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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TUZ STRESI ALTINDAKI KANOLA FIDELERINDE LiPOIK ASIT ve SALISILIK ASIT
UYGULAMALARININ BAZI BiYOKIMYASAL PARAMETRELER ve PROTEOM DEGISIMLERI
UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Nermin AKCALI

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mustafa YILDIZ

Bu arastirmada, hidroponik olarak biyitilen kanola (Brassica napus L. cv. Sary)
fidelerinde NaCl toleransinin arttirilmasinda dissal uygulanan lipoik asit (LA) ve salisilik
asidin (SA) koruyucu potansiyelleri incelenmistir. Bu amacla, 18 giinlik kanola fideleri
alti farkh uygulama grubuna (kontrol, LA, SA, NaCl, NaCl+LA ve NaCl+SA) ayrilmis ve 7
glin daha blyutidlmaslerdir. Fidelerin yapraklarina giin asin 0.1 mM LA veya SA
spreylenmistir. Uygulamalari takiben fide biyumesi, klorofil icerigi, malondialdehit
(MDA) igerigi, prolin icerigi, sistein icerigi, protein olmayan tiyol (NPT) icerigi,
antioksidan [askorbat (AsA) ve glutatyon (GSH)] icerikleri ve antioksidan enzimlerin
[stperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (POD) ve
katalaz (CAT)] aktivitesi 25 gunlik fidelerde belirlenmistir. Tuz stresi govde ve kok
blylmesi, AsA ve GSH igeriklerini azaltmis, malondialdehit (MDA), prolin, sistein ve
NPT iceriklerini ve SOD, POD, CAT ve APX gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini
arttirmistir. Bununla birlikte, dissal LA ve SA uygulamalarn fide blylmesindeki
NaCl-tesvikli azalmayi hafifletmis ve MDA icerigini azaltmistir. LA ve SA uygulamalari
prolin icerigini etkilememistir. LA ve SA uygulamalari prolin icerigini etkilememistir. Tuz
stresi altindaki fidelerde LA ve SA uygulamalari sistein icerigini daha fazla arttirirken,

NPT icerigini azaltmistir. Tuz stresi altindaki fidelerde AsA icerigi dissal LA



uygulamasinda daha fazla azalirken, SA uygulamasi 6nemli bir etki géstermemistir. Tuz
stresi altinda, sadece SA uygulamasi GSH igerigini arttirmistir. Tuz stresi altindaki
fidelerde digsal LA ve SA uygulamalari POD ve CAT aktivitelerini arttirirken, APX
aktivitesinde azalmaya neden olmustur. Bu sonuglar, kisa sireli tuz stresi altinda
savunma sistemlerini etkileyerek fide bulylmesinin arttirlmasinda LA’'nin en az SA

kadar etkili olabilecegini gostermektedir.

Bu calismanin ikinci basamaginda, kanola fidelerinde tuza tolerans mekanizmalari
Uzerine dissal uygulanan LA’nin etkisi proteomik yaklasim kullanilarak arastiriimistir. Bu
amacla, kontrol, LA, NaCl ve NaCl+LA uygulamalarina maruz kalan kanola fidelerinin
yaprak dokularindan elde edilen proteinler, iki-yonli (2-D) jel elektroforez [izoelektrik
fokuslama (IEF)/Sodyum dodesil silfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAJE)] ve
MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi tanimlanmistir. ifade profilinde degisiklik
gosteren 28 proteinden 22’si tanimlanmistir. Bu proteinlerin 17’si artan yonde ve 5'i
ise azalan yonde diizenlenmistir. Sadece LA uygulamasi ile 5 (fotosistem Il reaksiyon
merkezi PSB28 proteini, tiyoredoksin M-tip 4, 50S ribozomal protein L12-3, 2-Cys
peroksiredoksin BAS1 ve sedoheptulo-1,7-bifosfataz) proteinin ifadesi artan yonde
diizenlenmistir. Bununla birlikte, karbonik anhidraz, magnezyum-selataz altbirim chli,
RuBisCO aktivaz, triozfosfat izomeraz ve tiazol biyosentetik enziminin ifade seviyeleri
NaCl stresi veya LA uygulamasi tarafindan azalan yénde diizenlenmistir. Tanimlanan
proteinlerin fotosentez, enerji metabolizmasi, stres savunma ve sinyal iletiminde
fonksiyon gordigl belirlenmistir. Tuz stresi altindaki kanola fidelerinde LA’nin
iyilestirici etkilerinin proteomik c¢alisma ile ortaya konulmasi tuza tolerans
mekanizmalarinda proteinlerin fonksiyonlarini degerlendirmede yeni bir bakis agisi

saglamistir.

2014, xii + 94 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LIPOIC ACID AND SALICYLIC ACID APPLICATIONS
ON SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS AND PROTEOME CHANGES IN CANOLA
SEEDLINGS UNDER SALINITY STRESS

Nermin AKCALI

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

In this study, the protective potential of exogenously applied lipoic acid (LA) and
salicylic acid (SA) in inducing salinity tolerance in hydroponically grown canola
(Brassica napus L. cv. Sary) seedlings. For this purpose, 18 day-old canola seedlings
divided into six treatment groups (control, LA, SA, NaCl, NaCl+LA and NaCl+SA), and
they were grown another seven days. The leaves of seedlings were sprayed every
alternate day with 0.1 mM of LA or SA. Following these treatments, the seedling
growth, chlorophyll content, malondialdehyde (MDA) content, proline content,
cysteine content, non-protein thiol (NPT) content, antioxidant [ascorbate (AsA) and
glutathione (GSH)] contents and activities of some antioxidant enzymes [superoxide
dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidase
(APX)] were determined in 25-day-old canola seedlings. Salinity stress decreased the
growth of shoots and roots and contents of AsA and GSH, and increased the contents
of malondialdehyde (MDA), proline, cysteine and NPT and the activities of antioxidant
enzymes such as SOD, POD, CAT and APX. However, exogenous applications of LA or
SA alleviated the salt stress-mediated seedling growth and decreased the MDA
content. LA or SA applications could not influence the proline content. While the LA

and SA applications more increased the cysteine content, decreased NPT content in



seedlings under salinity stress. Exogenous application of LA further reduced AsA
content in salt-stressed seedlings, while SA had no significant impact in this respect.
Under salinity stress, only SA application improved the GSH content. Exogenous
applications of LA or SA increased the activities of POD and CAT, while these
applications caused reduction in the APX activity of the salt-stressed seedlings. These
results suggest that under short-term salinity stress, LA is at least as effective as SA for

improving growth by influencing defense systems.

In the second stage of this study, the influence of exogenously applied LA on the salt
tolerance mechanism in seedlings of canola was investigated using proteomic
approach. For this purpose, proteins from the leaf tissues of canola seedlings subjected
to control, LA, NaCl and NaCl+LA treatments were identified by two-dimensional (2-D)
gel electrophoresis [isoelectric focusing (IEF)/Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS/PAGE)] and MALDI-TOF/TOF mass spectrometer. Among the
28 proteins exhibiting alterations in expression pattern, 22 proteins were identified.
Among them, 17 proteins were up-regulated and 5 proteins were down-regulated. The
expression levels of 5 proteins (photosystem Il reaction center PSB28 protein,
thioredoxin M-type 4, 50S ribosomal protein L12-3, 2-Cys peroxiredoxin BAS1 and
sedoheptulose-1,7-bisphosphatase) were regulated by only LA treatment. However,
the expression levels of carbonic anhydrase, magnesium-chelatase subunit chli,
RuBisCO activase, triosephosphate isomerase and thiazole biosynthetic enzyme ware
down-regulated by NaCl stress or LA application. The identified proteins were involved
in various cellular responses and metabolic processes such as photosynthesis, energy
metabolism, stress defense and signal transduction. The revealing of the protective
roles of LA in canola seedlings under salt stress by proteomics study provides new

insight to evaluating protein functions in salt tolerance mechanisms.

2014, xii + 94 pages
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1. GiRiS

Toprak tuzlulugu diinyada bitki verimliligini oldukga sinirlayan énemli abiyotik strestir.
Diinyadaki karasal alanlarin %6'dan fazlasinin ve sulanan alanlarin yaklasik %20'sinin
tuzluluktan etkilendigi tahmin edilmektedir (Munns and Tester 2008). Tuz stresi
giderek artan ciddi bir problem olup; bitkilerin tuza toleransini gelistirmede genetik
miihendisligi teknolojileri gibi stratejilerin kullanimi 6nemlidir. Tuz stresine tolerans,
bitki transkriptomu, proteomu ve metabolomunun kompozisyonundaki degisikliklere
eslik eden gen ifadesindeki 6nemli degisiklikleri kapsamaktadir. Fizyolojik, molekiler
genetik ve fonksiyonel genomik calismalarla tuz toleransi hakkinda énemli bilgiler
saglanmistir. Bitkinin tuza cevabi ve adaptasyonunda fonksiyonlari olan ozmolit
sentezi, iyon kanallari, sinyal faktorleri ve tuza cevap enzimlerine ait proteinleri
kodlayan bazi 6nemli genler klonlanmis ve karakterize edilmistir (Tuteja 2007).
ilaveten, biiyik dlcekli transkriptomik calismalar, mRNA seviyesinde gen ifadesi ile ilgili
veriler saglamistir (Puranik et al. 2011, Xu et al. 2013, Podda et al. 2014). Bu veriler,
farkh bitkilerde tuza cevap genlerinin evrensel bir gorlisiini sunar. Bununla birlikte,
post-transkripsiyonal kanitlar ve post-translasyonal modifikasyonlar (fosforilasyon ve
glikosilasyon gibi), mRNA seviyelerinin genellikle proteinlerin ifade seviyeleri ile iliskili
olmadigini gostermistir. Bitki stres cevabini direkt olarak yansitan bu durum, bitki
proteomunun Onemini ortaya koymaktadir. Enzimlere ilaveten proteinler,
transkripsiyon ve translasyon mekanizmalarinin bilesenlerini kapsadigindan transkript
ve protein seviyesinde bitki stres cevabini regiile edebilir (Kosova et al. 2011). Boylece,
protein seviyesinde stres kosullarina bitki cevabinin incelenmesi, bitki stres toleransinin

altinda yatan fizyolojik mekanizmalari ortaya gikarmak igin oldukga kuvvetli bir aragtir.

Proteomik ve 6zellikle kantitatif proteomik, tarimsal bitkilerin abiyotik stres toleransini
arastirmada guicli bir tekniktir. Proteomik, stres ve toleransla iliskili yeni proteinlerin
kantitasyonu ve hizli kimliklendirilmesi potansiyelini saglamaktadir (Barkla et al. 2013).
Bliyiuk  olcekli  kantitatif proteomik teknolojileri  proteom  ¢alismalarini
kolaylastirmaktadir.  iki-yénlii  elektroforez (2-DE) ve DIGE (difference gel

electrophoresis) yaklasimlari tuza cevap proteinlerini belirlemek icin kullaniimistir. 2-



DE, ylksek ¢ozunurlikli protein ayirma, 6zellikle protein izoform analizi igin gligll bir
teknolojidir. DIGE ise 2-DE'nin bazi sinirlamalarini (6rnegin; verimlilik, tekrar edilebilirlik
ve duyarlilik) ortadan kaldirabilmektedir. Bazi kitle spektrometresi (MALDI-TOF/TOF
MS, LC-MS/MS gibi) cihazlar protein kimliklendirmesi icin kullanilmaktadir. Bu
teknolojiler temelinde, mevcut proteomik calismalar ile bazi proteinlerin tuza tepki
olarak sentezlendigi belirlenmistir (Gao et al. 2011, Yang et al. 2012, Li et al. 2013b).
Ozmotin (Qureshi et al. 2007), reaktif oksijen tirleri ile savasan enzimler (Abbasi and
Komatsu 2004) ve patojen iliskili (Dani et al. 2005) proteinler gibi stres proteinleri tuza

tolerans gelistirmede 6nemli molekiler markérler olarak kullaniimistir.

Tuz stresi tarimsal Gretimi sinirlamakta ve tretimde yaklasik %50 kayba neden oldugu
tahmin edilmektedir (Kreps et al. 2002). Bu nedenle, tarimsal bitkilerde tuz toleransinin
arttirilmasi igin basarili stratejilere gereksinim duyulmaktadir. Tuz stresine toleransh
tarimsal bitkilerin Uretilmesi geleneksel seleksiyon ve islah yontemleri veya modern
molekiler biyoloji yaklasimlari ile saglanabilmektedir. Bitki islahgilari geleneksel islah
veya transgenik yaklasim ile tuza toleransli genotipleri Gretmis olmasina karsin (Ashraf
and Akram 2009), abiyotik stres toleransinin genetik olarak kompleks mekanizmalari
bu durumu oldukg¢a zorlastirmaktadir (Vinocur and Altman 2005). Son yillarda, salisilik
asit (SA), poliaminler (PA), absisik asit (ABA) ve jasmonik asit (JA) gibi bazi bitki blylime
dizenleyicilerinin bitkilerde tuz toleransinin arttirilmasinda kullanilabilecegi fikri ortaya
citkmistir (Yoon et al. 2009, Roychoudhury et al. 2011, Singh and Gautam 2013,
Sripinyowanich et al. 2013). Bitkilerde kompleks fizyolojik, biyokimyasal ve molekiler
degisimlere neden olan cevresel stresler icsel bitki bliylime diizenleyicilerinin seviye ve
oranlarini degistirebilmektedir (Wang et al.2005a; Ashraf et al. 2008). Bu degisimler
stres kosullarinda bitki bliyime ve gelisimini etkileyen ciddi metabolik bozukluklara
neden olmaktadir. Genel olarak tuz stresi bitki blylime diizenleyicilerinin sentezini
azaltmakta veya degradasyona neden olabilmektedir (Kuiper et al.1988). Cevresel stres
kosullar altindaki bitkilere dissal uygulanan bitki blylime dizenleyicilerinin, icsel
bliyime dizenleyicilerinin konsantrasyonlarindaki eksikligi ortadan kaldirabilmekte ve

stresin inhibe edici etkisini azaltabilmektedir (Ashraf and Foolad 2007, Ashraf et al.



2008). Bununla birlikte, bu etkilerin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
bilinmemekte ve tuz toleransindaki artis direkt olarak bu bilesiklerin fizyolojik rolleri ile

iliskili olmadig bildirilmektedir (Ashraf et al. 2008).

Bilinen diger birgok bitki blylime dizenleyicileri ve SA, tuz stresine maruz kalan
bitkilerde birgok metabolik olay! diizenleyerek bitki biylime ve gelisiminde énemli rol
oynamaktadir (Ashraf et al.2010, Hussain et al. 2011). Salisilik asit birgok patojene karsi
olusturulan bitki savunma cevaplarinda énemli role sahip bir sinyal molekilidur
(Snyman and Cronjé 2008). Bununla birlikte, SA’nin tuzluluk, kuraklik, sicaklik ve agir
metaller gibi bircok strese karsi olusturulan bitki cevaplarinin diizenlenmesinde 6nemli
rollere sahip oldugu bildirilmistir (Hayat et al. 2010). Bu bulgular, SA’nin oldukca
kompleks stres cevaplarina katilan birka¢ fonksiyonel molekille veya diger sinyal

molekilleri ile etkilesime girerek stres toleransini arttirabilecegini ileri sirmektedir.

Lipoik asit (LA); pirtvat ve glisin metabolizmasinda fonksiyon géren bazi enzimlerin
(pirtivat dehidrogenaz kompleksi ve glisin dekarboksilaz kompleksi) kofaktoéri olarak
islev goren ve kukirt iceren bir molekildir (Gueguen et al. 2000). Enerji
metabolizmasindaki islevlerinin yaninda LA, hem indirgenmis dihidrolipoik asit (DHLA)
hem de yikseltgenmis lipoik asit (LA) formlarinda koruyucu fonksiyonlarini koruyabilen
essiz bir antioksidan molekildlr (Navari-lzzo et al. 2002). Tuz stresi altindaki bitkilerde
LA’nin rollini belirleyen birkag ¢alisma olmasina karsin (D’Amico et al. 2004, Pérez-
Lépez et al. 2010), tuz stresinin tesvikinde digsal uygulanan LA’nin etkilerini arastiran

bir galisma bulunmamaktadir.

Bu arastirmada, kanola (Brassica napus L. cv. Sary) fidelerinde dissal lipoik asit (LA) ve
salisilik asit (SA) uygulamalarinin tuz toleransi ve tuz stresi altindaki fidelerde LA
uygulamasinin proteom degisimleri izerine etkilerinin degerlendirilmesi amacglanmistir.
Bu amacla, 18 glinliik kanola fideleri artan NaCl konsantrasyonlarina [50 mM (24 sa),
100 mM (24 sa) ve 150 mM (5 giin)] maruz birakilirken, tuz stresi ile birlikte yapraklara

spreyleme yoluyla 0.1 mM LA veya SA giin asiri uygulanmistir. LA ve SA uygulamalarinin



7. guninde, bliyime parametreleri (kok ve toprak Ustli dokularin taze ve kuru
agirhklan), yaprak dokularinda fotosentetik pigment igerigi, prolin igerigi, sistein ve
tiyol icerikleri, lipid peroksidasyonu, antioksidan bilesiklerin [askorbat (AsA) ve
glutatyon (GSH)] icerikleri, bazi antioksidan enzimlerin [slUperoksit dismutaz (SOD),
peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT)] aktiviteleri belirlenmistir.
llaveten, tuz stresi altindaki kanola fidelerinde dissal lipoik asit uygulamasinin yaprak
proteom degisimleri Uzerine etkisi 2-D [izoelektrik fokuslama-SDS-poliakrilamid jel

elektroforez (IEF-SDS/PAJE)] teknigi ve kiitle spektrometresi kullanilarak arastiriimistir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1 Kanola (Brassica napus L.) Bitkisi

Brassicaceae familyasi yaklasik 338 cins ve 3709 tirden olusmaktadir (Warwick et al.
2006). Bu familyada bir yag bitkisi olarak tretimi yapilan kanola kishk ve yazhk olarak
ekilmektedir. Kanola Turkiye’de yaklasik 7.8 milyon dekar yagh tohum ekilis alaninin
311 bin dekarini ve yaklasik 3.3 milyon ton yagh tohum {iretiminin 102 bin tonu ile

aycicegi, cigit, soya fasulyesi ve yer fistigindan sonra yer alan bir bitkidir (TUIK 2013).

Yiksek erusik asit seviyesine ve tohumlari islendikten sonra kikirt yoninden zengin
glukozinolatlara sahip olan kolza bitkisi insan saghgi icin risk olusturdugundan dolayi,
bu bilesenleri disik seviyede iceren kanola (Canadian Oil Low Acid) cesidi Kanada’da
islah edilmistir. Dislik oranda yag asitleri iceren kanola bitkisinin Diinya’daki ekim alani
34.1 milyon ha ve lretimi 65.1 milyon tondur. Diinya’daki en fazla yillik kanola Gretimi

Kanada’da 15.4 milyon ton olarak belirlenmistir (FAO 2012).

2.2 Lipoik Asit

Lipoik asit (LA); pirtivat ve glisin metabolizmasinda fonksiyon géren bazi enzimlerin
(pirtivat dehidrogenaz kompleksi ve glisin dekarboksilaz kompleksi) kofaktori olarak
islev goren ve kiikirt iceren bir molekildir (Sekil 2.1) (Gueguen et al. 2000). Bitkilerde
LA biyosentezinin sadece mitokondrilerde degil, plastitlerde de mevcut oldugu
bildirilmistir (Wang et al. 1991). Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda LA, hem
yukseltgenmis LA hem de indirgenmis dihidrolipoik asit (DHLA) formlarinin (Sekil 2.1)
koruyucu fonksiyonlarini siirdlirmesinde 6zglin olmasina ragmen DHLA c¢cok daha etkili
bir antioksidandir. DHLA/LA orani, tuzun metabolik etkilerine bagh olarak
degismektedir (Navari-lzzo et al. 2002). Nispeten disik molekiler agirlikh ve

karboksilik asit u¢-grubuyla 8-karbon zinciri olmasi nedeniyle su ve lipidte ¢ozlinebilir
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Sekil 2.1 Lipoik ve dihidrolipoik asidin kimyasal yapisi.

olan DHLA, hicre membranindaki antioksidanlarin aktivitesi (a-tokoferol) ile
sitoplazmadaki antioksidanlarin [askorbik asit (AsA) ve glutatyon (GSH)] aktivitesi
arasinda baglanti kurarak antioksidan agini kuvvetlendirir (Sekil 2.2) (Navari-lzzo et al.
2002). LA’ya gore daha disik redoks potansiyeline sahip olan DHLA glutatyon ve
askorbati indirgeyebilir (Gossett et al. 1994). Hidroperoksil, singlet oksijen (*05), 0™,
*OH gibi reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde LA direkt olarak islev gérmektedir
(Navari-lzzo et al. 2002). Sadece LA formu, tiyosilfinatlari ve tiyosiilfonatlari olusturan
singlet oksijen ile reaksiyona girme yetenegindedir (Borbe and Ulrich 1989). LA,
dehidrogenazin substratindan NAD(P)”ye elektronlari tasiyan, bir redoks cifti olarak
fonksiyon goren farkli multienzim komplekslerini kapsamaktadir (Navari-lzzo et al.
1988). Boylece GSH ve AsA’nin okside formlarina (GSSG ve DHA) bir elektron vererek
bu bilesiklerin indirgenmesini saglayabilmektedir (Sekil 2.2) (Biewenga et al. 1997).
indirgenmis form olan DHLA’nin hayvan mitokondrilerinde lipid peroksidasyonuna karsi
hicrelerin korunmasinda rol oynadigi gosterilmistir (Lapenna et al. 2003). Lipoik asit
icerigi bugday, patates, domates ve kuskonmaz gibi bitki tlrlerinde de varoldugu
belirlenmistir (Navari-lzzo et al. 2002, D’Amico et al. 2003, Sgherri et al. 2007, 2008).
Govdeye gore koklerde daha fazla miktarda bulunan LA’'nin gévdedeki plastitlere
tasinim icin sentezlenmedigi; ancak direkt olarak tuzluluga maruz kalindiginda savunma
sistemlerine katkida bulunabilmek icin sentezlendigi ileri strilmustir (D’Amico et al.
2004). Kloroplastlarda LA sentezi bu organellerde savunma sistemine onemli katki
sagladiginin bir go6stergesidir. Bununla birlikte, tuz stresini takiben DHLA’nin

govdelerde azalmasi ve koklerde artmasi direkt olarak oksidatif strese maruz kalan bitki



kisimlarinda igsel antioksidanlarin olugmasi gerekliligini bildiren bir sinyal olabilir
(D’Amico et al. 2004). Tuz stresi altindaki bitkilerde, i¢sel LA ve tuz toleransi arasinda
birka¢c calisma olmasina karsin (D’Amico et al. 2004, Pérez-Lépez et al. 2010), tuz
toleransinin tesvikinde dissal LA wuygulamasinin etkilerini arastiran bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Pérez-Lépez et al. (2010), tuza toleransli ve hassas arpa gesitleri
arasinda antioksidan metabolizmasinda farkhliklarin  oldugunu bildirmistir. Bu
baglamda, artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak tuza toleransli arpa gesidinde
hassas ceside gore DHLA’'nin onemli dizeyde yilksek miktarlarda varoldugunu

belirlemislerdir (Pérez-Lépez et al. 2010).

