlığı eski orjinlerini yansıtır ve post-

transkripsiyonel süreçlerde hızlı transkript birikimleri oluĢmaktadır. ġimdiye kadar 

çalıĢılan SAP‟ların hiçbiri tipik nüklear lokalizasyon sinyaline (NLS) sahip değildir. 

Ancak, OsSAP1 ve AtSAP5 ilk önce çekirdekte yerleĢmiĢlerdir (Giri et al. 2011; Kang 

et al. 2011). 

SAP‟lar çoklu abiyotik stresler tarafından hızlı bir Ģekilde uyarılmaktadırlar. Bitki 

SAP‟larının gen ekspresyon analizleri abiyotik strese cevap mekanizmaları ile bu 

genlerin güçlü bağlantıları olduğu saptanmıĢtır. Ġlk karakterize edilen bitki üyeleri 

OsSAP1 tuz, kuraklık, soğuk, mekanik kuraklık ve ABA gibi çoklu streslere cevapta 

ifadeyi güçlendirdiğini göstermiĢtir (Mukhopadhyay et al. 2004). Karakterize edilen 

baĢka bir SAP olan OsSAP9, çeltik yaprak ve köklerinde ekspre edilmiĢ ve onun 

ekspresyonu H2O2, sıcak ve soğuk stresleri tarafından artırılmıĢtır. Fakat tuz stresi 

tarafından bastırılmıĢ ZFP177 geni kuraklık stresi altında etkisiz bir Ģekilde kalmıĢtır 

(Huang et al. 2008). Benzer bir Ģekilde, mısır ve Arabidopsis SAP genleri bir dokuda ve 

strese özel durumlarda soğuk, tuz, osmotik ve kuraklık streslere cevap vermiĢtir. Yine, 

transkripsiyon faktörleri gibi sinyal ve düzenlemede rol alan genler de bitki abiyotik 

stres cevabında erken ifade olmaktadırlar (Nakashima et al. 2009). Bu genler hafif 

streslerde ilgili genlerin ekpresyonunu düzenler ve baĢlatırlar. Bu nedenle, bitkilerde 

SAP genleri bitki stres adaptasyonlarını oluĢturan yollarda erken cevabın temel 

elementlerinden biri olarak tanımlanmıĢtır (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2006). 

Hayvanlarda böyle proteinlerin karakterizasyonu bitki SAP‟larına olan benzerlikleri ve 

farklılıklarına ıĢık tutmaktadır. 

Transgenik bitkilerde çeĢitli SAP genlerinin ifadeleri stres toleransını arttırmak suretiyle 

tohum oluĢumuna neden olduğu gösterilmiĢtir. Bazı SAP‟lar en önemli özellikleri 

bitkilerin tarımsal özelliklerini korumalarıdır. Tütün, durum buğdayı, çeltik ve halofit 
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bir çimde AlSAP‟ın aĢırı ekspresyonu stres olmayan koĢullar altında verim veya 

büyümede gerileme göstermediği gibi stres koĢulları altında daha yüksek verim 

almalarını sağlamıĢtır (Ben Saad et al. 2012). Benzer Ģekilde, Arabidopsis‟te 

OsSAP11‟in aĢırı ekspresyonu tuz stresi ve su eksikliğine karĢı verimi koruduğu 

görülmüĢtür (Giri et al. 2011). 

Redoks bağımlı proteinlerin yapısal değiĢimleri ters çevrilebilir, böylece çevresel 

değiĢikliklere karĢı hızlı bir cevap oluĢturmada yardım ettikleri düĢünülmektedir 

(Stroher and Dietz 2008). AtSAP12 geni bir hücrenin redoks mekanizmasındaki 

değiĢimler esnasında yüksek ağırlıktaki oligomerlerin oluĢumunu ters çevirebilmektedir 

(Stroher et al. 2009). Korunan A20/AN1 domaini dıĢındaki sistein kalıntıları 

AtSAP12‟nin redoks duyarlılık yeteneğine katkıda bulunur. Gelecekte yapılacak olan 

farklı SAP‟lardaki araĢtırmalar SAP‟ların redoks duyarlılığında ekstra sistein 

uygunluğunu anlamaya yardımcı olabilir.  

Stressiz Ģartlarda transgenik Arabidopsis bitkisinde OsSAP11‟in aĢırı ekspresyonu diğer 

genlerin ekspresyonlarında değiĢikliklere yol açmaktadır. Birkaç uyarılan hedef genlerin 

abiyotik stres toleransı ile ilgili olabileceği bilinmektedir. Benzer Ģekilde, Arabidopsis 

ve pamukta yapılan çalıĢmada AtSAP5 geninin aĢırı ekspresyonu bilinen abiyotik 

stresle ilgili genlerin transkript birikimini etkilemiĢtir (Kang et al. 2011; Hozain et al. 

2012). Yine transgenik çeltikte AlSAP geni stresle iliĢkili genlerin ekspresyonunu 

etkilemiĢtir. Bu genler DREB (kuraklık stresi ile ilgili bir transkripsiyon faktörü), HKT1 

(tuz stresi ile ilgili zar transporteri), SOS1 (tuz toleransıyla ilgili bir gen), P5CS (prolin 

biyosentez geni), ProT (Prolin transporteri), SOD (superoksit dismutaz), APX1 

(askorbat peroksidaz), MYB domaini transkripsiyon faktörleri ve Ģeker-amino asit 

metabolizma genlerini içerirler (Ben Saad et al. 2012). Böyle çalıĢmalar gösterir ki 

SAP‟lar özellikle stres birikimiyle ilgili olan genlerin ekspresyonunu düzenleyebilirler. 

Ancak, SAP‟ların doğrudan transkripsiyonu düzenlediği, DNA‟ya bağlanıp 

bağlanmadığı veya gözlemlenen transkriptom değiĢimlerinin SAP‟lar tarafından olup 

olmadığının belirlenmesi gerekmektedir. 
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SAP‟ların eylem mekanizmasına baĢka yeni bir yaklaĢım da tütünde MtSAP1‟in aĢırı 

ekspresyonu nitrik asit (NO
-
) birikimine yol açtığı için sinyalleri ile SAP‟ların iliĢkili 

olduğunu göstermiĢtir. NO
- 

hayvan ve bitkilerde önemli bir sinyal molekülüdür ve 

biyotik ve abiyotik strese cevabı düzenlemektedir. Transgenik tütün bitkileri MtSAP1 

yabani tip bitkilerle karĢılaĢtırıldığında daha iyi büyüme, geliĢme ve stres toleransı 

göstermiĢtir (Charrier et al. 2012). SAP‟lar bazı NLS-içeren protein ile etkileĢime 

girerek nukleusa taĢınabilir ve ondan sonra modifiye hedef düzenleyici proteinler veya 

stres cevap genlerinin cis-aktin elementlerine bağlanabilirler. Tüm bu olaylar strese 

tolerans sağlayan pekçok stresle ilgili genlerin ekspresyonunu uyaran veya NO
-
 gibi 

çeĢitli sinyal moleküllerinin birikimine yol açmaktadır. 

2.5. miRNA’lar ve hedef genler 

Bitkilerde hedef genin ifade seviyesinin artırılmasında/azaltılmasında pek çok yöntem 

kullanılmaktadır (Kang et al. 2012). Hedef genin ifadesinin baskılanmasında kullanılan 

yöntemlerden birisi de miRNA‟lardır (Bartel 2004; Ambros and Chen 2007; Khraiwesh 

et al. 2012; Unver ve Budak 2009). miRNA‟lar müdahaleci RNA‟ya (RNAi=RNA 

interference) dayalı görev alan küçük RNA‟lardandır (Bodur and Demirpençe 2010; Xin 

et al. 2010).  

Stres Ģartlarına bağlı olarak hedef genlerin ifadelerinin değiĢmesinde doğrudan miRNA 

yani miR genlerinin rol oynadığı bilinmektedir (Lui 2002). miRNA‟ların hem bitkilerde 

hem de hayvanlarda gen düzenleyici olarak önemli rol aldıkları bilinmektedir (Karakurt 

ve Karakurt 2008). Buğday, arpa ve çeltik gibi monokotil bitkilerde post-

transkripsiyonel susturmada (PTGS = Post Transcriptional Gene Silencing) miRNA‟lar; 

özellikle gen fonksiyonlarının tespit edilmesi amacıyla uygulanmaktadır (Reinhart et al. 

2002; Lacombe et al. 2008; Gupta et al. 2012).  

miRNA‟lar yaklaĢık olarak 21 nükleotid uzunluğundadırlar ve DICER-benzeri nükleaz 

enzimler tarafından öncü pre-miRNA‟ların kalıp olarak kullanılmasıyla iĢlev 

kazanmaktadırlar (Kang et al. 2012). Bitki miRNA‟ları genellikle protein kodlanmayan 
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genom bölgelerinde bulunurlar ve kendi genlerinden yani miR genleri tarafından 

üretildiği düĢünülmektedir (Li et al. 2005; Yu et al. 2005; Ramachandran and Chen 

2008). Bitki miRNA transkriptleri RNA polimeraz II ile oluĢturulur ve öncül 

transkriptler (pri–miRNA) stem–loop yapısıyla karakterize edilmektedir (Lee et al. 

2004). Bir kilobaz (kb)‟a kadar uzun stem–loplara sahip olan pri–miRNA transkriptleri 

bitkilerde Dicer Like 1 (DCL1) tarafından iĢlenen çift iplikli yapılar haline katlanırlar. 

Bitkide dört ve daha fazla DCL proteini vardır (Khraiwesh et al. 2012).  

Çift iplikli olgun ve metillenmiĢ miRNA; RNA tarafından indüklenmiĢ gen susturma 

kompleksine (RISC)‟e katılır. Bu kompleks Argunat (AGO) proteininden oluĢur. RISC 

kompleksi olgun miRNA‟ya katılarak hedef mRNA transkriptini parçalamakta veya 

durdurmaktadır. Böylece hedef genin ifadesi baskılanmıĢ olur (Hammond 2000; 

Ronemus et al. 2006; Atalay 2007; Mi et al. 2008). 

Sonuç olarak bitkilerde fonksiyonel miRNA‟nın oluĢumu 4 temel adım içermektedir:1. 

Çift sarmallı RNA (dsRNA=double strand RNA)‟yla miRNA iĢleminin baĢlatılması, 2. 

sRNA‟lara (küçük RNA) dsRNA‟nın iĢlenmesi, 3. sRNA‟nın 3‟–O–metilasyonu, 4. 

SessizleĢtirme efektör komplekslerine metillenmiĢ sRNA‟nın birleĢmesi (Yang et al. 

2006; Eldem et al. 2013). 

miRNA‟ların gen ifadesinin düzenlenmesinde rol aldıkları belirlendikten sonra çeĢitli 

tahıl ürünlerinde çalıĢılmaya baĢlanmıĢtır. Triticum aestivum bitkisinde yapılan bir 

çalıĢmada tuz stresine duyarlı ve toleranslı iki çeĢit kullanılmıĢtır. Bu çeĢitlerde 11 862 

adet miRNA belirlenmiĢtir. Bunların 16 tanesi ilk kez tuza cevap miRNA olarak 

belirlenmiĢtir. 3 miRNA‟nın ekspresyonunda 260 kat upregülasyon gözlemlenmiĢtir. 

Gen ontolojisi araĢtırmalarında ise 565 olası miRNA hedef geni rapor edilmiĢtir (Eren 

et al. 2015). Yine arpa bitkisinde tuzluluk stresine cevap veren miRNA ve hedef genleri 

çalıĢılmıĢtır. 126 aileye bağlı toplam 152 miRNA belirlenmiĢtir. Bu miRNA‟ların 30‟u 

tuzluluğa cevapta upregüle olurken 25‟i downregüle olmuĢtur. Bu miRNA‟ların 

hedefleri biyoinformatik yaklaĢımlarla tespit edilmiĢtir. Böylece miRNA‟lar ve hedef 

genlerinin ekspresyon profilleri ortaya konulmuĢtur (Deng et al. 2015). 6 farklı arpa 
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çeĢidine tuzluluk, kuraklık besin eksikliği ve bor toksisitesi uygulanmıĢtır. Bu çevresel 

streslerde yaygın olarak kullanılan 4 referans gen ve 2 miRNA araĢtırılmıĢtır. Arpada 

miR168‟in uygun bir referans gen olarak kullanılabileceği rapor edilmiĢtir (Ferdous et 

al. 2015). Arabidopsis ve çeltikte miR396 ve miR393 araĢtırılmıĢtır. Bu miRNA‟ların 

aĢırı ekspresyonu tuz stresi altında tohum çimlenmesini ve toleransı olumsuz etkilediği 

bildirilmiĢtir (Gao et al. 2011). Turunçgil köklerinde tuz stresi etkisinin araĢtırılmasını 

amaçlayan bir çalıĢmada 2574 mRNA ve 76 miRNA analiz edilmiĢtir. NAC, MYB, 

CBF, ERF, WRKY, ZFP, CAMTA ve bZIP içeren transkripsiyon faktör genleri tuz 

stresinde upregüle olurken, bu genleri hedef alan birkaç miRNA‟nın downregüle olduğu 

görülmüĢtür. Bu durum transkripsiyon faktörlerince düzenlenen karbonhidrat 

metabolizması, poliamin yolu, ROT sistemi ve hormon sinyal yolundaki rolleri 

hakkında bilgi vermiĢtir (Xie et al. 2017).  

Tuzluluk stresinde rol oynayan miRNA hedef genlerinden biri miR482‟nin hedef geni 

olan Rab15B proteinidir. Bu genin glisince zengin RNA bağlanma genlerinden olduğu 

ve streslere karĢı direnç oluĢturduğu bildirilmiĢtir (Jankowsky, 2011; Eren et al. 2015). 

