T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

HIDROJEN SULFUR’UN (H2S) KURAKLIK
TOLERANSI SAGLAMADAKI ETKILERININ
BiYOKIMYASAL VE GEN IFADESI
DUZEYINDE DOMATES (SOLANUM
LYCOPERSICUM L.) BITKiSINDE
ARASTIRILMASI

Muhammed ANDIC

YUKSEK LiSANS TEZIi

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Temmuz-2020
KONYA
Her Hakki Sakhdir




TEZ BILDiRiMi

Bu tezdeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde
edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada bana ait olmayan

her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

DECLARATION PAGE

| hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. | also declare that, as
required by these rules and conduct, | have fully cited and referenced all material and

results that are not original to this work.

Muhammed ANDIC
24.07.2020



OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

HIiDROJEN SULFUR’UN (H2S) KURAKLIK TOLERANSI SAGLAMADAKI
ETKILERININ BiYOKiMYASAL VE GEN IFADESIi DUZEYINDE DOMATES
(SOLANUM LYCOPERSICUM L.) BITKiSINDE ARASTIRILMASI

Muhammed ANDIC

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji Anabilim Dah

|.Danisman :Dog. Dr. Mustafa YONTEM
ILDamsman :Dr. Ogr. Uyesi Fatih ERCI

2020, 45+XI111 Sayfa

Jiiri
Doc. Dr. Gokhan ZENGIN
Doc. Dr. Mustafa YONTEM
Dr. Ogr. Uyesi Ali Tevfik UNCU

H>S’in bitki biiylime ve gelisimi iizerinde etkileri oldugu uzun zamandir bilinmekle birlikte, sinyal
molekiilii fonksiyonlarmin arastirilmasi ancak son birkag yila dayanmaktadr. flgili caligmalar, bitkilerde abiyotik
stres altinda H»S birikiminin arttigini rapor etmekte ve mikro molar diizeyde H>S uygulamasinin abiyotik stres
toleransi saglamada etkili olduguna gostermektedir. Kuraklik tarimsal iiretimde verim kaybina sebep olan biiyiik
etmenlerden biridir ve yakin gelecekte diinya tlizerinde kurakliktan etkilenen alan ve kurakligin etki derecesinin
artacagi on goriilmektedir. H2S in mevcut literatiir ile bildirilen bitkilerde kuraklik toleransi saglama etkisi timit
vericidir ancak ¢aligmalarin gogunlugu Arabidopsis ’te gerceklestirilmis olup major tarim tiriinlerinde molekiiliin
kuraklik cevabina etkisinin incelendigi ¢aligmalar son derece sinirlidir. Domates diinya genelinde tiiketilen baslica
tarim tiriinlerinden biri olup tilkemiz tarim ekonomisi i¢in biiyitk 6neme sahip olmast ile birlikte bitki fizyolojisi
ile molekiiler biyoloji ve genetik ¢aligsmalari i¢in 6nemli bir model organizmadir.

Calisma kapsaminda H>S uygulamasinin kuraklik kosullart altinda abiyotik stres cevabi ile iligkili gen
ifadesine olasi etkileri absisik aside duyarli ve absisik asitten bagimsiz yolaklar g6z 6niine alinarak ve stres cevabi
ile iligkili mikro RNA ve mikro RNA’ya duyarli genler de calismaya dahil edilerek arastirilmistir. HoS
uygulamasinin hiicre zarar1 markorii bilesikler ve antioksidan enzimlerin birikimine etkileri kimyasal analizler ile
belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda H;S’in domates bitkisinde kuraklik toleransi saglamada etkili oldugu
ortaya ¢ikmigtir. HoS uygulanan gruplarda MDA birikimi daha az olmus, antioksidan enzim miktarlarinda ise ¢ok
fazla artis olmustur. Gen ekspresyonu calismalarinin tamaminda kuraklik stresi altinda NaHS uygulanan gruptaki
ekspresyon orani kontrol grubuna ve kuraklik uygulamasi altindaki kontrol grubuna gore daha fazla oldugu
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Abiyotik Stres, Domates, Gen ifadesi, Hidrojen Siilfiir, Kuraklik, miRNA
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While it has been acknowledged for long that H.S has effects on plant growth and development, its
functions as a putative signaling molecule are only recently being investigated. On the other hand, relevant research
indicates that H,S accumulation increases in response to abiotic stress and applications of H,S in micro molar
concentrations display effects of improved drought tolerance. Drought is among the major causes of yield losses
in agricultural production and, both the area of affected land and the degree of drought effect are predicted to
expand in the near future. Despite promising results regarding the effect of H,S to confer drought tolerance in
plants, majority of relevant work has been conducted in Arabidopsis with few such studies conducted in major
food crops. Tomato is one of the main agricultural products consumed worldwide, and it is an important model
organism for plant physiology and molecular biology and genetic studies, as well as having great importance for
our country's agricultural economy.