GSH NADP*

GR

GSSG NADPH

Sekil 2.2 Antioksidan metabolitlerin yeniden olusturulmasinda rol oynayan enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma sisteminin sematik goOsterimi. APX, askorbat
peroksidaz; AsA, indirgenis askorbat; DHA, dehidroaskorbat; DHAR, dehidroaskorbat rediktaz;
DHLA, dehidrolipoik asit; GR, glutatyon rediktaz; GSH, indirgenmis glutatyon; GSSG, okside
glutatyon; LA, okside lipoik asit; MDA, monodehidroaskorbat; MDHAR; monodehidroaskorbat

rediktaz.



2.3 Salisilik Asit

Salisilik asit (SA), bitkilerde birgok metabolik ve fizyolojik cevabi olusturan ve dolayisiyla
bitki blylime ve gelismesini etkileyen ig¢sel bir bitki blylime dlzenleyicisidir (Hayat et
al. 2010). SA, lokal patojen saldirisina karsi bitki savunma cevaplarinda (hipersensitif
cevap) ve sistemik kazanilmis direncte 6nemli rol oynamaktadir (Alverez 2000). SA
stres kosullarinda biiylime, gelisme ve savunma cevaplarinda énemli rol oynayan bitki
bir sinyal molekiladir (Cameron 2000). Bitkilerde hastalik direnci saglamasinin
yaninda SA, bircok stres durumuna karsi bitki cevaplarini dizenleyebilmektedir

(Shirasu et al. 1997).

Bitkilerde SA, primer metabolit korizmat gerektiren iki farkli enzimatik yol araciligi ile
olusturulabilmektedir (Garcion and Métraux 2006, Wildermuth 2006). Korizmat-
kokenli L-fenilalanin, ilk olarak fenilalanin amonyak liyaz (PAL) ile katalizlenen bir seri
enzimatik reaksiyonlarla hem benzoat ara uriinleri hem de kumarik asit yoluyla SA'ya
donustiralebilmektedir (Sekil 2.3). PAL enzimi farkli abiyotik ve biyotik stresler
tarafindan tesvik edilen, ¢cok fonksiyonlu fenoliklerin farkli tiplerinin ortaya ¢ikmasina
neden olan fenilpropanoid yolunun anahtar dizenleyicisidir (Yalpani et al.1991).
Korizmat, izokorizmat sentaz (ICS) ve izokorizmat pirlivat liyazin (IPL) fonksiyon
gordugl iki basamakli reaksiyonla izokorizmat araciligiyla SA'ya donustiirtlebilmektedir
(Sekil 2.3) (Wildermuth et al. 2001, Strawn et al. 2007). Arabidopsis’te izokorizmat
sentaz enzimini kodlayan iki gen (/CS1 ve ICS2) teshis edilmistir. Patojen direncinin yani
sira SA Uretiminin ciddi sekilde azaldigi fonksiyonel /ICS1’den yoksun mutantlarda,
ICS1’in patojen veya UV 15181 ile tesvik edilen SA Gretiminin yaklasik %90'indan sorumlu
oldugu gosterilmistir (Wildermuth et al. 2001, Garcion et al. 2008). ics1/ics2 cift
mutantinda rezidiiel SA'nin ortaya cikisi, Arabidopsis'de ICS yolunun tek SA kaynagi
olmadigini dogrulamaktadir (Garcion et al. 2008). Bitkide Uretilen salisilik asidin ¢ogu,
patojen tesvikli SA glukozil transferaz (SAGT) ile SA 0-68-glukozide (SAG) donistirilir
(Sekil 2.3) (Dean et al. 2005, Song 2006). Arabidopsis’te SAGT enzimini kodlayan iki gen
tanimlanmistir: Biri tercihen SA'yi SAG'a cevirirken, digeri daha az bolluktaki SA tiirevi

olan salisiloil glukoz esteri (SGE) olusturur (Dean and Delaney 2008). SA muhtemelen



kloroplastlarda sentezlenirken (Wildermuth et al. 2001, Garcion et al. 2008), SAGT nin
sitozolde lokalize oldugu ortaya cikmaktadir (Dean et al. 2005). SAG, sitozolden
vakuole aktif olarak tasinir ve vakuolde SA'ya geri dondstirilebilen inaktif depo formu

olarak fonksiyon gorebilmektedir (Dean et al. 2005, Griin et al. 2006).

Fenilalanin === == Korizmat
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Sekil 2.3 Salisilik asit biyosentezi ve metabolizmasi icin biyosentetik yol. PAL, fenilalanin amino
liyaz; ICS, izokorizmat sentaz; IPL, izokorizmat pirlivat liyaz; BA2H, benzoik asit-2-hidroksilaz;
SA, salisilik asit; SAGT, SA glukozil transferaz; aa, amino asit; SAMT, SA metil transferaz; SABP2,
SA-baglayici protein 2; MES, metil esteraz; SGE, SA glukoz esteri; SAG, SA O-B-glukozid; MeSA,
metil salisilat; MeSAG, metil salisilat O-3-glukozid (Vlot et al. 2009'dan degistirilerek).

Hiicrelerde sentezlenen salisilik asit hiicreler, dokular ve organlarin icinde veya disinda
serbestce hareket edebilir (Kawano et al. 2004) ve bu hareket ROT ve Ca*? tarafindan
hassas bir sekilde dizenlenmektedir (Chen et al. 2001). Metil salisilat (MeSA), enfekte

olmus dokulardan enfekte olmamis dokulara floem araciligi ile hareket eden ugucu



uzun mesafeli bir sinyal molekilidir. MeSA, gerekli oldugunda salisilik aside
donlsebilen ve transloke olabilen SA'nin inaktif bir 6nclistidir. Radyoaktif etiketlenmis
SA’nin, titlin hiicre slispansiyonu kiltirlerinde SAG ve MeSAG'a hemen hemen esit
miktarlarda cevrildigi, MeSA seviyelerinin ise yaklasik 5 kez daha disiik oldugu
belirtilmistir (Dean et al. 2005). Titlinde iki enzim SA ve MeSA arasindaki dengeyi
kontrol etmektedir: Biyolojik olarak inaktif MeSA'yl aktif SA'ya ceviren SA baglama
protein 2 (SABP2) (Forouhar et al. 2005) ve SA'dan MeSA olusumunu katalize eden SA
metil transferaz 1 (SAMT1) (Ross et al. 1999). Park ve ark. (2007), MeSA'nin titin
bitkisinde 6nemli uzun mesafeli sistemik kazanilmis direng¢ sinyali olarak fonksiyon

gorduglini belirtmistir.

2.3.1 Fizyolojik Rolleri

Salisilik asit bitki bliyime ve gelismesi, fotosentez, stomatal reglilasyon, solunum,
ciceklenme, senesens ve iyon aliminda énemli rol oynamaktadir (Vicente and Plasencia
2011). Bitkilerde SA-aracili biylime ve gelismenin molekiler durumlar ile ilgili
arastirmalar, SA'nin etki mekanizmalarinin yani sira fizyolojik rollerinin daha iyi
anlasilmasini saglamaktadir (Swain et al. 2011). Tohum ¢imlenmesinde SA'nin roli ile
iliskili calismalar celiskili olup; SA'nin ya ¢cimlenmeyi inhibe ettigi ya da tohum canhligini
arttirdigi ileri slrtlmistir (Xie et al. 2007, Lee et al. 2010). Bildirilen bu etkiler,
uygulanan SA konsantrasyonlari ile iliskili olabilmektedir. Arabidopsis thaliana'da, 1
mM'in Gzerindeki SA konsantrasyonlarinin cimlenmeyi geciktirebildigi veya hatta inhibe
edebildigi bildirilmistir (Rajjou et al. 2006). Tohum ¢imlenmesinin negatif bir regilatori
olarak SA'nin etkisi, muhtemelen SA-tesvikli oksidatif stresten kaynaklanmaktadir.
SA'nin bliyimeyi stimile edici etkileri soya fasulyesi (Gutierrez-Coronado et al. 1998),
bugday (Shakirova et al. 2003), misir (Gunes et al. 2007) ve papatyada (Kovacik et al.
2009) rapor edilmistir. SA'nin blylmeyi tesvik edici etkilerinin hormonal durumdaki
degisikliklerle (Shakirova et al. 2003, Abreu and Munne-Bosch 2009) veya fotosentez,
transpirasyon ve stomatal iletkenligin gelistirilmesiyle (Stevens et al. 2006) iliskili

oldugu ileri strilmustir. Bununla birlikte, SA’nin normal kosullarda Arabidopsis tohum
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cimlenmesini geciktirdigi, buna karsin ylksek tuz konsantrasyonlarinda oksidatif stresi

azaltarak tohum gimlenmesini tesvik ettigi bildirilmistir (Lee et al. 2010).

Salisilik asit bitkilerde metabolik cevaplarin genis bir skalasini olusturur ve hatta
fotosentetik parametreleri ve bitki su iliskilerini de etkiler. Fotosentez parametreleri
Uzerinde digsal SA'nin etkileri, test edilen bitki tlirine ve doza bagimlidir. Yiksek SA
konsantrasyonunun (107> M) domates bitkilerinde stoma iletkenligi, CO, fiksasyon
orani, RuBisCO ve fotosentetik quantum etkinliginde azalmaya neden olarak fidelerin
Olimine yol actigl rapor edilmistir (Podr et al. 2011). Dusik konsantrasyondaki (10'5
M) salisilik asitle 6n-uygulama yapilmis tanelerden elde edilen bugday fidelerinde
pigment igerigi onemli diizeyde artarken, daha yiksek konsantrasyonlarin yararli
olmadigl tespit edilmistir (Hayat et al. 2005). SA'nin dissal uygulamasinin Brassica
juncea'da net fotosentetik oran, i¢csel CO, konsantrasyonu, su kullanim etkinligi,
stomatal iletkenlik ve transpirasyon oranini arttirdigi bulunmustur (Fariduddin et al.
2003). Bununla birlikte, SA’nin alternatif oksidaz (AOX) vyolunu tesvik ettigi
kanitlanmistir (Rhoads and Mclintosh 1992, Lei et al. 2008). AOX kloroplast ve
mitokondriyal elektron transport zinciri boyunca hareket eden elektronlari saptirmakta
ve bu elektronlari, oksijenin suya indirgenmesinde kullanarak ROT’larin (retimini
azaltmaktadir. Salisilik asit uygulanmis Cucumis sativus ve Lupinus luteus bitkilerinde
hem AOX transkript seviyesinin hem de protein seviyesinin arttig1 bildirilmistir (Lei et
al. 2010, Belozerova et al. 2014). Bununla birlikte, AOX yolunun dizenlenisi ve SA

arasindaki iliski halen agik degildir.

SA vyaprak senesensi sirasinda gen ifadesinin kontroliinde (Morris et al. 2000) ve
Arabidopsis gibi bitkilerde ciceklenme zamaninin ilerlemesinde (Martinez et al. 2004)
onemli bir rol oynamaktadir. Hiicre redoks homeostazisi ve fotosentezde SA'nin 6nemli
rolii incelendikten sonra bu bitki hormonunun senesens reglilasyonuna katilmasi
surpriz degildir. Senesens ile SA sinyal yolunun iliskisi, Arabidopsis'in yaslanan
yapraklarinda detaylanmis gen ifade analizi ile dogrulanmistir (Buchanan-Wollaston et

al. 2005). SA bircok bitkide ciceklenmeyi tesvik etmektedir (Martin-Mex et al. 2005,
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Shimakawa et al. 2012). Salisilik asidin ciceklenmeyi tesvik edici etkisi sadece stres
kosullari altinda gézlenmis; bu nedenle SA'nin giceklenme igin gerekli olabildigi, fakat
ciceklenmeyi tesvik etmek icin yeterli olmadigi gérilmektedir (Wada and Takeno 2010,
Wada et al. 2010).

2.3.2 Bitki Tuz Toleransinda Digsal Salisilik Asit Uygulamasi

Bir bitki fenolik bilesigi olan salisilik asit (SA), hormon-benzeri i¢sel bir dizenleyici
olarak degerlendirilmektedir. Biyotik ve abiyotik stresorlere karsi savunma
mekanizmalarinda SA'nin roli ¢ok iyi karakterize edilmistir (Gautam and Singh 2009,
Zhang et al. 2011, Loutfy et al. 2012). Bitkilerin tuz stresine maruz kalmasi turgor,
blylime, fotosentetik oran, stomatal iletkenlikte azalma ve hicresel bilesenlerin
zararlarini iceren ciddi fizyolojik ve biyokimyasal bozukluklara neden olmaktadir
(Munns and Tester 2008). Tuz stresi altinda blylime ve gelismenin strdurilmesi
ozmotik ayarlama, ozmokoruyucular/uyumlu ozmolitlerin sentezi veya bazi halofitlerde
vakuolde Na*'un birikimi ve alikonmasiyla iliskilidir (Kavi Kishor et al. 2005, Chinnusamy
et al. 2005). Topraga ilave edilen SA, tuz stresi sirasinda musir bitkilerinin canlilig
tizerinde iyilestirici etkiye sahiptir ve Na* ve CI” birikimi azalmistir (Gunes et al. 2007).
Ahmed ve ark. (2009), tuz stresi altinda buyitilen domates bitkilerinin blyime
ortamina SA uygulamasinin membran bltlnligi ve fotosentetik pigmentlerin igerigini
koruyarak stresin zararli etkilerinin azaltildigini bildirmislerdir. ilaveten, K*, Ca™ ve Mg"
aliminda bir artis ve Na* ve Cl"'un aliminda bir azalma saptanmistir (Ahmed et al. 2009).
Keza SA'nin yapraga uygulanmasi ile farkli bitkilerde inorganik iyonlarin alinimi ve
tasiniminin degistigi gdsterilmistir. Ornegin, tuz stresi altinda biiyitilen SA-uygulanmis
misir bitkilerinde N, Mg*?, Fe*?, Cu*? ve Mn*? birikimi 6nemli diizeyde artarken Na* ve
ClI" azalmistir (Gunes et al. 2005). NaCl stresinde buyltiilen domates bitkilerinde,
yapraga SA uygulamasi ile govde ve kéklerde Na™'un azalmasi, K* ve Mg*?'un artmasiyla

NaCl'nin toksik etkisi Gnemli dizeyde azalmistir (He and Zhu 2008).

SA 6n-uygulamasini takiben tuz uygulamalarina maruz birakilan domates fidelerinin

yapraklarinda uyumlu ozmolitler (6rnegin; glukoz, fruktoz, sorbitol ve prolin) belirgin
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bir sekilde birikmis ve bitki biylimesi 6nemli diizeyde tesvik edilmistir (Szepesi 2006).
Yaprak su potansiyelinde tuz-tesvikli azalma koklerde ABA'nin artan birikimine neden
oldugu ve tuzlu kosullarda gen ifadesi ve ABA sinyal transdiksiyon yollarini baslattigi
belirlenmistir (Szepesi 2006). Salisilik asit uygulanmis salatalik fidelerinde ¢6zlinebilir
sekerlerin ve Ozellikle koklerde indirgeyici olmayan sekerlerin birikiminin ozmotik
diizenleme ve bitki hiicrelerinde su aliminin kolaylastiriimasinda fonksiyon gorerek

NaCl stresine karsi fidelerin toleransini arttirdigi bildirilmistir (Dong et al. 2011).

Misra ve Saxena (2009), mercimeklerde prolin metabolizmasinda anahtar enzimlerin
aktiviteleri ve bitki bliylimesi lzerinde kdke uygulanmis SA'nin etkisini incelemistir.
Uyumlu c¢ozinenler, hiicre disinda yuksek tuz konsantrasyonunu dengelemek ve
vakuolde sodyum ve klor iyonlarinin yiiksek konsantrasyonlarini engellemek igin esas
olarak sitozolde birikirler (Kavi Kishor et al. 2005). Ekim 6ncesi bugday tohumlarinin SA
ile muamelesi, ozmotik potansiyel, K'/Na* orani ve fotosentetik pigmentlerin icerigini
kontrol ve tuzlu kosullarda pozitif olarak dizenledigi bildirilmistir (Kaydan et al. 2007).
Tuz stresi SA'nin varliginda misir bitkilerinde prolin birikimini arttirmis ve bu durumun
ozmotik ayarlamada énemli oldugu belirtilmistir (Gautam and Singh 2009). Prolin ve
glisin betain gibi uyumlu c¢o6zlnenlerin SA-tesvikli olusumu, membranlarin ve
proteinlerin kararli olmasina ve boylece tuz stresine karsi toleransin artmasinda

etkilidir (Deef 2007).

Salisilik asidin dissal uygulamasi, tuz stresine girmis bugday bitkilerinde oksin ve
sitokinin seviyelerinin diismemesine, kok apikal meristeminde hiicre boéliinmesinin
ilerlemesine ve verimliligin artmasina neden olmustur (Shakirova et al. 2003). Misir
yapraklarina SA uygulamasi tuzun zararh etkilerini ortadan kaldirmis ve fotosentetik
kapasite, RuBisCO aktivitesi ve blylmenin artmasina neden olmustur (Khodary 2004).
Benzer etki, ayciceginde fotosentetik etkinligin gelistirilmesi seklinde de gozlenmistir

(Noreen and Ashraf 2008).
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Salisilik asit, bitkilerde bilinen diger enzimatik olmayan antioksidanlara benzer olarak
etkili bir antioksidandir (Rao and Davis 1999). Bir antioksidan olarak SA'nin direkt
etkilerine ilave olarak, SA farkli antioksidan enzimlerin stimiile edilmesiyle bitki
savunma mekanizmalarini tesvik edebilir. Farkli antioksidan enzimlerin aktiviteleri,
tuzluluga maruz kalma ve/veya SA uygulamasinin sonucu olarak prolin icerigindeki
artisla uyumlu olarak artmis ve boylece tuz stresine karsi toleransin artmasi
saglanmistir (Yusuf et al. 2008). ileri molekiiler yaklasimlar, savunma cevabinda énemli
rol oynayan proteinler/enzimleri kodlayan bircok detoksifiye ve antioksidan genleri
ortaya cikarmistir (Holuigue et al. 2007). Stres kosullari altinda SA ile artan yonde
reglile olan genler S-transferaz, glikozil transferaz, peroksiredoksin, peroksidaz,
tiyoredoksin, glutaredoksin ve patojen direnci genlerini icerir (Vanderauwera et al.
2005, Wang et al. 2005b). Vigna radiata bitkisinin tuza toleransli (Pusa Vishal) ve
hassas (T44) cesitlerinde 0.5 mM SA uygulamasinin, azot ve sulfir 6ziimlemesi,
glutatyon igerigi, askorbat peroksidaz ve glutatyon rediktaz aktivitesini arttirdigi, buna
karsin 1.0 mM SA uygulamasinin inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Nazar et al.
2011). Ayrica SA'nin tuza hassas ceside gore toleransl cesitte fotosentezde tuz tesvikli
azalmayi hafiflettigi, nitrat rediktaz ve ATP silfiirilaz aktivitesini tesvik ettigi ve
antioksidan metabolizmasini arttirdigi bildirilmistir. Tuz stresi (250 mM NaCl) sirasinda
SA (0.5 mM) uygulanmis bugday fidelerinde askorbik asit ve glutatyon donglsi
enzimlerini kodlayan genlerin transkript seviyeleri ile askorbik asit ve glutatyon

iceriklerinin arttigi belirtilmistir (Li et al. 2013a).

2.4 Bitkilerde Tuz stresi ve Proteom Degisimleri

Proteomik, farkli proteomlarin kompozisyonlarinin karsilastirilmasi temelindedir. Bitki
abiyotik stres arastirma alaninda, en yaygin durum kontrol ve stres kosullari altindaki
uygulama gruplarindan izole edilen proteomlarin karsilastirilmasidir (Kosova et al.
2011). Tuz stresi ile tesvik edilmis degisimlerle ilgili proteomik calismalar ¢ok sayida
olup; esas olarak kontrol ve stres uygulanmis bitkiler arasinda protein bollugunda
kantitatif degisiklikler Gizerinde yogunlasmistir (Liu et al. 2012, Yang et al. 2012, Li et al.