Diğer bir miRNA olan miR5655‟in hedef geni ise bitki Heliks-Loop-Heliks (bHLH) 

genidir. bHLH geni ıĢık sinyali ve hormon dengesinin düzenlenmesi gibi çeĢitli 

fizyolojik mekanizmalarda görev alan transkripsiyon faktörüdür (Castelain et al. 2012). 

miR164‟ün hedef geni olan Got1/Sft2 vezikül taĢınım proteini yine tuzluluk stresi gibi 

abiyotik ve virüslerle enfekte olan bitkilerde direnç oluĢumunu sağladığı için biyotik 

streslerde rol oynamaktadır. En önemli görevi bitkilerde hücre içi maddelerin veziküle 

taĢınımını düzenlemekdir (Hames et al. 1994; Bazzini et al. 2007). Hedef geni PI-4 

proteaz inhibitor benzeri proteini olan miR6108f‟nin tuzluluk stresinde görev aldığı 

rapor edilmiĢtir (Eren et al. 2015). Bu gen proteazlardan olan serpini kodlayan 

genlerden biridir. Serpinlerin bitki savunmasında rol oynadığı ve tipsin benzeri 

proteinleri inhibe ettikleri gösterilmiĢtir (Hejgaard 2005; Vercammen et al. 2006). 

ÇeĢitli abiyotik streslere karĢı bitki savunmasına katılan miR156a‟nın hedef geni 

SQUAMOSA promotör bağlama proteini benzeri (SPL) genleridir. Yüksek oranda 

korunan DNA-bağlama proteini içerirler. SPL genlerinin bakır ve fungal toksisiteye 

cevap oluĢturduğu, sporogenesis, giberellin sinyalizasyonu, çiçek ve meyve oluĢumu 
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gibi bitki büyüme ve geliĢme süreçlerinde rol oynadığı görülen bitkiye özel 

transkripsiyon faktörüdür. Ayrıca olgun yaprakların oluĢmasına ve bitki geliĢimine 

katkıda bulunduğu gözlenmiĢtir (Chen et al. 2010). Diğer bir abiyotik stres tolerans geni 

ise miR159c‟nin hedef geni Heat-shock proteins (HSP) genidir. HSP genleri hücreleri 

yaralanmalardan korumakta ve normal büyüme koĢullarına geri döndükten sonra 

iyileĢmeyi ve hayatta kalmayı kolaylaĢtırmaktadır (Al-Whaibi 2011). Sadece yüksek 

sıcaklık koĢullarında değil ayrıca diğer abiyotik streslerde de bitkideki proteinlerin 

yapısını koruyarak bitkiyi olumsuz koĢullardan korumaktadır. Bu proteinler bitki ve 

hayvan türlerinde proteinlerin katlanmasını ve birikimini düzenleyen moleküler 

Ģaperonlar gibi davranmaktadırlar (Trippet al. 2009). miR172b hedef geni ise 

APETALA 2/etilen cevap faktörü (AP2/ERF)‟dir. Stres koĢulları altında etilen sinyal 

yolağının düzenlenmesi ve farklı ailelerde stresle iliĢkili genlerin ekspresyonunun up 

veya down regülasyonuna neden olmaktadır (Abiri et al. 2016). Farklı monokotiledon 

ve dikotiledon türlerde kısa ve uzun vadeli tuzluluk stresinde AP2/ERF geninin 

upregüle edildiği gösterilmiĢtir (Achard et al. 2006; Tao et al. 2015). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan bitkisel materyal 

AraĢtırmada Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesi Tarla Bitkileri Bölümünden ve 

Erzurum Gıda, Tarım ve Hayvancılık Ġl Müdürlüğü‟nden elde edilen 63 adet ekmeklik 

buğday genotipi tohumları bitki materyali olarak kullanılmıĢtır. Belirtilen bitki 

materyalleri Çizelge 3.3‟de belirtilmiĢtir.  

3.1.2. Kullanılan kimyasallar 

ÇalıĢmamızda genel olarak kullanılan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar 

Çizelge 3.1‟de sunulmuĢtur. 

Çizelge 3.1. Kullanılan kimyasalların listesi 

Kimyasal Materyaller ve Markaları  

-mercaptoethanol Sigma, M6250 

Bovine Serum Albumin Sigma, A2058 

Bromfenol Blue Sigma, 114391 

Hekzadesiltrimetilammoniyum bromid  Sigma, H6269 

Dietilpirokarbonat Sigma, H2395 

Etil Alkol 46139 

Ethidium Bromür E1510 

Fenol: Kloroform: Ġzoamil Sigma, 77617 

Hoagland Sigma, H2395 

Kloroform: Ġzoamil Alkol Fluka, 25666 

Primerler Metabion International AG 

Polivinilpirrolidon P2307 

Sodyum Dodesil Sülfat L3771 

Tris-Borate-EDTA T4415 

Tris-EDTA Buffer T9285 

RNeasy Plant Mini Kit Qiagen (74904) 
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Çizelge 3.1. (devam) 

 

3.1.3. Kullanılan cihazlar 

ÇalıĢmamızda kullanılan cihazlar ve model bilgileri Çizelge 3.2‟de belirtilmiĢtir. 

Çizelge 3.2. Kullanılan cihazların listesi  

 Cihazlar ve Modelleri 

Azot Tankı Termo, Electron Corporation  

Buzdolabı  Arçelik, 5223 NHEY A 

Cam Mezür  Isolab, 015.01.100 

Derin Dondurucu Nuarie, -86 Ultralow Freezer 

Elektroforez Tankı (yatay) OWL B2, U.S.A. 

Elektroforez Sistemi Thermo Scientific, Owl EasyCast B1A 

Etüv  Memmert, UN55 

Görüntüleme Sistemi Vilber Lourmat, INFINITY-1000 

Isıtmalı Manyetik KarıĢtırıcı  Velp Scientifica / AREC 

Hassas Terazi  AND GR-200 

Kar makinesi Scotsman, U.S.A., AH 19828 5 

Mikrodalga Fırın Altus, MD 564 

Mikrosantrifüj Tüpü Eppendorf, 078.03.003 

Magnetik KarıĢtırıcı Daihan Scientific MSH 20A 

Nanodrop Qiagen/Qiaxpert 200061 24V F 2.5A 

Otoklav Hirayama, HVE 50, SN 030787253 

Otomatik Pipetler Eppendorf, GERMANY 

PCR Corbett Research CG1–96 

pH Metre  Crison, MM 41 

RT-PCR Qiagen/Rotor-Gene Q  

Saf Su Cihazı mpMINIpure DEST up 

Santrifüj Cihazı  Thermo Scientific, SL 16R 

Soğutmalı Santrifüj Hettich, Mikro 22R, M10 

Su Banyosu  Jenotech, BS - 11 

Steril Kabin  Esco, Sentinel-Gold 

Vortex Velp Scientifica, F202A0173  

cDNA Sentez Kiti Thermo Scientific (K1622) 

SYBR Green/ROX qPCR Kiti Thermo Scientific (K0221) 
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3.1.3. Kullanılan çözelti ve solüsyonlar 

AraĢtırma süresince kullanılan çözeltilerin kimyasal içerikleri aĢağıdaki gibidir: 

3.1.3.a. Kullanılan çözeltilerin hazırlanıĢı 

Çözelti 1: 200 mM Tuz Çözeltisi (NaCl) 

11,69 gram NaCl 700 ml saf suda çözülür. Daha sonra toplam hacim 1000 ml‟ye 

tamamlanmıĢtır. Oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

Çözelti 2: Hoagland Çözeltisi  

1,6 gram Hoagland 700 ml saf suda çözülmüĢtür. Daha sonra toplam hacim 1000 ml‟ye 

tamamlanmıĢtır. 

Çözelti 3: Dietilpirokarbonat (DEPC) Çözeltisi  

100 ml saf su içerisine 0.1 ml DEPC ilave edilmiĢ ve kuvvetlice çalkalanmıĢtır. 12 saat 

37°C‟de inkübasyona bırakılmıĢ ve daha sonra otoklavlanmıĢtır. 

3.1.3.b. DNA izolasyonu için kullanılan çözeltiler 

DNA ekstraksiyon tamponu: 

100mM Tris-HCl (pH 8.0) 

50mM EDTA  (pH 8.0) 

500mM NaCl 

%2 SDS  (w/v) 

%2 -mercaptoethanol (v/v) 
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%1 PVP  (w/v) 

CTAB/NaCl: 

%10 CTAB ( Setil trimetil amonyum bromür) 

0,7 M NaCl 

Fenol: Kloroform: Ġzoamil alkol: 

25: 24: 1 oranında hazır olarak kullanılmıĢtır. 

Kloroform: Ġzoamil alkol: 

24: 1 oranında hazır olarak kullanılmıĢtır. 

TE tamponu: 

10mM Tris-HCl (pH 8,0) 

1mM EDTA (pH 8,0) 

%70’lik Etil Alkol: 

70 ml etil alkolün hacmi steril distile su ile 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

3.1.3.c. PCR ve elektroforez iĢlemleri için kullanılan çözeltiler 

Ethidium Bromür Çözeltisi: 500 ml 0,5X TBE tamponu içerisine 300 l ethidium 

bromür ilave edilerek hazırlanmıĢtır. Karanlık ortamda oda sıcaklığında muhafaza 

edilmiĢtir. 
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Bovine Serum Albumin: 1 ml steril distile su içerisinde 20 mg bovine serum albumin 

olacak Ģekilde hazırlanmıĢ ve – 20
o
C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

Bromfenol Blue Çözeltisi: 0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliserol‟ün toplam 

hacminin 100 ml‟ye tamamlanmasıyla hazırlanmıĢtır. Çözelti otoklavda steril edildikten 

sonra + 4°C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

0,5X TBE tamponu: Bu araĢtırmada kullanılan TBE tamponu 10X TBE olarak satın 

alınmıĢ ve 0,5 birim 10X TBE tampon + 9,5 birim saf su ilavesi ile 0,5X TBE tamponu 

hazırlanmıĢtır. 

Primerlerin Hazırlanması: Kullanılan primerler firmanın önerdiği miktarda 

sulandırılarak hazırlanmıĢtır. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Kullanılan bitki materyali 

Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesi Tarla bitkileri Bölümü ve Erzurum Gıda, Tarım ve 

Hayvancılık Ġl Müdürlüğü‟nden elde edilen 63 adet ekmeklik buğday çeĢidi laboratuvar 

Ģartlarında çimlendirilerek bunlardan kök ve gövde örnekleri alınmıĢ DNA ve RNA 

izolasyonları yapılana kadar -80°C‟de saklanmıĢtır. 

3.2.2. Tuzun bitkiye uygulanması 

ÇalıĢmada kullanılan 63 ekmeklik buğday çeĢidinin eĢit boyutlarda seçilen 25 adet 

tohumu musluk suyunda yıkandıktan sonra %1‟lik NaOCl‟de 3 dakika steril edilmiĢtir. 

Tohumlar dört kez steril saf su ile durulanmıĢ ve steril filtre kağıdı ile kurutulmuĢtur. 

Sırasıyla seçilen 25 tohum saksılara çimlendirilmek üzere alınmıĢtır. Daha sonra 

hazırlanan Hoagland çözeltisi (Hoagland and Arnon 1950) ve steril su ile sulanmıĢtır. 
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Laboratuvarda 25°C sıcaklık ve 16/8 saat gündüz/gece çimlendirilmek üzere 10 gün 

bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda tuz gruplarının her birine ayrı ayrı olacak Ģekilde 200 

mM NaCl içeren çözelti eklenmiĢ ve tekrar 10 gün bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda 

tuzluluğa dirençli ve tuzluluğa duyarlı genotiplerin seçilmesi için bitkilerin büyüme 

durumları incelenerek fizyolojik bir ön eleme yapılmıĢtır.  

Çizelge 3.3. Fizyolojik testlerde kullanılan Ekmeklik buğday genotipleri 

Zerin Sultan 95 Zencirci 2002 

Es 26 Gerek 79 Karahan 99 

Bezostaja-1 Polatlı Kösesi Mızrak 

Haymana 79 Demir 2000 Yayla 305 

Alparslan Soyer 02 Süzen 97 

Altay 2000 Sert Buğday Ġkizce 96 

Kılçıksız Buğday Müfitbey Aytın 98 

Aksel 2000 Nenehatun Kocabuğday 

Kırmızıkılçık Çetinel 2000 Kate A-1 

Sönmez 2001 Kutluk 94 Yakar 99 

DağdaĢ 94 Bayraktar 2000 Köse 220/39 

Hawk (ġahin) Kırgız 95 Ġzgi 2001 

Tir Akbuğday  Prostor  

Lancer  Bağcı 2002 Kıraç 66 

Ankara 093/44 Conkesme Harmankaya 99 

Bereket Kırik Karasu 90 

Sürak 1593 Tosunbey Kırmızı Yerli 

Pehlivan Atlı 2002 Palandöken 97 

Gün 91 Nacibey Türkmen 

Aldane Özlü Buğday Uzunyayla 

Ak 702 Kırkpınar 79 Bolal 2973 

Bu 63 çeĢit arasından en toleranslı olan 11 genotip (Tir, Karasu 90, Haymana 79, 

Kırmızıkılçık, Bayraktar 2000, Es 26, Müfitbey, Conkesme, Kocabuğday, Gerek 79 ve 
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Akbuğday) seçilmiĢtir. Uygulama yapılan bitki ve kontrol gruplarından kök ve gövde 

örnekleri alınarak DNA ve RNA izolasyonu iĢlemlerine geçilmiĢtir.  

3.2.3. Aday genlerin eldesi için biyoinformatik çalıĢmalar 

Triticum aestivum genomunda yapılan biyoinformatik çalıĢmalar ile ilgili veri 

tabanlarından yararlanılarak MsGRP, TaCIPK29, SOS1, SOD2 ve OSISAP1 genlerine 

ait yeni bilgiler aday gen için primer tasarımında kullanılmıĢtır. Diğer bitkilerde 

bulunan bu seçilen genlerin protein sekansları kullanılarak NCBI sisteminde TBLASTX 

ve TBLASTN veritabanı taramaları yapılmıĢ ve EST protein dizileri belirlenmiĢtir. 

