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OZET

Bu ¢aligmada Osmyb4 geni ile transforme edilmis patateste, MYB4’iin tuz toleransma olan potansiyel
etkileri arastirilmustir. Daha 6nce yapmis oldugumuz bir ¢alismada Osmyb4 geni aktarilmis transgenik
patates bitkilerinin yiiksek konsantrasyonda tuz i¢eren ortamda, gen aktarilmamis bitkilerden daha iyi
fizyolojik gelisim gosterdigi tespit edilmistir. Bu noktadan hareketle MYB4’iin patateste tuz toleransina
etkisini aragtirmak amaciyla, transgenik bitkiler (TR) ve gen aktariimamis bitkiler (WT) 300 mM tuz
stresine tabi tutularak elektrolit salinimi, malondialdehit (MDA) miktari, nispi su igerigi (RWC),
hidrojen peroksit (H,0,) konsantrasyonu, klorofil icerigi ve prolin miktari belirlenmistir. Bunlarin yani
sira literatiirde tuz stresi ile iliskili oldugu belirtilen NAC072, NAC024, CDPK4 ve P5CS genlerinin
ekspresyonu gergek zamanli kantitatif PCR (qQRT PCR) aracilign ile incelenmistir. Biyokimyasal
analizler sonucunda elde edilen veriler elektrolit salinimi, prolin miktari ve H,0, miktar1 bakimindan
WT bitkiler ile TR bitkiler arasinda anlaml bir farklilik olmadigini ortaya koymustur. RWC transgenik
S2 hattinda transgenik olmayan bitkilere kiyasla anlamli oranda (P < 0.05) yiiksek bulunmugtur. MDA
miktar1 her iki transgenik hatta (S2 ve M48) WT bitkilere kiyasla anlamli oranda diisiik bulunmustur.
gPCR analizi sonucunda elde edilen relatif ekspresyon degerleri, S2’de NACO72 geninin ekspresyon
seviyesinin WT ile karsilastirildiginda anlamli olarak (P < 0.05) yiiksek oldugunu géstermistir. NAC024
ve P5CS genlerinin ekspresyon seviyeleri de transgenik bitkilerde transgenik olmayanlara oranla
yitksek bulunmustur. CDPK4 geninin ekspresyon seviyesi ise S2 bitkileri ile WT bitkilerde birbirine
yakin seviyede tespit edilmistir. Elde edilen veriler bir biitiin olarak degerlendirildiginde MYB4
transkripsiyon faktoriiniin RWC, MDA miktar1 ve stresle iligkili ¢esitli genlerin ekspresyon seviyesini
etkilemek suretiyle tuz stresi tolerans mekanizmasinda rol oynayabilecegine isaret etmistir.

Effect of Osmyb4 gene expression on salinity tolerance of potato transformed with
Oryza sativa Osmyb4 gene

ABSTRACT

In this study, potential involvement of MYB4 in salt tolerance of potato trasformed with Osmyb4 was
investigated. In our previous studies transgenic potato plants heterologously expressing Osmyb4 gene
displayed better growth compared to non-transgenic plants upon exposure to high salt concentrations.
These results have led to a detailed analysis of potential involvement of MYB4 in salt tolerance of
potato. For this purpose transgenic (TR) and non-transgenic (WT) plants were subjected to 300 mM salt
concentrations and electrolyte leakage, malonedialdehyde level (MDA), relative water content (RWC),
the amount of hydrogen peroxide (H,0,), chlorophyll content and the level of proline was identified.
The expression of certain genes reported to be involved in salinity tolerance, namely, NAC072,
NACO024, CDPK4 and P5CS was also investigated by quantitative real time PCR (qRT-PCR). The data
obtained through biochemical tests showed that there were no significant difference between WT and
TR plants with respect to electrolyte leakage, proline content and H,O, content. RWC was significantly
higher (P <0.05) in the transgenic line S2 compared to TR plants. MDA content in both transgenic lines
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(S2 and M48) were found to be significantly lower compared to WT plants. Relative expression data
obtained by gPCR analysis revealed that expression of NACO072 was significantly higher in S2
compared to WT (P < 0.05). Expression level of NAC024 and P5CS genes were also higher in
transgenic plants compared to non-transgenic WT. On the other hand expression level of CDPK4 was
similar in WT and transgenic lines. The results have indicated that MYB4 transcription factor may
regulate salt stress tolerance mechanism in potato by affecting RWC, MDA content and expression of

certain stress related genes.