2013b). Spesifik olarak karbohidrat, azot ve Ozellikle glikolitik ve trikloroasetik asit
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enzimleri olmak Uzere enerji metabolizmasini kapsayan proteinlerin genel bir
regiilasyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ustelik stres reaktif oksijen tiirlerinin (ROT'lar)
olusumu ve birikimini tesvik eden metabolik dengesizliklere neden olabilir (Suzuki et al.
2012); bu nedenle oksidatif zarari azaltmak i¢in fonksiyon goren slperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktazi (GR) kapsayan, yani ROT'larla
savasan proteinlerin yaygin olarak kimliklendirilmesinin sasirtici olmadigi bildirilmistir
(Gill and Tuteja 2010). Bircok calismada, hiicre iskeleti kararlihigl kadar protein sentezi,
islenmesi, etkinligi ve parcalanmasini kapsayan diger proteinler kimliklendirilmistir.
Fotosentetik islevlerle ilgili olarak klorofil biyosentezi ile iliskili proteinlerin seviyesinde
genel bir azalma belirlenirken 1sik-bagimli reaksiyonlarda goérev alan proteinlerde bir
artma gozlenmistir. Kimliklendirilmis bazi proteinler bitkilerde genel strese cevap
yolunun belirleyicisidir. Sinyal, trafikleme, transport ve hiicre yapisi kategorilerinde

kimliklendirilmis proteinler daha az yaygindir (Sekil 2.4) (Barkla et al. 2013).
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Sekil 2.4 Tuz-tesvikli ve tuz stresi ile azalmis farkli fonksiyonel kategorideki proteinlerin ifade
profilleri. x ekseni Gzerindeki stitunlar tuz-tesvikli ve altindaki siitunlar ise tuz stresi ile azalmis

proteinlerin sayisini gostermektedir (Zhang et al. 2012).
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2.4.1 Fotosentez ve Solunum Metabolizmasi

Tuz stresine maruz kalan birgok bitkide siklikla fotosentetik kapasitelerindeki azalma ile
iliskili olarak biyimede azalma genel bir olaydir. Tuz stresinde fotosentezdeki azalma
esas olarak CO, 6ziimlemesinin karbon indirgeme islevlerini kapsayan kismi stoma
kapanmasi ve/veya stomatal olmayan sinirlama ile iliskilidir (Brugnoli and Bjorkman
1992, Qiu and Lu 2003). Proteomik sonuglar, tuz stresine cevap ve tuza toleransin
altinda yatan fotosentetik islevlerin anlasilmasini 6nemli diizeyde arttirmistir. Bu tuza-
cevap proteinleri isik reaksiyonu, CO, 6ziimlemesi ve diger fotosentezle iliskili islevlerin

reglilasyonunu kapsar (Zhang et al. 2012).

Fotosentezin anahtar bir bileseni olan fotosistem Il (PSIl)'nin merkez Unitesi, suyun isik
tarafindan molekiler oksijene ayristigl, plastokinonun indirgendigi ve bir
transmembran proton gradientinin olustugu 6z kompleksidir (Zouni 2001). PS ll'nin
proteinlerindeki artma ya da azalma; fotosentez (Ruban et al. 2003), isik-zarari (Wykoff
et al. 1998) ve fotoinhibisyonu (Silva et al. 2003) etkilemektedir. PS II'nin limen
kenarina bagli oksijen ¢ikis kompleksi, PS Il'nin verici bolge fotoinhibisyonunda
reaksiyon merkez-baglama proteini D1'in ¢apraz bagh Urinlerinin olusumunu dizenler
(Yamamoto 2001). Isik toplayici kompleks klorofil a/b-baglama proteini ve oksijen
cikisini arttiran protein tuzluluga cevap olup; tuz stresinin tistesinden gelmede PS II'nin
aktivitesine neden olmaktadir (Pang et al. 2010, Bandehagh et al. 2011, Fatehi et al.
2012). Ustelik PS II'den serbest kalan elektronlar, sitokrom bef kompleksi araciligi ile PS
I'e transfer edilmektedir. Proteomik sonuglar, sitokrom bgf kompleksi kadar PS |
reaksiyon merkezi proteininin miktarinin da tuz stresinden etkilendigini gostermistir
(Wang et al. 2009, Xu et al. 2010, Pang et al. 2010). Miktardaki degisiklikler elektron
transfer etkinligi ve transmembran elektrokimyasal proton gradientlerini degistirebilir,
dolayisiyla ATP sentezi ve NADPH olusumu etkilenir. Tuz stresine maruz kalan
bitkilerde, kloroplast ATP sentazlar ve ferredoksin NADP(H) oksidorediiktazlarin ¢oklu
izoformlarinin tuzluluk tarafindan regiile oldugu bulunmustur (Zérb et al. 2009, Yu et
al. 2011, Li et al. 2011). Bu sonuglar, tuz stresi altindaki bitkilerde ATP sentezinin

ayarlanmasi ve termal dagiliminda bu enzimlerin coklu izoformlarinin yer aldigi
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anlamina gelmektedir (Zhang et al. 2012). Isik reaksiyon degisikliklerine ilaveten,
karbonik anhidraz, ribuloz-1,5-bifosfat sentetaz, RuBisCO, rubisko aktivaz, RuBisCO
baglayan protein, fruktoz bifosfataz, sedoheptulaz-1,7-bifosfataz ve fosforibulokinaz
gibi Calvin dongusii enzimlerinin ifadesi tuzluluk tarafindan etkilenmektedir (Caruso et
al. 2008, Pang et al. 2010, Yu et al. 2011). Bu CO, 6ziimlemesi ile iliskili enzimlerin ¢cogu
tuz stresi altinda farkh bitki tlrlerinde gesitli degisiklikler gostermektedir (Zhang et al.
2012).

NaCl stresi altinda, bitkiler enerjiyi korumak icin enerji metabolizma hizlarini azaltir ve
ROT olusumunu sinirlar (Moller 2001). Glikoliz, TCA siklusu, mitokondrial solunum ve
pentoz fosfat yollarinin bilesenlerinin transkript bollugu NaCl uygulanmis bitkilerde
genellikle degismistir (Jiang and Deyholos 2006, Jiang et al. 2007). Fruktoz bifosfat
aldolaz, triozfosfat izomeraz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, fosfogliserat kinaz,
fosfogliserat mutaz, enolaz, pirlivat dekarboksilaz ve alkol dehidrogenazi iceren
glikolize iliskin cogu proteinler tuz stresi altinda artmistir (Peng et al. 2009, Du et al.
2010, Li et al. 2010, Manaa et al. 2011). Benzer etkiler piriivat dehidrogenaz,
dihidrolipoamid dehidrogenaz, akonitat dehidrataz, izositrat dehidrogenaz, siksinil-
CoA ligaz ve malat dehidrogenazi iceren TCA siklusundaki tuza cevap enzimleri icin de
gdzlenmistir (Du et al. 2010, Zhou et al. 2011, Nam et al. 2012). U¢ proton-tasiyan
ATPaz'lar, iki vakuolar ATP sentetaz ve bir mitokondrial ATP sentaz delta zincirini iceren
diger eneriji ile iliskili proteinler NaCl tesvikine cevap olarak saptanmistir (Jiang et al.
2007, Wang et al. 2008). Mitokondrial ATP sentaz, solunum zincirinin elektron
transport kompleksleri tarafindan olusturulan proton gradientinin varliginda ADP'den

ATP olusturur (Das 2003).

2.4.2 Reaktif Oksijen Tiirlerine (ROT’lar) Kargi Savunma Sistemleri

Tuz stresi, mitokondri ve kloroplastlardaki elektron transport zinciri, fotorespirasyon,
yag asidi oksidasyonu ve cesitli detoksifikasyon reaksiyonlarinin asiri indirgenmesine
neden olmaktadir (Miller et al. 2010). Bu islevlere, bircok hiicresel bilesen ve yapilarda

oksidatif zarara neden olan ve hiicresel redoks dengesini bozan ROT'larin hizli artislari
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eslik eder (Parida and Das 2005). Bugline kadar, sliperoksit dismutaz (SOD) yolu,
katalaz (CAT) yolu, askorbat (AsA)-glutatyon (GSH) siklusu, glutatyon peroksidaz
(GPX)/GST yolu, peroksidaz (POD) yolu ve peroksiredoksin (PrxR)/tiyoredoksin (Trx)
yolu gibi ROT seviyesini reglile etmek icin farkli antioksidatif mekanizmalar

tanimlanmistir (Sekil 2.5) (Munns and Tester 2008).
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Sekil 2.5 Bitkilerde ROT savunma sisteminde tuza cevapta proteinler/enzimlerin sematik
gosterimi. AOX, alternatif oksidaz; APX, askorbat peroksidaz; CAT, katalaz; DHA,
dehidroaskorbat; DHAR, dehidroaskorbat rediiktaz; GLR, glutaredoksin; GOX, glikolat oksidaz;
GPX, glutatyonperoksidaz; GR, glutatyon rediiktaz; GSH, indirgenmis glutatyon; GSSG, okside
glutatyon;  GST, glutatyon  S-transferaz; MDA, monodehidroaskorbat; = MDAR,
monodehidroaskorbat rediiktaz; NAD*/NADH, nikotinamid adenin diniikleotid; NADP*/NADPH,
nikotinamid adenin dinilikleotid fosfat; PGP, fosfoglikolat fosfotaz; PrxR, peroksiredoksin;
RBOH, solunum oksidaz homologu (NADPH oksidaz); RuBisCO, ribuloz-1,5-bifosfat
karboksilaz/oksijenaz; RuBP, ribuloz-1,5-bifosfat; SOD, sliperoksit dismutaz; Trx, tiyoredoksin
(Zhang et al. 2012'den degistirilerek).

SOD'lar, stiperoksidin oksijen ve H,0,'ye dismutasyonunu katalizler ve bir hiicre i¢inde
ROT'a karsi savunmanin ilk basamagini olusturur (Alscher et al. 2002). ilging olarak, ¢
tip SOD geni transkriptlerinin NaCl uygulamasina cevap olarak azaldigi mikroarray
analizleriyle belirlenmistir (Jiang and Deyholos 2006). Proteomik ¢alismalarda, SOD'un
miktarindaki artis, tuza cevap veren tirlerin bircogunda bulunmustur (Peng et al. 2009,
Du et al. 2010, Zhou et al. 2011). SOD'un aktivite ve miktarindaki degisiklikler, tuz
stresinin Ustesinden gelmek icin anahtar bir ROT savascisi olarak is gordugiini

gostermektedir (Zhao et al. 2013).
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Katalaz (CAT) sitozol, mitokondri, kloroplast ve peroksizomlarda olusan H,0,’yi
uzaklastirmak icin 6nemli bir antioksidan koruma sistemlerinden biridir (Miller et al.
2010). Katalazlar esas olarak peroksizomlarda lokalize olmustur ve hiicresel indirgeyici
esdegerleri tuketilmeksizin H,0,’yi parcalar (del Rio et al. 2002). Bitkiler katalazlarin
izozimlerine sahiptir. CAT-1 ve CAT-2 peroksizomlarla, CAT-3 ise mitokondri ile
iliskilidir. Proteomik ¢alismalar, tuz stresi kosullarinda Oryza sativa’da CAT seviyelerinin
arttigini (Kim et al. 2005, Li et al. 2010); fakat Citrusaurantium, Hordeum vulgare ve
Cucumis sativus’da azaldigini gostermistir (Tanou et al. 2009, Witzel et al. 2009, Du et

al. 2010).

ROT savunmasinda onemli rolii olan peroksidazlarin (POD'lar) tuz stresi altindaki
bitkilerde seviyelerinin arttigi gosterilmistir (Sugimoto and Takeda 2009, Du et al.
2010). GPX/GST yolu genellikle oksidatif membran zararina karsi 6nemli enzimatik
savunma sistemi olarak degerlendirilmistir (Yoshimura et al. 2004). GPX, GSH ve/veya
diger indirgeyici esdegerleri kullanilarak hidroksil bilesiklere karsilik gelen H,0,'yi
indirgeyebilir. Glutatyon S-transferazlar, GPX aktivitesine sahiptir ve yag asitleri ve
niikleik asitlerin organik hidroperoksitlere indirgenmesi igin GSH'I kullanabilir
(Cummins et al. 1999). Proteomik literatirlerinde, GST'lerin ¢ogu tuz stresi altindaki
bitkilerde artmistir (Pang et al. 2010, Ruan et al. 2011, Kumar Swami et al. 2011).
Bununla birlikte, AsA-GSH dongusu ile H,0, vyok edilebilir. Bu islevde,
monodehidroaskorbat (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon
rediktaz (GR) tarafindan katalizlenen redoks reaksiyonlarinda APX AsA'yi kullanarak
H,0,'yu H,0'ya indirger (Miller et al. 2010). APX, MDAR, DHAR ve GR'yi iceren AsA-GSH
donglisii enzimleri tuz stresi proteomik calismalarinda bulunmustur ve bu enzimler
farkl ifade profilleri gbstermistir (Tanou et al. 2009, Wang et al. 2009, Li et al 2010).
Peroksiredoksin/Tiyoredoksin (PrxR/Trx) yolu bitkilerde merkezi antioksidan savunma
sistemidir. PrxR'ler, ROT metabolizmasini kapsayan multigenik bir familyay! olusturur
(Horling et al. 2003). PrxR'ler, H,O,'yu indirgemek icin tiyol-temelli katalitik

mekanizmayi kullanir ve elektron vericileri olarak Trx'leri kullanarak yeniden olusur
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(Dietz 2011). PrXR'ler ve Trx'de bir artis tuz stresi kosullarinda bazi tirlerde
gozlenmistir (Kim et al. 2007, Zorb et al. 2010, Fatehi et al. 2012).

2.4.3 Tuz Stresine Cevapta Sinyal Yollari

Tuz stresi sinyali; iyonik, ozmotik, detoksifikasyon, hiicre boliinmesi ve genislemesini
diizenlemek igin sinyallerini icerir (Zhu 2002). Plazma membrani veya sitoplazmada
lokalize olan gecici tuz sinyal reseptorleri tuza cevap proteomik calismalarinda
kimliklendirilmistir (Cheng et al. 2009, Zhang et al. 2009). Tuz toleransinin sinyal
transdiiksiyonu 6nemli bir konudur ve tuza asiri duyarl sinyal yolu, ABA sinyal yolu,
Ca*? sinyal transdiksiyon yolu, protein kinaz yolu, fosfolipid yolu, etilen sinyal yolu ve
jasmonik asit tesvikli sinyal yolu gibi bircok tuza cevap sinyal yolu belirlenmistir (Zhu

2002, Cao et al. 2008, Mahajan et al. 2008).

Abiyotik stres kosullarina cevapta heterotrimerik G-proteini kompleksi ve ilgili G-
protein eslesme reseptorleri 6nemli bir rol oynamaktadir (Misra et al. 2007).
Heterotrimerik GTP-baglama proteinleri (G protein), bir sinyalin spesifik bir hiicresel
cevaba donistirmek icin spresifik bir sinyal kaskad diizenleyicisi olarak bilinmekte
(Perfus-Barbeoch et al. 2004) ve bu heterotrimerik proteinin alt Gnitesi bitkilerde tuza
toleransta gorev almaktadir (Tuteja 2007). Proteomik calismalar ile bazi bitki tiirlerinde
tuzla tesvik edilmis G proteini ve birkac¢ kiiclik G proteini belirlenmistir (Wang et al.
2008, Zhang et al. 2009). ilaveten, G proteininin iki alt tinitesini kodlayan genler NaCl
uygulamasiyla artan yonde regile olmus (Misra et al. 2007, Wang et al. 2008) ve bir G
proteini transkripti tuz stresine girmis Mesembryanthemum crystallinum'da da
artmistir (Bolte et al. 2000). Proteomik sonuglar, tuza cevapta G proteinlerindeki
miktar degisimleri Gzerine yeni bilgiler saglamaktadir. G protein mutantlari ve protein-
protein iliskilerinin proteomik analizleri, tuzluluk cevabinda sinyal aglari ve G protein

fonksiyonu hakkinda bilgiyi arttirmistir (Zhao et al. 2013).

Tuz stresi tesvikli Ca*™ bagimli sinyal agi, Na* homeostazisi ve tuz direncine aracilik

etmektedir (Mahajan et al. 2008). Bitki hiicrelerinde Ca*, cok sayida sinyal yolunda
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6zgiin bir sekonder mesajcidir. Kalmodulin (CaM), kalretikulin gibi farkli Ca** baglayan
proteinler ve sitozolik Ca* homeostazisinin reglilasyonuna katilan gelisimsel olarak
reglile olan plazma membrani polipeptidleri-benzeri proteinlerin (CaJ'2 baglama icin
glutamatca zengin bdlgeli) tuz stresine girmis bitkilerde tesvik edildigi proteomik
calismalarla ortaya konmustur (Jiang et al. 2007, Cheng et al. 2009, Li et al. 2010, Zérb
et al. 2010).

Okaryotlarda 14-3-3 proteinleri 6zgiindiir ve kalsiyum bagimli protein kinaz ve
mitojenle-aktive edilmis protein kinaz (MAPK) kaskadlari gibi bircok hiicresel sinyal
yollarini kapsar (Wu et al. 1997). Bitkilerde 14-3-3 proteinleri, iyon transportu ve
sitoplazmik pH'in kontroll igin gerekli olan plazma membraninda elektrokimyasal
gradienti kontrol eden plazma membrani H*-ATPaz'in pozitif diizenleyicileri olarak etki
eder (Palmgren 1998). 14-3-3 proteinlerinin disik sicaklik, kuraklk ve tuz streslerine
cevapta fonksiyon gordigi bilinmektedir (Malakshah et al. 2007). MAPK'lar ilk olarak
serin/treonin kinazlar olarak tanimlanmistir. MAPK'lar ¢esitli ikincil mesajcilar
tarafindan iletilmis ¢oklu hiicre igi sinyallerin birlestiriimesinde 6nemli rol
oynamaktadir (Wrzaczek and Hirt 2001). Proteomik c¢alismalarda, 14-3-3 grup
proteinlerinin bircok Uyesinin tuz stresi altindaki Triticum aestivum, Arabidopsis
thaliana, Oryza sativa ve Zea mays gibi bitki tirlerinde artan yonde regiile oldugu
belirtilmistir (Ndimba et al. 2005, Wang et al. 2008, Cheng et al. 2009, Zo6rb et al.
2010). Bununla birlikte, A. thaliana ve Lathyrus sativus bitkilerinde yapilan proteomik
¢alismalar MAPK'larin tuz stresine cevap olarak artan yonde regiile oldugunu ortaya
koymustur (Pang et al. 2010, Chattopadhyay et al. 2011). Ayrica MAPK'larin, patojen ve
diger streslere karsi uygun cevaplarin saglanmasi igin salisilik asit ve jasmonik asit
bagiml sinyallerin birlestiriimesinde fonksiyon gordigu belirtilmistir (Zhang et al.

2012).
Tuza asiri duyarh (SOS) stres sinyal yolu, bitki iyon homeostazisi ve tuz toleransinin esas

diizenleyicisi olarak tanimlanmistir (Hasegawa et al. 2000b, Sanders et al, 2002). SOS

sinyal iletim yolunda, miristoyillenmis kalsiyum-baglayan protein SOS3, tuz stresi
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tarafindan ortaya c¢ikarilan sitozolik kalsiyum degisikliklerine duyarhdir. SOS3 fiziksel
olarak SOS2 (serin/treonin kinaz) ile iliskilidir ve onu aktive eder. SOS3/S0S2 kinaz
kompleksi, sos1 geni tarafindan kodlanan plazma membrani Na‘’/H" antiportirini
fosforile ve tesvik eder. SOS1 (plazma membrani Na‘/H* antiportiri)'in transport
fonksiyonunun yani sira diizenleyici bir role sahip olabilecegi ve hatta Na* icin yeni bir
sensor olabilecegi ileri surilmustir (Shi et al. 2000). Karsilastirmali proteomik
calismalari protein kinaz kaskadlarinda daha fazla NaCl'ye cevap veren proteinleri
ortaya ¢ikarmistir (Chitteti and Peng 2007, Peng et al. 2009, Zhou et al. 2011). Bununla
birlikte, fosfoproteomik bir c¢alisma ile de fosfoproteinler ve tuz stres sinyal
transdiksiyonundaki  fosfoproteinlerde meydana gelen dinamik degisiklikler

saptanmistir (Zhao et al. 2013).

2.4.4 iyon Homeostazisi

Tuzlu kosullar altinda, Na® ve Cl'un yiiksek apoplastik seviyeleri sulu ve iyonik
termodinamik dengesini degistirir. Bu hiperozmotik stres, iyonik dengesizlik ve toksisite
ile sonuglanir. Stresin Gstesinden gelmek igin, bitki kokleri iyon homeostazisini modile
etmek icin artan Na® ¢ikisi ve kompartimanlasmasi ve azalan Na* girisi mekanizmalarini
gelistirmistir (Zhang et al. 2012). iyon (K ve Na®) homeostazisinin sirdirilmesi
oldukca hassas bir islevdir ve esas olarak H'-ATPaz'lar, farkli iyon kanallari ve
transportirlarinin aksiyonu tarafindan olusturulan proton-itici glice dayanir (Gong et al.

2000).

Vakuolar H'-ATPaz, tonoplast Na*/H" antiportiri tarafindan kullanilan siirdiiriicii giic
olan  bir proton elektrokimyasal gradienti olusturarak  vakuole Na’
kompartimanlasmasini saglar (Chinnusamy et al. 2005). V-ATPaz, bitkilerde hicre
Na’/K" homeostazisini siirdirmek icin vakuolar sodyum ayristirmasina aracilik eden
tonoplastta Na'/H" antiportirini harekete gecirmek icin proton itici giic sagladigi
bilinmektedir (Barkla et al. 2002). Bu durum, V-ATPaz'in iyon zararindan hiicreleri
korumada kritik bir 6neme sahip oldugunu goéstermektedir. V-ATPaz'in sentezindeki

artis, tuz stresine girmis bazi bitkilerde bulunmustur (Wang et al. 2008, Du et al. 2010,
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Yang et al. 2012). Vakuolar H*-ATPaz'larin artan seviyeleri ve/veya aktiviteleri, tuz stresi
altinda Na® ayristirmasi ve ozmotik ayarlama igin oldukca etkili strateji olarak

degerlendirilmistir (Pang et al. 2010).

