
115 

 

   

 

 

Anadolu Tarım Bilimleri Dergisi 
Anadolu Journal of Agricultural Sciences 

http://dergipark.gov.tr/omuanajas 
 

   

 

Araştırma/Research 

 

 

Anadolu Tarım Bilim. Derg./Anadolu J Agr Sci, 35 (2020)  

ISSN: 1308-8750 (Print)  1308-8769 (Online) 

doi: 10.7161/ omuanajas.624749 

Oryza sativa Osmyb4 geni aktarılmış transgenik patateste Osmyb4 gen ifadesinin 

tuzluluk toleransına etkisi 

 

Gülsüm Aydın
 

 

Selçuk Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoteknoloji Bölümü, Konya, Türkiye 

 

*Sorumlu yazar/corresponding author: agulsum@selcuk.edu.tr, gkalemtas@gmail.com  

 

Geliş/Received 26/09/2019          Kabul/Accepted 29/11/2019 
 

ÖZET 

Bu çalışmada Osmyb4 geni ile transforme edilmiş patateste, MYB4’ün tuz toleransına olan potansiyel 

etkileri araştırılmıştır. Daha önce yapmış olduğumuz bir çalışmada Osmyb4 geni aktarılmış transgenik 

patates bitkilerinin yüksek konsantrasyonda tuz içeren ortamda, gen aktarılmamış bitkilerden daha iyi 

fizyolojik gelişim gösterdiği tespit edilmiştir. Bu noktadan hareketle MYB4’ün patateste tuz toleransına 

etkisini araştırmak amacıyla, transgenik bitkiler (TR) ve gen aktarılmamış bitkiler (WT) 300 mM tuz 

stresine tabi tutularak elektrolit salınımı, malondialdehit (MDA) miktarı, nispi su içeriği (RWC), 

hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonu, klorofil içeriği ve prolin miktarı belirlenmiştir. Bunların yanı 

sıra literatürde tuz stresi ile ilişkili olduğu belirtilen NAC072, NAC024, CDPK4 ve P5CS genlerinin 

ekspresyonu gerçek zamanlı kantitatif PCR (qRT PCR) aracılığı ile incelenmiştir. Biyokimyasal 

analizler sonucunda elde edilen veriler elektrolit salınımı, prolin miktarı ve H2O2 miktarı bakımından 

WT bitkiler ile TR bitkiler arasında anlamlı bir farklılık olmadığını ortaya koymuştur. RWC transgenik 

S2 hattında transgenik olmayan bitkilere kıyasla anlamlı oranda (P < 0.05) yüksek bulunmuştur. MDA 

miktarı her iki transgenik hatta (S2 ve M48) WT bitkilere kıyasla anlamlı oranda düşük bulunmuştur. 

qPCR analizi sonucunda elde edilen relatif ekspresyon değerleri, S2’de NAC072 geninin ekspresyon 

seviyesinin WT ile karşılaştırıldığında anlamlı olarak (P < 0.05) yüksek olduğunu göstermiştir. NAC024 

ve P5CS genlerinin ekspresyon seviyeleri de transgenik bitkilerde transgenik olmayanlara oranla 

yüksek bulunmuştur. CDPK4 geninin ekspresyon seviyesi ise S2 bitkileri ile WT bitkilerde birbirine 

yakın seviyede tespit edilmiştir. Elde edilen veriler bir bütün olarak değerlendirildiğinde MYB4 

transkripsiyon faktörünün RWC, MDA miktarı ve stresle ilişkili çeşitli genlerin ekspresyon seviyesini 

etkilemek suretiyle tuz stresi tolerans mekanizmasında rol oynayabileceğine işaret etmiştir.  

 

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

Oryza sativa Osmyb4 gene  
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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 (H2O2), chlorophyll content and the level of proline was identified. 

The expression of certain genes reported to be involved in salinity tolerance, namely, NAC072, 

NAC024, 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 H2O2 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 qPCR analysis revealed that expression of NAC072 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. Giriş 

Biyotik ve abiyotik stres faktörleri bitki gelişimini 

önemli ölçüde sınırlandırmakta ve tarımda büyük verim 

kayıplarına yol açmaktadır  (Bray ve ark., 2000; 

Mahajan ve Tuteja, 2005). Dünyada 800 milyon 

hektardan daha fazla bir alanda tuzluluk sorunu 

bulunmaktadır ve bu alan dünyadaki toplam karasal 

alanın %6’sını oluşturmaktadır. Toprakta yüksek oranda 

bulunan tuz, bitkileri iki farklı yolla etkilemektedir. 

Yüksek orandaki tuz hem bitkinin kökleri aracılığıyla 

topraktan suyu almasını zorlaştırmakta (ozmotik stres) 