1. Giris

Biyotik ve abiyotik stres faktorleri bitki gelisimini
onemli Ol¢lide siirlandirmakta ve tarimda biiyiik verim
kayiplarina yol agmaktadir (Bray ve ark., 2000;
Mahajan ve Tuteja, 2005). Diinyada 800 milyon
hektardan daha fazla bir alanda tuzluluk sorunu
bulunmaktadir ve bu alan diinyadaki toplam karasal
alanin %6’sin1 olusturmaktadir. Toprakta yiiksek oranda
bulunan tuz, bitkileri iki farkli yolla etkilemektedir.
Yiiksek orandaki tuz hem bitkinin kokleri araciligiyla
topraktan suyu almasimi zorlagtirmakta (ozmotik stres)
hem de iyonik toksisiteye yol acabilmektedir (Munns ve
Tester, 2008). Ozmotik stres hiicre genislemesinin ve
stirgiin gelisiminin yavaslamasina neden olur. Osmotik
stresin devaminda ortaya c¢ikan iyon toksisitesi
evresinde ise, ortamda artmig Na ve Cl iyonlari K, Ca*
ve NO™ gibi gerekli besin elementleri ile rekabet ederek
bitkilerde, besin eksikligi veya besin dengesizligine yol
acar (Hu ve Schmidhalter, 2005). Tuz stresine maruz
kalan bitkiler genotipik farkliliklara bagli olarak ¢ok
farkli cevaplar verirler (Dajic, 2006). Bu strese karsi
verilen farkli biiyiime cevaplart sadece farkli bitki
tirleri i¢in degil aymi tiirtin farkli gesitleri i¢in dahi
gecerli olabilmektedir (Munns, 2002). Bitkilerdeki tuza
tolerans mekanizmalarindan biri, Na* ve CI iyonlarmin
koklerden, govde ve  yapraklara tasimniminin
kisitlanmasidir.  Ornegin arpa, pasif alim ile kok
hiicrelerine giren Na® ve CI* iyonlarim sahip oldugu
bariyerler sayesinde yesil aksama iletmemekte ve bu
sekilde tuza yiiksek tolerans gostermektedir (Poljakoff-
Mayber ve Gale, 1975). Tuza toleransh olan tiirlerde
Na* ve CI iyonlarinin organlar ve dokulardaki dagilimi
o6nemlidir. Tuz stresine toleransi yiiksek olan bitkilerin
en iyi bilinen &zelliklerinden biri Na* ve Cl- iyonlarmin
daha ¢ok yasli yapraklarda tutulmasi ve geng yapraklara
iletilmemesidir (Wolf ve ark., 1991).

Bitkiler ~ sahip  oldugu  dogal adaptasyon
mekanizmalar1 araciligi ile stres faktorlerine direngli
olabilecegi gibi c¢esitli manipiilasyonlarla da stres
toleranslart arttirilabilir.  Bu amagla g¢esitli 1slah
yontemlerinin yani sira bazi biyoteknolojik yontemler
de kullanilabilmektedir. Stres kosullarina direngli bitki
elde edebilmek amaciyla yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri bitkilere gen transferi yapmaktir
(Wang ve ark., 2003). Transkripsiyon faktorlerini (TF)
kodlayan g¢esitli genlerin bitkilere aktarimi yaygin
olarak uygulanan yaklagimlardan biridir. TFler bitkilerin
abiyotik strese verdigi cevabin olusturulmasinda kilit rol
oynamaktadirlar (Golldack ve ark, 2014). Cesitli MYB
TFleri abiyotik stres cevabinin diizenlenmesindeki rolii
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acgisindan calisilmistir (Li ve ark. 2015). MYB TFleri
DNA’ya baglanmayr saglayan MYB domaini ile
karakterize edilirler ve bu domaindeki sekans tekrar
sayisina bagli olarak 4 alt aileye ayrilirlar (1R-MYB,
R2R3-MYB, 3R-MYB ve 4R-MYB) (Du ve ark., 2009;
Dubos ve ark., 2010). Bitkilerdeki en yaygin
transkripsiyon faktor (TF) ailelerinden biri olan MYB
TFleri sekonder metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre
morfogenezinin  kontrolii, meristem  olusumunun
regiilasyonu, ¢igek ve tohum gelisimi gibi ¢esitli
fizyolojik ve biyokimyasal proseslerde rol oynarlar.
Ayrica bazilart da savunma, biyotik/abiyotik stres
cevabinin olusturulmas: ile 151tk ve hormon sinyal
yolaklarinda rol  oynarlar.  Bitkilerdeki MYB
proteinlerinin ¢ok biiyiikk bir kismu iki tekrar igeren
R2R3-MYB alt ailesine dahildir. R2R3-MYB TFlerinin
cesitli bitkilerde tanimlanmig 100°den fazla iiyesi
bulunmaktadir. Bu TFler primer ve sekonder
metabolizma, hiicre akibeti ve kimligi, gelisme ve
biyotik/abiyotik stres cevabi gibi bazi bitkiye 0zgii
proseslerin kontrol edilmesinde 6nemli rol oynarlar
(Chen ve ark., 2005; Dubos ve ark., 2010). MYB4
transkripsiyon faktérii de R2R3-MYB alt ailesine dahil
TFlerden biridir.