Birinci aĢamada, belirlenen protein dizileri arasından en çok benzerlik gösterenler 

seçilmiĢtir. Böylece tarama yapılan EST dizileri ile Triticum aestivum proteinlerinin ne 

oranda benzerlik gösterdiği saptanmıĢtır. Ġkinci aĢamada ise yüksek oranda benzerlik 

gösteren dizilerinden ileri ve geri yönlerde primer tasarımı yapılmıĢtır. MsGRP, 

TaCIPK29, SOS1, SOD2 ve OSISAP1 genlerinin ortologları bulunarak tespit edilmiĢtir. 

Böylece Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) yardımıyla primerler tasarlanmıĢtır. 

Tasarlanan primerlerin denenmesi için DNA izolasyonu aĢamasına geçilmiĢtir. 

3.2.4. DNA izolasyonu 

DNA izolasyon protokolü olarak Nardemir et al. (2015) esas alınmıĢ ve birkaç 

maddesinde değiĢikliğe gidilmiĢtir. 

a. Önceden sıvı azotta parçalanıp 2ml‟lik tüplere alınan bitki materyali üzerine 1000l 

DNA ekstraksiyon tamponu eklendi ve alt üst ederek karıĢtırıldı ve önceden 65°C‟ye 

ısıtılmıĢ su banyosunda 10–60 dk. bekletilmiĢtir. 

b. 12000 g ve 4°C‟de 10 dk. santrifüjlendip üst faz yeni bir tüpe aktarılmıĢtır. 

c. 1000l Fenol: Kloroform: Ġzoamil alkol eklenerek birkaç kez alt üst ederek 

karıĢtırılmıĢtır. 12000 g ve 4°C‟de 5 dk. santrifüjlenip üst faz dikkatli bir Ģekilde yeni 

bir tüpe aktarılmıĢtır. 
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d. Üst faza 1/10 hacim CTAB/NaCl çözeltisinden eklenmiĢ ve alt üst ederek 

karıĢtırılmıĢtır. 

e. 1000l Kloroform: Ġzoamil alkol eklenerek birkaç kez alt üst edilerek karıĢtırılmıĢtır. 

12000 g ve 4°C‟de 5 dk. santrifüjlendip üst faz dikkatli bir Ģekilde yeni bir tüpe 

aktarılmıĢtır. 

f. DNA‟yı çöktürmek için 0,6 hacim soğuk izopropanol eklenerek –20°C‟de 10 dk. 

bekletilmiĢtir. 

g. 12000 g ve 4°C‟de 10 dk. santrifüjlendip üst faz atılmıĢtır. 

h. Pelet önce %100‟lük sonra %70‟lik soğuk etanol ile yıkanmıĢtır. 

i. Yıkanan pelet bir gece bekletilerek kurutulmuĢtur. 

j. Kurutulan DNA 100l TE tamponunda çözüldü. 

k. Kullanılıncaya kadar –20°C‟de saklanmıĢtır. 

Elde edilen DNA 250 kat (3l DNA+747l TE tamponu) seyreltilerek Nanodrop da 

okunmuĢtur. Stok DNA‟dan 50ng/l DNA içeren çalıĢma solüsyonu hazırlanmıĢtır. 

3.2.5. Kullanılan primerler 

ÇalıĢmada Housekeeping geni olarak -Aktin seçilmiĢtir. -Aktin, MsGRP, TaCIPK29, 

SOS1, SOD2 ve OSISAP1 genleri için (Metabion International AG, Steinkirchen, 

Germany) kullanılan primerlerin baz dizileri Çizelge 3.4‟de verilmiĢtir. Ayrıca 

miRNA‟ların hedef genlerinin ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanılan primerler 

ise Çizelge 3.5‟de verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.4. Kullanılan primerlerin baz dizilimi 

 

 

 

Primerler GenBank 

Aksesyon 

Numarası 

Ġleri Primer 5’3’ Geri Primer 5’3’ 

 -AKTĠN  AB181991.1 ACCTTCAGTTGCCCAGCAAT CAGAGTCGAGCACAATACTG 

MSGRP JQ340083.1 GGAATTGGAGGTGGATATGG GAACGGCTGAATGAGGAGAA 

TaCIPK29 JX243013.1 GCTACCTCCCCTTCAACGAC GCATCAGCTCCTCCAGCTC 

SOD2 AF092524.1 CTGGGCCATTGATGAAGATT CCAACAAAGGATGCAGGTTT 

OSISAP1 XM_015795781.1 CCTCGATCTCTCCTGCAATC AGAAGCAGTTCTGGCAGAGG 

SOS1 KF169800.1 GACACTCCTGGCAAAAGCTC GCGACTTTCCTCTCTGATGG 



 

 

4
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Çizelge 3.5. ÇalıĢmada kullanılan miRNA hedef genlerinin qRT-PCR için primer dizileri  

Primerler GenBank 

Aksesyon 

Numarası 

Hedef 

Genlerin ID  

Ġleri primer 5’3’ Geri primer 5’3’ Hedef Genlerin 

Fonksiyonu 

Ürün 

uzunluğu 

(bp) 

ath-miR5655 01H68036923 DQ019636.1 5'- TGATCGTGACGCCGAAAGAA-3' 5'- GCATCGGGAGCGAGTATAGG-3' 
bHLH135-benzeri 

transkripsiyon faktörü 
150 

cca-

miR6108f 
162319715 EU293133.1 5'- GAACCTGGTCGTCTTCTCCG-3' 5'- CACAGGCCTATCTTCACCGC-3' 

PI-4 proteaz inhibitor 

benzeri protein 
123 

hci-miR156a 49516924 AL810223.1 5'- GAAAGCGTCTTGATGGGCAC-3' 5'- CAGTTTTGCTCCGGTCTTGG-3' 
SQUAMOSA promotör 

bağlama protein benzeri  
135 

mdm-

miR159c 
2827001 AF005993.1 5'- AGACAAGCCCATGATCGTCG -3' 5'- TCGTTGAAGTAGGCCGGAAC -3' 

70 kDa HSP geni 
162 

osa-miR172b  68037672  DQ019639.1 5'- TCCCCGTGATGCTGAAGATG -3' 5'- GGGATGAAGAGTTGGCCCTC -3' 

AP2/EREBP 

transkripsiyon faktörü 

RAP2-7 benzeri etilen 

cevap transkripsiyon 

faktörü 

107 

rgl-miR164 5869972 AJ237942.1 5'- CCGCCCCAAACAGAAACAAG-3' 5'- CTGACCCAAACACCGCATTG-3' 
Got1/Sft2-like vezikül 

iletim protein ailesi 

izoform 1 

183 

zma-

miR482-5p 
21852 X62476.1 5'- GGAGGAGGAAGAAGGGCATC-3' 5'- GTCATCCCAGTGTGACCCTG-3' 

Rab15B protein, ABA 

cevap geni 
199 

 

 



49 

 

 

3.2.4.b. PCR protokolü 

PCR iĢlemi için Ģu protokol izlenmiĢtir; 0,2 ml‟lik tüpe 3 l 10X PCR tamponu, 1,8 l 

BSA (10 mg/ml), 1,2 l dNTP (10mM), 1,2l MgCl2 (25 mM), 3l DNA (100ng/l), 

1,2 l primer (5 μM), 0,4 l 5Unit/l Taq DNA polimeraz (Sigma, D6677) ve 17,4 l 

saf su ilave edilerek hacim 30 l‟ye tamamlanmıĢtır. 

Yukarıda verilen standart değerlere göre her bir örnekten izole edilen genomik DNA ve 

Çizelge 3.4‟de verilen primerler ile her bir birey için ayrı PCR tüpü hazırlanmıĢtır. 

Bu iĢlemlerin ardından örnekler PCR otomatik thermocycle aletine (Corbett Research 

Mastercycler Gradient Authorized Thermal Cycle) yerleĢtirilmiĢ ve aĢağıdaki döngüye 

tabi tutulmuĢtur. 

1) 5 dk 94 
o
C  

    

2) 1dk 30 sn 94 
o
C  

 1dk 30 sn 37 
o
C 4 döngü 

 3 dk 72 
o
C  

    

3) 1 dk 94 
o
C  

 1 dk 36 
o
C 41 döngü 

 1 dk 42 
o
C  

 3 dk 72 
o
C  

    

4) 7 dk 72 
o
C  

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi 

PCR iĢleminden sonra örnekler agaroz jel elektroforezinde yürütülmüĢ ve oluĢan 

bantlara göre primerlerin hibridize olup olmadığı tespit edilmeye çalıĢılmıĢtır. ĠĢlem 

sırası aĢağıdaki gibidir;  
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a. Jel içerisinde agarın konsantrasyonu %1.5 konsantrasyon olacak Ģekilde agaroz 

tartılıp 0,5X TBE tamponu içerisinde mikrodalga fırında hazırlanmıĢtır. 

b. Mikrodalga fırından çıkarılan 0,5X TBE + agaroz çözeltisi içerisine 0,5g/ml olacak 

miktarda Et-Br eklenmiĢtir. 

c. Hazırlanan jel katılaĢmadan elektroforez tankına dökülmüĢ ve donmadan önce jel 

üzerine tarak konularak örneklerin yükleneceği kuyucuklar oluĢturulmuĢtur. 

d. Jel donduktan sonra her bir kuyucuğa ayrı bir örnek (3l bromfenol mavisi + 7l 

PCR ürünü) yüklenmiĢtir. 

e. Elektrik akımı verilerek 70V–150 dk. süre ile PCR ürünleri elektroforez iĢlemine tabi 

tutulmuĢtur. Ġki saat sonunda elektrik akımı kesilmiĢtir. 

f. Elektroforez tankından çıkarılan jel UV ıĢık altında incelenmiĢ ve fotoğrafları 

çekilmiĢtir. 

3.2.6. RNA izolasyonu 

RNA izolasyonu için RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) kullanılmıĢ ve protokol üretici 

firmanın talimatlarına uygun yapılmıĢtır.  

a. Maksimum 100 mg bitki örneği DEPC ile steril edilmiĢ havanda sıvı azot yardımıyla 

parçalanmıĢ ve 2 ml‟lik tüplere alınmıĢtır. 

b. 450 l Buffer RTL veya Buffer RLC bitki örneği üzerine eklenmiĢ ve kuvvetlice 

vortekslenmiĢtir. 

c. Bu karıĢım lila tüplere aktarılmıĢtır. 2 dk. en yüksek hızda santrifüj edilmiĢtir. 

Süpernatant yeni bir santrifüj tüpüne aktarılmıĢtır.  

d. Üzerine (%96-100)‟lük etanolden 0.5 volume eklenmiĢ ve pipetleme yapılmıĢtır. 

e. Örnek (yaklaĢık 650 l) pembe kolonlara alınmıĢtır. 15 sn 10000 rpm‟de santrifüj 

edilmiĢ ve sıvı kısım uzaklaĢtırılmıĢtır. 

f. RNeasy spin kolona 700 l Buffer RWI eklenmiĢtir. Yine 15 sn 10000 rpm‟de 

santrifüje edilmiĢtir ve sıvı kısım uzaklaĢtırılmıĢtır. 

g. RNeasy spin kolona 500 l Buffer RPE eklenmiĢtir. 15 sn 10000 rpm‟de santrifüj 

edilmiĢtir ve sıvı kısım uzaklaĢtırılmıĢtır. 
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h. Spin kolona 500 l Buffer RPE eklenmiĢtir ve 2 dk 10000 rpm‟de çevrilmiĢtir. 

i. Kolon yeni bir 1.5 ml‟lik tüpe alınmıĢtır. Üzerine 30-50 l RNase Free Water 

eklenmiĢtir. 1 dk 10000 rpm‟de santrifüj edilmiĢtir. 

j. Kullanılıncaya kadar –80
o
C‟de saklanmıĢtır. 

Elde edilen RNA‟ların miktarlarını belirlemek için Qiagen Nanodrop‟da absorbans (A) 

değerleri okunmuĢtur. RNA miktarları okunduktan sonra tüm örneklerin miktarları 

0,1ng-5g olacak Ģekilde ayarlanmıĢtır.  

3.2.7. cDNA sentezi  

Miktarları eĢitlenen RNA örnekleri Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA 

Sentez Kiti protokol üretici firmanın talimatlarına uygun yapılmıĢtır.  

a. Steril tüpe miktarı 0,1ng-5g olacak Ģekilde toplam RNA, 1 l oligo (dT)18 primer 

konulmuĢ ve son hacim 12 l‟ye tamamlanmıĢtır. 

b. Bu karıĢım hafif bir Ģekilde santrifüj edilmiĢ ve 65°C‟de 5 dk inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Çıkarıldıktan hemen sonra buz üzerine alınmıĢtır. 

c. Bu karıĢımın üzerine 4 l 5X Reaksiyon Buffer, 1 l RiboLock RNase Inhibitor, 2 l 

10 mM dNTP Mix ve 1 l RevertAid M-MuLV RT eklenmiĢ ve son hacim 20 l 

olmuĢtur. 

d. KarıĢım hafif bir Ģekilde santrifüj edilmiĢ ve PCR‟a konulmuĢtur. PCR döngüsü; 

42°C‟de 60 dk. inkübasyondan sonra 70°C‟de 5 dk reaksiyon sonlandırılmıĢtır. 

3.2.8. qRT-PCR ile Gen Ġfade Analizi 

qRT-PCR iĢlemini gerçekleĢtirmek için Thermo Scientific Maxima SYBR Green/ROX 

qPCR Kiti kullanılmıĢtır. Protokol üretici firmanın talimatlarına uygun Ģekilde 

yapılmıĢtır.  
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a. Kullanılacak tüm solüsyonlar hafif bir Ģekilde vortekslenmiĢtir. 

b. Stok master mix aĢağıda verildiği gibi hazırlanmıĢtır.  