In the proposed work, the effects of H,S application under drought stress will be evaluated based on gene
expression changes that involve abiotic stress response related genes representing both abscisic acid responsive
and independent pathways. Gene expression analyses will also target stress responsive micro RNA and micro RNA
regulated genes. Chemical analyses will involve investigating the effects of H,S application on the accumulation
of cell damage markers and antioxidant enzymes.

As a result of the studies, it has been revealed that H.S is effective in providing drought tolerance in
tomato plants. In experimental groups treated with H,S, MDA accumulation was less, and antioxidant enzyme
amounts increased more than another experimental groups. In all gene expression studies, the rate of expression
in the group undergoing NaHS under drought stress was significantly higher than the control group and the control
group under drought practice.

Keywords: Abiotic Stress, Drought, Gene Expression, Hydrogen Sulfide, miRNA, Tomato
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1. GIRIS

Kuraklik, tarimsal tiretimde verim ve siirdiirtilebilirligi tehdit eden en oncelikli
faktorlerden biridir. Bununla birlikte yakin gelecekte iilkemizi de kapsayan bir bolge
tizerinde etki derecesinin ve alaninin artacagi beklenmektedir (Ximénez-Embun ve ark.,
2016). Kurakligin etki ettigi en onemli bitkilerden biri de domatestir. Domates gerek
diinya genelinde sebze olarak tiiketilen baslica tiikketim {irtinlerinden biri olmasi, gerek
tilkemiz tarim ekonomisi i¢in biiyilk 6neme sahip olmasi, gerekse bitki fizyolojisi ve
molekiiler biyolojisi ve genetigi calismalar1 i¢in bir model organizma olmasi agisindan

bu proje i¢in model organizma olarak se¢ilmistir.

H2S’in bitki biliyiime ve gelisimi iizerinde etkilerinin oldugu uzun yillardir
bilinmesine ragmen sinyal molekiilii fonksiyonlarinin arastirilmast son birka¢ yillik
siirece dayanmaktadir. Var olan ¢aligmalar, bitkilerde abiyotik stres kosullarinda H2S
birikiminin arttigin1 bildirmekte ve mikro molar diizeyde H2S uygulamasinin abiyotik
stres tolerans1 saglamada etkili rol oynadigini rapor etmektedir. Yaptigimiz bu tez
calismasinda H2S’in kontrol kosullarinda abiyotik stres cevabi ile iliskili gen ifadesine
etki edip etmedigi de arastirilmis ve domateste stres hormonu absisik aside (ABA) olan
hassasiyeti incelenmistir. ABA, basta stoma ag¢ikliginin kontrolii olmak iizere bitkilerde
kuraklik stresi cevabinin diizenlenmesinde gorevli hormon olarak bilinmektedir (Jin ve
ark., 2013; Lisjak ve ark., 2011). HS iiretiminin ABA sinyal yolagi kontroliinde olup
olmadig1 ve/veya HaS birikiminin strese cevaben ABA sentezini ve molekiiler hormon
algi mekanizmasimi tetikleyip tetiklemedigi de arastirilmis, ayrica H2S’in ABA
idaresindeki kuraklik cevabi genlerinin ifadesinde kontrolii olup olmadigmma da

bakilmaistir.

Yapilmis ¢alismalarda H»S, kuraklik toleransi dahil olmak tizere abiyotik stres
tolerans1 saglamada etkili bir sinyal molekiilii olarak 6nerilmekte ve bitki fizyolojisi
tarafindan tolere edilebilen diisiik konsantrasyonlarda kolay sekilde uygulanabilmektedir.
Dolayis1 ile bu molekiiliin olas1 etkilerinin major tarim tirlinlerinde incelenmesi ve stres
cevabi sinyal yolaklari ile etkilesimlerinin belirlenmesi, tarimsal tiretimde kurakliga bagl
verim kayiplarinin yakin gelecekte basit uygulamalar ile en aza indirilmesi i¢in potansiyel

vaat etmektedir (Dooley ve ark., 2013).



Yapilmis olan calisma ile birlikte H>S’in kuraklik cevabina etkileri, domates
bitkisinde ve i¢inde domates ile birlikte patates, patlican, biber gibi pek ¢ok dnemli tarim
bitkisini de biinyesinde barindiran Solanaceae ailesinde, hem metabolik hem de gen
ifadesi diizeyinde kapsamli bir sekilde arastirilmis olup ve ileride yapilacak olan benzer
calismalara kaynak teskil edecektir. Bununla birlikte H2S’in bir sinyal molekiilii olarak
heniiz ortaya konmamis olan molekiiler etki mekanizmasinin aydinlatilmasina temel
olusturmasi da ongdriilmektedir. Calismanin bilimsel yoniiniin yan1 sira, elde edilecek
bulgularin yakin gelecekte tarimsal iiretimde verim ve kalitenin arttirilmasina yonelik

pratik uygulama alanlarina yol agma potansiyeli de dngoriilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Domates (Solanum lycopersicum L.)