Arabidopsis  thaliana’da tammlanan AtMyb4’iin
sinamat 4-hidroksilaz (C4H) enzimini baskilamak
suretiyle UV koruyucu bir bilesik olan sinapoil malatin
birikimini diizenledigi tespit edilmistir (Hemm ve ark.,
2001; Jin ve ark., 2000). Oryza sativa’da tanimlanan
Osmyb4 geninin geltikteki ekspresyonunun ise sogukta
absisik asit (ABA) bagimsiz yolak ve patojenler
araciligt ile uyarildigr  goriilmistir.  Osmyb4’tin
ekspresyonu PAL2, ScD9, SAD ve COR15a gibi
sogukla indiiklenen promotorlari aktive etmistir. Bu
genin Arabidopsiste asir1 ekspresyonu, bilylik bir kismi
biyotik ve abiyotik stresle iliskili olan 250°den fazla
genin aktive olmasma sebep olmustur. Transgenik
bitkiler, stres cevabinin olusturulmasinda 6nemli rolii
olan ¢esitli metabolitleri (prolin, seker, alanin, glisin
betain, aromatik bilesikler vb.) transgenik olmayan
bitkilere oranla daha hizli bir sekilde ve daha yiiksek
oranda akiimiile etmislerdir. Elde edilen molekiiler ve
biyokimyasal sonuglar gen aktarilmis bitkilerin biyotik
(viriis, bakteri ve fungus) ve abiyotik (soguk, donma,
kuraklik, tuzluluk, UV, ozon) stres toleransinin, gen
aktarilmamis olan Dbitkilere oranla daha yliksek
oldugunu ortaya koymustur (Vannini ve ark. 2004;
Vannini ve ark. 2006). Arabidopsis’te yapilan bir baska
caligmada  Osmyb4  ekspresyonunun  transgenik
bitkilerde kuraklik toleransini artirdig: tespit edilmistir
(Mattana  ve ark, 2005). Domateste de
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Arabidopsistekine benzer sekilde transgenik bitkilerdeki
Osmyb4 ekspresyonunun kuraklik toleransini artirdigt
belirlenmistir. Transgenik domates bitkilerinin viris
hastaliklarina kars1 daha direncli oldugu tespit edilirken
soguk toleransinda herhangi bir artisa rastlanmamigtir
(Vannini ve ark., 2007). Elmada asir1 ekspres edilen
Osmyb4 geni ise transgenik bitkilerin soguk ve
kurakliga  karst  fizyolojik ve  biyokimyasal
adaptasyonlarin1 artirmigtir (Pasquali ve ark., 2008).
Benzer sekilde Osteospermum ecklonis’te de seker ve
prolin gibi metabolitler daha yiiksek oranda akiimiile
olmus ve bu durum bitkilerin soguk ve donma stresine
kars1 toleransinda artisa neden olmustur (Laura ve ark.,
2010). Daha once tarafimizdan yapilmis olan bir
calisgmada Osmyb4 genini ifade eden transgenik patates
bitkileri elde edilmistir. Transgenik bitkilerin yiiksek
konsantrasyonda tuz igeren ortamda gen aktarilmamis
bitkilere oranla daha iyi gelisim gosterdigi belirlenmistir
(Aydin ve ark., 2014). Vannini ve ark. (2006) 300 mM
NaCl uygulamasi sonucunda Osmyb4 geni aktarilmig
transgenik Arabidopsis bitkilerinin yaklasik % 50’sinin
hayatta kaldigini, transgenik olmayan Arabidopsis
bitkilerinin ise tlimiiniin Oldigini gdstermiglerdir.
Yapilmig olan ¢alismada sadece strese maruz birakilan
bitkilerdeki hayatta kalma oranlari incelenmis oldugu
icin MYB4’ilin tuz tolerans mekanizmasindaki roliiniin
aydinlatilmasina yonelik bir veri bulunmamaktadir.

Tuz stresi, hiicre bolinmesini ve uzamasini
etkilemek suretiyle, bitkilerde kok ve govdede hiicre
sayisinin, mitotik aktivitenin ve hiicre boliinme oranimnin
azalmasina neden olur (Burssens ve ark., 2000). Bunun
bir sonucu olarak bitkinin gévde ile kok uzunlugunda ve
agirhiginda azalma; yapraklarda kii¢iilme ve sayilarinda
azalma; yaprak yiizeyindeki mumsu tabaka ile kutikula
tabakasinda incelme; vaskiiler doku farklilasmasinda ve
gelisiminde azalma meydana gelir (Mohammad ve ark.,
1998; Reddy ve Iyengar, 1999). Dolayisiyla, daha dnce
yapmis oldugumuz calismada (Aydin ve ark., 2014)
Osmyb4 geni ile transforme edilmis patates bitkilerinin,
transgenik  olmayanlara  oranla  yiiksek  tuz
konsantrasyonlarinda daha iyi gelisim gostermesi,
MYB4’1in tuz stresine tolerans saglayabilecegine isaret
etmistir. Yapilan bu ¢alismada ise ¢esitli biyokimyasal
testler ve gen ekspresyon analizleri aracilig1 ile MYB4
transkripsiyon faktoriiniin patateste regiile ettigi cesitli
metabolik reaksiyonlarin ve genlerin agiga ¢ikarilmasi
ve boylece tuz stresi tolerans mekanizmasindaki
potansiyel roliiniin aydinlatilmasi amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bitki ¢esitleri

Caligmalarda gen aktarilmamis patates bitkileri
(Solanum tuberosum L. cv. Kennebec) ile bu bitkilere
Osmyb4 geni aktarilmast sonucunda elde edilen
transgenik patates hatlar1 (S2 ve M48) kullanilmistir. S2

hattt Osmyb4 genini konstitiitif bir promotor olan
CaMV35S promotoru kontroliinde tagiyan bir plazmit
barindiran  Agrobacterium  tumefaciens (EHAZ105)
araciligryla transforme edilmistir. M48 ise Osmyb4
genini sogukla indiiklenen bir promotor olan Corlba
kontroliinde ifade eden bir transgenik hattir. Gen
aktarilmamig kontrol bitkileri bundan sonraki kisimlarda
WT (wild type) gen aktarilmig bitkiler ise TR
(transgenik) bitkiler olarak adlandirilacaktir.