Maxima SYBR Green/ROX QPCR Master Mix (2X) 12,5 l 

Forward Primer 0,3 M 

Reverse Primer 0,3 M 

Kalıp DNA 500 ng 

Steril su Son hacim 25 l‟ye tamamlanır 

c. KarıĢım PCR tüplerine aktarılır ve hafifçe santrifüjlenir. 

d. PCR döngüsü;  

1) 10 dk 95°C  

2) 15 sn 95°C  

 30 sn 60°C 40 döngü 

 30 sn 72°C  

3.2.8. Verilerin değerlendirilmesi ve istatiksel analizi 

Gen ekspresyon analizi sonucunda örneklerin eĢik (threshold) değerleri belirlenmiĢtir. 

PCR analiz sonuçlarına göre örneklerin Ct değerlerine ait standart sapmalar Microsoft 

Excel programı yardımıyla hesaplanmıĢtır. Standart sapması düĢük olan örnekler 3 

tekerrür üzerinden değerlendirilmiĢtir. Buğday çeĢitlerine ait genlerin ifade oranları 

Livak and Schmittgen (2001) göre ΔΔCt oransal hesaplama algoritması ile 

belirlenmiĢtir. RT-PCR analizinde referans gen olarak buğday β-Aktin geni kullanılmıĢ 

ve genlerin ifadesi referans gen ifadesine göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca, her genotip 

için rank toplam değeri (Kang, 1988) hesaplanmıĢ ve buna göre genotipler tuzluluğa 

toleranslılık yönünden gruplandırılmıĢtır. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

Bu çalıĢmada 63 ekmeklik buğday (Triticum aestivum L.) genotipi 200 mM tuz stresine 

maruz bırakılarak fizyolojik ön elemeye tabi tutulmuĢtur. Bu ön eleme sonucunda 

tuzluluğa toleranslılık bakımından toleranstan hassasa doğru (Tir, Karasu 90, Haymana 

79, Kırmızıkılçık, Bayraktar  2000, Es 26, Müfitbey, Conkesme, Kocabuğday, Gerek 79 

ve Akbuğday) 11 buğday genotipi sıralanmıĢtır. Bu buğday genotiplerinde cDNA 

sentezi yapıldıktan sonra SOS1, SOD2, CIPK29, GRP ve SAP1 genlerinin yanısıra tuz 

stresine yanıt mekanizmasında rol oynayan miR156a, miR482, miR12b, miR6108f, 

miR5655, miR164 ve miR159c‟nin hedef genlerine özgü sentezlenen primerler ile 

kantitatif RT-PCR (qRT-PCR) yapılmıĢtır. Herbir çeĢidin kök ve gövdeleri için qRT-

PCR amplifikasyonu sonucunda çeĢitler arasındaki SYBR-Green sinyal grafiği ġekil 4.1 

ve ġekil 4.2‟de verilmiĢtir. Ayrıca ifade oranlarını belirlemek için relatif kantitasyon 

analizi yapılmıĢtır. 

 

ġekil 4.1. Buğday genotipleri köklerinde seçilen genlerin RT-PCR çalıĢma eğrileri 

 

ġekil 4.2. Buğday genotipleri gövdelerinde seçilen genlerin RT-PCR çalıĢma eğrileri 
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4.1. Kök Analizleri 

Buğday genotiplerinin köklerinden elde edilen sonuçlar aĢağıdaki çizelge ve Ģekillerde 

gösterilmiĢtir. Çizelge 4.1‟de buğday genotiplerinde belirlenen gen bölgeleri tuz stresine 

maruz kaldıktan sonra köklerdeki gen ifade oranları ve Çizelge 4.2‟de ise miRNA hedef 

genlerinin ifade oranları verilmiĢtir.  

Çizelge 4.1. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki tolerans genlerinin 

ifade oranları 

BUĞDAY 

ÇEġĠTLERĠ 
SOS1 SOD2 CIPK29 GRP SAP1 

 Ġfade Oranları 

±standart 

sapma 

Ġfade Oranları 

±standart 

sapma 

Ġfade Oranları 

±standart 

sapma 

Ġfade Oranları 

±standart 

sapma 

Ġfade Oranları 

±standart 

sapma 

AKBUĞDAY  4,318±0,131 0,818±0,035 1,026±0,032 0,260±0,014 0,716±0,083 

BAYRAKTAR 

2000 
0,628±0,024 0,062±0,001 0,244±0,011 0,251±0,010 1,973±0,160 

CONKESME 2,315±0,109 1,448±0,060 1,616±0,183 1,332±0,054 0,351±0,020 

ES 26 0,309±0,042 0,001±0,0002 0,638±0,070 0,151±0,049 0,222±0,014 

GEREK 79 0,025±0,002 0,294±0,087 0,087±0,005 0,162±0,026 0,609±0,032 

HAYMANA 79 0,074±0,003 0,0003±1,183 0,064±0,002 0,048±0,002 0,476±0,039 

KARASU 90 1,313±0,042 0,601±0,004 0,285±0,001 0,271±0,002 0,061±0,004 

KIRMIZIKILÇIK 1,494±0,119 0,201±0,013 0,345±0,021 0,162±0,012 1,707±0,303 

KOCABUĞDAY 0,295±0,004 0,054±0,001 0,468±0,013 0,280±0,008 0,264±0,007 

MÜFĠTBEY 6,411±0,248 2,417±0,019 4,018±0,042 1,927±0,050 0,545±0,037 

TĠR 1,551±0,027 1,977±0,028 1,591±0,033 2,439±0,194 4,416±0,393 
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Çizelge 4.2. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki miRNA hedef genlerinin ifade oranları 

BUĞDAY 

ÇEġĠTLERĠ 
miR156a 

SQUAMOSA 

promotör bağlama 

protein benzeri 

miR482 
Rab15B protein 

miR172b 
AP2/EREBP 

transkripsiyon 

faktörü 

 

miR6108f 
PI-4 proteaz 

inhibitor benzeri 

protein 

miR5655 
bHLH135-benzeri 

transkripsiyon 

faktörü 

miR164 
Got1/Sft2-like vezikül 

iletim protein ailesi 

izoform 1 

miR159c 
70 kDa HSP 

geni 

 Ġfade Oranları 

±standart sapma 

Ġfade Oranları 

±standart sapma 

Ġfade Oranları 

±standart sapma 

Ġfade Oranları 

±standart sapma 

Ġfade Oranları 

±standart sapma 

Ġfade Oranları 

±standart sapma 

Ġfade Oranları 

±standart 

sapma 

AKBUĞDAY  0,855±0,0147 40,213±2,499 1,138±0,030 0,037±0,022 0,212±0,011 0,355±0,072 0,403±0,011 

BAYRAKTAR 

2000 1,213±0,115 14,317±2,677 1,741±0,064 3,091±0,280 1,199±0,039 1,173±0,050 0,520±0,074 

CONKESME 0,303±0,004 10,999±2,755 0,268±0,042 0,028±0,006 0,054±0,004 0,075±0,010 0,230±0,005 

ES 26 0,906±0,016 0,438±0,055 1,066±0,012 0,695±0,009 0,717±0,025 0,427±0,010 0,514±0,074 

GEREK 79 3,204±0,282 0,297±0,010 2,231±0,216 1,804±0,017 0,289±0,061 1,771±0,034 1,834±0,196 

HAYMANA 79 2,386±0,090 518,879±195,745 1,025±0,086 0,289±0,010 0,830±0,020 1,025±0,050 1,018±0,022 

KARASU 90 6,411±0,352 3190,657±212,638 7,586±0,666 0,327±0,081 1,160±0,018 2,836±0,176 16,765±1,300 

KIRMIZIKILÇIK 3,405±0,179 0,240±0,018 1,127±0,019 2,209±0,037 1,001±0,240 1,037±0,029 2,004±0,112 

KOCABUĞDAY 0,805±0,017 34,156±6,002 0,390±0,038 0,050±0,003 0,117±0,007 0,126±0,012 0,432±0,017 

MÜFĠTBEY 1,907±0,040 281,449±56,439 1,454±0,051 0,311±0,002 0,236±0,00 2,702±0,226 0,421±0,015 

TĠR 1,859±0,032 1359,976±318,098 1,831±0,089 0,255±0,033 1,150±0,213 0,355±0,072 1,749±0,072 
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Bu sonuçlara göre SOS 1 gen ifade analizi sonuçlarına göre Müfitbey, Tir, Karasu 90, 

Kırmızıkılçık, Conkesme ve Akbuğday genotiplerinde upregüle olurken, diğer 

genotiplerde down regüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip ise Gerek 79‟dur. 

Müfitbey genotipinde ise en yüksek gen ifade oranı saptanmıĢtır. Ayrıca en düĢük 

ifadeye sahip genotip ile en yüksek ifade seviyesine sahip genotip arasında 6 kat 

farklılık meydana gelmiĢtir (ġekil 4.3). 

 

ġekil 4.3. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki SOS1 geninin ifade 

oranları (2
-ΔΔCt

) 

Müfitbey, Tir, ve Conkesme genotiplerinde SOD2 geni ise upregüle olmuĢtur. Bu gen 

ifadesi bakımından Haymana 79 genotipi en az, Müfitbey genotipi ise en yüksek ifade 

seviyesine sahip olmuĢtur. Ayrıca en düĢük ifade seviyesine sahip genotip ile en yüksek 

ifade seviyesine sahip genotip arasında yaklaĢık 2,5 kat ifade farklılığı bulunmuĢtur 

(ġekil 4.4). 



 

 

57 

 

ġekil 4.4. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki SOD2 geninin ifade 

oranları (2
-ΔΔCt

) 

CIPK29 geni ifade analiz sonuçlarında Müfitbey, Tir, Conkesme ve Akbuğday 

genotiplerinde upregüle olurken diğer genotiplerde downregüle olmuĢtur. Genin en az 

ifade edildiği çeĢit Haymana 79 iken genin en fazla ifade edildiği çeĢit Müfitbey 

çeĢididir. Ayrıca en düĢük ifade seviyesine sahip genotip ile en yüksek ifade seviyesine 

sahip genotip arasında yaklaĢık 4 kat ifade farklılığı gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.5). 

 

ġekil 4.5. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki CIPK29 geninin ifade 

oranları (2
-ΔΔCt

) 
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GRP geni analiz sonuçlarında Müfitbey, Tir, ve Conkesme genotipleri upregüle olurken 

diğer genotiplerde down regüle olmuĢtur. Genin en az ifade edildiği çeĢit Haymana 79 

iken en fazla genin ifade edildiği çeĢit Müfitbey‟dir. Ayrıca en düĢük ifade seviyesine 

sahip genotip ile en yüksek ifade seviyesine sahip genotip arasında yaklaĢık 2 kat ifade 

farklılığı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.6). 

 

ġekil 4.6. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki GRP geninin ifade 

oranları (2
-ΔΔCt

) 

SAP1 geni analiz sonuçlarında Bayraktar 2000, Kırmızıkılçık ve Tir genotiplerinde 

upregüle olmuĢtur. Bu genin en az ifade edildiği Karasu 90 iken en fazla ifade edildiği 

Tir genotipidir. Ayrıca en yüksek ifade seviyesine sahip genotip ile en düĢük genotip 

arasında yaklaĢık olarak 4 kat ifade farklılığı bulunmuĢtur (ġekil 4.7). 
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ġekil 4.7. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki SAP1 geninin ifade 

oranları (2
-ΔΔCt

) 

ÇalıĢılan miRNA‟lardan olan miR156a hedef geninin (AL810223.1) analiz sonuçlarında 

Bayraktar 2000, Gerek 79, Haymana 79, Karasu 90, Kırmızıkılçık, Müfitbey ve Tir 

genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip Conkesme iken en 

fazla genin ifade edildiği genotip Karasu 90‟dır. Ayrıca en yüksek ve en düĢük ifade 

seviyesine sahip genotipler arasında 6 kat ifade farklılığı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.8). 

 

ġekil 4.8. Tuz stresi altındaki genotiplerin köklerindeki miR156a hedef geninin 

(AL810223.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 
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miR482 hedef geninin (X62476.1) analiz sonuçlarında Akbuğday, Bayraktar 2000, 

Conkesme, Haymana 79, Karasu 90, Kocabuğday, Müfitbey ve Tir genotipleri upregüle 

olmuĢtur. Kırmızıkılçık genotipinde gen en az ifade edilirken en fazla genin ifade 

edildiği genotip Karasu 90 genotipidir. En yüksek ifade seviyesine sahip genotipte 3190 

kat ifade oranı meydana gelmiĢtir. Bu oran tüm miRNA hedef genlerin kök 

analizlerinde en yüksek belirlenen ifade oranıdır (ġekil 4.9). 

 

ġekil 4.9. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki miR482 hedef geninin 

(X62476.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

Diğer bir miRNA olan miR172b hedef geninin (DQ019639.1) analiz sonuçlarında 

Akbuğday, Bayraktar 2000, Es 26, Gerek 79, Karasu 90, Kırmızıkılçık, Haymana 79, 

Müfitbey ve Tir genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip 

Conkesme iken en fazla genin ifade edildiği genotip Karasu 90‟dır. Ayrıca en yüksek 

ifade seviyesine sahip genotipte 7 kat ifade oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.10). 
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ġekil 4.10. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki miR172b hedef 

geninin (DQ019639.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

miR6108f hedef geninin (EU293133.1) analiz sonuçlarında Bayraktar 2000, Gerek 79 

ve Kırmızıkılçık genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip 

Conkesme iken en fazla genin ifade edildiği genotip Bayraktar 2000‟dir. Ayrıca en 

yüksek ifade seviyesine sahip genotipte 3 kat ifade oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 

4.11). 