hem de iyonik toksisiteye yol açabilmektedir (Munns ve 

Tester, 2008). Ozmotik stres hücre genişlemesinin ve 

sürgün gelişiminin yavaşlamasına neden olur. Osmotik 

stresin devamında ortaya çıkan iyon toksisitesi 

evresinde ise, ortamda artmış Na ve Cl iyonları K
+
, Ca

+2
 

ve NO
-3

 gibi gerekli besin elementleri ile rekabet ederek 

bitkilerde, besin eksikliği veya besin dengesizliğine yol 

açar (Hu ve Schmidhalter, 2005). Tuz stresine maruz 

kalan bitkiler genotipik farklılıklara bağlı olarak çok 

farklı cevaplar verirler (Dajic, 2006). Bu strese karşı 

verilen farklı büyüme cevapları sadece farklı bitki 

türleri için değil aynı türün farklı çeşitleri için dahi 

geçerli olabilmektedir (Munns, 2002). Bitkilerdeki tuza 

tolerans mekanizmalarından biri, Na
+
 ve Cl

-
 iyonlarının 

köklerden, gövde ve yapraklara taşınımının 

kısıtlanmasıdır. Örneğin arpa, pasif alım ile kök 

hücrelerine giren Na
+ 

ve Cl
-
 iyonlarını sahip olduğu 

bariyerler sayesinde yeşil aksama iletmemekte ve bu 

şekilde tuza yüksek tolerans göstermektedir (Poljakoff- 

Mayber ve Gale, 1975). Tuza toleranslı olan türlerde 

Na
+
 ve Cl

- 
iyonlarının organlar ve dokulardaki dağılımı 

önemlidir. Tuz stresine toleransı yüksek olan bitkilerin 

en iyi bilinen özelliklerinden biri Na
+
 ve Cl- iyonlarının 

daha çok yaşlı yapraklarda tutulması ve genç yapraklara 

iletilmemesidir (Wolf ve ark., 1991).  

Bitkiler sahip olduğu doğal adaptasyon 

mekanizmaları aracılığı ile stres faktörlerine dirençli 

olabileceği gibi çeşitli manipülasyonlarla da stres 

toleransları arttırılabilir. Bu amaçla çeşitli ıslah 

yöntemlerinin yanı sıra bazı biyoteknolojik yöntemler 

de kullanılabilmektedir. Stres koşullarına dirençli bitki 

elde edebilmek amacıyla yaygın olarak kullanılan 

yöntemlerden biri bitkilere gen transferi yapmaktır 

(Wang ve ark., 2003). Transkripsiyon faktörlerini (TF) 

kodlayan çeşitli genlerin bitkilere aktarımı yaygın 

olarak uygulanan yaklaşımlardan biridir. TFler bitkilerin 

abiyotik strese verdiği cevabın oluşturulmasında kilit rol 

oynamaktadırlar (Golldack ve ark, 2014). Çeşitli MYB 

TFleri abiyotik stres cevabının düzenlenmesindeki rolü 

açısından çalışılmıştır (Li ve ark. 2015). MYB TFleri 

DNA’ya bağlanmayı sağlayan MYB domaini ile 

karakterize edilirler ve bu domaindeki sekans tekrar 

sayısına bağlı olarak 4 alt aileye ayrılırlar (1R-MYB, 

R2R3-MYB, 3R-MYB ve 4R-MYB) (Du ve ark., 2009; 

Dubos ve ark., 2010). Bitkilerdeki en yaygın 

transkripsiyon faktör (TF) ailelerinden biri olan MYB 

TFleri sekonder metabolizmanın düzenlenmesi, hücre 

morfogenezinin kontrolü, meristem oluşumunun 

regülasyonu, çiçek ve tohum gelişimi gibi çeşitli 

fizyolojik ve biyokimyasal proseslerde rol oynarlar. 

Ayrıca bazıları da savunma, biyotik/abiyotik stres 

cevabının oluşturulması ile ışık ve hormon sinyal 

yolaklarında rol oynarlar. Bitkilerdeki MYB 

proteinlerinin çok büyük bir kısmı iki tekrar içeren 

R2R3-MYB alt ailesine dahildir. R2R3-MYB TFlerinin 

çeşitli bitkilerde tanımlanmış 100’den fazla üyesi 

bulunmaktadır. Bu TFler primer ve sekonder 

metabolizma, hücre akıbeti ve kimliği, gelişme ve 

biyotik/abiyotik stres cevabı gibi bazı bitkiye özgü 

proseslerin kontrol edilmesinde önemli rol oynarlar 

(Chen ve ark., 2005; Dubos ve ark., 2010). MYB4 

transkripsiyon faktörü de R2R3-MYB alt ailesine dahil 

TFlerden biridir.  

Arabidopsis thaliana’da tanımlanan AtMyb4’ün 

sinamat 4-hidroksilaz (C4H) enzimini baskılamak 

suretiyle UV koruyucu bir bileşik olan sinapoil malatın 

birikimini düzenlediği tespit edilmiştir (Hemm ve ark., 

2001; Jin ve ark., 2000). Oryza sativa’da tanımlanan 

Osmyb4 geninin çeltikteki ekspresyonunun ise soğukta 

absisik asit (ABA) bağımsız yolak ve patojenler 

aracılığı ile uyarıldığı görülmüştür. Osmyb4’ün 

ekspresyonu PAL2, ScD9, SAD ve COR15a gibi 

soğukla indüklenen promotorları aktive etmiştir. Bu 

genin Arabidopsiste aşırı ekspresyonu, büyük bir kısmı 

biyotik ve abiyotik stresle ilişkili olan 250’den fazla 

genin aktive olmasına sebep olmuştur. Transgenik 

bitkiler, stres cevabının oluşturulmasında önemli rolü 

olan çeşitli metabolitleri (prolin, şeker, alanin, glisin 

betain, aromatik bileşikler vb.) transgenik olmayan 

bitkilere oranla daha hızlı bir şekilde ve daha yüksek 

oranda akümüle etmişlerdir. Elde edilen moleküler ve 

biyokimyasal sonuçlar gen aktarılmış bitkilerin biyotik 

(virüs, bakteri ve fungus) ve abiyotik (soğuk, donma, 

kuraklık, tuzluluk, UV, ozon) stres toleransının, gen 

aktarılmamış olan bitkilere oranla daha yüksek 

olduğunu ortaya koymuştur (Vannini ve ark. 2004; 