2.2. Bitkilerin biiyiitiilmesi ve tuz stresinin uygulanmasi

Doku kiiltiiriinde biiyiitillen 4 haftalik bitkiler
iklimlendirme kabinine aktarilmig ve 24+1 °C’de 16/8
saat 1gik/karanlik altinda Hoagland soliisyonu
(Hoagland ve Arnon, 1950) iceren su kiiltiiriinde 7 giin
biiyiitiilmistiir. Su kiiltiiriine adaptasyonu saglanan WT
ve TR fidelere, Hoagland soliisyonuna 50 mM, 100
mM, 150 mM, 200 mM ve 300 mM
konsantrasyonlarinda NacCl ilave etmek suretiyle 7 giin
tuz stresi uygulanmistir. Bitki geligimini sinirlayan tuz
konsantrasyonu 300 mM olarak belirlenmis ve 7. giinde
yapraklardan ornek alinarak biyokimyasal analizlerde
kullanilmustir.

2.3. Fizyolojik ve biyokimyasal analizler

Tuz uygulamasindan sonra WT ve TR bitkilerin
yapraklarindan ornekler almarak g¢esitli fizyolojik ve
biyokimyasal analizler yapilmistir. Biitin analizler 3
kez tekrar edilmis ve herbir tekrarda 2 bitki
kullanilmustir.

Nispi su igeriginin belirlenmesi icin WT ve TR
bitkilerin yapraklarindan 6rnek alinmig ve oncelikli
olarak yas agirliklar1 (WM) belirlenmistir. Numuneler
oda sicakhginda 24 saat siireyle distile suda
bekletildikten sonra tekrar tartim yapilarak turgid
agirliklart (TM) belirlenmistir. Daha sonra dokular 70
°C’de 48 saat bekletilerek kuru agirliklari (DM)
belirlenmistir. Nispi su igerigi (RWC) Smart ve
Bingham (1974) tarafindan belirlenen esitlige gore
hesaplanmuistir:

RWC (%) = [WM-DM] / [TM-DM] x 100

Yiiksek konsantrasyonda tuz uygulamasma bagh
olarak hiicre zarinda olusan hasari belirlemek igin,
elektrolit salinimi ve lipid peroksidasyonunun son iiriini
olan MDA miktar1 Ol¢iilmistiir. Elektrolit salinim
Olglimiinden once yaprak ornekleri 2-3 kez distile su ile
yikanarak {izerinde bulunabilecek elektrolitlerden
armdirilmistir. Orneklerinin iizerine 0.4 M mannitol
soliisyonu ilave edildikten sonra 3 saat silireyle oda
sicakliginda calkalanmistir. Bu siire sonunda orneklerin
elektrolit salinim miktar1 kondiiktivite metre ile
Olciilmiis ve C1 degeri olarak kaydedilmistir. Tim
ornekler 10 dakika kaynayan suda tutulduktan sonra
tekrar elektrolit salinim miktar1 belirlenmis ve bu deger
de C2 degeri olarak kaydedilmistir. Daha sonra
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elektrolit salinim miktar1 (%), (C1/C2)x100 bagintis
kullanilarak hesaplanmistir (Nanjo ve ark., 1999). MDA
miktar tayini i¢in yapraklardan alinan 0.2-0.3 g 6rnek,
% 5°lik trikloroasetik asit (TCA) kullanilarak
homojenize edilmistir. Homojenat santrifiijde
¢oktiiriildiikten sonra siipernetantin {izerine tiobarbitiirik
asit (TBA) ve TCA igeren reaksiyon karisimi ilave
edilmis ve 96 °C’de 25 dakika inkiibe edilmistir.
Santrifiijde  yapilan ¢oktiirme isleminden sonra
siipernetantin absorbanst 532 ve 600 nm’de okunarak
MDA miktar1 hesaplanmistir (Madhava Rao ve Srestry,
2000).

H,0, miktar1 Bernt ve Bergmeyer (1974)’e gore
belirlenmistir. 0.5-0.6 g yaprak Ornegi sivi azotta
ogitiildiikten sonra potasyum fosfat tamponunda
stispande edilmistir. Homojenat filtre edildikten sonra
santrijiif yapilmis ve 0.25 ml supernatant {izerine 1.25
ml peroksidaz reaktifi ilave edilmistir. 30 °C’de 10
dakika inkiibe edildikten sonra, 0.25 ml IN perklorik
asit ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. 5000 g’de
5 dk santrijiif yapildiktan sonra siipernetantin absorbanst
436 nm’de okunmak suretiyle H,O, miktar1 tayin
edilmistir.

Yaprak dokusundaki prolin miktar1 Bates ve ark.
(1973) tarafindan belirlenen yontemle tayin edilmistir.
0.2-0.3 g doku ornegi % 3’liik siilfosalisilik asit
kullanilarak homojenize edildikten sonra santrijiijde
¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra bir tiipe sirasiyla 0.2 ml asit
ninhidrin, 0.2 ml % 96’lik asetik asit, 0.1 ml % 3’lik
siilfosalisilik asit ve 0.1 ml siipernetant ilave edilmistir.
Tiipler 96 derecede 1 saat inkiibe edildikten sonra toluen
eklenerek tekrar santrifiij yapilmistir. Siipernetantin
absorbanst 520 nm’de okunarak prolin miktar
belirlenmistir.