 

ġekil 4.11. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki miR6108f hedef 

geninin (EU293133.1) ifade oranları (2-ΔΔCt) 
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miR5655 hedef geninin (DQ019636.1) analiz sonuçlarında Bayraktar 2000, Karasu 90 

ve Tir genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip Conkesme iken 

en fazla genin ifade edildiği Bayraktar 2000 genotipidir. Ayrıca en yüksek ifade 

seviyesine sahip genotipte yaklaĢık 2 kat ifade oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.12). 

 

ġekil 4.12. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki miR5655 hedef 

geninin (DQ019636.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

miR164 hedef geninin (AJ237942.1) analiz sonuçlarında Bayraktar 2000, Gerek 79, 

Karasu 90 ve Tir genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip 

Conkesme iken en fazla genin ifade edildiği Karasu 90 genotipidir. Ayrıca en yüksek 

ifade seviyesine sahip genotipte yaklaĢık 3 kat ifade oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 

4.13). 
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ġekil 4.13. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki miR164 hedef 

geninin (AJ237942.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

miR159c hedef geninin (AF005993.1) analiz sonuçlarında ise Gerek 79, Karasu 90, 

Kırmızıkılçık ve Tir genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip 

Conkesme iken en fazla genin ifade edildiği Karasu 90 genotiptir. Ayrıca en yüksek 

ifade seviyesine sahip genotipte 16 kat ifade oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.14). 

 

ġekil 4.14. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin köklerindeki miR159c hedef 

geninin (AF005993.1)  ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

Kökte yapılan gen ifadesi analiz sonuçlarına göre rank toplam değerleri hesaplanarak 

genotiplerin sıralamaları belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılan genlerin ifade seviyesi 
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bakımından tuzluluğa en yüksek cevap veren genotip Tir iken, en az cevap veren 

genotip Conkesme olarak belirlenmiĢtir. ÇalıĢılan genlerin ifade seviyesi bakımından 

genotiplerin sıralaması Çizelge 4.3‟te verilmiĢtir.  

Çizelge 4.3. Triticum aestivum bitkisi genotiplerinde kök analizine göre tuzluluğa 

toleranslılık yönünden gruplandırılması 

BUĞDAY ÇEġĠTLERĠ 

RANK 

ORTALAMASI 

RANK 

STANDART 

SAPMASI 

RANK 

TOPLAMI 

RANK 

SIRASI 

TĠR 3,8 2,4 6,2 1 

MÜFĠTBEY 4,2 2,8 7,0 2 

KARASU 90 3,9 3,3 7,2 3 

BAYRAKTAR 2000 5,3 2,8 8,0 4 

KIRMIZIKILÇIK 5,3 2,8 8,1 5 

AKBUĞDAY 6,5 2,8 9,3 6 

GEREK 79 6,0 3,3 9,3 7 

ES 26 7,7 2,0 9,6 8 

KOCABUĞDAY 8,3 2,0 10,3 9 

HAYMANA 79 7,4 2,9 10,3 10 

CONKESME 7,8 3,9 11,6 11 

4.2. Gövde Analizleri 

Triticum aestivum bitkisinin gövdelerinde yapılan qRT-PCR sonuçları aĢağıdaki çizelge 

ve Ģekillerde gösterilmiĢtir. Çizelge 4.4‟de buğday genotiplerinde belirlenen gen 

bölgelerinin tuz stresine maruz kaldıktan sonra gövdelerindeki gen ifade oranları ve 

Çizelge 4.5‟te miRNA hedef genlerinin ifade oranları verilmiĢtir.  
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Çizelge 4.4. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki tolerans 

genlerinin ifade oranları 

BUĞDAY 

ÇEġĠTLERĠ 
SOS 1 SOD2 CIPK29 GRP SAP1 

 Ġfade 

Oranları± 

Standart 

Sapma 

Ġfade 

Oranları± 

Standart 

Sapma 

Ġfade 

Oranları± 

Standart 

Sapma 

Ġfade 

Oranları± 

Standart 

Sapma 

Ġfade 

Oranları± 

Standart 

Sapma 

AKBUĞDAY 4,318±0,131 0,818±0,035 1,026±0,032 - 0,900±0,018 

BAYRAKTAR 2000 0,711±0,039 0,117±0,002 0,117±0,002 0,352±0,014 0,556±0,027 

CONKESME 1,296±0,053 0,702±0,016 0,702±0,016 - - 

ES 26 0,872±0,067 0,804±0,026 0,804±0,026 0,095±0,010 0,394±0,015 

GEREK 79 0,711±0,078 0,243±0,026 0,243±0,026 0,069±0,010 0,331±0,019 

HAYMANA 79 0,673±0,049 0,254±0,003 0,254±0,003 - - 

KARASU 90 1,086±0,015 0,450±0,015 0,450±0,015 0,422±0,007 1,164±0,021 

KIRMIZIKILÇIK 0,843±0,089 1,100±0,112 1,100±0,112 - 1,164±0,021 

KOCABUĞDAY 0,451±0,007 0,163±0,002 0,163±0,002 - - 

MÜFĠTBEY 1,151±0,025 0,658±0,021 0,658±0,021 0,242±0,002 0,828±0,040 

TĠR 4,318±0,131 0,241±0,007 0,241±0,007 0,532±0,024 - 
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Çizelge 4.5. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki miRNA hedef genlerinin ifade oranları 

BUĞDAY 

ÇEġĠTLERĠ 
miR156a 

SQUAMOSA 

promotör 

bağlama protein 

benzeri 

miR482 
Rab15B protein 

miR172b 
AP2/EREBP 

transkripsiyon 

faktörü 

 

miR6108f 
PI-4 proteaz 

inhibitor benzeri 

protein 

miR5655 
bHLH135-benzeri 

transkripsiyon 

faktörü 

miR164 
Got1/Sft2-like 

vezikül iletim 

protein ailesi 

izoform 1 

miR159c 
70 kDa HSP geni 

 Ġfade Oranları± 

Standart 

Sapma 

Ġfade Oranları± 

Standart Sapma 

Ġfade Oranları± 

Standart Sapma 

Ġfade Oranları± 

Standart Sapma 

Ġfade Oranları± 

Standart Sapma 

Ġfade Oranları± 

Standart Sapma 

Ġfade Oranları± 

Standart Sapma 

AKBUĞDAY  8,627±0,395 562,904±126,062 14,080±0,969 5,974±4,486 1,467±0,043 0,321±0,006 2,876±0,178 

BAYRAKTAR 

2000 0,484±0,015 190,952±31,188 0,943±0,047 0,509±0,200 0,274±0,005 0,463±0,030 1,666±0,151 

CONKESME 1,120±0,059 94,859±51,326 2,442±0,134 0,711±0,027 0,994±0,011 0,468±0,010 3,032±0,145 

ES 26 0,616±0,011 273,905±72,027 0,834±0,014 0,586±0,012 0,883±0,033 0,706±0,040 1,783±0,176 

GEREK 79 1,840±0,017 314,713±128,637 5,423±0,745 3,492±0,017 0,677±0,032 1,829±0,111 4,990±0,213 

HAYMANA 79 0,957±0,012 16,354±17,391 3,784±0,520 1,685±0,217 3,951±0,502 0,381±0,050 10,204±1,405 

KARASU 90 6,918±0,993 2023,418±223,095 5,702±0,747 0,662±0,055 5,234±0,184 1,606±0,023 2,596±0,308 

KIRMIZI 

KILÇIK 1,907±0,011 498,660±268,151 1,924±0,134 2,027±0,078 0,861±0,022 0,771±0,049 7,977±0,567 

KOCA 

BUĞDAY 1,536±0,133 3620,549±2472,02 1,773±0,085 0,608±0,044 2,229±0,140 1,763±0,136 1,763±0,136 

MÜFĠTBEY 0,166±0,007 14,857±6,340 0,376±0,033 0,266±0,010 1,135±0,079 1,984±0,064 7,232±0,269 

TĠR 1,735±0,051 368,016±63,260 2,767±0,286 1,272±0,033 1,002±0,023 0,321±0,006 4,315±0,873 
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Bu sonuçlara göre SOS1 geni gövde analiz sonuçlarında Akbuğday, Conkesme, Karasu 

90 ve Tir genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip Kocabuğday 

iken en fazla genin ifade edildiği genotip Akbuğday‟dir. Ayrıca en düĢük ifade 

seviyesine sahip genotip ile en yüksek ifade seviyesine sahip genotip arasında 4 kat 

ifade farklılığı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.15). 

 

ġekil 4.15. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki SOS1 geninin 

ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

SOD2 geni gövde analiz sonuçlarında sadece Kırmızıkılçık genotipi upregüle olmuĢtur. 

En az genin ifade edildiği Bayraktar 2000 genotipidir. Ayrıca en yüksek ifade 

seviyesine sahip genotipte yaklaĢık 2 kat ifade farklılığı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.16). 
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ġekil 4.16. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki SOD2 geninin 

ifade oranları (2
-ΔΔCt

)  

CIPK29 geni gövde analiz sonuçlarında sadece Kırmızıkılçık genotipleri upregüle 

olmuĢtur. En az genin ifade edildiği Bayraktar 2000 genotipidir. En yüksek ifade 

seviyesine sahip genotip aklaĢık 2 kat ifade farklılığı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.17). 

 

ġekil 4.17. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki CIPK29 geninin 

ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 
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GRP geni gövde analiz sonuçlarında tüm genotipler downregüle olmuĢtur. En az genin 

ifade edildiği genotip Gerek 79‟dur (ġekil 4.18). 

 

ġekil 4.18. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki GRP geninin ifade 

oranları (2
-ΔΔCt

) 

SAP1 geni gövde analiz sonuçlarında sadece Karasu 90 ve Kırmızı Kılçık genotipleri 

upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği Gerek 79 genotipidir. En yüksek ifade 

seviyesine sahip genotip yaklaĢık 2 kat ifade farklılığı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.19) 

 

ġekil 4.19. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki SAP1 geninin 

ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 
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miR156a hedef geninin (AL810223.1) analiz sonuçlarında Akbuğday, Conkesme, 

Gerek 79, Karasu 90, Kırmızıkılçık, Kocabuğday ve Tir genotipleri upregüle olmuĢtur. 

En az genin ifade edildiği genotip Müfitbey iken en fazla genin ifade edildiği genotip 

Akbuğday‟dır. En yüksek ifade seviyesine sahip genotipte 8 kat ifade oranı meydana 

gelmiĢtir (ġekil 4.20). 

 

ġekil 4.20. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki miR156a hedef 

geninin (AL810223.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

miR482 hedef geninin (X62476.1) analiz sonuçlarında tüm genotipler upregüle 

olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip Müfitbey iken en fazla genin ifade edildiği 

genotip Kocabuğday‟dır. Ayrıca en yüksek ifade seviyesine sahip genotipte 3620 kat 

ifade oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.21). 
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ġekil 4.21. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerin gövdelerindeki miR482 hedef 

geninin (X62476.1) ifade oranları (2-ΔΔCt) 

miR172b hedef geninin (DQ019639.1) analiz sonuçlarında Akbuğday, Conkesme, 

Gerek 79, Haymana 79, Karasu 90, Kırmızıkılçık, Kocabuğday ve Tir çeĢitleri upregüle 

olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip Müfitbey iken en fazla genin ifade edildiği 

Akbuğday genotipidir. Ayrıca en yüksek ifade seviyesine sahip genotipte 14 kat ifade 

oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.22). 

 

ġekil 4.22. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki miR172b hedef 

geninin (DQ019639.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 
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miR6108f hedef geninin (EU293133.1) analiz sonuçlarında Akbuğday, Gerek 79, 

Haymana 79, Kırmızıkılçık ve Tir genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade 

edildiği genotip Müfitbey iken en fazla genin ifade edildiği genotip Akbuğday‟dir. En 

yüksek ifade seviyesine sahip genotipte 5 kat ifade oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 

4.23). 

 

ġekil 4.23. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerin gövdelerindeki miR6108f hedef 

geninin (EU293133.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

miR5655 hedef geninin (DQ019636.1) analiz sonuçlarında Akbuğday, Haymana79, 

Karasu 90, Kocabuğday ve Müfitbey genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade 

edildiği genotip Bayraktar 2000 iken en fazla genin ifade edildiği Karasu 90 genotipidir. 

Ayrıca en yüksek ifade seviyesine sahip genotipte 5 kat ifade oranı meydana gelmiĢtir 

(ġekil 4.24). 
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ġekil 4.24. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerin gövdelerindeki miR5655 hedef 

geninin (DQ019636.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

miR164 hedef geninin (AJ237942.1) analiz sonuçlarında Gerek 79, Karasu 90 ve 

Kocabuğday genotipleri upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip 

Akbuğday iken en fazla genin ifade edildiği Gerek 79 genotipidir. En yüksek ifade 

seviyesine sahip genotipte yaklaĢık 2 kat ifade oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.25). 

 

ġekil 4.25. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki miR164 hedef 

geninin (AJ237942.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 
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miR159c hedef geninin (AF005993.1) analiz sonuçlarında tüm buğday genotipleri 

upregüle olmuĢtur. En az genin ifade edildiği genotip Bayraktar 2000 iken en fazla 

genin ifade edildiği Haymana 79 genotiptir. En yüksek ifade seviyesine sahip genotipte 

10 kat ifade oranı meydana gelmiĢtir (ġekil 4.26). 