Vannini ve ark. 2006). Arabidopsis’te yapılan bir başka 

çalışmada Osmyb4 ekspresyonunun transgenik 

bitkilerde kuraklık toleransını artırdığı tespit edilmiştir 

(Mattana ve ark., 2005). Domateste de 
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Arabidopsistekine benzer şekilde transgenik bitkilerdeki 

Osmyb4 ekspresyonunun kuraklık toleransını artırdığı 

belirlenmiştir. Transgenik domates bitkilerinin virüs 

hastalıklarına karşı daha dirençli olduğu tespit edilirken 

soğuk toleransında herhangi bir artışa rastlanmamıştır 

(Vannini ve ark., 2007). Elmada aşırı ekspres edilen 

Osmyb4 geni ise transgenik bitkilerin soğuk ve 

kuraklığa karşı fizyolojik ve biyokimyasal 

adaptasyonlarını artırmıştır (Pasquali ve ark., 2008). 

Benzer şekilde Osteospermum ecklonis’te de şeker ve 

prolin gibi metabolitler daha yüksek oranda akümüle 

olmuş ve bu durum bitkilerin soğuk ve donma stresine 

karşı toleransında artışa neden olmuştur (Laura ve ark., 

2010). Daha önce tarafımızdan yapılmış olan bir 

çalışmada Osmyb4 genini ifade eden transgenik patates 

bitkileri elde edilmiştir. Transgenik bitkilerin yüksek 

konsantrasyonda tuz içeren ortamda gen aktarılmamış 

bitkilere oranla daha iyi gelişim gösterdiği belirlenmiştir 

(Aydın ve ark., 2014). Vannini ve ark. (2006) 300 mM 

NaCl uygulaması sonucunda Osmyb4 geni aktarılmış 

transgenik Arabidopsis bitkilerinin yaklaşık % 50’sinin 

hayatta kaldığını, transgenik olmayan Arabidopsis 

bitkilerinin ise tümünün öldüğünü göstermişlerdir. 

Yapılmış olan çalışmada sadece strese maruz bırakılan 

bitkilerdeki hayatta kalma oranları incelenmiş olduğu 

için MYB4’ün tuz tolerans mekanizmasındaki rolünün 

aydınlatılmasına yönelik bir veri bulunmamaktadır.  

Tuz stresi, hücre bölünmesini ve uzamasını 

etkilemek suretiyle, bitkilerde kök ve gövdede hücre 

sayısının, mitotik aktivitenin ve hücre bölünme oranının 

azalmasına neden olur (Burssens ve ark., 2000). Bunun 

bir sonucu olarak bitkinin gövde ile kök uzunluğunda ve 

ağırlığında azalma; yapraklarda küçülme ve sayılarında 

azalma; yaprak yüzeyindeki mumsu tabaka ile kutikula 

tabakasında incelme; vasküler doku farklılaşmasında ve 

gelişiminde azalma meydana gelir (Mohammad ve ark., 

1998; Reddy ve Iyengar, 1999). Dolayısıyla, daha önce 

yapmış olduğumuz çalışmada (Aydın ve ark., 2014) 

Osmyb4 geni ile transforme edilmiş patates bitkilerinin, 

transgenik olmayanlara oranla yüksek tuz 

konsantrasyonlarında daha iyi gelişim göstermesi, 

MYB4’ün tuz stresine tolerans sağlayabileceğine işaret 

etmiştir. Yapılan bu çalışmada ise çeşitli biyokimyasal 

testler ve gen ekspresyon analizleri aracılığı ile MYB4 

transkripsiyon faktörünün patateste regüle ettiği çeşitli 

metabolik reaksiyonların ve genlerin açığa çıkarılması 

ve böylece tuz stresi tolerans mekanizmasındaki 

potansiyel rolünün aydınlatılması amaçlanmıştır. 

 

2. Materyal ve Yöntem 

2.1. Bitki çeşitleri 

 

Çalışmalarda gen aktarılmamış patates bitkileri 

(Solanum tuberosum L. cv. Kennebec) ile bu bitkilere 

Osmyb4 geni aktarılması sonucunda elde edilen 

transgenik patates hatları (S2 ve M48) kullanılmıştır. S2 

hattı Osmyb4 genini konstitütif bir promotor olan 

CaMV35S promotoru kontrolünde taşıyan bir plazmit 

barındıran Agrobacterium tumefaciens (EHA105) 

aracılığıyla transforme edilmiştir. M48 ise Osmyb4 

genini soğukla indüklenen bir promotor olan Cor15a 

kontrolünde ifade eden bir transgenik hattır. Gen 

aktarılmamış kontrol bitkileri bundan sonraki kısımlarda 

WT (wild type) gen aktarılmış bitkiler ise TR 

(transgenik) bitkiler olarak adlandırılacaktır. 