Klorofil miktar tayini i¢in WT ve TR fidelerden
alman yaprak oOrnekleri tartilmus ve daha sonra
tizerlerine % 80°lik aseton ilave edilerek 24 saat siireyle
4 °C’de calkalanmistir. Ornekler 5dk 3500 rpm’de
santrifiij edildikten sonra 647 ve 663 nm’deki
absorbanslart belirlenmistir. Klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil miktar1 Lichtenthaler (1987)’e gore
hesaplanmustir.

2.4. Gen ekspresyon analizleri

Gen ekspresyon analizleri i¢in 24 saat siireyle 150
mM tuz stresine tabi tutulmus bitkilerin yapraklarindan
ornek alinmig ve toplam RNA izolasyonu (Thermo
Scientific, GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit)
yapilmistir. Stres uygulamasindan hemen once alinan
ornekler kontrol olarak kullanilmistir. Literatiirde tuz
stresi ile iligkisi oldugu belirlenmis olan bazi genlerin
ekspresyonu qRT-PCR araciligi ile incelenmistir. Bu
amagla d1-pyrroline-5 carboxylate synthase 1 (P5CS1),
kalsiyum-bagimli protein kinaz (StCDPK4) ve iki farkli
NAC transkripsiyon faktoriinii (StNAC024, StNACO072)
kodlayan genlerin ekspresyon seviyelerine bakilmustir.
StNAC024 ve StNACO72 genleri i¢in Singh ve ark.
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(2013) tarfindan belirlenmis olan primer dizileri
kullanilmistir. Referans gen olarak kullanilan ef7a geni
icin Nicot ve ark. (2005) tarafindan belirlenmis olan
primer dizileri kullanmilmistir. P5CS1 ve StCDPK4
genleri igin NCBI Primer-BLAST programi kullanilarak
primerler dizayn edilmistir. Primer dizisi P5CS1 geni
i¢in 5” primer (5’-TTAAAGAGGACGGAGCTTGC-3’)
ve 3’ primer (5-CAGTGCATCAGGTCGTGACT-3’)
seklinde belirlenmistir. StCDPK4 geni i¢in 5’ primer
(5’-AGTGGCGGTGAGTTGTTTGA-3) ve 3’ primer

(5’- GAGAATGACACGCCTCCACA-3’) seklinde
primer dizileri belirlenmistir.
gRT-PCR analizi iki asamall olarak

gerceklestirilmistir. ilk asamada toplam RNA &rnekleri
kullanilarak ters transkripsiyonla (Thermo Scientific,
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit) cDNA
sentezlenmistir. Ikinci asamada cDNA’lardan SYBR
Green PCR Kiti kullanilarak (Thermo Scientific,
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix) PCR analizi
yapilmistir. PCR karigimi 25 pl toplam hacimde: 12.5 pl
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X),
0,3 uM 5’ primer, 0,3 pM 3’ primer ve 2 pl cDNA
icerecek sekilde hazirlanmis ve Thermal Cycler
cihazinda (Applied Biosystems 7500) ¢ogaltim
gerceklestirilmigtir. PCR programi 95 °C’de 10 dk ve 40
dongii 94 °C’de 15 sn, 55 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn
ile son olarak 72 °C’de 10 dk son uzama olacak sekilde
uygulanmustir. Orneklerin CT degerleri ve s6z konusu
gene ait kalibrasyon egrisi kullanilarak herbir 6rnekteki
hedef gen ve referans genin ekspresyon miktarlar
hesaplanmistir. Hedef genin Orneklerdeki normalize
ekspresyon miktari, hedef genin ekspresyon miktarinin
referans genin ekspresyon miktarina bdoliinmesiyle
bulunmustur. Herbir yaprak oOrneginin kontrolii ayni
bitkiden stres uygulamasi oOncesinde alinmig olan
ornektir. Hedef genin o6rneklerdeki relatif ekspresyon
seviyesi hedef genin normalize ekspresyon miktarinin o
ornegin kontroliiniin normalize edilmis ekspresyon
miktarma boliinmesiyle elde edilmistir. PCR sirasinda
melting egrisi analizi de yapilmis ve tek bir PCR
iriiniiniin olusmus oldugu kontrol edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Doku kiiltiiriinde bir ay siireyle biiyiitiilen WT ve
TR patates bitkileri su kiiltiiriine aktarilmig ve 15 giin
biiyiitiildiikten sonra 300 mM tuz stresine tabi
tutulmustur. Sekil 1°de su kiiltiiriinde biiyiitiilen bitkiler
gosterilmektedir. Sekil incelendiginde WT ve TR
bitkilerin tuz stresi uygulamasindan once morfolojik
ozellikleri bakimindan benzer oldugu goriilmektedir.
Literatiirde transkripsiyon faktorlerinin asir1 ifade
edilmesinin bitkilerde genellikle biiyiime geriligine
neden oldugu rapor edilmistir (Kasuga ve ark., 1999;
Liu ve ark., 1998). Vannini ve ark. (2004) Osmyb4 ile
transforme ettikleri Arabidopsis bitkilerinde
gozlemledikleri ciice fenotipin, genin ekspresyon
seviyesi ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir. Ayni
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aragtirmact grubu s6z konusu genin domateste asiri
ekspres edilmesinin ise transgenik bitkilerde herhangi
bir biiylime geriligine sebep olmadigini agiklamislardir
(Vannini ve ark., 2007). Yapilmis olan bu ¢aligmada da
patates bitkilerinde domatestekine benzer sonuglar elde
edilmis ve Osmyb4 genini gerek CaMV35S promotor
gerekse Corl5a promotoru kontroliinde ekspres eden
her iki hat (S2 ve M48) WT bitkiler ile benzer sekilde
gelisim gostermistir (Sekil 1).