 

ġekil 4.25. Tuz stresi altındaki buğday genotiplerinin gövdelerindeki miR159c hedef 

geninin (AF005993.1) ifade oranları (2
-ΔΔCt

) 

Gövdede yapılan gen ifadesi analiz sonuçlarına göre rank toplam değerleri hesaplanarak 

genotiplerin sıralamaları belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılan genlerin ifade seviyesi 

bakımından tuzluluğa en yüksek cevap veren genotip Akbuğday iken en az tolerans 

geliĢtiren genotip Bayraktar 2000 olarak belirlenmiĢtir. ÇalıĢılan genlerin ifade seviyesi 

bakımından genotiplerin sıralaması Çizelge 4.6‟da verilmiĢtir.  
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Çizelge 4.6. Triticum aestivum bitkisi genotiplerinde gövde analizine göre tuzluluğa 

toleranslılık yönünden gruplandırılması 

BUĞDAY 

ÇEġĠTLERĠ RANK 

ORTALAMASI 

RANK 

STANDART 

SAPMASI 

RANK 

TOPLAMI 

RANK 

SIRASI 

AKBUĞDAY 4,1 3,8 7,9 1 

KARASU 90 4,8 3,3 8,0 2 

KIRMIZIKILÇIK 4,7 3,4 8,1 3 

GEREK 79 5,7 2,7 8,3 4 

ES 26 6,8 2,3 9,1 5 

TĠR 6,0 3,3 9,3 6 

CONKESME 6,9 2,9 9,8 7 

MÜFĠTBEY 6,3 3,7 9,9 8 

KOCABUĞDAY 6,9 4,0 10,9 9 

HAYMANA 79 7,3 3,7 11,1 10 

BAYRAKTAR 

2000 8,8 2,6 11,3 11 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ  

Toprak tuzluluğu, insan nüfusunun artması ile tarım kapasitesini tehlikeye atan ve 

tarımsal ürünlerin üretimini sınırlandıran abiyotik bir stres faktörüdür. Tuz stresi hücre 

bölünmesinin azalması, membran hasarı, metabolik süreçlerin modifikasyonu, oksidatif 

stres, fizyolojik kuraklık, besinsel bozukluklar, iyon toksisitesi gibi pekçok yolla 

bitkileri etkilemektedir. Tuzluluk stresinin osmotik etkileri tuz uygulamasından sonra 

hemen gözlemlenmektedir (Izadi Darbandi and Bahmani 2011; Roy and Sengupta 2014; 

Bahmani et al. 2015). 

Tuzluluk stresi, tuz stresine hassas tahıllardan biri olan buğdayın tane verimi ve protein 

içeriği üzerine olumsuz bir etkiye sahiptir (Houshmand et al. 2014). Buğdayda, tuz 

stresi Ģiddetine bağlı olarak %50 oranına kadar verimde azalmaya yol açmaktadır. 

ÇalıĢmamızda tuz stresi uyguladığımız tüm buğday genotiplerinde çimlenme oranında 

gözle görülebilir bir azalmaya ve çimlenme süresinde ise uzamaya sebep olduğu 

gözlemlenmiĢtir. Bu durum hem tüm bitkide hem de hücresel seviyelerde gerçekleĢen 

biyokimyasal ve moleküler süreçler tarafından etkilenen kompleks multigenik bir 

özelliktir (Sairam et al. 2002; Cuartero et al. 2006).  

Modern moleküler biyoloji tekniklerinin ilerlemesi ile tuz stresine bitkilerin cevapları 

daha iyi anlaĢılmakta ve bitki transformasyonu gibi genetik yaklaĢımlar bitki tuz 

toleransındaki çalıĢmaların ilerlemesini sağlamaktadır. Hücrelerde çeĢitli süreçlerin 

mekanizmaları fonksiyonel bir Ģekilde bağlantılı ve yakından iliĢkilendirilmiĢtir. ÇeĢitli 

sinyal faktörleri birbirleri ile bağlantılı olup, çoklu stres faktörleri ve koĢullarına cevap 

mekanizmalarına ait çalıĢmalarda farklı süreçlerin çalıĢma ağlarının varlığını 

kanıtlamıĢtır (Goyal et al. 2016). Bitkilerin de içinde bulunduğu çeĢitli organizmalarda 

çoklu stres Ģartlarında bütünleĢmiĢ tek cevabı oluĢturmak için farklı yollar arasındaki 

iletiĢimler yaygın bir durum olarak geliĢmektedir (Buyuk et al. 2016). Bu stres 

faktörlerine cevapta fonksiyonel olan çeĢitli genler upregüle olarak stresin etkilerini 

azaltabilir, bitki toleransı ve hücresel çevrenin düzenlenmesine yol açabilirler. Birbirleri 

ile etkileĢime giren bu stres sinyallerine cevapta doğa onları tolere etmek ve savaĢmak 
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için farklı yollar geliĢtirmiĢtir. Bu yollar stresi hafifletmekle iliĢkili aktivite 

göstermektedirler. Toleranslı bitkilerin, duyarlı bitkilerde bulunmayan bazı stres-cevap 

genlerine sahip olabildikleri düĢünülmektedir. Sistematik genetik analizler ile stres 

cevap genleri kombine edildiğinde genom seviyesinde stres toleransına neden olan 

sinyal ağlarının çoğuna ulaĢılmaktadır. Munns 2005, tuz toleransını artıran genleri 1) 

Tuz alımı ve iletimini kontrol edenler 2) Osmotik veya koruyucu bir fonksiyona sahip 

olanlar 3) Oldukça tuzlu topraklarda büyüyen bir bitki oluĢturanlar olarak 3 ana grupta 

rapor etmiĢtir. 

Tuzluluk stresi altında iyon dengesinin moleküler temeli Arabidopsis sos mutantlarında 

yapılan çalıĢmada açıklanmıĢtır (Zhu 2003). Tuzluluk toleransındaki en önemli 

mekanizma iyonların dıĢa çıkarma sistemleri ve Na
+
‟un seçimli alınımı ile sitozollere 

Na
+
 iyonlarının giriĢinin sınırlandırılması Ģeklinde olduğu bildirilmiĢtir. Bu mekanizma 

Salt Overly Sensitive (SOS) yoluyla gerçekleĢmektedir. SOS yolu kök-toprak arasında 

Na
+
 ve K

+
 dengesinin ve köklerden gövdeye uzun mesafeli Na

+
 iletiminin 

düzenlenmesini kapsamaktadır. SOS yolunun en önemli proteini SOS1‟dir. Bu nedenle 

tuzluluk toleransıyla ilgili yapılan çalıĢmalarda SOS1 özellikle incelenmiĢtir (Davenport 

et al. 2005; Olias et al. 2009; Oh et al. 2009). Aktive olan SOS1 sitozolden kök 

dokuların apoplastına Na
+
‟u dıĢarı pompalamaktadır. SOS1 yapraklardan floeme Na

+
 

taĢınımına yardımcı olmakta ve ondan sonra dıĢarı atım için köklere boĢaltılmasını 

sağlamaktadır. Yaptığımız çalıĢmada SOS1 geninin Akbuğday, Conkesme, Karasu 90, 

Tir, Kırmızıkılçık ve Müfitbey buğday genotiplerinde upregüle olduğu gözlemlenmiĢtir. 

Kök dokularında elde edilen bulgularımızda gövde dokularına göre hem daha fazla 

genotipte hem de genotiplerdeki gen ifadesi ortalamalarına göre daha fazla upregüle 

olmuĢtur. Bu durum SOS1 geninin kök dokularında daha aktif olduğunu 

göstermektedir. Pek çok çalıĢmada da SOS1 geninin kök dokularında ifadesinin fazla 

olduğu rapor edilmiĢtir. Sathee et al. (2015), tuzluluk toleransında SOS1, SOS2 ve 

SOS3 genlerinin ifadesini ekmeklik buğdayın yaprak ve köklerinde çalıĢmıĢtır. 

Toleranslı ve duyarlı genotiplerin yaprak dokusunda SOS1 geninin ekspresyonu 

tuzlulukla uyarıldığını göstermiĢtir. Ancak, kök dokularında SOS yolu genlerinin 

upregülasyonunun çok yüksek olduğunu bildirmiĢlerdir. Ayrıca, aynı çalıĢmada 
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toleranslı genotiplerin kök dokularında tuzluluk seviyesindeki artıĢa bağlı olarak SOS1 

geninin upregülasyonun da arttığı gözlemlenmiĢtir. AraĢtırıcılar, duyarlı genotipler ile 

karĢılaĢtırıldığında toleranslı genotiplerde SOS1‟in daha yüksek ifade olmasının 

nedenini kök apoplastına toksik Na
+
‟un çıkarılmasını kolaylaĢtırılmasından 

kaynaklandığı ile açıklamıĢlardır.  

Transgenik Arabidopsis‟te Na
+
/H

+
 antiporteri olan SOS1‟in plazma membranındaki 

aĢırı ifadesi toleransı artırmıĢtır. Ayrıca 100 mM NaCl uygulanan köklerin daha hızlı bir 

Ģekilde büyüdüğü ve 200 mM NaCl‟de 5 gün maruz kalan bitkilerin de büyüme yüzdesi 

%17‟den %43‟e çıkmıĢtır. Bu durumun Na
+
 alımının bitkiler tarafından %50 oranında 

azaltıldığından kaynaklandığı sonucuna varılmıĢtır (Shi et al. 2003b). Yine ekmeklik 

buğdayda varsayılan SOS1 geni Na
+
/H

+
 değiĢim aktivitesini ve mayaların tuzluluk 

toleransını yükseltmiĢtir (Xu et al. 2008). Benzer Ģekilde, durum buğdayındaki SOS1 

proteini Arabidopsis ve mayada Na
+
/H

+
 antiporterine etkili bir Ģekilde yardımcı 

olmuĢtur (Feki et al. 2011, 2014). ÇalıĢmamızda bu genin upregüle olduğu Akbuğday, 

Conkesme, Karasu 90, Tir, Kırmızıkılçık ve Müfitbey genotiplerde yukarıda bahsedilen 

tolerans mekanizmalarına sahip olduğu düĢünülmektedir.  

ÇalıĢmamızda kullanılan SOD2 geni buğday bitkisinin köklerinde Conkesme, Müfitbey 

ve Tir genotiplerinde upregüle olduğu gövdede ise sadece Kırmızıkılçık genotipinde 

upregüle olduğu diğer genotiplerde downregüle olduğu ve en fazla Bayraktar 2000‟de 

downregülasyon gözlemlenmiĢtir. Ayrıca, bu gen bakımından en yüksek ifade oranı 

toleranslı genotiplerden Kırmızıkılçık‟da belirlenmiĢtir. MnSOD‟un tuz stresi, 

manganez toksisitesine, soğuk ve kuraklık streslerine pozitif bir Ģekilde cevap verdiği 

rapor edilmiĢtir (Gonzalez et al. 1998; Wu et al. 1999; Lee and Lee 2000). Stres 

karĢısında Fe-SOD enziminde artıĢ meydana geldiğinde Cu-Zn SOD II‟de azalma 

olduğu ve bunun nedeninin hücrelerarası sinyal yollarına SOD‟ların katılmasıdır 

(Gomez et al 1999). SOD‟ların aĢırı ekspresyonu spesifik streslere karĢı bitkinin 

korumasına yol açmaktadır (Alscher et al. 2002). Buğday genotiplerinde köklerinde 

yaptığımız analizlerde SOD2 geninin bazı çeĢitlerde upregüle olurken bazı çeĢitlerde 

yüksek oranda downregüle olduğu gözlemlenmiĢtir. Bitkilerde SOD‟ların ve diğer ROT 
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temizleyici enzimlerin aĢırı ekspresyonunun stres toleransını artırdığı bilinmektedir. 

Ancak ROT uzaklaĢtırma yollarının oldukça karmaĢık bir mekanizmaya sahip oldu 

görülmüĢtür. Bu nedenle, tuz stresine dirençli bitkilerin meydana gelmesinde hem 

baĢarılı hem baĢarısız sonuçlar elde edilmiĢtir (Slooten et al. 1995; Van Camp et al. 

1996; Sairam and Tyagi 2004). Bu sonuçlarla çalıĢmamızda elde etmiĢ olduğumuz 

sonuçlarla paralellik göstermektedir. 

Bitkilerde Ca
+2

 çeĢitli hücresel ve geliĢimsel süreçleri düzenlemede, biyotik ve abiyotik 

streslere cevapta oluĢan çeĢitli sinyal iletim yollarını aktive etmektedir (Kim et al. 2003; 

Ludwig et al. 2005). Bitkilerde pek çok kalsiyum duyarlı protein kinazların stres 

yanıtlarında rol aldıkları rapor edilmiĢtir (Chandran et al. 2006; Mori et al. 2006). 

Arabidopsis‟te bu protein kinazlar kalsiyum bağımlı protein kinazlar ve Suc non-

fermantation-related kinazlar (SnRK‟lar) olarak gruplandırılmaktadır (Xiang et al. 

2007). AtCBL/SOS3 benzeri kalsiyum bağlı proteinler (SCaBP‟ler) ile iliĢkili SOS2 

benzeri protein kinazlar veya CIPK (Calcineurein B-like (CBL) proteinleri ile 

etkileĢimli protein kinaz denilen SnRK3 subfamilya kapsayan 38 SnRK‟lar 

bulunmaktadır (Kolukısaoğlu et al. 2004; Mahajan et al. 2006). Bu bilgiler ıĢığında 

kurgulanan çalıĢmamızda buğday çeĢitlerinin köklerinde çalıĢılan CIPK29 geni en fazla 

downregülasyonun Haymana 79 genotipinde olduğu gözlemlenmiĢtir. Yine buğday 

genotiplerinin gövdelerinde yapılan analizde ise en fazla upregülasyonun 

Kırmızıkılçık‟da ifade edildiği belirlenmiĢtir. Ayrıca kök ve gövdelerdeki analizlerde en 

fazla Müfitbey genotipinde gözlemlenmiĢtir. Kökteki analizlerde ise Müfitbey, Tir ve 

Conkesme genotiplerinde upregülasyon elde edilmiĢtir.  