  

2.2. Bitkilerin büyütülmesi ve tuz stresinin uygulanması 

 

Doku kültüründe büyütülen 4 haftalık bitkiler 

iklimlendirme kabinine aktarılmış ve 24±1 °C’de 16/8 

saat ışık/karanlık altında Hoagland solüsyonu 

(Hoagland ve Arnon, 1950) içeren su kültüründe 7 gün 

büyütülmüştür. Su kültürüne adaptasyonu sağlanan WT 

ve TR fidelere, Hoagland solüsyonuna 50 mM, 100 

mM, 150 mM, 200 mM ve 300 mM 

konsantrasyonlarında NaCl ilave etmek suretiyle 7 gün 

tuz stresi uygulanmıştır. Bitki gelişimini sınırlayan tuz 

konsantrasyonu 300 mM olarak belirlenmiş ve 7. günde 

yapraklardan örnek alınarak biyokimyasal analizlerde 

kullanılmıştır. 

 

2.3. Fizyolojik ve biyokimyasal analizler 

 

Tuz uygulamasından sonra WT ve TR bitkilerin 

yapraklarından örnekler alınarak çeşitli fizyolojik ve 

biyokimyasal analizler yapılmıştır. Bütün analizler 3 

kez tekrar edilmiş ve herbir tekrarda 2 bitki 

kullanılmıştır.  

Nispi su içeriğinin belirlenmesi için WT ve TR 

bitkilerin yapraklarından örnek alınmış ve öncelikli 

olarak yaş ağırlıkları (WM) belirlenmiştir. Numuneler 

oda sıcaklığında 24 saat süreyle distile suda 

bekletildikten sonra tekrar tartım yapılarak turgid 

ağırlıkları (TM) belirlenmiştir. Daha sonra dokular 70 

°C’de 48 saat bekletilerek kuru ağırlıkları (DM) 

belirlenmiştir. Nispi su içeriği (RWC) Smart ve 

Bingham (1974) tarafından belirlenen eşitliğe göre 

hesaplanmıştır:  

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

Yüksek konsantrasyonda tuz uygulamasına bağlı 

olarak hücre zarında oluşan hasarı belirlemek için, 

elektrolit salınımı ve lipid peroksidasyonunun son ürünü 

olan MDA miktarı ölçülmüştür. Elektrolit salınım 

ölçümünden önce yaprak örnekleri 2-3 kez distile su ile 

yıkanarak üzerinde bulunabilecek elektrolitlerden 

arındırılmıştır. Örneklerinin üzerine 0.4 M mannitol 

solüsyonu ilave edildikten sonra 3 saat süreyle oda 

sıcaklığında çalkalanmıştır. Bu süre sonunda örneklerin 

elektrolit salınım miktarı kondüktivite metre ile 

ölçülmüş ve C1 değeri olarak kaydedilmiştir. Tüm 

örnekler 10 dakika kaynayan suda tutulduktan sonra 

tekrar elektrolit salınım miktarı belirlenmiş ve bu değer 

de C2 değeri olarak kaydedilmiştir. Daha sonra 
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elektrolit salınım miktarı (%), (C1/C2)x100 bağıntısı 

kullanılarak hesaplanmıştır (Nanjo ve ark., 1999). MDA 

miktar tayini için yapraklardan alınan 0.2-0.3 g örnek, 

% 5’lik trikloroasetik asit (TCA) kullanılarak 

homojenize edilmiştir. Homojenat santrifüjde 

çöktürüldükten sonra süpernetantın üzerine tiobarbitürik 

asit (TBA) ve TCA içeren reaksiyon karışımı ilave 

edilmiş ve 96 °C’de 25 dakika inkübe edilmiştir. 

Santrifüjde yapılan çöktürme işleminden sonra 

süpernetantın absorbansı 532 ve 600 nm’de okunarak 

MDA miktarı hesaplanmıştır (Madhava Rao ve Srestry, 

2000). 

H2O2 miktarı Bernt ve Bergmeyer (1974)’e göre 

belirlenmiştir. 0.5-0.6 g yaprak örneği sıvı azotta 

öğütüldükten sonra potasyum fosfat tamponunda 

süspande edilmiştir. Homojenat filtre edildikten sonra 

santrijüf yapılmış ve 0.25 ml supernatant üzerine 1.25 

ml peroksidaz reaktifi ilave edilmiştir. 30 °C’de 10 

dakika inkübe edildikten sonra, 0.25 ml 1N perklorik 

asit ilave edilerek reaksiyon durdurulmuştur. 5000 g’de 

5 dk santrijüf yapıldıktan sonra süpernetantın absorbansı 

436 nm’de okunmak suretiyle H2O2 miktarı tayin 

edilmiştir. 

Yaprak dokusundaki prolin miktarı Bates ve ark. 

(1973) tarafından belirlenen yöntemle tayin edilmiştir. 

0.2-0.3 g doku örneği % 3’lük sülfosalisilik asit 

kullanılarak homojenize edildikten sonra santrijüjde 

çöktürülmüştür. Daha sonra bir tüpe sırasıyla 0.2 ml asit 

ninhidrin, 0.2 ml % 96’lık asetik asit, 0.1 ml % 3’lük 

sülfosalisilik asit ve 0.1 ml süpernetant ilave edilmiştir. 

Tüpler 96 derecede 1 saat inkübe edildikten sonra toluen 

eklenerek tekrar santrifüj yapılmıştır. Süpernetantın 

absorbansı 520 nm’de okunarak prolin miktarı 

belirlenmiştir. 