$27Va8

Sekil 1. Su Kkiiltiirinde biiyiitillen gen aktarilmamig
kontrol bitkileri (WT) ve transgenik bitkiler (S2 ve
M48). (a) 1. giin (b) 15. giin.

Figure 1. Non-transgenic control (WT) and transgenic
(S2 and M48) plants grown hydroponically. (a) Day-1
(b) Day-15.

Su kiiltiiriinde 15 giin biiyiitiilen bitkilere 300 mM
tuz uygulandiktan sonra WT ve TR bitkilerin

yapraklarindan ornekler alinmistir. Alinan Orneklerle
yapilan biyokimyasal analizler sonucunca elde edilen
RWC, elektrolit salimmmi, MDA miktari, H,0,
konsantrasyonu, prolin miktar1 ve klorofil igerigi ile
ilgili veriler Cizelge 1°de sunulmustur.

RWC hiicre hacmi ile yakin iliskili bir parametredir
ve bitkilerde terleme hizi ile yaprak dokusunun su
rezervi arasindaki dengeyi gosteren Onemli bir
belirtectir (Lugojan ve Ciulca 2011; Farquhar ve ark.
1989). Dolayisiyla RWC bir bitkinin maruz kaldig: stres
sonrasinda iyilesmesini ve buna bagli olarak verimini
etkilemektedir (Lilley ve Ludlow 1996). Elde edilen
sonuglar RWC’nin S2’de transgenik olmayan bitkilere
kiyasla anlamli oranda yiiksek oldugunu gdstermistir.
Mattana ve ark. (2005) Osmyb4 ile transforme ettikleri
Arabidopsis bitkilerini 15 giin siireyle kuraklik stresine
tabi tuttuklarinda RWC oraninda Snemli bir degisim
gozlemezken, gen aktarmadiklart kontrol bitkilerinde
RWC’nin % 15 oraninda azaldigini rapor etmislerdir.
Calismamizda da benzer sekilde transgenik olan S2
hattimin RWC diizeyinin (% 87.3) gen aktarilmamis
bitkilere (% 76.3) oranla daha yiiksek olmasi bu
bitkilerin su igerigini stres kosullarinda daha iyi
muhafaza edebildiklerini gostermektedir. Bu durum
transgenik  bitkilerde  ekspres  edilen MYB4
transkripsiyon  faktoriiniin  tuz  stresi  tolerans
mekanizmasinda rolii olan bazi genlerin regiilasyonunda
rolii olabilecegine isaret etmektedir.

Cizelge 1. Biyokimyasal analizler sonucunda elde edilen veriler. Veriler, alt1 6rnegin ortalamas:t + SEM degerlerini

ifade etmektedir.

Table 1. Data obtained by biochemical analyses. The data represents mean of six samples = SEM .

RWC (%) Elektrolit MDf\ (nmol g~ H,0,(nmol g* Prol_iln (umol  Toplam kI_(l)rofiI
salinimi (%) FW) FW) g~ FW) (mgg”)
WT  763+£27 57 £0.9 27.7+2.0 119.8 £243 88.8+1.5 1.8£0.2
s2  87.3+4.0* 24.0 £7.0 19.4 £ 1.0* 1549+ 19.8 86.0 4.8 1.3+0.3*
M4g  69.4+£2.0 24.4 £13.7 21.8+0.9*% 68.3+12.8 859422 1.8+04

* Degerler WT bitkilere oranla anlamli farklilik gostermektedir (P < 0.05).

Stresin hiicrede ilk hedef noktast olan hiicre
zarindaki hasarin bir gostergesi olan MDA miktar1 her
iki transgenik hatta WT bitkilere kiyasla anlamli oranda
(P < 0.05) diisiik bulunmustur. MYB4 transkripsiyon
faktorii R2R3-MYB alt ailesine dahil TFlerden biridir.
Yang ve ark. (2012) R2R3-MYB alt ailesine dahil
TFlerden biri olan MYB?2 ile transforme ettikleri ¢eltik
bitkilerini 200 mM tuz stresine tabi tutmuslardir. Tuz
stresine maruz birakilan transgenik bitkiler ile gen
aktarilmayan kontrol bitkilerini MDA  miktarlari
acisindan Kkarsilastirdiklarinda  kontrol  bitkilerindeki
MDA oranimin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.
Arastirmacilar OSMYB2’nin asir1 ifade edilmesinin,
transgenik bitkileri tuz stresine bagl olarak ortaya c¢ikan
oksidatif strese karst korudugu ve yiiksek tolerans