Deng et al. 2013, buğdayda TaCIPK14 olarak tasarlanan CIPK genini tütün bitkisine 

aktarmıĢ, bu genin aĢırı ifade ettirildiği transgenik tütün soğuk ve tuz stresine karĢı 

tolerans göstermiĢ ve kuraklık stresine nispeten tuz stresinde daha fazla tolerans 

göstermiĢtir. 

Arabidopsis‟te yapılan çalıĢmada CIPK14 geninin T-DNA insersiyonu ile susturulması 

sonucunda ABA ve tuz streslerine duyarlılığını arttığı rapor edilmiĢtir (Qin et al. 2008). 
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Bu bulgular, CIPK geninin aĢırı ifade edilmesi K
+
/Na

+
 oranını yükselterek abiyotik 

streslere özellikle tuz stres toleransını artırdığı düĢünülmektedir (Yang et al. 2009). 

Ayrıca CIPK geninin ROT‟lar ile iliĢkisi de çalıĢılmıĢtır. Tuzluluk stresi altındaki 

bitkide hücre ölümü ve membran yıkımına sebep olan ve hücrelere toksik olan aĢırı 

ROT üretimi gerçekleĢmektedir (Gouiaa et al. 2012). Tuz stresi altında hücresel 

membranların bütünlüğünün bozulduğu ve çeĢitli enzimlerin aktivitelerinin hasarına 

neden olduğu bilinmektedir. TaCIPK14‟ün aĢırı ekspresyonu membran hasarını ve ROT 

birikmini azalttığı için antioksidant sistemi uyarmaktadır. Bu yolla stres ve savunma ile 

ilgili genlerin ekspresyonunun soğuk ve tuz stres toleransını yükselttiği rapor edilmiĢtir 

(Deng et al. 2013). ÇalıĢmamızda gerek CIPK29 geninin gerekse SOD2 geninin 

gövdede ve kökte aynı genotiplerde downregüle olması Karasu 90, Haymana 79, 

Bayraktar 2000, Es 26, Kocabuğday ve Gerek 79 genotiplerinde antioksidant savunma 

sisteminin ROT birkimine engel olmadığı ve direnç sağlayamadığını düĢündürmektedir. 

Ayrıca ABA-bağımsız yolların osmotik streste cevap oluĢturduğu ve CIPK geninin 

ABA-bağımsız yollarında görev aldığı bilinmektedir (Mahajan et al. 2006). 

Farklı çevresel sinyallere bitkilerin cevaplarında RNA bağlama protein (RBP)‟lerin 

katılması sürekli olarak araĢtırılmaktadır (Sachetto-Martins 2000; Lorković 2009; 

Mangeon et al. 2010). Özellikle RBP‟lerin iĢlevsel rolleri ve strese-duyarlı 

ekspresyonlarda rol alan GRP‟ler farklı çevresel koĢullar altında Arabidopsis, çeltik, 

arpa, buğday ve lahanada araĢtırılmıĢtır. Çeltikte düĢük sıcaklık altında tohum 

çimlenmesini ve fidelerin büyümesini, Arabidopsis‟te ise donma toleransını teĢvik ettiği 

rapor edilmiĢtir (Kwak et al. 2005; Kim et al. 2010a). Bu çalıĢmalar GRP‟lerin belirli 

aile üyelerinin bitkinin abiyotik streslere cevaplarında önemli rol oynadıklarını 

göstermektedir. ÇalıĢmamızda buğday genotiplerinin köklerinde yapılan analizlerde 

sadece Conkesme, Müfitbey ve Tir genotiplerinde upregülasyon meydana gelmiĢtir. 

Gövdelerde ise tüm genotiplerde downregülasyon gözlemlenmiĢtir. GRP geninin en az 

ifade edildiği çeĢit Haymana 79 iken en yüksek Tir olmuĢtur. Transgenik Arabidopsis 

bitkisinde GRP7 geninin fonksiyonel rolleri tuzluluk, kuraklık ve soğuk stresleri altında 

stres toleransı, tohum çimlenmesi ve fide büyümesi süreçlerinde araĢtırılmıĢtır. Bu 

çalıĢmada GRP7 geninin aĢırı ifadesi tuzluluk stresi altında fide büyümesini azalttığı ve 
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tohum çimlenmesinin gecikmesine neden olduğu gözlemlenmiĢtir. Bunun aksine soğuk 

stresi altında ise bitkiye tolerans kazandırdığı rapor edilmiĢtir. Ayrıca, koruyucu 

hücrelerde aĢırı miktarda ifade edildiği ve stres koĢullarında stomaların açılıp 

kapanmasını etkilediği gösterilmiĢtir (Kim et al. 2008a). Çeltikte ise soğuk stresi altında 

altı GRP geninin fonksiyonel rolleri incelenmiĢtir. Bu altı gen arasından GRP1, GRP4 

ve GRP6 genlerinin soğuğa duyarlı oldukları görülmüĢtür. GRP1 ve GRP4 genleri 

Arabidopsis grp7 mutant bitkisinin soğuk stresinde büyümesini artırmıĢtır ve GRP6 

geni, GRP7 geninin ifadesini bastırarak bu mutant bitkide soğuk toleransı 

kazandırmıĢtır. Ayrıca, GRP4 ve GRP6 genleri grp7 mutantında çekirdekten 

sitoplazmaya mRNA geçiĢ kusurunu düzeltmiĢtir (Kim et al. 2010b). Arabidopsis‟te 

yapılan bir çalıĢmada RNP‟lerin bir grubu olan AtRH9 ve AtRH25 genlerinin aĢırı 

ekspresyonu yüksek tuz koĢulları altında tohum çimlenmesini geciktirmiĢtir, oysaki 

AtRH25 ekspresyonu soğuk toleransını artırmıĢtır (Kim et al. 2008b). 

Bazı GRP gruplarının farklı alt hücresel lokalizasyonu ile birlikte görev alan GRP 

genlerinin yüksek çeĢitliliği ve çok spesifik ekspresyonu bu proteinlerin farklı bağımsız 

fizyolojik süreçlerle iliĢkili olduğunu açıkça göstermektedir (Magioli et al. 2001; 

Franco et al. 2002). WAK kinazlar hücre duvarı moleküllerinin ve çeĢitli hücrelerarası 

domainlerin etkileĢim yoluyla farklı çevresel sinyalleri tanıdığı ve bu sinyalleri hücrenin 

içine ilettiği önerilmektedir. Bu doğrultuda yapılan çalıĢmada, AtGRP-3 salisilik asit 

uygulaması ile uyarılmıĢtır. DıĢarıdan aktarılan AtGRP-3, Arabidopsis protoplastlarında 

WAK1 ekspresyonun artmasına neden olmuĢtur. Bu veriler AtGRP-3‟ün WAK1‟in 

hücre duvarı domainine bağlanarak WAK1 fonksiyonunu düzenlediği ve WAK1‟in 

AtGRP-3 ile etkileĢimi bitkide patojenlerle ilgili süreçleri etkilediği gözlemlenmiĢtir 

(Park et al. 2001). Vasküler dokularda bulunan GRP‟lerin vasküler geliĢme esnasında 

elastikiyet ve gerilme koĢullarında rol aldığı düĢünülmektedir ve bu süreç esnasında 

odunsu kısmın kalitesiyle ilgili özelliklerin çoğu hücre duvarının özellikleriyle 

bağlantılı olduğu düĢünülmektedir (Showalter 1993). 

Diğer taraftan, RBP ailesine mensup DEAD-box RH‟lar ise RNA moleküllerinde ikincil 

yapıların çözülmesini katalize ettiği ve böylece canlı organizmalarda RNA 
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metabolizmasını etkiledikleri bildirilmiĢtir (Jankowsky, 2011). Ökaliptus‟ta yapılan bir 

çalıĢmada RNA bağlayıcı GRP‟leri kodlayan 27 ökaliptus dizisi belirlenmiĢ ve 

domainlerin yapısal düzenine göre sınıflandırılmıĢtır. Bu çalıĢmanın sonucunda RNA 

bağlayıcı proteinlerin dizilerinden bazılarının aynı genin alternatif susturma formlarına 

karĢılık geldiği bildirilmiĢtir (Bocca et al. 2005).  

Bu gen ailesinin bitkilere uygulanan abiyotik streslere cevapların genellikle yapraklarda 

cevap verdiği ve upregülasyon oluĢturduğu bilinmektedir (Ciuzan et al. 2015). Ancak, 

araĢtırmamızda bu bilgilerin aksine tuz stresi altındaki buğday genotiplerinde GRP 

geninin ifadesinin değiĢmemiĢ ve bunun muhtemel nedeni bu genin buğdayda stres 

altında görev almamıĢ olabileceğini düĢündürmektedir.  

Bitkilerde ilk stresle iliĢkili protein 1 (SAP1; A20/AN1 ZFP) çeltikte belirlenmiĢtir. 

SAP1 herhangi bir tipik nükleer lokalizasyon sinyalinden yoksun olduğu için bir 

transkripsiyon faktörü olmadığı düĢünülmektedir (Tyagi et al. 2014). Ancak, protein-

protein etkileĢimiyle birlikte transkripsiyon faktörü olarak kullanılabilmektedir. Mevcut 

çalıĢmada tuz stresine tepki olarak SAP1 geninin köklerde Tir, gövdede Karasu 90 

genotiplerinde en yüksek upregülasyon göstermiĢtir. Genellikle köklerde ifade edildiği 

öne sürülen SAP1 geni çalıĢmamızda da gövdede tek bir genotipte, kökte ise Bayraktar 

2000, Tir ve Kırmızıkılçık genotiplerinde ifade edilmiĢtir. SAP1 gen ifadesinin soğuk, 

kuraklık, tuz, ağır metal, ABA, yaralanmalar ve biyotik gibi birçok stres faktörleri 

tarafından uyarıldığı gösterilmiĢtir (Mukhopadhyay et al. 2004; Vij et al. 2006; Jin et al. 

2007; Kanneganti and Gupta 2008; Tyagi et al. 2014). Ayrıca SAP‟ları içeren A20/AN1 

çinko-parmak kodlayan 18 ve 14 gen sırasıyla çeltik ve Arabidopsis‟te tespit edilmiĢtir. 

Çeltikte SAP geninin qRT-PCR temelli analizi ile tüm genlerin abiyotik stres 

uygulamaları tarafından uyarılabildiği ortaya konmuĢtur (Vij and Tyagi 2006). Çeltik ve 

diğer bitkilerdeki transgenik çalıĢmalarda SAP‟ların abiyotik stres toleransı 

kazandırdığı ve bitki-verim kaybını koruduğu gösterilmiĢtir (Ben et al. 2012; Charrier et 

al. 2012; Sreedharan et al. 2012). Bu çalıĢmalarda, SAP‟ların bitkilerdeki stres sırasında 

ubiqutin ligazı, redoks sensörü ve gen ekspresyonunun düzenlenmesinde rol alabileceği 

önerilmiĢtir (Giri et al. 2013).  
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Diğer taraftan salisilik asit, jasmonik asit, H2O2 gibi moleküllerin SAP geninin 

ekspresyonunu arttırdığı bildirilmiĢtir (Mei et al. 2006; Iwai et al. 2007). Bu bilgiler 

bitkilerde ROT oluĢumuna karĢı toleransın arttırılmasında SAP‟ların rolü olduğunu 

düĢündürmektedir. Çeltikte yapılan çalıĢmalarda salisilik asite cevap veren 10 SAP 

geninden 8‟i strese cevap oluĢturduğu, yine hem salisilik asit hem de jasmonik asit 

birikiminin çeltikte M. Grisea‟ya direnç kazandırdığı bildirilmiĢtir (Mei et al. 2006; 

Iwai et al. 2007).  

SAP1 geninin ekspresyon düzeyinin stres süresine ve genotipinin toleransına bağlı 

olarak değiĢebileceği ifade edilmiĢtir. Pokkali (tuza toleranslı) ve IR24 (tuza duyarlı) 

olmak üzere iki çeltik çeĢidinde tuz stresinden sonra gen ekspresyon profilleri açısından 

karĢılaĢtırılmıĢ ve genlerin down veya up regülasyon olduğu bulunmuĢtur. Ġki çeĢit 

arasındaki farkın aynı genin ekspresyon zamanlamasındaki farklılığından kaynaklandığı 

ileri sürülmüĢtür. Tuz stresi uygulamasından sonraki 15 dakikada Pokkali‟deki 

ekspresyon profili IR24‟ün 1 saat sonraki profiline benzer olduğu gözlemlenmiĢtir 

(Kawasaki et al. 2001). AraĢtırmamızda bitkiler uzun süreli tuz stresine maruz 

bırakılmıĢ köklerde Bayraktar 2000, Tir ve Kırmızıkılçık genotiplerinde kayda değer 

upregülasyon gözlemlenmiĢtir. Bu sonuçlar yukarıda belirtilen bulguların aksine bu 

genin daha çok toleranslı genotiplerde ifade edildiğini göstermektedir. Bu bulgular 

arasındaki farklılığın muhtemel nedeni kullanılan türlerin farklılığından kaynaklanmıĢ 

olabilir. AraĢtırmamızda bu genin ifadesi bakımından yüksek olan Tir, Bayraktar 2000 

ve Kırmızıkılçık genotiplerinin aynı zamanda ön çalıĢmada toleranslı ilk beĢ genotip 

içerisinde yer alması bu genin daha çok erken dönemdeki tuz toleransında görev 

alabileceğini göstermiĢtir. Nitekim stres ve normal koĢullar altında transgenik tütünde 

yapılan çalıĢmada transgenik tütünlerin taze ağırlığı, yeĢil rengin devamlılığı, yaprak 

geliĢimi ve çimlenme oranlarının çok daha iyi olduğu bulunmuĢtur (Mukhopadhyay et 

al. 2004). Bunlara rağmen SAP1‟in bitki yanıtını hem biyotik hem de abiyotik streslere 

karĢı düzenlediği mekanizmalar belirsizliğini korumaktadır. 