ABC transportirlari; alkaloidler, terpenoidler, polifenoller ve kinonlar gibi stres iliskili
sekonder metabolitlerin tasinmasindan sorumludur (Yazaki 2006). ilaveten, ABC
transportirlari bitkilerde tuz stres cevabi ve K' homeostazisine katilmaktadir.
Arabidopsis atmrp5-2 mutanti tuzlu kosullarda yabani tip bitkilerden daha fazla Na* ve
daha az K* biriktirir (Lee et al. 2004). Diger ABC transportir geni Ospdr9 tuz stresi
altinda celtik koklerinde tesvik edilmistir (Moons 2003). Tuza toleransli ve duyarh
bugday cesitlerinde ABC transportirlarindaki artis, bu transportirlarin tuza cevaptaki
dnemini gostermektedir (Wang et al. 2008, Peng et al. 2009). Ustelik voltaj-gegitli
potasyum kanah (VGPC), voltaj-bagimli anyon kanali (VDAC) ve siklik nikleotid-gegitli
kanal (CNGC) proteinlerini iceren 6nemli iyon kanal proteinleri tuz stresine cevap
olarak kok proteomlarinda belirlenmistir (Dreyer and Uozumi 2011). VGPC, tuz
stresinin Ustesinden gelmek icin koklerde anormal K*/Na® korumak icin sitozolde K*
konsantrasyonunu diizenler ve K" tasir (Dreyer and Uozumi 2011). Toleransli ve duyarli
bugday cesitlerinin koklerinde VGPC'nin miktarindaki artis, tuzluluk altinda iyon
homeostazisinin slrdirilmesinde VGPC'nin rollini gostermektedir (Peng et al. 2009).
VDAC proteini, Zea mays ve Beta vulgaris'de tuz stresi tarafindan tesvik edilmistir
(Kawasaki et al. 2001, Zorb et al. 2010). VDAC, membranlar arasi bosluga kiiglk
molekdillerin (<1000 Da) gecisinden sorumludur. Bununla birlikte, proteomik ¢alismalar
temelinde bircok anneksin izoformlari Triticum aestivum, Arabidopsis thaliana, Glycine
max, Oryza sativa ve Solanum lycopersicum'da tuzlulukla tesvik edilmistir (Peng et al.
2009, Pang et al. 2010, Manaa et al. 2011). Anneksinin ROT-tesvikli pasif Ca** transport
yolunun olusumu icin endomembran ve plazma membraninda Ca+2—ge<;irebilir kanal

olarak fonksiyon gordigi bilinmektedir (Laohavisit et al. 2010).
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2.4.5 Transkripsiyon ve Protein sentezi

Bitkilerde farkli stres kosullarina cevap olarak tuza cevap genlerinin transkripsiyonel
reglilasyonu énemli bir stratejidir (Jiang et al. 2007). Tuz stresine cevapta ve tuzluluk
toleransinda, transkripsiyon faktorleri ve transkripsiyon iliskili proteinlerin seviyelerinin
onemli bir rol oynadigi proteomik galismalarla gosterilmistir (Zhang et al. 2012). Bazi
genlerin transkripsiyonu, tuz-tesvikli transkripsiyon faktorleri, ¢cinko parmak proteini,
temel/heliks-ilmek-heliks ve reverse transkriptazdan dolayi tuz stresi altinda koklerde
tesvik edilmistir (Chitteti and Peng 2007, Peng et al. 2009, Manaa et al. 2011, Zhou et
al. 2011). RNA isleme enzimleri/faktorleri, farkli stres kosullari altinda farkli ifade
profilleri gostermistir. Bunlara birer 6rnek olarak tuz tesvikli RNA splicing iliskili
proteinler olan tRNA splicing proteini ve AAR2 proteini (splicing pre-mRNA icin bir
protein) ile RNA parcalanmasi icin ribontikleaz verilebilir (Wang et al. 2008, Zorb et al.
2010). ilaveten, helikazlar kadar artan DNA polimerazlar ve DNA topoizomerazlarin tuz
stresinde  DNA replikasyonu, unwindingi ve transkripsiyonunu arttirdigi ileri

surilmustir (Zorb et al. 2004, Wang et al. 2009, Pang et al. 2010).

Protein sentezi abiyotik stres adaptasyonunda 6énemli bir rol oynamaktadir. Proteomik
calismalar, farkli ribozomal proteinler, translasyon baslama faktoérleri, poli(A)-baglama
proteinleri, translasyon uzama faktorleri, translasyonal olarak kontrol edilen timor
proteinleri, RNA tanima motifi iceren proteinler ve t-RNA sentazlari iceren protein
sentez mekanizmasinin birgok bileseninin tuz stresi kosullarinda ifadesinde degisiklikler
oldugunu ortaya cikarmistir (Jiang et al. 2007, Peng et al. 2009, Pang et al. 2010).
Uygun protein katlanma ve islenmesi tuz stresi altinda kék fonksiyonu icin gereklidir.
Molekiler saperonlar (sicakhk sok proteinleri, T-kompleks protein 1), protein disilfit
izomerazlar, siklofilinler ve FK506-baglama proteini gibi proteinler tuza cevap
proteinleri olarak belirlenmistir (Xu et al. 2010, Nam et al. 2012, Yang et al. 2012). Bu
proteinler, stresle zarar gérmiis proteinlerin onarilmasi ve renatlirasyonu, normal
protein katlanmasini slirdirmek icin fonksiyon gostermektedir. Tuz stresi altinda,
ubikuitin/poliubikuitin/tetraubikuitin, SKP1 protein, proteozom bilesenleri, farkli

proteazlar ve peptidazlar, proteaz inhibitorleri ve geri donlisebilen protein-metiyonin-
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S-oksit reduktazlar gibi proteozom yollarinin bazi Uyeleri miktarlarinda degisiklikler
gostermektedir (Wang et al. 2008, Pang et al. 2010, Xu et al. 2010). Protein
turnoverindaki 6nemli rollerine ilaveten proteinlerin ubikuitin aracihig ile
degradasyonu, sinyal transdiksiyonu ve transkripsiyonu gibi diger hicresel islevlerin
reglilasyonunda fonksiyon gordiigl kesin degildir. Boylece bu tuza cevap proteinleri tuz

toleransi icin 6nemlidir (Zhang et al. 2012).

2.4.6 Hiicre iskeleti ve Hiicre Ceperi Bilesenleri

Tuzluluk kosullarinda, hiicre iskeleti hicre turgorunun sirdirilmesi icin hiicre
boyutunun ayarlanmasini saglamak icin hizlica yeniden modellenmektedir (Li et al.
2011). Tuz stresi kosullarinda, temel hiicre iskeleti bilesenleri (aktin ve tibdlin),
ksiloglukan endotransglikosilaz (XET) hidrolazlar, miyozin, kinezin motor ve diger hiicre
iskeleti ile iliskili proteinlerin (bazi aktin-baglayan proteinler) miktar degisimlerinin
Olctlmesiyle hiicre iskeletinin dinamikleri proteomik galismalarla belirlenmistir (Yan et
al. 2005, Jiang et al. 2007, Wang et al. 2009, Zérb et al. 2010). Aktin filamentleri ve
mikrotibdlleri, tuza cevapta bircok hicresel islevleri icin son derece dinamik aga
hizmet eder. Tuzluluk, Arabidopsis'de aktin filamentlerinin dizenlenmesini ve demet
olusumunu tesvik eder; uzun sireli yiksek tuz uygulamasi aktin filamentlerinin
depolarizasyonuna neden olabilir (Wang et al. 2009). Bircok aktin baglama proteini,
aktin filamentlerinin fonksiyonel 6zellikleri ve dinamiklerini dizenlemektedir. Profilin
aktine baglanan 6zglin bir proteindir ve aktin filamentlerinin polimerizasyonu veya
depolimerizasyonu ile hiicre iskeletinin yapisini etkiler ve internal ve eksternal
sinyallere hiicrelerin cevabini saglar (Shavrukov et al. 2010). Profilinin artan yonde
reglilasyonu, tuzun o©nemli miktarlarinda hicresel davranisi ayarlamak ve tuzun
toksisitesini minimuma indirmek icin gorev yaptigi belirtilmistir (Fatehi et al. 2012). Tuz
stresi kosullarinda, hiicre iskeleti dinamikleri diger fizyolojik degisiklikler ile iliskilidir.
Ornegin, aktin organizasyonunun ozmotik stresle regiilasyonu bekci hiicrelerinde K*
kanal aktivitesiyle iliskilidir (Luan 2002). ilaveten, tibiilinler P-tipi ATPaz'lar ile birlikte
goc eder (Campetelli et al. 2005) veya hiicre genislemesi ve morfolojisini kontrol etmek

icin plazma membrani ile iliskilidir (Drykova et al. 2003).

25



Streslere cevap olarak, sellloz, hemiseliiloz, pektin, yapisal proteinler ve lignin
polimerlerini kapsayan hiicre ¢eperindeki kompleks makromolekiiller, farkh hicre
ceperi enzimlerinin koordinasyonu araciligi ile dinamik degisiklikleri saglar (Liepman et
al. 2010). Mevcut proteomik calismalar ile koklerde hiicre ceperi polisakkarit
sentezi/hidrolizi ve lignin biyosentezini kapsayan tuza cevap enzimleri tanimlanmistir
(Du et al. 2010, Manaa et al. 2011). Hiicre ceperinde lignin olusumu ve depozisyonu
kok yapisinin mekanik direncini etkiler (Degenhardt and Gimmler 2000). Tuz
uygulamasinin kok lignifikasyonunu tesvik ettigi (Neves et al. 2010) ve ligninlesmis
borularin sayisinin arttig1 (Sanchez-Aguayo et al. 2004) bildirilmistir. Fenilpropanoid
sentezi icin de gerekli olan fenilalanin amonyak liyaz (PAL), lignin biyosentezinin ilk
basamaginda fenilalaninin sinnamilata donlsimini katalizler (Bonawitz and Chapple
2010). Bugday ve celtik koklerinde PAL'larin azaldigi proteomik calismalarla tespit
edilmistir (Peng et al. 2009, Li et al. 2010). Bunlar arasinda kafeik asit 3-O-
metiltransferaz (CCOMT) ve kafeoil CoA 3-O-metiltransferaz hiicre ¢eperinin lignin
biyosentezinde énemli rol oynar (Pakusch et al. 1989). Lignin monomer olusumuna
paralel yolda CCOMT'in katildig bildirilmistir (Zhong et al. 1998). Tuz stresinden dolayi
tilkikuyrugu dari fidelerinde kafeoil-CoA O-metil transferaz ve kafeik aist 3-O-
metiltransferazin artan yonde regiilasyonu proteomik calismalarla gosterilmistir. Bu
calismalar ile bu O-metil transferazlarin tuz stresine toleransta 6nemli rol oynadigi ileri
surllmustlr (Veeranagamallaiah et al. 2008). CCOMT'in suberin ve lignin biyosentezini
sagladigl ve artan lignifikasyonun apoplastik bir yol aracilig ile koklere girisine Na*
iyonlarina izin veren su akisini saglamada yardimci oldugu ileri stirtilmustir (Yeo et al.

1999).

Bu arastirmada, kanola (Brassica napus L. cv. Sary) fidelerinde dissal lipoik asit (LA) ve
salisilik asit (SA) uygulamalarinin tuz toleransi ve tuz stresi altindaki fidelerde LA
uygulamasinin yaprak proteom degisimleri (zerine etkilerinin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Bu amacla, 18 glinlik kanola fideleri artan NaCl konsantrasyonlarina [50

mM (24 sa), 100 mM (24 sa) ve 150 mM (5 giin)] maruz birakilirken, tuz stresi ile
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birlikte yapraklara spreyleme yoluyla 0.1 mM LA veya SA gin asiri uygulanmistir. LA ve

SA uygulamalarinin 7. gliniinde;

1)

2)

Blylime parametreleri (kok ve toprak Ustlu dokularin taze ve kuru agirliklari),
yaprak dokularinda fotosentetik pigment igerigi, prolin icerigi, sistein ve tiyol
icerikleri, MDA icerigi, antioksidan bilesiklerin [askorbat (AsA) ve glutatyon
(GSH)] icerikleri, bazi antioksidan enzimlerin [sUperoksit dismutaz (SOD),
peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT)] aktiviteleri
belirlenmistir.

Tuz stresi altindaki kanola fidelerinde dissal lipoik asit uygulamasinin yaprak
proteom degisimleri lizerine etkisi 2-D [izoelektrik fokuslama-SDS-poliakrilamid
jel elektroforez (IEF-SDS/PAIJE)] teknigi ve kitle spektrometresi (MALDI-

TOF/TOF) kullanilarak arastiriimistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1 Bitki Yetistirme Kosullari ve Uygulamalar

Bu arastirmada, kanola (Brassica napus L. cv. Sary) tohumlar ticari firmadan elde
edilmistir. Kanola gesidine ait tohumlar, icerisinde distile su ile islatilmis iki kat filtre
kagidi bulunan 20x11.5x5 cm boyutlarinda seffaf plastikten yapilmis cimlendirme
kaplarinda kontrolli iklim kabininde (23°C, karanlk, %60 nem) 24 saat
cimlendirilmistir. Yaklasik ayni kék uzunluguna sahip ¢imlenmis tohumlar segilmis ve
perlitle doldurulmus (yaklasik 10 cm?®) drenajli polistren tuplere (yaklasik 50 cm?)
ekilmistir. Bu tipler, 0.5 L besin ¢ozeltisi [(mM): 2.4 Ca(NOs),, 1.0 KH,PO4, 3.0 KNOs3,
1.0 MgS0,4 ve 0.5 NaCl, (uM): 23.1 H3BOs3, 4.6 MnCl, 0.38 ZnSO,4, 0.16 CuSO,4, 0.052
H.MoO, ve 44.8 FeEDTA; pH: 6.0)] iceren 1 L'lik plastik saksilarin kapaklarindaki
deliklere yerlestirilmistir. Fideler 3 glin daha kontrolli iklim kabininde hidroponik
kiiltir ortaminda karanlikta blyttidlmistir. Bu slre sonunda, her bir kiltlir kabinda
toplam 10 fide kalacak sekilde seyreltmeye gidilmistir. Dort glnliik etiyole fideler
kontrolli iklim kabininde (23°C, 110 umol m2s™t 1stk yogunlugu, 16:8 saat fotoperiyot
ve %60 nem) 14 giin daha blyltilmis ve besin g¢ozeltileri giin asiri degistirilmistir.
Daha sonra kontrol ve artan tuz (NaCl) uygulamalarina transfer edilen 18 ginlik
fidelerin yapraklarina 7 giin boyunca lipoik asit (LA, %0.1 Tween-80 iceren %1'lik etil
alkolde ¢oziilmis 0.1 mM lipoik asit ¢ozeltisi) veya salisilik asit (SA, %0.1 Tween-80
iceren %1'lik etil alkolde ¢6zilmis 0.1 mM salisilik asit ¢ozeltisi) ¢ozeltileri

spreylenmistir. Buna gore asagidaki uygulama gruplari olusturulmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Kanola fidelerinin maruz birakildigi uygulama gruplari.

Uygulama Acgiklama

Kontrol (K) Sadece besin ¢ozeltisi iceren her bir kiltir ortamindaki 18 giinlik fidelerin
yapraklarina 7 giin boyunca giin asiri 12.5 mL'lik etil alkol (%1) + Tween 80
(% 0.1) karisimi puskdrtilmastir.

LA Sadece besin ¢ozeltisi iceren her bir kiltir ortamindaki 18 giinliik fidelerin
yapraklarina 7 gin boyunca glin asiri 12.5 mL'lik LA (0.1 mM) + Tween 80

(%0.1) karisimi puskartalmastar.
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Cizelge 3.1 Devami.

Uygulama

Aciklama

SA

NaCl

NaCl + LA

NaCl + SA

Sadece besin ¢ozeltisi iceren her bir kiltir ortamindaki 18 giinlik fidelerin
yapraklarina 7 giin boyunca glin asiri 12.5 mL'lik SA (0.1 mM) + Tween 80
(%0.1) karisimi plskartilmastar.

Ozmotik sokun engellenmesi icin 18 giinltk fideler, 19. giin 50 mM, 20. giin
100 mM ve 21. gininden itibaren 150 mM NaCl igeren kiltlir ortamina
transfer edilmistir. Tuz uygulamalari ile ayni zamanda baslayarak giin asir
olmak Uzere fidelerin yapraklarina 12.5 mL'lik etil alkol (%1) + Tween 80
(%0.1) karisimi plskartilmuastar.

Ozmotik sokun engellenmesi icin 18 giinlik fideler, 19. giin 50 mM, 20. giin
100 mM ve 21. giinlinden itibaren 150 mM NaCl igeren kdltiir ortamina
transfer edilmistir. Tuz uygulamalari ile ayni zamanda baslayarak glin asiri
olmak (zere fidelerin yapraklarina 12.5 mL'lik LA (0.1 mM) + Tween 80
(%0.1) karisimi puskdrttlmastar.

Ozmotik sokun engellenmesi icin 18 ginlik fideler, 19. giin 50 mM, 20. giin
100 mM ve 21. gliniinden itibaren 150 mM NaCl igceren kdltiir ortamina
transfer edilmistir. Tuz uygulamalari ile ayni zamanda baslayarak gilin asiri
olmak Uzere fidelerin yapraklarina 12.5 mL'lik SA (%1) + Tween 80 (%0.1)

karigimi puskirtilmustir.

Kontrol ve tuz uygulamalarina ait besin ¢ozeltileri de glin asir degistirilmistir. Bununla

birlikte, 18 glinliik fidelerde ozmotik sokun engellenmesi amaciyla 19. giin 50 mM, 20.

gin 100 mM ve 21. gin 150 mM NaCl olmak lzere asamali NaCl stres uygulamalari

sonucu orneklemelerin yapilabildigi en yiksek konsatrasyon degeri (150 mM NaCl)

yapilan 6n calismalarla belirlenmistir. ilaveten, yine yapilan 6n ¢alismalar ile belirlenen

0.1 mM LA ve SA konsantrasyonu, kanola fidelerinde NaCl toleransini tesvik etmek icin

optimum konsantrasyon olarak belirlenmistir. Fideler, uygulamalarin 7. gliniinde

yapilacak analizlere uygun olarak hasat edilmistir.
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3.2 Toprak Ustii Organlarin Taze ve Kuru Agirliklarinin Belirlenmesi

Alti farkli uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin (Cizelge 3.1) toprak usti
organlarinin (gévde + yaprak) taze agirliklari (mg fide™) belirlendikten sonra 80°C’lik
etiivde 48 sa sireyle kurutulmus ve bu sire sonunda kuru agirliklari (mg fide™)

belirlenmistir.

3.3 Fotosentetik Pigment igeriginin Belirlenmesi

Alti farkli uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin (Cizelge 3.1) yaprak
dokularindan toplam klorofil (Klo a + b) ve karotenoidlerin ekstraksiyonu ve
konsantrasyon tayinleri Wellburn (1994)’e gore yapilmistir. Uygulamalara ait fidelerin
yapraklarindan yaklasik 50 mg taze yaprak dokusu alinmistir. Kiigiik parcalara ayrilan
dokular, 10 mL sogutulmus metanol iceren agzi kapakli cam test tiplerine alinmistir.
Pigmentlerin tamamen metanole geg¢mesi igin tlipler 48 sa siiresince +4°C ve karanlikta
bekletilmistir. Her uygulamaya ait c¢ozeltinin Klo a, Klo b ve karotenoidlerin
absorbanslari sirasiyla 666, 653 ve 470 nm dalga boylarinda, TU-1880 Double Beam
UV-VIS spektrofotometre kullanilarak olglilmiis ve konsantrasyonlar asagidaki

formiullere gore taze agirlik (TA) temelinde mg g_1 TA olarak hesaplanmistir (Wellburn

1994):

Klorofil a (Klo a) = 15.65Ag66— 7.34Ag53 X S*

Klorofil b (Klo b) = 27.05A¢53— 11.21Age6 X S

Karotenoidler = (1000A470 — 2.86Klo a — 129.2Klo b)/221 x S

* S: Seyreltme katsayisi

3.4 Prolin igeriginin Belirlenmesi

Alti farkli uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin (Cizelge 3.1) yaprak
dokularinda prolin icerigi Bates vd. (1973)'nin bildirdigi metoda gore belirlenmistir. Sivi
azotta dondurulmus yaprak dokusu (200 mg) havanda dovilmis ve proteinlerin
¢oktirtilmesi icin 1.5mL %3’lik siilfosalisilik asit eklenmistir. Ornekler ependorf

tlplerine transfer edilmis ve 8000 xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Her bir 6rnekten
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500 uL supernatant agzi kapakli cam test tiplerine alinmis ve tiplere 2 mL glasiyal
asetik asit ve 2 mL asit ninhidrin [%60’lik 6 M fosforik asitte %3’lik (w/v) ninhidrin]
eklenmistir. Test tlpleri 95°C’de 1 sa tutulmustur. Tupler buzda sogutulduktan sonra 2
mL toluen tiplere eklenerek vortekslenmis ve olusan Ust faz kuvars kiivete alinarak 520
nm’de TU-1880 DoubleBeam UV-VIS spektrofotometre ile absorbanslari okunmustur.
Prolin konsantrasyonlari, hazirlanan prolin standardi (0-100 ug mL™Y) kullanilarak

hesaplanmistir.

3.5 Sistein ve Tiyol iceriklerinin Belirlenmesi

Alti farkh uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin (Cizelge 3.1) yaprak
dokularinda sistein icerikleri Gaitonde (1967)'nin bildirdigi standart protokole gore
belirlenmistir. Yaprak dokulari (500 mg) %5’lik perklorik asitte ekstrakte edilmis ve
homojenantlar +4°C ve 10000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra
sipernatant es hacimde ninhidrin ayiraci ve glasiyal asetik asit ile muamele edilmistir.
Ornekler 95°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra buz tizerinde sogutularak reaksiyon
durdurulmustur. Olusan renk 560 nm dalga boyunda okunmus ve sistein icerigi L-
sistein ile elde edilen standart egriyle belirlenmistir. Sistein icerigi nmol g_1 TA olarak

ifade edilmistir.