sagladig1r yorumunu yapmiglardir. Raldugina ve ark.
(2018) ise Osmyb4 ile transforme ettikleri kanola
bitkilerini agir metal stresine tabi tutmuslardir. CuSO,
uyguladiklar1 bitkilerde oksidatif strese bagli olarak
indiiklenen lipid peroksidasyonunun son iriinii olan
MDA seviyesini Olgtiiklerinde transgenik bitkilerde bu
seviyenin daha diisiik oldugunu belirlemiglerdir. Her iki
arastirmaci grubunun elde ettikleri veriler ¢aligmamiz
sonucunda elde edilen wveriler ile paralellik
gostermektedir. S2 ve M48 transgenik hatlarinda stres
sonrasinda kontrol bitkilerine oranla daha diisik MDA
seviyelerinin ~ tespit  edilmis olmasi MYB4
transkripsiyon faktoriiniin bu bitkileri tuz stresinin
olumsuz etkilerine karst korumada rolii olabilecegini
gostermektedir. Hiicre zarindaki hasarin
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gostergelerinden bir digeri olan elektrolit salinim
acisindan WT bitkiler ile transgenik bitkiler arasinda
anlamli bir farklilik tespit edilmemistir.

Hidrojen peroksit bitkilerde gerek normal sartlarda
gerekse stres kosullarinda gesitli hiicresel islevlerde rolii
olan bir molekiildiir (Quan ve ark., 2008). Strese maruz
kalan bitkilerde H,O, olusur ve birikerek oksidatif strese
neden olur. Yapilan g¢aligmalar sonucu elde edilen
veriler hidrojen peroksitin bitkilerde bir sinyal molekiili
olarak rol oynadigmi ortaya koymustur. Dolayisiyla
H,0, konsantrasyonunun kontrolii hiicre homeostazisi
agisindan onemlidir (Hernandez ve ark., 2010).
Yapilmig  olan  ¢alismada  hidrojen  peroksit
konsantrasyonu S2 transgenik patates hattinda WT
bitkilere oranla daha yiiksek, M48 hattinda ise WT
bitkilere oranla daha diisiik olarak belirlenmis olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir.

Bitkilerde yaygin olarak bulunan bir aminoasit olan
prolin, stres kosullarinda sitozolde birikerek ozmotik
dengenin ayarlanmasinda goérev alir. Prolin ozmotik
dengeyi saglamanin yanisira membran ve protein gibi
yapilarin stabilizasyonunda, hiicresel redoks
potansiyelinin  korunmasinda, serbest radikallerin
yakalanmasinda ve DNA hasarinin engellenmesinde de
rol oynayan bir ozmoprotektandir (Culha ve Cakirlar,
2011). Gomaa ve ark. (2008) ile Mattana ve ark. (2005)
Osmyb4 ile transforme ettikleri bitkileri abiyotik strese
tabi tuttuklarinda bu bitkilerdeki prolin miktarinin
transforme edilmemis kontrol bitkilerinden daha yiiksek
oldugunu ve bu bitkilerin stres toleransinin daha yiiksek
oldugunu rapor etmislerdir. Yapilmis olan bu ¢aligmada
ise 300 mM tuz stresine maruz birakilan WT ve TR
bitkiler arasinda prolin miktarlar1 bakimindan anlamli
bir farklilik tespit edilmemistir. Bu durum transgenik
bitkilerdeki Osmyb4 ifadesinin bitki tiiriine bagl olarak
farkli etkiler olusturabilecegine isaret etmektedir.
Genellikle stres toleransi yiiksek olan bitkilerdeki prolin
miktar1 strese duyarli bitkilerden daha yiiksek
olmaktadir (Szabados ve Savoure’, 2010; Sharma ve
ark., 2011; Hayat ve ark., 2012). Ancak bu iligki her
zaman bu sekilde olmamaktadir. Tuz stresine maruz
birakilan celtik bitkilerinin yapraklarinda biriken prolin,
tuz toleransinin degil tuza bagl olarak olusan hasarin
bir gostergesi de olabilmektedir (Lutts ve ark., 1999).
Benzer seklide tuza toleranslari bakimindan farklilik
gosteren iki sorgum genotipinde, tuza maruz
birakildiklarinda biriken prolin miktarinin, tuzluluk
toleransina bagh olarak degil tuz stresinin bir neticesi
olarak biriktigi rapor edilmistir (de-Lacerda ve ark.,
2003).

Yiiksek tuz konsantrasyonlar1 bitkilerin
yapraklarindaki  klorofil miktarmi etkileyen bir
faktordiir (Munns ve James, 2003; Bhattacharya ve ark.,
2004). Yiiksek dozdaki tuz, klorofil sentezini
engellemek ya da klorofil yikimini hizlandirmak
suretiyle klorofil miktarinin azalmasima neden olabilir
(Zhao et al., 2007). Thipyapong ve ark. (2004) klorofil
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miktarindaki azalmanin ROS seviyesinin yiiksek olmasi
ile iliskili oldugunu 6ne silirmiislerdir. Yapilmis olan
calismada M48 transgenik hattina ait bitkilerdeki
klorofil miktar1 WT bitkiler ile ayn1 bulunmustur. S2
hattina ait bitkilerdeki klorofil miktarinin ise WT
bitkilerden daha diisiik oldugu tespit edilmistir (P <
0.05). Bu durum S2 hattindaki bitkilerin H,0,
seviyesinin M48 ve WT bitkilere oranla daha yiiksek
olmasiyla agiklanabilir.