Stres Ģartlarına bağlı olarak hedef genlerin ifadelerinin değiĢmesinde doğrudan miRNA 

yani miR genlerinin rol oynadığı bilinmektedir (Lui 2002). miR156a hedef geni analiz 
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edildiğinde köklerde Karasu 90, Kırmızıkılçık, Gerek 79, Haymana 79, Müfitbey, Tir ve 

Bayraktar 2000 genotiplerinde, gövdede ise Akbuğday, Karasu 90, Kırmızıkılçık, Gerek 

79, Tir, Kocabuğday ve Conkesme genotiplerinde upregüle olmuĢtur. Diğer 

genotiplerde downregülasyon göstermiĢtir. miR156a hedef geni SQUAMOSA promotör 

bağlama proteini benzeri (SPL) genleridir. SPL genleri bakır ve fungal toksisiteye cevap 

oluĢturan, sporogenesis, giberellin sinyalizasyonu, çiçek ve meyve oluĢumu gibi bitki 

büyüme ve geliĢme süreçlerinde rol oynayan bitkiye özel transkripsiyon faktörüdür. 

Arabidopsis‟te birçok SPL geni miR156 tarafından post-transkripsiyonel olarak 

düzenlenmektedir. Olgun yaprak geliĢmesine ve bitki geliĢimine katkıda bulunmaktadır. 

Yüksek oranda korunan DNA-bağlama proteini içerirler (Chen et al. 2010). 

Arabidopsis‟te SPL7 miR398‟in cis-elementine doğrudan bağlanır ve düĢük bakır 

koĢullarında miR398‟in ekspresyonunu aktive etmiĢtir. Ayrıca SPL7‟nin ifadesinde 

çoklu miRNA‟lar miR397, miR408 ve miR857 rol oynamıĢtır (Yamasaki et al. 2009). 

Arabidopsis‟te SPL14 geninin miR156 hedef bölgesinden yoksun olmasına rağmen 

vejetatif faz değiĢiminde ve çiçeklenme dönemine geçiĢte negatif bir regülatör olarak 

görev almıĢtır ve bu durum yeni düzenleyici yolların varlığını ortaya koymuĢtur (Stone 

et al. 2005). Bu genin kök analizlerimiz sonucunda belirlediğimiz toleranslı genotipler 

fizyolojik ve gen ifade analizlerinde belirlenen toleranslı genotiplerdir. Gövdede 

belirlediğimiz toleranslı genotipler ise gen ifade analizleri sonuçları ile örtüĢmektedir, 

ancak fizyolojik çalıĢma ile bağdaĢmamaktadır. Bu durum bu genin ifadesinde yukarıda 

açıklandığı gibi farklı miRNA‟ların etkilediğinin kanıtı olduğunu düĢünebiliriz.  

Yaptığımız çalıĢmada kök ve gövde analizlerinde miR482‟nin hedef genin tüm 

genotiplerde upregülasyon olduğu gözlemlenmiĢtir. Kök analizlerinde 1 ila 3190 kat 

upregüle olurken, gövde analizlerinde 14 ila 3620 kat oranında upregülasyon 

göstermiĢtir. miR482‟nin hedef geni olarak Rab15B ve fonksiyonu olarak ise streslere 

karĢı direnç proteini olarak gösterilmiĢtir (Eren et al. 2015). Bu hedef geni glisince 

zengin RNA bağlanma gen ailesine mensuptur. Bu ailenin çeĢitli abiyotik streslere 

cevap oluĢturmada rol aldığı pek çok çalıĢmada bildirilmiĢtir (Kwak et al. 2005; Kim et 

al. 2010a; Jankowsky, 2011). AraĢtırmamızda da tuz toleransında bu genin etkin bir 

görev aldığı belirlenmiĢtir. Bu genin kökteki ifadesi bakımından yüksek olan Karasu 90, 
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Tir ve Haymana 79 genotiplerinin ön çalıĢmada da toleranslı genotipler içerisinde yer 

alması bu genin tuzluluk toleransında önemli bir role sahip olduğunu göstermiĢtir. 

Benzer olarak Eren et al. 2015 toleranslı genotiplerde bu genin upregüle olduğunu 

bildirmiĢtir. 

miR172b hedef geni kök analizlerinde Karasu 90, Gerek 79, Tir, Bayraktar 2000, 

Müfitbey, Kırmızıkılçık, Akbuğday ve Es26 genotiplerinde upregüle olmuĢtur. Gövde 

analizleri sonucunda ise Akbuğday, Karasu 90, Gerek 79, Haymana 79, Conkesme, Tir, 

Kırmızıkılçık ve Kocabuğday genotiplerinde upregülasyon göstermiĢtir. miR172b hedef 

geni APETALA 2/etilen cevap faktörü (AP2/ERF) olarak adlandırılır. Stres koĢulları 

altında etilen sinyal yolağının düzenlenmesi, farklı ailelerde stresle iliĢkili genlerin 

ekspresyonunun up veya down regülasyonuna neden olur. Çeltikte AP2/ERF stres cevap 

yolaklarında iĢlev gördüğü düĢünülen bir transkripsiyon faktörüdür (Abiri et al. 2016). 

Farklı monokotiledon ve dikotiledon türlerde kısa ve uzun vadeli tuzluluk stresinde 

AP2/ERF geninin upregüle edildiği gösterilmiĢtir (Achard et al. 2006; Tao et al. 2015). 

Bu genin tuz stresinde bazı bitkilerde fide büyümesini negatif Ģekilde düzenleyebileceği 

de bildirilmiĢtir (Albacete et al. 2009). Ayrıca bu genin ABA cevap geni olduğu rapor 

edilmiĢtir (Abiri et al. 2016). Bu gen genotiplerde köklere nazaran gövdede daha 

yüksek oranda ifade edildiği görülmüĢtür. Bu durumun ABA‟nın gövdede daha fazla 

birikmesi ve etkili olmasından kaynaklandığını söyleyebiliriz. Ayrıca, fizyolojik 

parametrede hassas genotip olarak belirlenen Akbuğday genotipinin gövdesinde en fazla 

upregüle olması da ABA birikiminin sorumlu olmasına bağlanabilir.  

miR6108f hedef geninin ifade seviyesi kök analizlerinde Bayraktar 2000, Kırmızıkılçık 

ve Gerek 79 genotiplerinde upregüle olmuĢ, gövde analizlerinde ise Akbuğday, Gerek 

79, Haymana 79, Kırmızıkılçık ve Tir genotiplerinde upregüle olmuĢtur. miR6108f 

hedef geni PI-4 proteaz inhibitor benzeri proteini kodlamaktadır. Bu protein bitki 

proteazların en büyük ve en yaygın ailesi olan serpin ailesine mensuptur. Serpin bağlı 

genler birçok organizmada belirlenmiĢtir (Rawlings et al. 2004b; Christeller and Liang 

2005; Law et al. 2006). Arabidopsis‟te Serpin 1‟in bitki savunmasında rol aldığı 

bildirilmiĢtir (Vercammen et al. 2006). Bitki serpinlerinin upregülasyonu ile bitkilerin 
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karmaĢık bağıĢıklık kazandırma mekanizmalarında rol aldığı gösterilmiĢtir (Law et al. 

2006). Bitki serpinleri öncelikle tripsin benzeri proteinleri inhibe ettiği rapor edilmiĢ, 

ancak bitkilerde bu inhibitörler için hedefler açıklanamamıĢtır (Hejgaard 2005). Buğday 

serpinleri proteaz 1 bölgesinde glutamik asit, lizin ve arginine sahip olduğu ve 

kimotripsini inhibe ettiği bildirilmiĢtir (Roberts et al. 2003). ÇalıĢmamızda bu genin 

köklerde hem fizyolojik çalıĢmada hem de gen ifade analizlerinde belirlenen toleranslı 

genotiplerde upregüle olmuĢtur. Fakat gövdede fizyolojik çalıĢmada belirlenen hassas 

genotiplerden olan Akbuğday ve Gerek 79‟da upregüle olmuĢtur. Bu durum miR6108f 

hedef geninin tuzluluk stresi toleransında köklerde daha fazla etkili olduğu ve bitkiye 

tolerans kazandırdığını düĢündürmektedir. 

Diğer bir gen olan miR5655 hedef geni kök analizlerinde Bayraktar 2000, Tir ve Karasu 

90 genotiplerinde upregülasyon olduğu diğerlerinde ise downregüle olduğu 

gösterilmiĢtir. Gövde analizlerinde ise Haymana 79 ve Karasu 90 genotiplerinde en 

yüksek upregüle olduğu gözlemlenmiĢtir. Gerek kökte ve gerekse gövdedeki bu 

genotipler ön çalıĢmada toleranslı genotipler içerisinde yer almıĢtır. miR5655‟in hedef 

geni bitki Heliks-Loop-Heliks (bHLH) geni olup bu genin kodladığı proteinler, ıĢık 

sinyali ve hormon dengesi gibi birçok geliĢim mekanizması içerisinde yer alan 

transkripsiyon faktörleri olarak görev aldığı bildirilmiĢtir (Castelain et al. 2012).  

ÇalıĢmamızda miR164 hedef geni kök analizlerinde Karasu 90, Tir, Gerek 79 ve 

Kırmızıkılçık genotiplerinde upregüle olurken diğer genotiplerde downregüle olmuĢtur. 

Gövde analizlerinde ise Gerek 79, Kocabuğday ve Karasu 90 genotiplerinde upregüle 

olmuĢtur. Bu genin ifade seviyesi gözönünde bulundurulduğunda genotipler arasında 

gövdede daha fazla downregüle olduğu görülmüĢtür. Bu miRNA‟nın hedef geni 

Got1/Sft2 vezikül taĢınım proteinidir. Bu gen bitkilerde hücre içi maddelerin veziküle 

taĢınımını düzenlemektedir (Hames et al. 1994). Biyotik streslerde miR164‟ün 

ekspresyon seviyesi bitki virüsleri ile enfekte olmuĢ tütün bitkisinde önemli bir Ģekilde 

artmıĢtır (Bazzini et al. 2007). ÇalıĢmamızda miR164‟ün hedef geninin fizyolojik 

çalıĢma esnasında belirlenen toleranslı genotiplerden Karasu 90 upregüle olması bu 

genin tuz stresinde toleransta görev aldığının bir göstergesidir. 
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miR159c hedef geni ifade seviyesi kök dokularında Karasu 90, Kırmızıkılçık, Gerek 79 

ve Tir genotiplerinde upregüle olurken gövde dokularında tüm genotiplerde 

upregülasyon göstermiĢtir. miR159c hedef geni Heat-shock proteins (HSP) genidir. 

HSP genleri hücreleri yaralanmalardan korumakta ve normal büyüme koĢullarına geri 

döndükten sonra iyileĢmeyi ve hayatta kalmayı kolaylaĢtırmaktadır (Al-Whaibi 2011). 

Yüksek sıcaklık koĢullarının yanı sıra diğer abiyotik streslerde de bitkideki proteinlerin 

yapısını koruyarak bitkiyi olumsuz koĢullardan korumaktadır. Bu proteinler bitki ve 

hayvan türlerinde proteinlerin katlanmasını ve birikimini düzenleyen moleküler 

Ģaperonlar gibi davranmaktadırlar (Trippet al. 2009). miR159c hedef geninin gövdede 

etkili olduğu ve fizyolojik parametrelerle doğru orantılı olduğu görülmüĢtür. Köklerde 

ise fizyolojik çalıĢmada hassas olarak belirlenen Gerek 79 genotipinde upregüle 

olmasının protein katlanmalarını etkilemesinden kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

ÇalıĢmalarımız sonucunda, kullanılan genlerin ifade seviyesi bakımından genotiplerin 

rank sıralaması yapıldığında ilk sırada kökte Tir, gövdede ise Akbuğday genotipi yer 

almıĢtır. Bunları köklerde Müfitbey, Karasu 90, Bayraktar 2000 ve Kırmızıkılçık, 

gövdede Karasu 90, Kırmızıkılçık, Gerek 79 ve Es 26 genotipleri takip etmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda ön çalıĢma olarak yaptığımız fizyolojik analizde genotiplerin toleranslılık 

sıralaması Tir, Karasu 90, Haymana 79, Kırmızıkılçık ve Bayraktar 2000 Ģeklinde 

görülmüĢtür. Fizyolojik çalıĢmada en hassas genotip olarak Akbuğday belirlenmiĢtir. 

Fakat gövde analizi rank toplamında en toleranslı genotip olduğu gözlemlenmiĢtir. Bu 

durum tuz stresinin birçok gen tarafından düzenlendiği ve çalıĢmamızda olmayan 

genlerin bu durumu etkilediği düĢünülmektedir. Hem gen ifadesi analizlerinde hem de 

fizyolojik analizde Karasu 90 genotipinin tuzluluk stresine toleranslı genotip olduğu 

gözlemlenmiĢtir. Ayrıca, çalıĢtığımız genler bakımından SOS1 ve miR482 hedef 

genlerinin upregülasyon meydana gelmiĢtir ve tuz stresi toleransında ön plana 

çıkmıĢlardır. Fakat diğer genlerin strese maruziyet süresinde ifadelerinin değiĢmesi 

nedeniyle iĢlevleri ve toleransa katkıları tam olarak belirlenememiĢtir. 

Elde ettiğimiz sonuçlar dikkate alındığında tuzluluk stresinde verimi artırmak için 

buğday genotipleri arasından Karasu 90‟nın kullanılması önerilmektedir. Tuzluluğa 
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toleranslı transgenik bitkilerin geliĢtirilmesinde SOS1 ve miR482‟nin hedef genleri 

kullanılabilir. Ayrıca gelecek çalıĢmalarda ise diğer genlerin toleranslılığa katkılarının 

belirlenmesi için strese maruz bırakılan üründen günlük veriler alınarak çalıĢılabilir. 
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