Klorofil miktar tayini için WT ve TR fidelerden 

alınan yaprak örnekleri tartılmış ve daha sonra 

üzerlerine % 80’lik aseton ilave edilerek 24 saat süreyle 

4 °C’de çalkalanmıştır. Örnekler 5dk 3500 rpm’de 

santrifüj edildikten sonra 647 ve 663 nm’deki 

absorbansları belirlenmiştir. Klorofil a, klorofil b ve 

toplam klorofil miktarı Lichtenthaler (1987)’e göre 

hesaplanmıştır. 

 

2.4. Gen ekspresyon analizleri 

 

Gen ekspresyon analizleri için 24 saat süreyle 150 

mM tuz stresine tabi tutulmuş bitkilerin yapraklarından 

örnek alınmış ve toplam RNA izolasyonu (Thermo 

Scientific, GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit) 

yapılmıştır. Stres uygulamasından hemen önce alınan 

örnekler kontrol olarak kullanılmıştır. Literatürde tuz 

stresi ile ilişkisi olduğu belirlenmiş olan bazı genlerin 

ekspresyonu qRT-PCR aracılığı ile incelenmiştir. Bu 

amaçla δ1-pyrroline-5 carboxylate synthase 1 (P5CS1), 

kalsiyum-bağımlı protein kinaz (StCDPK4) ve iki farklı 

NAC transkripsiyon faktörünü (StNAC024, StNAC072) 

kodlayan genlerin ekspresyon seviyelerine bakılmıştır. 

StNAC024 ve StNAC072 genleri için Singh ve ark. 

(2013) tarfından belirlenmiş olan primer dizileri 

kullanılmıştır. Referans gen olarak kullanılan ef1α geni 

için Nicot ve ark. (2005) tarafından belirlenmiş olan 

primer dizileri kullanılmıştır. P5CS1 ve StCDPK4 

genleri için NCBI Primer-BLAST programı kullanılarak 

primerler dizayn edilmiştir. Primer dizisi P5CS1 geni 

için 5’ primer (5’-TTAAAGAGGACGGAGCTTGC-3’) 

ve 3’ primer (5’-CAGTGCATCAGGTCGTGACT-3’) 

şeklinde belirlenmiştir. StCDPK4 geni için 5’ primer 

(5’-AGTGGCGGTGAGTTGTTTGA-3) ve 3’ primer 

(5’- GAGAATGACACGCCTCCACA-3’) şeklinde 

primer dizileri belirlenmiştir. 

qRT-PCR analizi iki aşamalı olarak 

gerçekleştirilmiştir. İlk aşamada toplam RNA örnekleri 

kullanılarak ters transkripsiyonla (Thermo Scientific, 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit) cDNA 

sentezlenmiştir. İkinci aşamada cDNA’lardan SYBR 

Green PCR Kiti kullanılarak (Thermo Scientific, 

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix) PCR analizi 

yapılmıştır. PCR karışımı 25 µl toplam hacimde: 12.5 μl 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), 

0,3 µM 5’ primer, 0,3 µM 3’ primer ve 2 µl cDNA 

içerecek şekilde hazırlanmış ve Thermal Cycler 

cihazında (Applied Biosystems 7500) çoğaltım 

gerçekleştirilmiştir. PCR programı 95 °C’de 10 dk ve 40 

döngü 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 şekilde 

uygulanmıştır. Örneklerin CT değerleri ve söz konusu 

gene ait kalibrasyon eğrisi kullanılarak herbir örnekteki 

hedef gen ve referans genin ekspresyon miktarları 

hesaplanmıştır. Hedef genin örneklerdeki normalize 

ekspresyon miktarı, hedef genin ekspresyon miktarının 

referans genin ekspresyon miktarına bölünmesiyle 

bulunmuştur. Herbir yaprak örneğinin kontrolü aynı 

bitkiden stres uygulaması öncesinde alınmış olan 

örnektir. Hedef genin örneklerdeki relatif ekspresyon 

seviyesi hedef genin normalize ekspresyon miktarının o 

örneğin kontrolünün normalize edilmiş ekspresyon 

miktarına bölünmesiyle elde edilmiştir. PCR sırasında 

melting eğrisi analizi de yapılmış ve tek bir PCR 

ürününün oluşmuş olduğu kontrol edilmiştir. 

 

3. Bulgular ve Tartışma 

 

Doku kültüründe bir ay süreyle büyütülen WT ve 

TR patates bitkileri su kültürüne aktarılmış ve 15 gün 

büyütüldükten sonra 300 mM tuz stresine tabi 

tutulmuştur. Şekil 1’de su kültüründe büyütülen bitkiler 

gösterilmektedir. Şekil incelendiğinde WT ve TR 

bitkilerin tuz stresi uygulamasından önce morfolojik 

özellikleri bakımından benzer olduğu görülmektedir. 