gRT-PCR aracilig1 ile belirlenmis olan P5CS1,
StCDPK4, StNAC024 ve StNACO072 genlerinin relatif
ekspresyon seviyeleri Sekil 2°de gosterilmektedir. Elde
edilen ekspresyon degerleri kullanilarak yapilan t-test
sonucunda, S2’de NACO72 geninin ekspresyon seviyesi
WT ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (P < 0.05). Kuraklik stresi ile iligkili NAC
transkripsiyon faktorlerinden biri olan NAC072’yi
yiiksek seviyede ifade eden transgenik bitkilerin yiiksek
kuraklik toleranst gosterdikleri rapor edilmistir (Tran ve
ark., 2004). Bu c¢alisjmada MYB4 transkripsiyon
faktoriinli yiiksek seviyede ifade eden S2 hattina ait
bitkilerde NACO072 gen ifadesinin WT bitkilere oranla
daha yiiksek tespit edilmis olmasi abiyotik stres
kosullarinda transgenik bitkilerin toleransinin daha
yiiksek olabilecegine isaret etmektedir.

NACO072 NAC024 P5CS CDPK4
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Sekil 2. StINAC024, StNAC072, P5CS1 ve StCDPK4’iin
relatif ekspresyon seviyeleri. Veriler, 3 Ornegin
ortalamasi = SEM degerini ifade etmektedir. * Degerler
WT bitkilere oranla anlamli farklilik gdstermektedir (P
<0.05)

Figure 2. Relative expression levels of StNAC024,
SINACOQ72, P5CS1 and StCDPKA4. The data represents
mean of three samples + SEM . *The values are
significantly different compared to WT (P < 0.05).

NACO024 geninin ekspresyon seviyesi de transgenik
bitkilerde transgenik olmayanlara oranla yiiksek
bulunmustur. Singh ve ark. (2013) patatesteki NAC
genlerinin genom diizeyindeki ifade profillerini
inceledikleri ¢aligmalarinda NAC024 geninin  tuz
stresine  bagli  olarak  indiiklendigini  ortaya
koymuglardir. Elde ettikleri bu veri NACO024
transkripsiyon  faktdriinin ~ tuz  stresi  tolerans
mekanizmasi ile iligkili olabilecegine isaret etmektedir.
Yapilan bu calismada NACO024 gen ifadesinin TR
bitkilerde WT bitkilere oranla daha yiiksek olmasi
patateste heterolog olarak ifade edilen MYB4
transkripsiyon  faktoriiniin ~ tuz  stresi  tolerans
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mekanizmasi ile iligkili diger genleri aktive etmek
suretiyle bitkileri tuz stresine karsi koruyabilecegini
gostermektedir.

Hiicre ici prolin akiimiilasyonu bitkilerin ozmotik
strese karst verdikleri yaygin bir metabolik tepkidir ve
P5CS geni bu yolaktaki anahtar enzimdir (Pérez-
Arellano ve ark., 2010). Yapilmis olan bu ¢alismada S2
hattina ait bitkilerdeki P5CS geninin ekspresyon
seviyesi transgenik olmayanlara oranla istatistik olarak
anlamli  diizeyde olmamakla  birlikte  yiiksek
bulunmustur. Ancak prolin miktarlar1 incelendiginde TR
bitkiler ile WT bitkiler arasinda bir fark goriilmemistir.
Gen diizeyindeki farkliligin metabolit diizeyinde
goriilmemis olmas1 bitkilerin gen ifade diizeyleri
arasindaki  farkin  istatistiksel olarak  anlaml
olmamasindan  kaynaklaniyor  olabilecegi  gibi
transkripsiyon sonrasi gergeklesen cesitli regiilasyon
mekanizmalarindan da kaynaklaniyor olabilir.

Kalsiyum bagimli protein kinazlar (CDPK)
bitkilerde biiylime ve gelismeyi diizenleyen, aym
zamanda biyotik ve abiyotik stres tepkilerini regiile
eden enzimlerdir (Hettenhausen ve ark., 2013).
Yapilmis olan calismada CDPK4 geninin ekspresyon
seviyesi S2 bitkileri ile WT bitkilerde birbirine yakin
seviyede tespit edilmistir.

4. Sonug¢

Yapilan c¢alismalar, WT bitkilere oranla S2
transgenik hattinda RWC degerinin daha yiiksek
oldugunu, her iki transgenik hatta MDA degerlerinin
daha disik oldugunu ve abiyotik stresle iliskili
NAC072, NAC024 ve P5CS genlerinin ifade
seviyelerinin daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur.
Bir biitin  olarak  degerlendirildiginde, MYB4
transkripsiyon ~ faktoriiniin ~ patateste  heterolog
ekspresyonunun stresle iligkili c¢esitli biyokimyasal
prosesleri ve bazi genlerin ekspresyon seviyelerini
etkilemek  suretiyle  abiyotik  stres  tolerans
mekanizmasinin diizenlenmesinde etkili bir
transkripsiyon faktorii olabilecegine isaret etmektedir.
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