Alt1 farkh uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin (Cizelge 3.1) yaprak
dokularinda tiyol icerikleri Nagalakshmi ve Prasad (2001)’a gore belirlenmistir. Yaprak
dokulari (500 mg) sivi azot kullanilarak havanda toz haline getirildikten sonra 20 mM
EDTA ve 20 mM askorbik asit iceren ekstraksiyon tamponunda homojenize edilmistir.
Homojenatlar +4°C ve 12000 xg’de 20 dakika santriflij edilmistir. Protein olmayan
(non-protein) tiyol (NPT) iceriklerinin belirlenmesi icin 1 mL slipernatant 2 mL %10’luk
(w/v) sulfosalisilik asit ile karistirllmistir. Daha sonra bu karisim 15 dakika oda
sicakliginda inklibe edildikten sonra 15 dakika 3000 xg’de santrifiij edilmistir.
Santrifligasyondan sonra 2 mL slipernatant 1.9 mL 400 mM Tris-HCI (pH 8.9) tamponu
ve 0.1 mL 10 mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (Ellman’s ayiraci) ile karistirilmistir.

Karisimlar 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 412 nm’de absorbanslari
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Olcllmustir. Tiyol gruplari ekstinksiyon katsayisi (¢ = 13.100 M ecm™) kullanilarak

hesaplanmistir (Harmens et al. 1993).

3.6 Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Alti farkh uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin (Cizelge 3.1) yaprak
dokularinda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
miktarinin belirlenmesi Heath ve Packer (1985)’in bildirdigi metoda goére yapilmistir.
250 mg yaprak dokusu 5 mL %5’lik trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir.
Homojenatlar +4°C ve 12000 xg’de 5 dakika santriflij edilmistir. Sipernatanttan 250 uL
alinarak Gzerine %0.5 tiyobarbdtirik asit (TBA) iceren %20’lik TCA ¢ozeltisi eklenmistir.
Bu karisim daha sonra 95°C’de 30 dakika su banyosunda tutulmustur. Su banyosundan
¢ikarilan tuplerdeki reaksiyonlari durdurmak icin tipler buz banyosuna konulmustur.
Sonrasinda 6rnekler 2 mL’lik test tliplerine alinarak 10000 xg’de 10 dakika santrifj
edilmistir. Sipernatantlar kuvars kiivetlere alinarak 532 ve 600 nm’de TU-1880 Double
Beam UV-VIS spektrofotometre ile absorbanslari olciimistir. Kor olarak %0.5 TBA
ihtiva eden %20’lik TCA ¢ozeltisi (6rnek icermeyen) kullaniimigtir. Yaprak dokularinin
MDA igerigi molar ekstinksiyon katsayisi (€ = 155 mM~ em™) kullanilarak pmol g_1 TA

olarak belirlenmistir.

3.7 Antioksidan Enzim Aktiviteleri ve Antioksidanlarin igeriklerinin Belirlenmesi
3.7.1 Enzim Ekstraksiyonu

Alti farkh uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin (Cizelge 3.1) yaprak dokulari
(500 mg) 1 mM EDTA, %1 (w/v) polivinilpirrolidon (PVP) ve 5 mM askorbik asit (yalnizca
APX icin) iceren 5 mL 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH 7.0) homojenize
edilmistir. Homojenat +4°C ve 14 000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Slpernatantlar sliperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol
peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinin belirlenmesi
icin kullanilmistir. Slpernatantlardaki protein miktari Bradford (1976)’'a gore

belirlenmistir.
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3.7.2 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, nitroblue tetrazolium (NBT)
metoduna gore (Beauchamp and Fridovich 1971) NBT'nin fotoindirgenmesinin 560
nm’de Olgllmesi ile belirlenmistir. Aktivite tayini icin 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8),
0.1 mM EDTA, 13 mM metiyonin, 75 uM NBT ve %1’lik Triton X-100 iceren karisima 70
pl enzim ekstrakti ilave edilmistir. Daha sonra bu karisima ve 2 uM riboflavin eklenmis
ve test tlplerinin 10 dakika icin beyaz 1sik kaynagi altina yerlestirilmesiyle reaksiyon
baslatiimistir.  Orneklerin  absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (TU-1880 Double Beam UV-VIS) olarak belirlenmistir. Bir tinite SOD,
deneysel kosullar altinda NBT indirgenmesinde %50 inhibisyona neden olan enzim
miktari olarak ifade edilmistir. Toplam SOD aktivitesi U mg_1 protein olarak

hesaplanmistir.

3.7.3 Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano ve Asada (1987)ya gore
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM EDTA, 0.25
mM askorbat, 5 mM H,0, ve 20 uL enzim ekstraktindan olusmaktadir. Reaksiyon, 100
puL 5 mM H,0,’in ilavesi ile baslatilmistir. Askorbik asidin oksidasyon orani,
spektrofotometre kullanilarak 3 dakika icin 290 nm’de absorbanstaki azalmayi takiben
belirlenmistir. Toplam APX aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayisi (¢ = 2.8 mM™

cm ™) kullanilarak pmol min mg_1 protein olarak hesaplanmistir.

3.7.4 Guaiakol Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) aktivitesi Mika ve Luthje (2003)’ye gore
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 25 mM sodyum-asetat-HCl (pH 5.0), 51.3 mM
guaiakol, 12.5 mM H,0, ve enzim ekstrakti icermektedir. Reaksiyon enzim ekstraktinin
ilavesiyle baslatilmis ve absorbanstaki degisim 470 nm’de 3 dakika slire boyunca takip
edilmistir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM™

cm ™) kullanilarak umol min~t mg ™" protein olarak belirlenmistir.
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3.7.5 Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Toplam katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Aebi (1984)'ye gore belirlenmistir.
Reaksiyon karisimi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) ve 10.6 mM H,0,
icermektedir. Reaksiyon 25 pL enzim ekstraktinin ilave edilmesi ile baslatilmistir. CAT
aktivitesi, H,0,'in 3 dakika i¢cin 240 nm’de (e= 39.4 mM ™ cm_l) bozunmasi ile umol

min"* mg " protein olarak belirlenmistir.

3.7.6 Askorbat (AsA) ve Glutatyon (GSH) igeriklerinin Belirlenmesi

Alti farkh uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin (Cizelge 3.1) yaprak
dokularinda toplam askorbat [AsA + dihidroaskorbik asit (DHA)] ve indirgenmis
askorbat (AsA) icerikleri Hodges vd. (1996)'ne gore belirlenmistir. Taze yaprak dokulari
(300 mg) %5’lik 6-fosforik asit icerisinde homojenize edildikten sonra 12000 xg’'de 20
dakika santriflj edilmistir. Toplam askorbat icerigi siipernatant, 5 mM EDTA iceren 150
mM potasyum fosfat tamponu ve DHA’I AsA’a indirgemek icin 10 mM ditiyoteritol
(DTT) igeren reaksiyon karisimi ile belirlenmistir. Bu karisim 50 dakika laboratuvar
kosullarinda tutulduktan sonra fazla DTT'nin uzaklastiriimasi igin Gzerine %0.5’lik N-
etilmaleimid ilave edilmistir. Daha sonra her bir tiipe 0.61 M trikloroasetik asit, 0.8 M
ortofosforik asit, a,a’-bipiridil ve 30 g L FeCls eklenmis ve 1 saat 40°C’de inkibe
edilmistir. AsA igerigi ise DTT ve N-etilmaleimid yerine distile su kullanilarak yukari
belirtilen metoda gore belirlenmistir. Toplam askorbat ve indirgenmis askorbat
icerikleri, L-askorbat ile hazirlanan standart egri ile belirlenmistir. DHA igerigi ise

toplam AsA’dan indirgenmis AsA’nin gikarilmasi ile hesaplanmistir.

Alti farkli uygulamaya maruz birakilan kanola fidelerinin (Cizelge 3.1) yaprak
dokularinda indirgenmis (GSH) ve yikseltgenmis (GSSG) glutatyon icerikleri Griffith
(1980)'in bildirdigi metoda gore belirlenmistir. Taze yaprak dokusu (500 mg) %5’lik
sulfosalisilik asit ¢ozeltisinde homojenize edilmis ve homojenant +4°C'de 10 dakika
12000 xg’de santrifiij edilmistir. Santifigasyon sonrasi 300 pL siipernatant 18 uL 7.5 M

trietanolamin ile notralize edilmistir. Yalnizca GSSG’nin belirlenebilmesi icin 150 L

34



notralize edilmis 6rnek 3 pL 2-vinilpiridin ile 60 dakika 20°C’'de inklibe edilmistir. Diger
150 pLl’lik o6rnek ise toplam glutatyonun (GSH+GSSG) igeriginin belirlenmesi igin
kullanilmistir. Her iki tip ornekten 50 upL alinmis ve 0.3 mM NADPH, 10 mM
ditiyobisnitro benzoik asit (DTNB) ve 6.3 mM EDTA igceren 125 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 6.5) ile karistirilmistir. Karisima 10 pL glutatyon rediktaz (5 U mL™)
ilavesiyle reaksiyon baslatilmis ve absorbanstaki degisim 421 nm’de izlenmistir. GSH ve
GSSG kullanilarak hazirlanan standart egriler GSH ve GSSG igeriklerinin belirlenmesi igin

kullanilmistir.

3.8 Proteomik Analizler

Kontrol (K), lipoik asit (LA), tuz (NaCl) ve artan tuz uygulamasi ile birlikte LA (NaCl + LA)
uygulamalarini (Cizelge 3.1) takiben fidelerin yapraklari orneklenerek sivi azota

alinmustir.

3.8.1 Protein Ekstraksiyonu

Uygulama gruplarindan elde edilen fidelerin yaprak dokularindan proteinlerin
ekstraksiyonu fenol metoduna gore gerceklestirilmistir (Hurkman and Tanaka 1986,
Ahsan et al. 2008). Yaprak dokulari (500 mg) havan ve tokmagi kullanilarak sivi azot
icerisinde toz haline getirilmis ve 0.5 M Tris-HCI (pH 8.3), %2 v/v NP-40, 20 mM MgCl,,
%2 v/v B-merkaptoetanol, 1 mM fenilmetansiilfonilfluorid ve 0.7 M sukroz igeren 5 mL
Mg/NP-40 ekstraksiyon tamponunda homojenize edilmistir (Kim et al. 2001). Daha
sonra homojenata esit hacimde Tris-HCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisi eklenmis ve 2
dakika boyunca vortekslendikten sonra 3500 xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifligasyondan sonra (st kissimda kalan fenol faz ayri bir tlipe alinmis ve tekrar
ekstraksiyon tamponu ile karistirilmis ve santriflij edilmistir. Santrifligasyon sonrasi
fenol faz yeni bir tlipe alinmis ve proteinlerin c¢oktiirilmesi icin Gzerine 0.1 M
amonyum asetat iceren 4 hacim soguk metanol ilave edilmis ve -20°C’de inkibe
edilmistir. Bu periyot sonunda ¢oktiiriimis proteinler 10 dakika 3500 xg’de santrifij

edilmis ve elde edilen protein peleti 3 kez daha 0.1 M amonyum asetat iceren soguk
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metanol ile yikanmistir. Slpernatant uzaklastirildiktan sonra tiipte kalan peletler
desikatorde kurutularak kullanilincaya kadar -20°C'de saklanacaktir. Peletler
rehidrasyon tamponunda (7 M urea, 2 M thiourea, %4 (w/v) CHAPS, 65 mM DTT ve
%0.4 Ampholyte (pH 3-10) ¢6ziinmis ve peletlerdeki protein miktarlari Bradford
(1976)’a gore hesaplanmistir. Protein standardi olarak Bovine Serum Albumin (BSA)

kullanilmistir.

3.8.2 iki Yonlii (2-D) Jel Elektroforezi

Protein profillerindeki polimorfizmler iki-yonli (2-D) poliakrilamid jel elektroforezi
(izoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi, IEF/SDS-
PAJE) teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Elektroforezin ilk yoni olan IEF'de, Protean
IEF Cell (Bio-Rad) sisteminde IPG (Immobilized pH Gradient) stripleri (pH 4-7, 17 cm)
kullanilarak proteinlerin izoelektrik noktalarina gére ayristirilmasi saglanmistir. Stripler
80 ug protein igeren rehidrasyon tamponuyla muamele edilmis ve Protean IEF Cell
sistemine transfer edilmistir. Stripler 50 V akimda aktif olarak rehidrate edilmistir.
Rehidrasyon basamagindan sonra izoelektrik fokuslama toplam 70000 V olacak sekilde
20°C’'de gerceklestirilmistir. IEF'den sonra stripler 10 dakika dengeleme ¢ozeltisi | [6 M
urea, 0.375 M Tris-HCl, pH8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2 (w/v) DTT] ve 10
dakika dengeleme ¢ozeltisi Il [6 M urea, 0.375 M Tris-HCIpH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20
(v/v) gliserol ve %2.5 (w/v) iodoacetamide] ile muamele edilmistir. Dengeleme
basamagindan sonra ikinci yon olan SDS-PAGE %12’lik akrilamid jelde (%30
akrilamid/bisakrilamid, 1.5 M Tris-HCl tamponu, pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum
persilfat ve TEMED) Laemmli (1970)'ye gore gerceklestirilmistir. 2-D elektroforez
PROTEAN Il XL Cell (Bio-Rad)’'de gerceklestirilmistir. Protein standardi olarak Sigma
molekiler markér (MWSDS-70L, Sigma, St. Louis, MO) kullanilmistir. Goérinti
analizlerinin yapilacagi analitik jellerdeki protein benekleri gimiis boyama (Sinha et al.
2001) ile kitle spektrometrisi analizlerinde kullanilacak jeller ise kolloidal Coomassie

Brillant Blue (CBB) boyama ile gorliniir hale getirilmistir (Neuhoff et al. 1988).
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3.8.3 Goriintl Analizleri

GUmuis boyali jeller ChemiDoc™ MP jel gorintileme sistemi (Bio-Rad) ile
gorintllenmistir. ifadesinde degisiklik gésteren (ifadesi artan ve/veya azalan yénde
diizenlenen) protein benekleri PDQuest yazilimi (versiyon 8.0.1, Bio-Rad) ile saptanmis
ve nispi hacimleri temelinde miktarlari belirlenmistir. Belirli bir protein beneginin
yogunlugu, jel gorintisindeki benegi olusturan tim piksellerin toplam yogunlugu
olarak tanimlanan protein hacmi olarak ifade edilmistir. Bununla birlikte, protein
miktar tayini, ornek yikleme veya jel boyama basamaklarinda meydana gelebilecek
olasi hatalari telafi etmek icin her bir protein beneginin hacmi, jelde bulunan tim

protein beneklerinin toplam hacminin ylizdesi olacak sekilde normalize edilmistir.

3.8.4 Jelde Triptik Kesim

Secilmis protein benekleri CBB boyali jellerden EXQuest Benek Cutter (Bio-Rad) cihazi
kullanilarak kesilmis ve 0.6 mL’lik steril tlplere alinmigtir. Protein beneklerinin triptik
kesimi icin In-Gel Tryptic Digestion Kiti (Thermo Scientific) kullaniimistir. Fazla boyanin
uzaklastiriimasi icin kesilen jel pargalari 2 g/L amonyum bikarbonat %50 asetonitril
¢ozeltisi ile 37°C'de 30 dakika muamele edilmistir. Boya uzaklastirma c¢ozeltisi
tiplerden uzaklastirildiktan sonra indirgeme ve alkilasyon basamaklarina gecilmistir.
indirgeme basamagi icin jel parcaciklari 50 mM Tris(2-karboksietil)fosfin ¢ozeltisi iceren
2 g/L amonyum bikarbonat c¢o6zeltisi ile 60°C’'de 10 dakika muamele edilmistir. Bu
periyot sonunda indirgeme ¢0zeltisi uzaklastirilmis ve alkilasyon icin jel parcaciklari 100
mM iyodoasetamid ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Alkilasyon tamponu
uzaklastirildiktan sonra jel pargalari 2 g/L amonyum bikarbonat %50 asetonitril ¢dzeltisi
ile 37°C'de 15 dakika muamele edilmistir. Jel parcalarini dehidrate etmek i¢in drnekler
konsantre asetonitril ile oda sicakliginda 15 dakika inkibe edilmistir. Asetonitril
¢Ozeltisi uzaklastirildiktan sonra 6rnekler oda sicakhginda kurutulmustur. Daha sonra
kurutulmus jel parcaciklari tzerine aktive edilmis tripsin (10 ng/uL) eklenmis ve
30°C’'de gece boyunca inklibe edilmistir. Bu sire sonunda tlpler icerisindeki ¢ozelti

yeni bir tipe alinmis ve vakum konsantratoér (Eppendorf, Germany) ile kurutulmustur.
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Daha sonra kurutulmus ornekler 10 puL %0.1’lik trifloroasetik asit (TFA) ile yeniden
sispanse edilmis ve kitle spektrometrisi analizlerinde kullanilincaya kadar -20°C’'de

saklanmigtir.

3.8.5 Kiitle Spektrometrisi Analizleri

Kutle spektrometrisi analizleri icin %0.1’lik TFA’da ¢o6zlinmis peptidler ZipTip Cig
(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilarak konsantre hale getirilmistir. Peptid
cozeltileri, %50 asetonitril ve %0.1 TFA ile doyurulmus 10 mg L™ a-cyano-4-
hydroxycinnamic asit (matriks) ile karistirlmistir. Daha sonra yaklagik 1 pL ¢ozelti
MALDI plakasina yerlestirilmis ve kurumasi saglanmistir. Kiitle spektrometrisi analizleri
AB Sceix TOF/TOF 5800 kiitle spektrometrisi cihazi (Applied Biosystems, Framingham,
MA, USA) kullanilarak gercgeklestirilmistir. Kiitle spektrumu (m/z 800—-3000) pozitif iyon
reflektér modunda elde edilmistir. Her bir protein benegi icin MS modundan elde
edilen 10 pik MS/MS fragmentasyonu igin secilmistir. MS/MS modu 1 kV’lik ¢arpisma
(collision) enerjisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Carpisma tesvikli fragmentasyon igin
carpisma gazi olarak hava kullanilmistir. Oncii MS spektrumlari icin internal kalibrasyon
olarak otolitik tripsin peptidleri kullaniimistir. Glu-Fib fragmentleri ile elde edilen
eksternal kalibrasyon ise MS/MS spektrumlarina uygulanmistir. MS/MS verileri GPS
Explorer (Applied Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yazilimlari
kullanilarak protein veri tabanlarina karsi taranmistir. Veri tabani aramasi SwissProt ve
NCBInr protein veri tabanina karsi yapiimistir. Arama kriterleri olarak Cizelge 3.2’deki
parametreler kullanilmistir. MS/MS verileri icin %95’den daha biyuk olarak belirlenen
onemli derecede yiksek MASCOT skorlari, glvenilir sekilde tanimlanmis protein olarak

kabul edilmistir.
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Cizelge 3.2 Protein tanimlamada secilen tarama parametreleri.

Parametre

Enzim Tripsin

Degisken modifikasyonlar Metiyonin oksidasyonu

Sabit modifikasyonlar Sistein karbamidometilasyonu
Peptid toleransi 50 ppm

MS/MS toleransi 0.4 Da

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

3.9. istatistiksel Analizler

Denemeler, rastgele deneme deseninde diizenlenmistir. Denemelerden elde edilen
veriler en az lc¢ tekrarli olarak dizenlenmis lg¢ bagimsiz denemeden elde edilmistir.
Proteomik calismalar disindaki diger analizlerden elde edilen verilere SPSS (versiyon
16) paket programi kullanilarak varyans analizi yapilmistir. Veriler arasindaki dnemli

farkhliklar Duncan goklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir (P < 0.05).
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4. BULGULAR

4.1 Tuz Stresi Altindaki Kanola Fidelerinde Fide Biiyiimesi Uzerine Dissal Lipoik Asit

ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Etkisi

Bu arastirmada, kanola (Brassica napus L. cv. Sary) fidelerinde NaCl stresi ve tuz stresi
altindaki kanola fidelerinde dissal uygulanan lipoik asit (LA) ve salisilik asidin (SA) fide
blylmesi lzerine etkisi incelenmistir. Bu amagla, 18 glinliik kanola fideleri kontrol, LA,
SA, NaCl stresi, NaCl stresi + LA (NaCl+LA) ve NaCl stresi + SA (NaCl+SA) uygulamalarina
maruz birakilmistir. Bu uygulamalarin 7. gliniinde fide blylimesi (toprak Gsti ve kok

dokularinin taze ve kuru agirliklari) belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Tuz stresi altindaki kanola fidelerinin toprak Usti ve kok taze (TA) ve kuru (KA)
agirhklari Gizerine digsal LA ve SA uygulamalarinin etkisi.

Toprak Ustii TA  Toprak istii KA Kok TA Kok KA

Uygulamalar mg fide™

Kontrol 1486 +39.1% 103.3 + 4.4° 104.4 + 5.2° 5.96 + 0.41%
LA 1499 + 25.0° 105.8 + 2.1° 103.1 + 1.8° 5.73 + 0.10°
SA 1467 + 28.1° 108.0 + 7.0° 106.5 + 1.2° 6.51 +0.26°
NaCl 848 +24.4° 743 +1.3° 75.3+2.7° 4.87 +0.10°
NaCl+LA 1022 + 18.4° 88.5+1.7° 91.3+22° 6.37 +0.19%
NaCl+SA 991 + 46.8° 90.5 + 4.5 88.6 + 2.4 6.04 +0.15%°

* Her bir sttundaki farkli harfler, uygulamalar arasindaki 6nemli diizeydeki farkliliklari géstermektedir
(P<0.05). Her bir deger, her tekrarda 10 fidenin 6rneklendigi Ug tekrarin ortalamasidir. Standart hata
(£SH).