Literatürde transkripsiyon faktörlerinin aşırı ifade 

edilmesinin bitkilerde genellikle büyüme geriliğine 

neden olduğu rapor edilmiştir (Kasuga ve ark., 1999; 

Liu ve ark., 1998). Vannini ve ark. (2004) Osmyb4 ile 

transforme ettikleri Arabidopsis bitkilerinde 

gözlemledikleri cüce fenotipin, genin ekspresyon 

seviyesi ile ilişkili olduğunu ortaya koymuşlardır. Aynı 
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araştırmacı grubu söz konusu genin domateste aşırı 

ekspres edilmesinin ise transgenik bitkilerde herhangi 

bir büyüme geriliğine sebep olmadığını açıklamışlardır 

(Vannini ve ark., 2007). Yapılmış olan bu çalışmada da 

patates bitkilerinde domatestekine benzer sonuçlar elde 

edilmiş ve Osmyb4 genini gerek CaMV35S promotor 

gerekse Cor15a promotoru kontrolünde ekspres eden 

her iki hat (S2 ve M48) WT bitkiler ile benzer şekilde 

gelişim göstermiştir (Şekil 1). 

 

 

Şekil 1. Su kültüründe büyütülen gen aktarılmamış 

kontrol bitkileri (WT) ve transgenik bitkiler (S2 ve 

M48). (a) 1. gün (b) 15. gün.  

Figure 1. Non-transgenic control (WT) and transgenic 

(S2 and M48) plants grown hydroponically. (a) Day-1 

(b) Day-15. 

Su kültüründe 15 gün büyütülen bitkilere 300 mM 

tuz uygulandıktan sonra WT ve TR bitkilerin 

yapraklarından örnekler alınmıştır. Alınan örneklerle 

yapılan biyokimyasal analizler sonucunca elde edilen 

RWC, elektrolit salınımı, MDA miktarı, H2O2 

konsantrasyonu, prolin miktarı ve klorofil içeriği ile 

ilgili veriler Çizelge 1’de sunulmuştur.  

RWC hücre hacmi ile yakın ilişkili bir parametredir 

ve bitkilerde terleme hızı ile yaprak dokusunun su 

rezervi arasındaki dengeyi gösteren önemli bir 

belirteçtir (Lugojan ve Ciulca 2011; Farquhar ve ark. 

1989). Dolayısıyla RWC bir bitkinin maruz kaldığı stres 

sonrasında iyileşmesini ve buna bağlı olarak verimini 

etkilemektedir (Lilley ve Ludlow 1996). Elde edilen 

sonuçlar RWC’nin S2’de transgenik olmayan bitkilere 

kıyasla anlamlı oranda yüksek olduğunu göstermiştir. 

Mattana ve ark. (2005) Osmyb4 ile transforme ettikleri 

Arabidopsis bitkilerini 15 gün süreyle kuraklık stresine 

tabi tuttuklarında RWC oranında önemli bir değişim 

gözlemezken, gen aktarmadıkları kontrol bitkilerinde 

RWC’nin % 15 oranında azaldığını rapor etmişlerdir. 

Çalışmamızda da benzer şekilde transgenik olan S2 

hattının RWC düzeyinin (% 87.3) gen aktarılmamış 

bitkilere (% 76.3) oranla daha yüksek olması bu 

bitkilerin su içeriğini stres koşullarında daha iyi 

muhafaza edebildiklerini göstermektedir. Bu durum 

transgenik bitkilerde ekspres edilen MYB4 

transkripsiyon faktörünün tuz stresi tolerans 

mekanizmasında rolü olan bazı genlerin regülasyonunda 

rolü olabileceğine  işaret etmektedir. 

Çizelge 1. Biyokimyasal analizler sonucunda elde edilen veriler. Veriler, altı örneğin ortalaması ± SEM değerlerini 

ifade etmektedir. 

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

 
RWC (%) 

Elektrolit 

salınımı (%) 

MDA (nmol g
-

1
 FW) 

H2O2 (nmol g
-1

 

FW) 

Prolin (µmol 

g
-1

 FW) 

Toplam klorofil 

(mg g
-1

) 

WT 76.3 ± 2.7 5.7  ± 0.9 27.7 ± 2.0 119.8 ± 24.3 88.8 ± 1.5 1.8 ± 0.2 

S2 87.3 ± 4.0* 24.0  ± 7.0 19.4 ± 1.0* 154.9 ± 19.8 86.0 ± 4.8 1.3 ± 0.3* 

M48 69.4 ± 2.0 24.4  ± 13.7 21.8 ± 0.9* 68.3 ± 12.8 85.9 ±2.2 1.8 ± 0.4 

* Değerler WT bitkilere oranla anlamlı farklılık göstermektedir (P < 0.05).

Stresin hücrede ilk hedef noktası olan hücre 

zarındaki hasarın bir göstergesi olan MDA miktarı her 

iki transgenik hatta WT bitkilere kıyasla anlamlı oranda 

(P < 0.05) düşük bulunmuştur. MYB4 transkripsiyon 

faktörü R2R3-MYB alt ailesine dahil TFlerden biridir. 

Yang ve ark. (2012) R2R3-MYB alt ailesine dahil 

TFlerden biri olan MYB2 ile transforme ettikleri çeltik 

bitkilerini 200 mM tuz stresine tabi tutmuşlardır. Tuz 

stresine maruz bırakılan transgenik bitkiler ile gen 

aktarılmayan kontrol bitkilerini MDA miktarları 

açısından karşılaştırdıklarında kontrol bitkilerindeki 

MDA oranının daha yüksek olduğunu tespit etmişlerdir. 

Araştırmacılar OsMYB2’nin aşırı ifade edilmesinin, 

transgenik bitkileri tuz stresine bağlı olarak ortaya çıkan 

oksidatif strese karşı koruduğu ve yüksek tolerans 

sağladığı yorumunu yapmışlardır. Raldugina ve ark. 