Kanola fidelerinin toprak Ustli dokularinin taze ve kuru agirliklari kontrole gére NaCl
uygulamasinda onemli diizeyde (P<0.05) azalmistir (Cizelge 4.1). Bu azalma, toprak
Usti  dokularinin taze agirhklarn igin %42.9, kuru agirhiklar igin %28.1 olarak
belirlenmistir. Bununla birlikte, NaCl stresi kok dokularinin taze ve kuru agirliklarini
kontrole gore sirasiyla %27.8 ve %18.2 oraninda azaltmigtir. LA ve SA uygulamalari
fidelerin taze ve kuru agirhiklari Gzerinde gosterdikleri etki dnemsizken, NaCl stresi
altindaki fidelerin taze ve kuru agirliklarinda LA ve SA uygulamalar iyilestirici etki

gostermistir. LA ve SA uygulamalari toprak Gsti dokularinin taze agirhiklarini NaCl
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stresine gore sirasiyla %20.5 ve %16.8 oraninda arttirirken, kuru agirliklari sirasiyla
%19.2 ve %21.8 oraninda arttirmistir. Bununla birlikte, LA ve SA uygulamalar kdk
dokularinin taze agirliklarini NaCl stresine gore sirasiyla %21.2 ve %17.6 oraninda
arttirirken, kuru agirhklari sirasiyla %30.9 ve %24.0 oraninda arttirmistir. Ayrica tuz
stresi altindaki fidelerin bliyime parametreleri izerine dissal LA ve SA uygulamalari

benzer etkiler gostermistir (Cizelge 4.1).

4.2 Tuz Stresi Altindaki Kanola Fidelerinde Lipid Peroksidasyonu Uzerine Dissal Lipoik

Asit ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Etkisi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA) icerikleri NaCl uygulamasinda énemli diizeyde (P<0.05) artmistir
(Sekil 4.1). SA uygulamasi MDA icerigini kontrole gore %19.0 oraninda azaltmistir. NaCl
stresi MDA igeriginde kontrole gore %46.0 oraninda artisa neden olmustur. Bununla
birlikte, NaCl stresi altindaki fidelerde LA ve SA uygulamalari MDA iceriklerini NaCl

stresine gore sirasiyla %22.1 ve %24.2 oraninda azaltmstir. (Sekil 4.1).

40 d
T

o 30' C c
n) = B o8
b2 20 A a
< o
a2
2:/‘

10 A

0 T T T

Kontol LA  SA  NaCl NaCl+ NaCl+
LA  SA

Uygulamalar
Sekil 4.1 NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak dokularinda malodialdehit (MDA) icerigi
Uzerine dissal LA veya SA uygulamalarinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar arasinda Duncan
Coklu Karsilastirma testine gére 6nemli dizeydeki (P<0.05) farkhlklari géstermektedir. Barlar

standart hatayi (£SH) gostermektedir.
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4.3 Tuz Stresi Altindaki Kanola Fidelerinde Klorofil igerigi Uzerine Dissal Lipoik Asit ve

Salisilik Asit Uygulamalarinin Etkisi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda klorofil icerigi Gizerine NaCl uygulamasinin énemli
bir etkisi belirlenmemistir (Sekil 4.2). Bununla birlikte, LA ve SA uygulamalari klorofil
iceriklerini kontrole goére arttirmistir. Bu etki, LA uygulamasinda %9.2 olarak
belirlenirken, SA uygulamasinda %35.2 oraninda belirlenmistir. Bununla birlikte,
NaCl+LA ve NaCl+SA uygulamalari klorofil iceriklerini NaCl uygulamasina gore yaklasik

%10’luk oranla 6nemli diizeyde arttirmistir (Sekil 4.2).

12 ~

10 A o

Klorofil igerigi
(mg g TA)
[}

0 T T T T T
Kontrol LA SA NaCl NaCl+ NaCl +
LA SA

Uygulamalar

Sekil 4.2 NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak dokularinda klorofil icerigi (izerine dissal
LA veya SA uygulamalarinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar arasinda Duncan Coklu
Karsilastirma testine gbre onemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklari géstermektedir. Barlar

standart hatayi (£SH) géstermektedir.

4.4 Tuz Stresi Altindaki Kanola Fidelerinde Prolin igerigi Uzerine Digsal Lipoik Asit ve

Salisilik Asit Uygulamalarinin Etkisi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda prolin icerigi NaCl uygulamasinda 6nemli
diizeyde (P<0.05) artmistir (Sekil 4.3). SA uygulamasi prolin icerigini kontrole gore

onemli diizeyde arttirmistir. NaCl stresi prolin iceriginde kontrole gore 17 kat artisa
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neden olmustur. Bununla birlikte, NaCl stresi altindaki fidelerde prolin igerigi lGizerine

LA ve SA uygulamalarinin dnemli bir etkisi belirlenmemistir (Sekil 4.3).

120 -
100 - c = c
80

60

(ng g TA)

40 A

Prolin icerigi

209 a b
ol sm Bl |J_| ' , ‘ |
Kontrol LA SA NaCl NaCl+ NaCl +
LA SA

Uygulamalar

Sekil 4.3 NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak dokularinda prolin icerigi tzerine dissal
LA veya SA uygulamalarinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar arasinda Duncan Coklu
Karsilastirma testine gore onemli dizeydeki (P<0.05) farkliliklari gostermektedir. Barlar

standart hatayi (£SH) gostermektedir.

4.5 Tuz Stresi Altindaki Kanola Fidelerinde Sistein ve NPT igerikleri Uzerine Dissal

Lipoik Asit ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Etkisi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda sistein igerigi NaCl uygulamasinda 6nemli
diizeyde (P<0.05) artmistir (Sekil 4.4). NaCl stresi sistein iceriginde kontrole gore 2.3
kat artisa neden olmustur. Bununla birlikte, NaCl stresi altindaki fidelerde LA veya SA
uygulamalari sistein iceriklerinde ilave artisa neden olmustur. Bu artma, LA

uygulamasina gore SA uygulamasinda daha yiksek bulunmustur (Sekil 4.4).

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda non-protein tiyol (NPT) icerigi NacCl
uygulamasinda 6nemli dizeyde (P<0.05) artmistir (Sekil 4.5). Bununla birlikte, NaCl
stresi altindaki fidelerde LA ve SA uygulamalari NPT iceriklerinde onemli diizeyde
azalmaya neden olmustur. Bu etki, LA uygulamasinda %18 olarak belirlenirken, SA

uygulamasinda %8 olarak belirlenmistir (Sekil 4.5).

43



120 d

100 + c

(o]
o
1

Sistein igerigi
(nmol g' TA)
s 3

N
o
1

a a a
Kontrol LA  SA  NaCl NaCl+ NaCl+

LA SA
Uygulamalar

Sekil 4.4 NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak dokularinda sistein icerigi Gzerine dissal
LA veya SA uygulamalarinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar arasinda Duncan Coklu
Karsilastirma testine gore onemli dizeydeki (P<0.05) farkliliklari gostermektedir. Barlar

standart hatayi (£SH) gostermektedir.

7~ a .
- -
6 c 8 _
o < 51 ) =
B 4
& o
g ]
23 2 4
1_
0 T T T

Kontrol LA SA NaCl NaCl+ NaCl+
LA SA

Uygulamalar

Sekil 4.5 NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak dokularinda non-protein tiyol (NPT)
icerigi Uzerine digsal LA veya SA uygulamalarinin etkisi. Farkh harfler, uygulamalar arasinda
Duncan Goklu Karsilastirma testine gore 6nemli diizeydeki (P<0.05) farkhliklar gostermektedir.

Barlar standart hatayi (£SH) gostermektedir.
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4.6 Tuz Stresi Altindaki Kanola Fidelerinde Askorbat ve Glutatyon icerikleri Uzerine

Digsal Lipoik Asit ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Etkisi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda askorbat (AsA) icerigi NaCl uygulamasinda
onemli diizeyde (P<0.05) azalmistir (Sekil 4.6). LA ve SA uygulamalari AsA igeriklerinde
kontrole gore sirasiyla %18 ve %10 azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte, NaCl
stresi altindaki fidelerde LA uygulamasi AsA igeriginde %18 oraninda azalmaya neden
olurken, SA uygulamasinin etkisi 6nemsizdir. Diger taraftan, LA, NaCl ve NaCl+LA
uygulamalari AsA/DHA oraninda kontrole gore azalmaya neden olmustur. NaCl stresi
altindaki fidelerde SA uygulamasi AsA/DHA oranini NaCl uygulamasina gore arttirmistir

(Sekil 4.6).

AsA icerigi
(nmol g TA)

AsA/DHA orani
o

T

SA  NaCl NaCl+ NaCl+
LA SA

Kontrol LA

Uygulamalar

Sekil 4.6 NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak dokularinda askorbat (AsA) icerigi ve
AsA/DHA orani Gzerine dissal LA veya SA uygulamalarinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar

arasinda Duncan Coklu Karsilastirma testine gore onemli dlizeydeki (P<0.05) farkliliklari

gostermektedir. Barlar standart hatayi (£SH) géstermektedir.
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Kanola fidelerinin yaprak dokularinda glutatyon (GSH) igerigi NaCl uygulamasinda
onemli diizeyde (P<0.05) azalmistir (Sekil 4.7). LA uygulamasi GSH igeriginde kontrole
gore artisa neden olmustur. Bununla birlikte, NaCl stresi altindaki fidelerde SA
uygulamasi GSH igeriklerinde artisa neden olurken, LA uygulamasinin etkisi 6nemsiz
bulunmustur. Diger taraftan, kontrole gére NaCl stresi GSH/GSSG oraninda azalisa
neden olmustur. NaCl stresi altindaki fidelerde LA uygulamasi NaCl uygulamasina gore

GSH/GSSG oranini azaltirken, SA uygulamasi bu orani arttirmistir (Sekil 4.7).
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Kontrol LA SA NaCl NaCl+ NaCl+

LA SA
Uygulamalar

Sekil 4.7 NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak dokularinda glutatyon (GSH) icerigi ve
GSH/GSSG orani lzerine dissal LA veya SA uygulamalarinin etkisi. Farkli harfler, uygulamalar
arasinda Duncan Coklu Karsilastirma testine gore onemli dlizeydeki (P<0.05) farkliliklari

gostermektedir. Barlar standart hatayi (£SH) géstermektedir.
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4.7 Tuz Stresi Altindaki Kanola Fidelerinde Antioksidan Enzimlerin Aktivitesi Uzerine

Digsal Lipoik Asit ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Etkisi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda NaCl uygulamasi sliperoksit dismutaz (SOD),
guaiakol peroksidaz (POD), katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinde
onemli dizeyde (P<0.05) artisa neden olmustur (Sekil 4.8). Kontrole goére LA
uygulamasi SOD aktivitesinde dnemli diizeyde artisa neden olmustur. Bununla birlikte,
NaCl stresi altindaki fidelerde LA ve SA uygulamalarinin SOD aktivitesi lzerine etkisi
onemsiz bulunmustur. NaCl stresi altindaki fidelerde SA uygulamasi POD aktivitesinde
NaCl uygulamasina gore artisa neden olurken, LA uygulamasinin etkisi 6nemsiz
bulunmustur. Kontrole gére LA ve SA uygulamalar CAT aktivitesinde artisa neden
olmustur. Bununla birlikte, NaCl stresi altindaki fidelerde LA ve SA uygulamalari CAT
aktivitesinde NaCl uygulamasina gore artisa neden olmustur. Kontrole goére SA
uygulamasi APX aktivitesinde artisa neden olurken, LA uygulamasinin etkisi 6nemsiz
bulunmustur. NaCl stresi altindaki fidelerde LA ve SA uygulamalari APX aktivitesini

kontrol fidelerinin seviyesine kadar azaltmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak dokularinda (a) stiperoksit dismutaz
(SOD), (b) guaiakol peroksidaz (POD), (c) katalaz (CAT) ve (d) askorbat peroksidaz (APX)
aktivitesi Gizerine dissal LA veya SA uygulamalarinin etkisi. Farkh harfler, uygulamalar arasinda
Duncan Goklu Karsilastirma testine gore 6nemli diizeydeki (P<0.05) farkhliklar gostermektedir.
Barlar standart hatayi (£SH) gostermektedir.
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4.8 Tuz Stresi Altindaki Kanola Fidelerinde Proteom Degisimleri Uzerine Dissal Lipoik

Asit Uygulamasinin Etkisi

Bu arastirmada, kontrol, LA, NaCl ve NaCl+LA uygulamalarinda elde edilen fidelerin
yapraklarindan ekstrakte edilen proteinlerin 3 tekrarl profilleri 2-D (IEF/SDS-PAGE)
yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.9). Elde edilen 2-D jellerinde, protein profillerindeki
degisimler PDQuest programi kullanilarak analiz edilmistir. Bu programla, ifade
profilinde nispi bollugu 2 kat veya daha fazla (>2) olan 28 protein benegi belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Bu baglamda, ifadesinde degisiklik gdsteren proteinlerden 21’i ifadesi
artan yonde diizenlenen (up-regulated) ve 7’si ise ifadesi ise azalan yonde diizenlenen
(down-regulated) protein olarak belirlenmistir. Bu protein benekleri MALDI-TOF/TOF
kiitle spektrometrisi ile analiz edilip, NCBI ve Swiss-Prot veri tabanlari tarandiginda 22
tane protein (9, 10, 12, 18, 23 ve 24 nolu benekler disindaki benekler) basarili sekilde
tanimlanmistir (Cizelge 4.2). ifadesinde degisiklik gdsteren 22 protein benegi Sekil

4.10’da blyutulerek tekrar gosterilmistir.

Tanimlanan 22 protein fizyolojik fonksiyonlarina gore fotosentez, enerji metabolizmasi,
stres savunma ve sinyal iletimi olmak lzere dort farkli kategoride siniflandiriimistir
(Cizelge 4.3). Mevcut arastirmada, fotosentez ve ATP Uretimi ile iliskili 8 proteinin (1, 2,
3,7, 8, 14, 21, 22 ve 28 nolu benekler) LA, NaCl ve NaCl+LA, uygulamalarinda farkh
sekilde ifade oldugu bulunmustur (Sekil 4.9 ve 4.10, Cizelge 4.2 ve 4.3). Bu
proteinlerden fotosistem |l reaksiyon merkezi PSB28 proteini (benek 1) ve 50S
ribozomal protein L12-3 (benek 7)’lin ifade seviyesi LA uygulamasinda artan yénde
dizenlemistir. Glukoz-1-fosfat adenililtransferaz kiclk alt birimin (benek 28) ifade
seviyesi sadece NaCl uygulamasinda artan yonde dizenlenmistir. Bununla birlikte, ATP
sentaz epsilon zinciri (benek 2)'nin ifade seviyesi NaCl ve NaCl+LA uygulamalarinda,
glisin ayirma sistemi H protein 1 (benek 3)'in ifade seviyesi ise LA ve NaCl+LA
uygulamalarinda artan yonde diizenlenmistir. Ayrica sitokrom bs-f kompleksi demir-
kiikart alt biriminin (benek 8) ifade seviyesi NaCl+LA uygulamasinda artan yonde
dizenlenmistir. Bununla birlikte, LA ve NaCl+LA uygulamalarinda karbonik anhidraz

(benek 14) proteininin ifade seviyesi azalan yonde dizenlenmistir. Ayrica RuBisCO
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aktivaz (benek 22) ve magnezyum-selataz alt birim chli (benek 21) proteinlerinin ifade
seviyesi NaCl uygulamasinda azalan yonde diizenlenirken, bu proteinlerin miktarindaki
NaCl-tesvikli azalma dissal LA uygulamasi ile ortadan kaldirilmistir (Sekil 4.9 ve 4.10,
Cizelge 4.2 ve 4.3).

Sekil 4.9 Kontrol, LA, NaCl ve NaCl+LA uygulamalarina maruz birakilan kanola fidelerinin yaprak

dokularindan ekstrakte edilen proteinlerin iki-yonli (2-D) elektroforetik profilleri. Total
proteinler (80 pg) 17 cm’lik IPG striplere (pH 4-7) yiklenmis ve SDS-PAJE %12’lik jelde
gerceklestirilmistir. Proteinler gimis boyama ile gorlinlr hale getirilmistir. Jel profilllerinde
oklar ile gosterilmis ve numaralandiriimis (1-28) proteinler artan ya da azalan sekilde ifade olan

proteinlerdir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Kontrol, LA, NaCl ve NaCl+LA uygulamalarina maruz birakilan kanola fidelerinin yaprak dokularinda MALDI-TOF/TOF kitle spektrometrisi ile
tanimlanmis proteinler.

0s

Aksesyon d Deneysel Teorik hos i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS" ifade profili'
numarasi® g pl/MA"  pl/MA® P
1 PSB28 ARATH Fotosistem Il reaksiyon merkezi PSB28 proteini A. thaliana 192 5.3/14.5  9.5/20.2 5 x 3
35 2
J 1T
z 0
Kontrol LA  NaCl NaCk+
LA
2 ATPE_ARATH ATP sentaz epsilon zinciri A. thaliana 525 6.3/14.9 5.0/14.5 14 2 2:
& 24
z ]
Kontrol LA  NaCl NaCk+
LA
3 GCSH1_ARATH Glisin ayirma sistemi H protein 1 A. thaliana 80 4.6/16.5 5.2/17.9 5 < 2:
& 24
P4 04
Kontrol LA  NaCl NaCl+
LA
4 SODCP_ARATH Superoksit dismutaz [Cu-Zn] A. thaliana 273 5.9/18.3 6.5/22.2 8 x ®
S 4
z O_M_H_u
Kontrol LA  NaCl NaCk+
LA
5 PRX2E_ARATH Peroksiredoksin-2E A. thaliana 98 5.0/18.6 9.1/24.7 4 54
22 m H
Z |0
Kontrol LA  NaCl NaCl+
LA
6 TRXM4_ARATH  Tiyoredoksin M-tip 4 A. thaliana 108 4.7/18.7 9.6/21.2 8 x 3
32 M
3 1]
sndndfl

Kontrol LA  NaCl NaCk
LA
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Cizelge 4.2 Devami.

Aksesyon d Deneysel Teorik ho: i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS" Ifade profili'
numarasi® & pI/MA"  pl/MA® P
7 RK123_ARATH  50S ribozomal protein L12-3 A. thaliana 223 4.6/19.0 5.5/19.7 7 < 3]
3 2
z
Kontrol LA  NaCl NaCk
LA
8 UCRIA_ARATH  Sitokrom be-f kompleksi demir-kiikiirt altbirimi A. thaliana 113 5.7/20.0  8.8/24.4 5 %)
82
Z
Kontrol LA NaCl NaCk
LA
9 - Tanimlanamayan protein
10 - Tanimlanamayan protein
11 BAS1A_ARATH  2-Cys peroksiredoksin BAS1 A. thaliana 248 4.6/24.2 6.9/29.1 4 x 3
5 B
2,
z 0
Kontrol LA  NaCl NaCk
LA
12 - Tanimlanamayan protein
13 TPIS_ARATH Triozfosfat izomeraz A. thaliana 110 5.7/28.8 5.4/27.2 6 ="M M
§0.5
cl il
Kontrol LA NaCl NaCk
LA
14 CAHC_ARATH Karbonik anhidraz A. thaliana 159 5.8/29.6 5.7/37.4 8 5 " M
Sos
FN NN

0
Kontrol LA  NaCl NaCk+
LA
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Cizelge 4.2 Devami.

Aksesyon d Deneysel Teorik ho: i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS" ifade profili'
numarasi® & pI/MA"  pl/MA® P
15 THI4_ARATH Tiazol biosentetik enzim A. thaliana 119 5.1/34.4 5.8/36.6 4 5 4
§o.5-
Z
Kontrol LA  NaCl NaCk
LA
16 ANXD1_ARATH Anneksin D1 A. thaliana 216 5.3/37.0 5.2/36.2 13 = 3
3 21 M
3 1
2 10 Il
Kontrol LA NaCl NaCk
LA
17 LONH1_ARATH Lon proteaz homologu 1 A. thaliana 46 6.6/37.8 97.8 1 5 H =
S
2,0 N
Kontrol LA  NaCl NaCk
LA
18 --- Tanimlanamayan protein
19 ALF2_PEA Fruktoz-bifosfat aldolaz, sitoplazmik izozim 2 P. sativum 152 6.7/38.7 6.8/38.5 6 8 :
82
21
z |
Kontrol LA  NaCl NaCk
LA
20 S17P_ARATH Sedoheptuloz-1,7-bifosfataz A. thaliana 111 5.0/39.2 6.2/42.4 6 £ °]
3 21 M
3 1
I N | [l
Kontrol LA NaCl NaCk
LA
21 CHLI_ARATH Magnezyum-selataz altbirim chli A. thaliana 173 5.1/40.1 6.1/46.2 15 3 " M
§05
S

Kontrol LA

NaCl NaCh
LA
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Cizelge 4.2 Devami.

Aksesyon d Deneysel Teorik hoos i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS" ifade profili'
numarasi® & pI/MA"  pl/MA® P
22 RCA_ARATH RuBisCO aktivaz A. thaliana 250 5.1/44.5 5.9/51.9 12 E 1
§05
% 0
Kontrol LA NaCl NaCk
LA
23 - Tanimlanamayan protein
24 - Tanimlanamayan protein
25 MB31_ARATH  Mirosinaz-baglayici protein-benzeri At3g16470 Arabidopsis 147 5.1/45.0 48.5 1 3 41 _
thaliana 3 H
Z,.m M
Kontrol LA  NaCl NaLgh
26 PGKH_SPIOL Fosfogliserat kinaz S. oleracea 56 5.2/45.5 5.8/45.5 4 5 107 M
S5
% o+m [ ﬂ
Kontrol LA  NaCl NaCk
LA
27 PGKH_ARATH  Fosfogliserat kinaz A. thaliana 76 5.2/45.5 6.2/49.9 5 x 7 =
3 2- m
a1
2 |0 1
Kontrol LA NaCl NaCk
LA
28 GLGS_BRANA  Glukoz-1-fosfat adenililtransferaz klguk alt birim B. napus 413 5.3/45.5 5.9/57.0 19 3 *] A
825
z,m M@
Kontrol LA  NaCl NaCk
LA

®2-D jellerde gosterilen benek numarasini ifade eder (Sekil 4.9).

P SwissProt ve NCBI veri tabanlarina karsi yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna gore belirlenen aksesyon numarasini ifade eder.
“ SwissProt ve NCBI veri tabanlarina karsi yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna gore belirlenen proteini ifade eder.