(2018) ise Osmyb4 ile transforme ettikleri kanola 

bitkilerini ağır metal stresine tabi tutmuşlardır. CuSO4 

uyguladıkları bitkilerde oksidatif strese bağlı olarak 

indüklenen lipid peroksidasyonunun son ürünü olan 

MDA seviyesini ölçtüklerinde transgenik bitkilerde bu 

seviyenin daha düşük olduğunu belirlemişlerdir. Her iki 

araştırmacı grubunun elde ettikleri veriler çalışmamız 

sonucunda elde edilen veriler ile paralellik 

göstermektedir. S2 ve M48 transgenik hatlarında stres 

sonrasında kontrol bitkilerine oranla daha düşük MDA 

seviyelerinin tespit edilmiş olması MYB4 

transkripsiyon faktörünün bu bitkileri tuz stresinin 

olumsuz etkilerine karşı korumada rolü olabileceğini 

göstermektedir. Hücre zarındaki hasarın 
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göstergelerinden bir diğeri olan elektrolit salınımı 

açısından WT bitkiler ile transgenik bitkiler arasında 

anlamlı bir farklılık tespit edilmemiştir.  

Hidrojen peroksit bitkilerde gerek normal şartlarda 

gerekse stres koşullarında çeşitli hücresel işlevlerde rolü 

olan bir moleküldür (Quan ve ark., 2008). Strese maruz 

kalan bitkilerde H2O2 oluşur ve birikerek oksidatif strese 

neden olur. Yapılan çalışmalar sonucu elde edilen 

veriler hidrojen peroksitin bitkilerde bir sinyal molekülü 

olarak rol oynadığını ortaya koymuştur. Dolayısıyla 

H2O2 konsantrasyonunun kontrolü hücre homeostazisi 

açısından önemlidir (Hernandez ve ark., 2010). 

Yapılmış olan çalışmada hidrojen peroksit 

konsantrasyonu S2 transgenik patates hattında WT 

bitkilere oranla daha yüksek, M48 hattında ise WT 

bitkilere oranla daha düşük olarak belirlenmiş olmakla 

birlikte istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

görülmemiştir.  

Bitkilerde yaygın olarak bulunan bir aminoasit olan 

prolin, stres koşullarında sitozolde birikerek ozmotik 

dengenin ayarlanmasında görev alır. Prolin ozmotik 

dengeyi sağlamanın yanısıra membran ve protein gibi 

yapıların stabilizasyonunda, hücresel redoks 

potansiyelinin korunmasında, serbest radikallerin 

yakalanmasında ve DNA hasarının engellenmesinde de 

rol oynayan bir ozmoprotektandır (Çulha ve Çakırlar, 

2011). Gomaa ve ark. (2008) ile Mattana ve ark. (2005) 

Osmyb4 ile transforme ettikleri bitkileri abiyotik strese 

tabi tuttuklarında bu bitkilerdeki prolin miktarının 

transforme edilmemiş kontrol bitkilerinden daha yüksek 

olduğunu ve bu bitkilerin stres toleransının daha yüksek 

olduğunu rapor etmişlerdir. Yapılmış olan bu çalışmada 

ise 300 mM tuz stresine maruz bırakılan WT ve TR 

bitkiler arasında prolin miktarları bakımından anlamlı 

bir farklılık tespit edilmemiştir. Bu durum transgenik 

bitkilerdeki Osmyb4 ifadesinin bitki türüne bağlı olarak 

farklı etkiler oluşturabileceğine işaret etmektedir. 

Genellikle stres toleransı yüksek olan bitkilerdeki prolin 

miktarı strese duyarlı bitkilerden daha yüksek 

olmaktadır (Szabados ve Savoure´, 2010; Sharma ve 

ark., 2011; Hayat ve ark., 2012). Ancak bu ilişki her 

zaman bu şekilde olmamaktadır. Tuz stresine maruz 

bırakılan çeltik bitkilerinin yapraklarında biriken prolin, 

tuz toleransının değil tuza bağlı olarak oluşan hasarın 

bir göstergesi de olabilmektedir (Lutts ve ark., 1999). 

Benzer şeklide tuza toleransları bakımından farklılık 

gösteren iki sorgum genotipinde, tuza maruz 

bırakıldıklarında biriken prolin miktarının, tuzluluk 

toleransına bağlı olarak değil tuz stresinin bir neticesi 

olarak biriktiği rapor edilmiştir (de-Lacerda ve ark., 

2003).  

Yüksek tuz konsantrasyonları bitkilerin 

yapraklarındaki klorofil miktarını etkileyen bir 

faktördür (Munns ve James, 2003; Bhattacharya ve ark., 

2004). Yüksek dozdaki tuz, klorofil sentezini 

engellemek ya da klorofil yıkımını hızlandırmak 

suretiyle klorofil miktarının azalmasına neden olabilir 

(Zhao et al., 2007). Thipyapong ve ark. (2004) klorofil 

miktarındaki azalmanın ROS seviyesinin yüksek olması 

ile ilişkili olduğunu öne sürmüşlerdir. Yapılmış olan 

çalışmada M48 transgenik hattına ait bitkilerdeki 

klorofil miktarı WT bitkiler ile aynı bulunmuştur. S2 

hattına ait bitkilerdeki klorofil miktarının ise WT 

bitkilerden daha düşük olduğu tespit edilmiştir (P < 

0.05). Bu durum S2 hattındaki bitkilerin H2O2 

seviyesinin M48 ve WT bitkilere oranla daha yüksek 

olmasıyla açıklanabilir. 

qRT-PCR aracılığı ile belirlenmiş olan P5CS1, 

StCDPK4, StNAC024 ve StNAC072 genlerinin relatif 

ekspresyon seviyeleri Şekil 2’de gösterilmektedir. Elde 

edilen ekspresyon değerleri kullanılarak yapılan t-test 

sonucunda, S2’de NAC072 geninin ekspresyon seviyesi 

WT ile karşılaştırıldığında anlamlı olarak yüksek 

bulunmuştur (P < 0.05). Kuraklık stresi ile ilişkili NAC 

transkripsiyon faktörlerinden biri olan NAC072’yi 

yüksek seviyede ifade eden transgenik bitkilerin yüksek 

kuraklık toleransı gösterdikleri rapor edilmiştir (Tran ve 

ark., 2004). Bu çalışmada MYB4 transkripsiyon 

faktörünü yüksek seviyede ifade eden S2 hattına ait 

bitkilerde NAC072 gen ifadesinin WT bitkilere oranla 

daha yüksek tespit edilmiş olması abiyotik stres 

koşullarında transgenik bitkilerin toleransının daha 

yüksek olabileceğine işaret etmektedir. 

 

Şekil 2. StNAC024, StNAC072, P5CS1 ve StCDPK4’ün 

relatif ekspresyon seviyeleri. Veriler, 3 örneğin 

ortalaması ± SEM  değerini ifade etmektedir. * Değerler 

WT bitkilere oranla anlamlı farklılık göstermektedir (P 

< 0.05) 

Figure 2. Relative expression levels of StNAC024, 

StNAC072, P5CS1 and StCDPK4. The data represents 

mean of three samples ± SEM . *The values are 

significantly different compared to WT (P < 0.05). 

NAC024 geninin ekspresyon seviyesi de transgenik 

bitkilerde transgenik olmayanlara oranla yüksek 

bulunmuştur. Singh ve ark. (2013) patatesteki NAC 

genlerinin genom düzeyindeki ifade profillerini 

inceledikleri çalışmalarında NAC024 geninin tuz 

stresine bağlı olarak indüklendiğini ortaya 

koymuşlardır. Elde ettikleri bu veri NAC024 

transkripsiyon faktörünün tuz stresi tolerans 

mekanizması ile ilişkili olabileceğine işaret etmektedir. 

Yapılan bu çalışmada NAC024 gen ifadesinin TR 

bitkilerde WT bitkilere oranla daha yüksek olması 

patateste heterolog olarak ifade edilen MYB4 

transkripsiyon faktörünün tuz stresi tolerans 
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mekanizması ile ilişkili diğer genleri aktive etmek 

suretiyle bitkileri tuz stresine karşı koruyabileceğini 

göstermektedir.  

Hücre içi prolin akümülasyonu bitkilerin ozmotik 

strese karşı verdikleri yaygın bir metabolik tepkidir ve 

P5CS geni bu yolaktaki anahtar enzimdir (Pérez-

Arellano ve ark., 2010). Yapılmış olan bu çalışmada S2 

hattına ait bitkilerdeki P5CS geninin ekspresyon 

seviyesi transgenik olmayanlara oranla istatistik olarak 

anlamlı düzeyde olmamakla birlikte yüksek 

bulunmuştur. Ancak prolin miktarları incelendiğinde TR 

bitkiler ile WT bitkiler arasında bir fark görülmemiştir. 

Gen düzeyindeki farklılığın metabolit düzeyinde 

görülmemiş olması bitkilerin gen ifade düzeyleri 

arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı 

olmamasından kaynaklanıyor olabileceği gibi 

transkripsiyon sonrası gerçekleşen çeşitli regülasyon 

mekanizmalarından da kaynaklanıyor olabilir. 

Kalsiyum bağımlı protein kinazlar (CDPK) 

bitkilerde büyüme ve gelişmeyi düzenleyen, aynı 

zamanda biyotik ve abiyotik stres tepkilerini regüle 

eden enzimlerdir (Hettenhausen ve ark., 2013). 

Yapılmış olan çalışmada CDPK4 geninin ekspresyon 

seviyesi S2 bitkileri ile WT bitkilerde birbirine yakın 

seviyede tespit edilmiştir. 

4. Sonuç 

Yapılan çalışmalar, WT bitkilere oranla S2 

transgenik hattında RWC değerinin daha yüksek 

olduğunu, her iki transgenik hatta MDA değerlerinin 

daha düşük olduğunu ve abiyotik stresle ilişkili 

NAC072, NAC024 ve P5CS genlerinin ifade 

seviyelerinin daha yüksek olduğunu ortaya koymuştur. 

Bir bütün olarak değerlendirildiğinde, MYB4 

transkripsiyon faktörünün patateste heterolog 

ekspresyonunun stresle ilişkili çeşitli biyokimyasal 

prosesleri ve bazı genlerin ekspresyon seviyelerini 

etkilemek suretiyle abiyotik stres tolerans 

mekanizmasının düzenlenmesinde etkili bir 

transkripsiyon faktörü olabileceğine işaret etmektedir.  
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