4 SwissProt ve NCBI veri tabanlarina karsi yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna goére belirlenen bitki tiiriint ifade eder.
€ MS analizleri ve MASCOT taramasi temelinde yapilan protein tanimlamasi igin olasilik skorunu ifade eder.
fTanimlanan protein i¢in deneysel izoelektrik noktasini (p/) ve molekller agirhgi (MA, kDa) ifade eder.

€ Tanimlanan protein igin teorik izoelektrik noktasini (p/) ve molekiiler agirligi (MA, kDa) ifade eder.

h Eslesen peptid sayisini ifade eder.

i Uygulamalara bagli olarak protein bollugundaki degisimleri ifade eder.



Mevcut arastirmada, enerji metabolizmasi ile ilgili 4 proteinin (19, 20, 26 ve 27 nolu benekler)
ifadesi artan yonde dlzenlenirken, 1 proteinin (benek 13) ifadesi azalan yonde dizenlenmistir
(Sekil 4.9 ve 4.10, Cizelge 4.2 ve 4.3). Enerji metabolizmasi ile iliskili olarak sedoheptuloz-1,7-
bifosfataz (benek 20) ifadesi sadece LA uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Fruktoz-
bifosfat aldolaz sitoplazmik izozim 2 (benek 19) ve fosfogliserat kinaz (benek 26) enzimlerinin
ifadesi sadece NaCl stresi altindaki fidelerde artan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte,
triozfosfat izomeraz (benek 13) proteininin ifadesi NaCl+LA uygulamasinda azalan yonde

diizenlenmistir (Sekil 4.9 ve 4.10, Cizelge 4.2 ve 4.3).

Kontrol LA NaCl NaCl + LA

Sekil 4.10 Sekil 4.9'da ifadesinde degisiklik gosteren protein beneklerinin blyttiimis
gosterimi.



Kontrol LA

Sekil 4.10 (Devami) Sekil 4.9'da ifadesinde degisiklik gosteren protein beneklerinin blydtilmis

gosterimi.

Mevcut arastirmada, stres savunma ile ilgili 4 proteinin (4, 5, 6 ve 11 nolu benekler)
ifadesi artan yonde diizenlenirken, 1 proteinin (benek 15) ifadesi azalan ydnde
diizenlenmistir (Sekil 4.9 ve 4.10, Cizelge 4.2 ve 4.3). Kanola fidelerinin yaprak
dokularinda tiyoredoksin M-type 4 (benek 6) ve 2-Cys peroksiredoksin BAS1 (benek 11)
proteinlerinin ifadesi LA uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Peroksiredoksin-
2E (benek 5) proteininin ifadesi LA ve NaCl+LA uygulamalarinda artan yonde
diizenlenmistir. Stperoksit dismutaz [Cu-Zn] (benek 4) ifadesi NaCl uygulamasinda 4.6
kat artarken, NaCl+LA uygulamasinda 2.9 kat artmistir. Bununla birlikte, tiazol
biyosentetik enzimin (benek 15) ifadesi NaCl+LA uygulamasinda azalan ydnde
diizenlenmistir. Son olarak, sinyal iletimi ile ilgili olarak anneksin D1 (benek 16)
proteinin ifadesi NaCl+LA uygulamasinda artan yonde dizenlemistir (Sekil 4.9 ve 4.10,

Cizelge 4.2 ve 4.3).



Cizelge 4.3 MALDI-TOF/TOF kitle spektrometrisi ve MASCOT taramasi ile tanimlanan
proteinlerin fonksiyonlarina gore siniflandiriimasi ve hiicresel lokalizasyonu.

Benek Protein Lokalizasyon  Fonksiyon
1 Fotosistem |l reaksiyon merkezi PSB28 proteini Kloroplast Fotosentez
2 ATP sentaz epsilon zinciri Kloroplast ATP sentezi
3 Glisin ayirma sistemi H protein 1 Mitokondri Primer metabolizma
4 Superoksit dismutaz [Cu-Zn] Kloroplast Stres savunma
5 Peroksiredoksin-2E Kloroplast Stres savunma
6 Tiyoredoksin M-tip 4 Kloroplast Stres savunma
7 50S ribozomal protein L12-3 Kloroplast Primer metabolizma
8 Sitokrom bg-f kompleksi demir-kiikirt altbirimi Kloroplast Fotosentez
11 2-Cys peroksiredoksin BAS1 Kloroplast Stres savunma
13 Triozfosfat izomeraz Sitozol Enerji metabolizmasi
14 Karbonik anhidraz Kloroplast Fotosentez
15 Tiazol biyosentetik enzim Kloroplast Stres savunma
16 Anneksin D1 Sinyal iletimi
17 Lon proteaz homologu 1 Peroksizom Saperon
19 Fruktoz-bifosfat aldolaz, sitoplazmik izozim 2 Sitozol Enerji metabolizmasi
20 Sedoheptuloz-1,7-bifosfataz Kloroplast Enerji metabolizmasi
21 Magnezyum-selataz altbirim chli Kloroplast Fotosentez
22 RuBisCO aktivaz Kloroplast Fotosentez
25 Mirosinaz-baglayici protein-benzeri At3g16470 Stres savunma
26 Fosfogliserat kinaz Kloroplast Enerji metabolizmasi
27 Fosfogliserat kinaz Kloroplast Enerji metabolizmasi
28 Glukoz-1-fosfat adenililtransferaz kiguk alt birim Kloroplast Primer metabolizma
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1 Tuz Toleransi Uzerine Digsal Lipoik Asit ve Salisilik Asit Uygulamalarinin Etkisi

Tuz stresi bitkilerde ozmotik basinci, iyon homeostazisi, besin alinimi ve fotosentetik
aygitlari olumsuz etkileyerek bitki blyime ve gelisimi ile ilgili bircok fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmay etkileyen dnemli bir stres faktoéridir. Bu nedenle, tarimsal
bitkilerde tuz toleransinin arttirilmasi son yillarda 6nemli bir arastirma konusu haline
gelmistir (Ashraf and Akram 2009). Bitkilerde tuz toleransinin arttirilmasinda bitki
blyime dizenleyicileri ve antioksidan molekdllerin dissal uygulamalari yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle bu arastirmada, kanola fidelerinde tuz toleransinin
arttinlmasinda digsal uygulanan lipoik asit (LA) ve salisilik asidin (SA) etkinligi
degerlendirilmistir. Bu amacgla, NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak
dokularina spreyleme yoluyla LA ve SA uygulanmis ve fide bliyime parametreleri
belirlenmistir. Tuz stresi kanola fidelerinin toprak tsti ve kok dokularinin taze ve kuru
agirliklarinda 6nemli diizeyde azalmaya neden olmustur. Benzer etki, kanola bitkileri ile
yapilan 6nceki ¢alismalarda da bildirilmistir (Qasim et al. 2003, Hashemi et al. 2010,
Naeem et al. 2010). Mevcut arastirmada dissal uygulanan LA ve SA, tuz stresi altindaki
kanola fidelerinin bilylime parametrelerindeki (taze ve kuru agirlik) NaCl-tesvikli
azaltmayi hafifletmistir. Bu etki, LA ve SA uygulamalari i¢in benzer bulunmustur. Disgsal
uygulanan SA’nin, fide blylimesi Uzerine tuz stresinin olumsuz etkilerini azalttig
salatalik (Dong et al. 2011), bugday (Li et al. 2013) ve Brassica juncea (Syeed et al.
2011) bitkilerinde gosterilmistir. Tuz stresi altinda, fide blylmesindeki SA-tesvikli
artisin blyime karakteristiklerinin tesviki ve membranlar lzerine SA’nin koruyucu
rolleri ile iliskili olabilecegi ileri sirlilmistir (Wang et al. 2007). Bununla birlikte, digsal
SA uygulamasinin bitkilerde seker metabolizmasi, fotosentezi ve antioksidan savunma
sistemini etkileyerek tuz stresine karsi toleransi arttirdigi bildirilmistir (Dong et al.
2011, Syeed et al. 2011, Li et al. 2013). Salisilik asidin aksine LA’nin tuz toleransi
Uzerine etkilerini arastiran calismaya literatiirde rastlaniimamistir. Bir antioksidan
olarak LA koruyucu rollere sahip oldugundan, dissal LA uygulamasi bitkilerde abiyotik

streslerin olumsuz etkilerini hafifletmede potansiyele sahip olabilir. Calismamizin bir
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sonucu olarak dissal uygulanan LA kanola fidelerinin tuz stresine karsi olan cevaplarini
diizenlemistir. Tuz stresi altinda fide blylimesinin iyilestiriimesinde SA gibi LA'nin da

potansiyele sahip oldugu ileri sirilebilir.

Lipid peroksidasyonunun seviyesi ile gosterilen plazma membranlarinin fonksiyonu
cevresel streslerden olumsuz etkilenmektedir. Arastirmamizda, membran biitlnlGgu ve
lipid peroksidasyonunun bir indeksi olarak calisilan malondialdehit (MDA) icerigi tuz
stresi altindaki kanola fidelerinin yaprak dokularinda artis gdstermistir. Membran
zararinin reaktif oksijen tirlerinin asiri Gretiminden veya doymamis yag asitlerinin
direkt degradasyonundan kaynaklandigi belirtilmistir (Sairam et al. 2000). Mevcut
arastirmada, dissal LA ve SA uygulamalari MDA igerigindeki NaCl-tesvikli artisi
azaltmistir. Benzer sonuglara neden olan LA ve SA uygulamalarinin, tuz stresi altindaki
kanola fidelerinde lipid peroksidasyonunu onledigi ileri sirulebilir. Digsal uygulanan
SA’'nin tuz stresi altinda MDA icerigini azalttigina iliskin benzer sonuglar misir
bitkilerinde bildirilmistir (Gunes et al. 2007, Gautam and Singh 2009). Diger taraftan,
tuz stresi kosullarinda LA'nin direkt olarak reaktif oksijen tirlerini detoksifiye ettigi ve
antioksidan savunma sisteminde onemli rol oynadigi belirtilmistir (Pérez-Lépez et al.
2010). Bu baglamda arastirmamizda, tuz stresi altindaki kanola fidelerinde digsal LA
uygulamasinin reaktif oksijen tirlerini detoksifiye ederek lipid peroksidasyonunu
azalttigl ve membran batlnliglu korudugu, boylelikle tuz toksisitesini azaltarak bitki

blylmesini olumlu etkiledigi ileri strebilir.

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde fotosentetik pigmentlerin igerigindeki azalma, 151k
yakalama kapasitesinde ve dolayisiyla bitkinin fotosentetik kapasitesinde azalmaya
neden olabilmektedir (Gautam and Sing 2009, Hayat et al. 2010b). Mevcut
arastirmada, kontrole gére NaCl stresi kanola fidelerinin klorofil iceriginde énemli bir
degisime neden olmamistir. Diger taraftan, LA, SA, NaCl+LA ve NaCl+SA uygulamalari
fidelerin klorofil iceriginde artisa neden olmustur. Misir bitkilerinde dissal SA
uygulamasinin klorofil icerigindeki NaCl tesvikli azalmayi hafiflettigi bildirilmistir

(Gautam and Sing 2009). Salisilik asidin i¢sel nitratin mobilize edilmesi ve klorofil
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biyosenteziyle fotosentetik aparatlarin fonksiyonel durumunu arttirdigi belirtilmistir
(Shi et al. 2006). Mevcut arastirmada, klorofil icerigindeki LA tesvikli artisin tuz stresi

kosullarinda oksidatif stresteki azalmayla iliskili olabilecegi ileri strilebilir.

Prolin gevresel streslere karsi bitki savunma sisteminde fonksiyon géren énemli bir
imino asittir (Rai 2002). Stres kosullarinda, prolin birikiminin bitkilerde ozmotik
diizenlemeyi kolaylastirdig1 ve tolerans sagladigi bildirilmistir (Misra and Gupta 2005).
Mevcut arastirmada, NaCl stresi kontrole gére kanola gesitlerinin yaprak dokularinda
prolin iceriginde 6nemli bir artisa neden olmustur. Benzer olarak prolin igerigindeki
artis tuz stresi altindaki B. juncea (Yusuf et al. 2008), misir (Gautam and Singh 2009),
Vigna radiata (Hayat et al. 2010b), celtik (Roychoudhury et al. 2011) ve arpa (Yildiz and
Terzi 2013) gibi bitki turlerinde de belirlenmistir. Arastirmamizda, tuz stresi altindaki
kanola fidelerinde dissal LA ve SA uygulamalarinin prolin iceriginde 6nemli bir degisime
neden olmadigl belirlenmistir. Gautam ve Singh (2009), tuz stresi altindaki misir
bitkilerinde SA uygulamasinin prolin igerigini azalttigini ve bu azalisin prolin
biyosentezindeki enzimlerin azalmasindan veya prolin pargalanmasindaki enzimlerin
artisindan kaynaklanabilecegini bildirmistir. Bununla birlikte, tuz stresi altinda prolin
birikimi ve bitki blylimesi arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu ve prolin sentez
enzimlerindeki SA tesvikli degisimlerin tuz toleransina katkida bulundugu belirtilmistir
(Misra and Saxena 2009). Ayrica prolin tuz stresine karsi bir dizi SA tesvikli koruyucu
reaksiyonun énemli bir bileseni olarak ifade edilmistir (Yusuf et al. 2008). Bu sonuclara
gore, tuz stresi altindaki kanola fidelerinde digsal LA ve SA uygulamalarinda belirlenen
tuz toleransinin prolin metabolizmasindan bagimsiz bir yolla gergeklestigi ileri

surulebilir.

Sistein ve sistein iceren bilesikler bitkilerin strese karsi toleransinda 6énemli rol
oynayabilmektedir. Serbest silfidril gruplari iceren sistein ve diger metabolitler yaygin
bir sekilde tiyoller olarak adlandirilmaktadir (Hofgen et al. 2001). Mevcut arastirmada,
NaCl stresi kanola fidelerinin yaprak dokularinda sistein ve protein olmayan tiyollerin

(NPT) iceriklerinde artisa neden olmustur. Bu belirgin artis, tuz stresine cevap olarak
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tiyol iceren bilesiklerin sentezlendigini gostermektedir. Bununla birlikte, dissal LA ve SA
uygulamalari tuz stresi altindaki fidelerde sistein iceriginde ilave artisa neden olurken,
bu artis SA uygulamasinda daha fazla bulunmustur. Diger taraftan, tuz stresi altindaki
fidelerde LA ve SA uygulamalari NPT iceriklerinde azalmaya neden olmustur. Sistein
molekilinin bir parcasi olarak silflr gruplari enzimlerin aktivitesini dizenleyen ve
hlcreleri oksidatif strese karsi koruyan biyolojik redoks reaksiyonlarinda fonksiyon
gormektedir (Nazar et al. 2011). Bununla birlikte, kiikirt iceren bilesiklerin ozmolit
veya antioksidan olarak sergiledikleri rollerden dolayi tuz stresi sirasinda yliksek oranda
sistein gereksinimi oldugu bildirilmistir (Barroso et al. 1999). Sonugclarimiz dahilinde, LA
ve SA uygulamalarinin sistein igerigini arttirarak tuz stresinin blylime uzerindeki

olumsuz etkilerini azaltabilecegi ileri stirtlebilir.

Bitkilerde askorbat (AsA) ve glutatyon (GSH) reaktif oksijen tirlerinin direkt olarak
temizlenmesinde rol oynayan dnemli enzimatik olmayan antioksidanlardandir (Noctor
and Foyer 1998). Ayrica GSH’un tuz stresi kosullarinda redoks durumunu sirdirerek
koruyucu rol oynadigi bildirilmistir (Shalata et al. 2001). Mevcut arastirmada, kontrole
gore NaCl stresi kanola fidelerinin AsA ve GSH iceriklerinde azalmaya neden olmustur.
Bununla birlikte, AsA igerigini dissal LA ve SA uygulamalari azaltmistir. Ayrica LA
uygulamasi tuz stresi altindaki fidelerin AsA iceriginde ilave azalisa neden olurken, SA
uygulamasi onemli bir etki géstermemistir. Calismamiza zit olarak tuz stresi altindaki
bitkilerde dissal SA uygulamasinin AsA icerigini arttirdigi bildirilmistir (He and Zhu 2008,
Barba-Espin et al. 2011, Li et al. 2013). Kanola fidelerinin AsA icerigindeki azalis disik
AsA/DHA oraniyla da gosterildigi gibi artan DHA igerigiyle iliskili olabilir. DHA
birikiminin hiicre metabolizmasi i¢in olumsuz bir durum oldugu belirtilmistir (De Gara
et al. 2000). Mevcut calismada, NaCl+SA uygulamasi GSH icerigindeki tuz stresi tesvikli
azalmayi ortadan kaldirmistir. Bu durum kanola fidelerinde SA tesvikli tuz toleransinin
artan GSH icerigi ve GSH/GSSG orani ile iliskili olabilecegini ileri siirebilir. Lipoik asit
hiicre membranindaki antioksidanlarin aktivitesi ile sitoplazmadaki antioksidanlarin
aktivitesi arasinda baglanti kurarak antioksidan agini giiclendirmesine ragmen (Navari-

Izzo et al. 2002), arastirmamizda tuz stresi altindaki kanola fidelerinin AsA ve GSH
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iceriklerinde dissal LA uygulamasinin 6nemli tesvik edici etkisi belirlenmemistir. Bu
durum, LA’nin reaktif oksijen tirlerini direkt detoksifiye etmesinden veya LA
uygulamasinin  GSH ve AsA’'nin okside formlarini indirgemede vyetersiz kalmis

olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Antioksidan savunma sisteminin etkinligi antioksidan havuzunun boyutu veya
metabolizmanin antioksidanlari aktif formlarinda tutma yetenegi tarafindan
belirlenmektedir. Bu durum bitkilerin reaktif oksijen tirlerine karsi gosterdikleri
cevaplardaki farkliliklari ve tolerans seviyelerini ortaya ¢ikarmaktadir. Sonug olarak, tuz
toleransinin  kazanilmasi oksidatif strese karsi artan direncin bir sonucu
olusabilmektedir (Hernandez et al. 2000). Mevcut arastirmada, tuz stresi kanola
fidelerinin yaprak dokularinda stperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD),
katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinde
artisa neden olmustur. Bununla birlikte, tuz stresi altindaki kanola fidelerinde
antioksidan enzimlerin aktivitesi LA ve SA wuygulamalarindan farkh seviyede
etkilenmistir. LA uygulamasi kontrol fidelerinde SOD aktivitesini arttirirken, tuz stresi
altindaki fidelerin SOD aktivitesi LA ve SA uygulamalari tarafindan etkilenmemistir.
Dissal SA uygulamasi tuz stresi altindaki fidelerde POD aktivitesini arttirirken, LA
uygulamasi 6nemli bir etki gostermemistir. Bununla birlikte, CAT aktivitesi LA, SA,
NaCl+LA ve NaCl+SA uygulamalarinda artmistir. Tuz stresi altindaki kanola fidelerinde
LA ve SA tesvikli CAT ve POD aktivitelerindeki artisin H,O,’i azalttig1 ve oksidatif stresin
etkilerini hafiflettigi ileri strulebilir. Bununla birlikte, yalnizca NaCl uygulamasi ile
karsilastirildiginda tuz stresi altindaki fidelere LA ve SA uygulamalari APX aktivitesinde
azalmaya neden olmustur. Bu sonug, tuz stresi altindaki salatalik fidelerinde digsal SA
uygulamasinin  APX aktivitesini azalttigini bildiren Barba-Espin vd. (2011)'nin
bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Bu arastiricilar, SA uygulanmis tuz stresi
altindaki fidelerde APX aktivitesindeki azalmanin artan H,0, seviyesi ile korelasyon
gosterdigini bildirmistir. Tuz stresine maruz birakilmis kanola fidelerinde dissal LA ve SA
uygulamalarini takiben lipid peroksidasyonundaki azalmanin antioksidan enzimlerin

aktivitesindeki degisimler ile iliskili oldugu ileri sirilebilir. Sonug olarak, tuz stresi
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altindaki fidelerde LA ve SA uygulamalar ile antioksidan enzimlerin aktivitesindeki
degisimlerin oksidatif stresi hafiflettigi ve bdylece bitki buylmesini arttirdig

soylenebilir.

Sonug olarak, kanola fidelerinde NaCl stresi bitki blylimesi, AsA ve GSH igeriklerini
azaltmis, lipid peroksidasyonu, prolin, sistein ve tiyol igeriklerini ve antioksidan
enzimlerin aktivitesini arttirmistir. Bu arastirmada, bitkilerde tuz toleransini tesvik
ettigi bilinen SA uygulamasinin yani sira dissal LA uygulamasinin da antioksidan
savunma sistemini aktive ederek tuz stresinin bliylime Uzerine olan olumsuz etkilerini
hafiflettigi belirlenmistir. Bununla birlikte, LA uygulamasina gére SA uygulamasi daha
etkin bir sekilde sistein icerigi, GSH icerigi ve POD aktivitesini tesvik etmis olmasina
karsin, blylime parametrelerinde benzer etki gOstermistir. Arastirma sonuclarimiz,
bircok ¢calismada yaygin olarak kullanilan ve tuz toleransindaki olumlu etkileri iyi bilinen
SA gibi dissal LA uygulamasinin da etkili oldugunu gostermistir. Bu baglamda, LA

kimyasalinin tarimsal uygulamalardaki 6neminin arastiriimasi gerekmektedir.

5.2 Proteom Degisimleri Uzerine Dissal Lipoik Asidin Etkileri

Bu arastirmanin ikinci asamasinda, proteomik yaklasim kullanilarak kanola fidelerinde
tuz toleransinin arttiriilmasinda dissal LA uygulamasinin etkisi degerlendirilmistir. Bu
amacla, 2-D IEF-SDS/PAJE yontemi kullanilarak proteom profilleri elde edilmistir. Bu
profillerde, PDQuest yazilimi kullanilarak kantitatif gorlinti analizleri ile ifade seviyesi 2
kat veya daha fazla artan veya azalan ydnde dlzenlenen 28 protein benegi
belirlenmistir. Bu protein beneklerinden 22’si MALDI-TOF/TOF kutle spektrometrisi ve
veri tabani taramasi ile basarili bir sekilde tanimlanmistir. Cizelge 4.2'de gosterildigi
gibi tanimlanan proteinlerin deneysel ve teorik molekiler agirhklari (MA) ve izoelektrik
noktalari (p/) arasinda farkhliklar gézlemlenmistir. Bununla birlikte, 4 proteinin teorik p/
degerlerinin kullanilan IPG striplerinin pH araliginin izerinde oldugu belirlenmistir. Bu
durumun tuz stresi altindaki soya fasulyesi fidelerinde de belirlendigi ve genomik
bilginin noksanhgi, gen ifadesi Grtnlerinin farklihgl, post-translasyonel modifikasyonlar

ve degradasyon gibi faktorlerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Ma et al. 2012).
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Tuz stresi genellikle bitkilerin fotosentetik oranlarinda azalmaya neden olmaktadir
(Sudhir and Murthy 2004). Fotosentetik oranlardaki tuz-tesvikli azalmanin ozmotik
stresten kaynakli stoma kapanmasi, fotosentetik aygitlardaki zarardan ve karbon
O6zimlemesi icin RuBisCO etkinliginin azalmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (Chaves
et al. 2009). Mevcut arastirmada, dissal LA uygulamasi ve NaCl stresi kanola fidelerinin
yaprak dokularinda fotosentez ile iliskili proteinlerin ifade seviyelerinde degisimlere
neden olmustur. Bu baglamda, fotosistem Il reaksiyon merkezi PSB28 proteini ve 50S
ribosomal protein L12-3’ln ifade seviyesi dissal LA uygulamasinda artan yodnde
diizenlenmistir. Fotosistem Il (PSIl) reaksiyon merkezi fotosentetik membrana igsel ve
dissal yerlesmis polipeptidleri iceren ¢ok altbirimli protein-pigment kompleksidir
(Raymond and Blankenship 2004). Distuk molekiler agirlikli transmembran proteini
PSB28 oksijen ¢ikaran kompleksin bir altbirimidir. PSB28 proteininin, PSIl biyogenezi ve
kurulumunu dizenledigi (Shi et al. 2000b) ve fotoinhibisyondan sonra PSIl'nin
onarilmasini kolaylastirdigi (Hagman et al. 1997) bildirilmistir. PSB28 proteininin ifade
seviyesi LA uygulamasinda artmis olmasina karsin, NaCl+LA uygulamasi bu etkiyi
ortadan kaldirmistir. Bu sonuglar, LA uygulamasinin kanola fidelerinde fotosentetik
orani dizenleyebilecegini gostermektedir. Diger taraftan, 50S ribozomal altbirim
protein sentezinde peptidil-transfer reaksiyonunu kataliz etmektedir. 50S ribozomal
proteinin ifade seviyesinin tuz stresi altindaki soya fasulyesi bitkilerinde azalan
(Sobhanian et al. 2010), bugday fidelerinde ise artan yonde dizenlendigi bildirilmistir
(Fatehi et al. 2012).

Sitokrom bgf kompleksi, fotosistem Il (PSIl) ve fotosistem | (PSI) arasindaki elektron
transferine ve donglsel elektron akisina aracilik etmektedir. Bu kompleksin 1sik
enerjisinin termal dagilimina ve limenin asitlesmesine katkida bulunarak fotooksidatif
zarara karsi direnc sagladigi bildirilmistir (Munekage et al. 2001, Maiwald et al. 2003).
Mevcut arastirmada, sitokrom bgf kompleksi demir-kiikirt altbiriminin ifade seviyesi
NaCl+LA uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Bu sonuca gore, sitokrom bgf
kompleksi demir-kikirt alt biriminin ifade seviyesinin NaCl+LA uygulamasinda artmasi

ile birlikte LA’nin tuz toleransina katki saglayabilecegi ileri surilebilir.
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Karbonik anhidraz C4 bitkilerinde karbon dioksidin bikarbonata dontsimini
katalizleyen 6nemli bir enzimdir (Hatch and Burnell 1990). Karbonik anhidrazin pH
dizenlemesi, iyon degis tokusu, solunum ve fotosentetik CO, fiksasyonunu iceren
bircok biyolojik islevde fonksiyon gordigi bildirilmistir (Tashian 1989, Badger and Price
1994, Smith and Ferry 2000, Moroney et al. 2001). Mevcut arastirmada karbonik
anhidraz proteininin ifade seviyesi LA ve NaCl+ LA uygulamalarinda azalan yonde
dizenlenmistir. LA uygulamalarina maruz kalan kanola fidelerinde karbonik anhidraz
bollugundaki azalmanin sonucu olarak LA uygulamalarinin karbon fiksasyon etkinligini
azalttigi ileri strilebilir. Bununla birlikte, kanola fidelerinde LA tesvikli tuz toleransinda
karbonik anhidrazin roliiniin anlasiimasi icin daha fazla calismaya gereksinim oldugu

gorilmektedir.

Magnezyum-selataz klorofil biyosentezinde fonksiyon goren Ui¢ altbirimden olusan bir
enzimdir ve Mg+2 iyonunun protoporfirin IX'un yapisina katilimini kataliz etmektedir
(Rissler et al. 2002). Mevcut arastirmada, magnezyum-selataz alt birim chli proteininin
ifade seviyesi NaCl uygulamasinda azalan yonde diizenlendigi belirlenmistir. Bununla
birlikte, NaCl stresi kosullarinda dissal uygulanan LA magnezyum-selataz proteininin
ifade seviyesindeki NaCl-tesvikli azalmayi ortadan kaldirmistir. Tuz stresi kosullarinda
bu proteinin LA uygulamasi ile artan yonde diizenlenmesi, dissal LA uygulamasinin
klorofil biyosentezindeki inhibisyonu azalttigi ve boylece tuz toleransina katkida

bulundugu ileri surebilir.

RuBisCO aktivaz, RuBisCO’nun aktif bolgesinden ribuloz-1,5-bifosfati ATP hidrolizi ile
uzaklastiran o6nemli bir fotosentetik enzimdir (Jordan and Chollet 1983). Ayrica
RuBisCO aktivazin stres kosullarinda bir saperon olarak fonksiyon gordigli de
bildirilmistir (Sobhanian et al. 2010). Tuz stresi altindaki soya fasulyesi bitkilerinde
RuBisCO aktivazin azalan yonde (Sobhanian et al. 2010), kanola ve bugday fidelerinde
ise artan yonde dizenlendigi bildirilmistir (Bandehagh et al. 2011, Fatehi et al. 2012).
Mevcut arastirmada, RuBisCO aktivaz proteininin ifade seviyesi NaCl uygulamasinda

azalan yonde dizenlenmistir. Bununla birlikte, NaCl-tesvikli RuBisCO aktivaz
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proteininin ifade seviyesindeki bu azalma NaCl+LA uygulamasinda ortadan kalkmistir.
Bu sonuglar, stres kosullari altinda dissal uygulanan LA’nin RubisCO aktivaz proteininin
ifade seviyesini arttirarak karbon fiksasyonunu arttirdigi ve tuz toleransina 6nemli katki

saglayabilecegini gostermektedir.

Tuz stresi altinda, reaktif oksijen tirlerinin daha fazla tretilmesini sinirlamak ve enerjiyi
korumak icin enerji metabolizma hizlarini azaltirlar (Moller 2001). Mevcut arastirmada,
LA ve NaCl uygulamalarinda kanola fidelerinin yaprak dokularinda 5 proteinin ifade
seviyesi artan yonde dizenlenirken, bir proteinin ifade seviyesi azalan yodnde
dizenlenmistir. ATPaz’lar membranlardan protonlarin tasinimini saglayarak ATP
sentezinden sorumlu membrana bagh enzim kompleksleridir. Arastirmamizda, bir
F-ATPaz olan kloroplastik ATP sentaz epsilon zincir proteininin ifade seviyesi NaCl ve
NaCl+LA uygulamalarinda artan yonde diizenlenmistir. NaCl stresi altinda bu proteinin
sentezindeki artisin muhtemelen artan enerji gereksinimi karsilamak olabilecegi ileri

surulebilir.

Bitkiler stres kosullarinda normal blylime ve gelisimlerini stirdirebilmek icin glikoliz ve
trikarboksilik asit (TCA) donglsi gibi metabolik yollari diizenlemek zorundadirlar.
Glikolizin 6nemli enzimlerinden biri olan sitozolik trioz fosfat izomeraz enzimi
dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit 3-fosfat arasindaki geri donlsimli reaksiyonu
kataliz etmekte ve etkin bir enerji Uretiminde ©nemli bir rol oynamaktadir.
Arastirmamizda, NaCl+LA uygulamasi triozfosfat izomeraz proteininin ifade seviyesinde
azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte, NaCl stresi diger bir glikolitik enzim olan
fruktoz-bifosfat aldolazin ifade seviyesini arttirirken, dissal LA uygulamasi bu etkiyi
ortadan kaldirmistir. Fruktoz-bifosfat aldolazin karbohidrat metabolizmasinda ve sinyal
iletiminde ©6nemli triozfosfatlar ve tirevlerinin Uretiminde oOnemli rol oynadig
bildirilmistir (Schaeffer et al. 1997). Fruktoz-bifosfat aldolaz ifadesinin tuz stresi
altindaki salatalik ve Arabidopsis koklerinde azalan yonde dizenlendigi bildirilmistir

(Jiang et al. 2007, Du et al. 2010). Arastirmamizda, NaCl ve NaCl+LA uygulamasinin
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glikoliz reaksiyonlari ile ilgili proteinleri diizenleyerek karbohidrat ve nisasta

seviyelerinini kontrol ederek tuz toleransina katkida bulunabilecegi ileri strilebilir.

Sedoheptuloz-1,7-bifosfataz Calvin donguisi, fosfogliserat kinaz ise hem Calvin hem de
glikolizde fonksiyon gérmektedir (Anderson et al. 2004). Sedoheptuloz-1,7-bifosfataz
sakkaroz ya da nisasta sentezi yerine ribuloz-1,5-bifosfatin olusumuna katilmaktadir.
Bununla birlikte, transgenik celtik bitkilerinde sedoheptuloz-1,7-bifosfataz geninin
(Ossbp) asiri ifadesinin tuzluluk ve yliksek sicaklik streslerine karsi toleransi arttirdigi
bildirilmistir (Feng et al. 2007a, b). Mevcut arastirmada, sedoheptuloz-1,7-bifosfataz
proteininin ifadesi LA uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte,
kloroplastik fosfogliserat kinaz proteininin ifade seviyesi ise NaCl ve NaCl+LA
uygulamalarinda artan yonde dizenlenmistir. Bu sonuglar, Calvin donglisiindeki bazi
enzimlerin LA, NaCl ve NaCl+LA uygulamalarindaki ifade profillerindeki degisiklikler

sayesinde tuz stresine karsi toleransta énemli rol oynabileceklerini gostermektedir.

Bitkilerde tuz stresi genellikle reaktif oksijen tirlerinin asiri Giretimine neden oldugu
bilinmektedir. Bitkilerin bu toksik bilesiklerin (stesinden gelebilmek icin cesitli
antioksidan savunma sistemlerini gelistirdigi ve bitki tuz toleransinin etkin bir
antioksidan savunma sistemi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Parida and Das 2005).
Arastirmamizda, stres savunma ile iliskili Cu-Zn stiperoksit dismutaz, peroksiredoksin-
2E, tiyoredoksin M-tip 4, 2-Cys peroksiredoksin BAS1, tiazol biyosentetik enzim ve
mirosinaz-baglayici protein-benzeri At3g16470 proteinlerinin ifade seviyelerinde
farklihiklar belirlenmistir. Stiperoksit dismutaz (SOD) cesitli biyotik ve abiyotik streslerin
sonucu olarak olusan reaktif oksijen tirlerine karsi ilk savunma hattini olusturmaktadir
(Hernandez and Almansa 2002, Grene 2002). Demir-SOD (Fe-SOD), mangan-SOD (Mn-
SOD) ve bakir/cinko-SOD olmak lizere g tip SOD farkh hiicresel kisimlarda lokalize
olmaktadir (Grene 2002). Arastirmamizda, NaCl ve NaCl+LA uygulamalari kloroplastik
Cu/Zn-SOD proteininin ifade seviyesinde sirasiyla 4.6 ve 2.9 kat artisa neden olmustur.

Bu sonuca gore, NaCl stresi altindaki kanola fidelerine dissal LA uygulamasi ile birlikte
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SOD aktivitesindeki azalmanin sliperoksit radikalinin olusumundaki azalma ile iligkili

olabilecegi ileri surilebilir.

Tiyol spesifik peroksidazlar olan peroksiredoksinler antioksidan savunma sisteminin
onemli bilesenleri olup; tiyoredoksin veya glutaredoksin sistemi araciligiyla saglanan
indirgeyici glgc ile hidrojen peroksit ve alkil hidroperoksitleri indirgemektedir (Dietz
2003, Villiers et al. 2011). Bununla birlikte, peroksiredoksinlerin kloroplastlardaki
redoks homeostazisinde fonksiyon goérebilecegi bildirilmistir (Hall et al. 2011).
Tiyoredoksinler  disdlfid baglarini indirgemekte  ve  hidrojen peroksit
detoksifikasyonunda fonksiyon goren peroksiredoksinler gibi enzimlere elektron
vermektedir (Dietz et al. 2006). Tiyoredoksin veya peroksiredoksin proteinlerinin
miktarindaki artis tuz stresi altindaki Cucumis sativus bitkilerinin kok dokusunda (Du et
al. 2010) ve arpa bitkilerinin yaprak dokusunda (Fatehi et al. 2012) belirlenmistir.
Mevcut arastirmada, dissal LA uygulamasi ve NaCl+LA uygulamasinda peroksiredoksin-
2E ve 2-Cys peroksiredoksin BAS1 proteinlerinin ifade seviyesi artan yodnde
diizenlenmistir. NaCl stresi altindaki kanola fidelerinin yapraklarinda peroksiredoksin-
2E proteininin dissal LA uygulamasi tarafindan artan yonde dizenlenmesi, LA
tarafindan aktive olan savunma mekanizmalarinin tuz toleransinda muhtemelen

onemli roll olabilecegini gostermektedir.

Tiazol biyosentetik enzim oksidatif stresin azaltilmasinda 6nemli roli olan tiaminin
oncilisi tiazoliin olusumunda fonksiyon gordtgi bildirilmistir (Nandi et al. 2005).
Bununla birlikte, tiazol biyosentetik enzimin bircok stres durumuna karsi adaptasyonda
fonksiyon gordugi ve DNA zararina karsi tolerans sagladigi bildirilmistir (Papini-Terzi et
al. 2003). Arastirmamizda, NaCl stresi ile birlikte uygulanan LA tiazol biyosentetik
enzimin ifadesini azalan yoénde dilizenlemistir. Bu sonug, tiazol biyosentetik yolun

NaCl+LA uygulamasindan etkilendigini gostermektedir.

Mirosinazlar glukozinolatlarin hasere ve patojenlere karsi biyolojik aktivitelere sahip

bilesiklere parcalanmasini  kataliz etmekte (Bones and Rossiter 1996) ve

67



glukozinolatlarda bulunan azot ve kikirte gereksinim duyuldugunda bu enzim aktivite
gostermektedir (Alvarez et al. 2009). Mirosinaz-benzeri protein olan jacalin lektin
proteininin (At3g16470) ifade seviyesindeki artis NaCl stresi altindaki Arabidopsis
koklerinde belirlenmistir (Jiang et al. 2007). Arastirmamizda, mirosinaz-baglayici
proteininin ifade seviyesi NaCl uygulamasinda azalan yonde diizenlenirken, NaCl+LA
uygulamasi ile bu etki kontrol bitkilerinin seviyesine ulasmistir. Tuz stresi kosullarinda
LA uygulamasi ile bu proteinin ifadesindeki artisin tuz toleransi ile iligkili olabilecegi ileri

surulebilir.

Glisin ayirma multienzim kompleksinin bir pargasi olan glisin ayirma H proteini bitki
mitokondrisinde lokalize olmaktadir. Glisin dekarboksilaz veya glisin ayirma sistemi
olarak adlandirilan bu enzim, fotosolunum dénglisiiniin peroksizom evresinde olusan
glisinin mitokondriyal evrede serine donlisimiini katalizlemektedir (Vauclare et al.
1996). Bezelye bitkilerinde distik sicaklik ve kuraklik stresi kosullarinda olusan reaktif
oksijen tirlerinin H proteinine zarar verdigi ve glisin dekarboksilaz enziminin
inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir (Taylor et al. 2002). Ayrica patates
bitkilerinde duiislik sicaklik ve tuz stresinin H proteinini kodlayan genlerin ifadesini
azalttig belirtilmistir (Evers et al. 2012). Bununla birlikte, distk sicaklik, su eksikligi ve
tuz stresi altindaki bitkilerde glisin dekarboksilaz proteininin ifade seviyesindeki artis
yapilan proteomik calismalarla gosterilmistir (Taylor et al. 2005, Veeranagamallaiah et
al. 2008, Fatehi et al. 2012). Arastirmamizda, glisin ayirma sistemi H proteininin ifade
seviyesi LA ve NaCl+LA uygulamalarinda artan yonde dizenlenmistir. Bu sonuca gore
artan protein bollugu artan fotosolunum oranini yansitabilir. Bu sonug, LA
uygulamasinin stres kosullarinda fotosolunumun devamliigini saglayarak Calvin
donglsiiniin gerceklesmesine katkida bulunabilecegini gostermektedir. Bu nedenle,

strese karsi koymada LA’nin 6nemli bir sinyal molekill olabilecegi de ileri strilebilir.

Tuz stresi altinda bitkiler sinyal iletim aglarini kullanarak stres sinyallerini algilar ve

iletirler. Bitkiler, birkag sinyal iletim yolu araciligiyla cok sayida fonksiyonel proteinin

ifade seviyelerini dizenleyerek strese karsi tolerans saglayabilirler. Anneksinler
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Ca*?-bagimli veya -bagimsiz plazmamembran veya endomembran baglayici proteinlerin
bir ailesidir (Mortimer et al. 2008). Anneksinlerin peroksidaz aktivitesine sahip oldugu,
oksidatif stresin etkilerini hafifletebildigi, kanallar olarak fonksiyon gordiigia ve fide
gelisimi sirasinda golgi vezikillerinin sekresyonunu diizenledigi bildirilmistir (Clark et al.
2005, Gorecka et al. 2005, Laohavisit et al. 2009). Arastirmamizda, anneksin D1
proteininin ifade seviyesi NaCl+LA uygulamasinda artan yonde dlzenlenmistir.
Anneksin proteininin ifadesindeki artisin hiicre sinyal iletim aginin diizenlenmesinde ve
kontrolinde muhtemelen énemli bir fonksiyona sahip oldugu ve bu fonksiyonun yerine

getirilmesinde LA’nin édnemli bir role sahip olabilecegi ileri strilebilir.

Normal kosullar altinda distk seviyelerde bulunan birka¢ dnemli stres proteininin
molekiler saperonlar olarak fonksiyon gordiigi ve stres kosullarinda bu proteinlerin
hlcresel homeoastazise katkida bulunduklari belirtilmistir (Wang et al. 2004). Ayrica
bitkilerin stres kosullarinda proteinlerin yanlhs etkilesimlere girmelerini engelleyen,
katlanmamis veya hatali katlanmis proteinlerin kiimelenmesini 6nleyen ve proteinlerin
dogru sekilde katlanmasini kolaylastiran daha fazla saperona ihtiya¢ duyduklarn
bilinmektedir (Henderson and Pockley 2005). ATP-bagimli serin proteazlar peroksizom
matriksinde yanhs katlanmis ve bagl bulunmayan proteinlerin segici degradasyonuna
aracilik etmektedir (Lingard and Bartel 2009). Arastirmamizda, lon proteaz homologu 1
proteininin ifade seviyesi NaCl ve NaCl+LA uygulamalarinda artan yonde
diizenlenmistir. Bu sonug, proteinlerin yapi ve fonksiyonlarinin korunmasi igin gerekli
olan saperonlarin letal olmayan NaCl stresinde artarak strese karsi koymada onemli

olabilecegini gostermektedir.

Glukoz-1-fosfat adenililtransferaz (ADP-glukoz pirofosforilaz), kloroplastta nisasta
sentez yolunda glukoz-1-fosfattan ADP-glukoz olusumunu katalize etmektedir
(Ballicora et al. 2000). Mevcut arastirmada, glukoz-1-fosfat adenililtransferaz kicik alt
biriminin ifade seviyesi NaCl ve NaCl+LA uygulamalarinda artan yonde dizenlenmistir.
Bu enzimin ifade profilindeki artis, NaCl stresi kosullarinda reaksiyonun nisasta sentezi

yoniinde devam ettigi; fakat NaCl+LA uygulamasinda ilave bir artisin olmamasi
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muhtemelen LA’nin nisasta sentezi Uzerinde ©6nemli bir etkisinin olmadigini

gostermektedir.

Sonug olarak, proteomik yaklasim bitkilerde tuz toleransindan sorumlu molekiiler
mekanizmalarin gahisilmasinda gligll bir tekniktir. Aragstirmamizda, digsal LA uygulamasi
ve NaCl stresine cevap olarak farkh sekilde ifade olan ve 6nemli biyolojik islevlerde
fonksiyon goren 22 protein benegi MALDI-TOF/TOF kutle spektrometrisi ile
tanimlanmistir. Cogunlukla artan yonde diizenlenen bu proteinlerin tuz stresinin
olumsuz etkilerinin Ustesinden gelebilmek icin bitki metabolizmasini etkiledigi ileri
surilebilir. Bununla birlikte, kanola fidelerinde dissal LA uygulamasiyla tuz toleransinin
arttirilmasi fotosentez, savunma mekanizmalari, fotosolunum ve sinyal iletiminde
fonksiyon goren proteinlerin artan ifadesiyle iliskilendirilebilir. Bu bulgular, kanola
fidelerinde LA uygulamasi ile arttirilan tuz toleransi mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasina olanak saglayacak ve sonraki fonksiyonel calismalar icin bir temel

olusturacaktir.
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