Domates (Solanum lycopersicum L) bitkisi icinde 3000 den fazla tiir barindiran
Solanaceae ailesine mensuptur. Bu genis aile domates, patates, biber, patlican gibi

ekonomik agidan 6nemli tiirler; kara banotu, 6liimciil itiiziimii, boru otu gibi tibbi degeri

olan tiirler ile petunya gibi siis amagli bitkileri iginde barindirir (Knap ve ark., 2004).

2pba o o Oy h
Sekil 2.1. Solanaceae ailesine ait bazi tiirler (public pictures from https://www.needpix.com/
a)domates; b)patates; c)patlican; e)petunya; f)6liimciil itliziimii; g)kara banotu; h)boru otu )

Neredeyse her habitatta yillik ve ¢ok yillik olarak yetigebilen, kapali tohumlu ve
cift cenekli olan domatesin kokeninin Giiney Amerika oldugu disiiniiliir ve ismini
yerlilerin kullandig1 yerel dilde bu sebzeye xitomate / zitotomate demelerinden geldigine
inanilir (Colvine ve Branthome, 2016; Giiveng, 2019). Meksika domates bitkisinin bir
tarim {rlini olarak ekildigi ilk yer olmakla birlikte domates bitkisinin Avrupa ya ilk giris

noktasi olarak kabul goriiliir (Blanca ve ark., 2012; Knapp ve Peralta, 2016).

Domates 12 haploit kromozoma sahip olmakla birlikte referans genomu 2012
yilinda Domates Genom Konsorsiyumu’nun yaptigi ¢alisma sonucu NCBI veri tabanina
yiklenmis olup biiyiikligi yaklasitk 900 Mb‘dir ve 34,727 protein kodlayan gen
icermektedir (Sato ve ark., 2012). Domates, bir tarim {irlinii olarak 6nemine ilaveten bitki
fizyolojisinin pek cok yonii ile arastirllmasina olanak veren yaygin bir model

organizmadir (Carvalho ve ark., 2011). Kiiltiire alinmis domates pek ¢ok farkli iklim


https://www.needpix.com/

kosuluna adapte olmus olmakla birlikte, abiyotik stres kosullarina duyarli olup, biiylime
ve gelisimi kuraklik, yiliksek sicaklik, tuzluluk gibi stres faktdrlerinden olumsuz

etkilenmektedir (Foolad, 2007).
2.1.1. Domatesin besinsel degerleri

Domates, diinya genelinde sebze olarak tiiketilen baslica tarim {iriinlerinden biri
olmasiyla birlikte, islenmis iriinleri ile biiyiik bir endiistri olusturmaktadir (Foolad,
2007). Domates ve domatesten elde edilen iriinler vitamin A, vitamin C, folat ve
potasyum agisindan zengin, diisiik kalorili ve bol lifli bir besindir (Tablo 2.1.) (USDA,
Tomatoes Raw).

Tablo 2.1. Domateste bulunan besin 6geleri ve degerleri (USDA Nutrient Database, Tomatoes Raw)

Besinsel bilesen 100 g servis basina miktar
Su 94.52 ¢
Kalori 18 kcal
Protein 0.88¢g
Toplam lipit (yag) 02¢g
Toplam doymus yag asitleri 0.028 ¢
Toplam doymamis yag asitleri (tekli) 0.031¢g
Toplam doymamis yag asitleri (goklu) 0.083 ¢
Kolesterol 0 mg
Karbonhidrat 3.89¢g
Toplam lif 12g
Kalsiyum 10 mg
Demir 0.27 mg
Magnezyum 11 mg
Fosfor 24 mg
Potasyum 237 mg
Sodyum 5mg
Cinko 0.17 mg
Bakir 0.059 mg
Selenyum 0 mg
Folat 15 pug
Vitamin C 13.7 mg
Vitamin A 42 ug
Vitamin D (D2+D3) 0pg
Vitamin E 0.54 mg
Vitamin K 79 ug
Vitamin B1 0.037 mg
Vitamin B2 0.019 mg
Vitamin B3 0.594 mg
Vitamin B6 0.08 mg
Vitamin B12 0pug




Dogada ¢ogunlukla kirmizi renkte bulunan domatesler yapilarinda renk verici
pigment olarak bol miktarda karotenoid bulundururlar. Bu maddeler insanlar i¢in hayati
Ooneme sahip antioksidan grubuna girerler. Tonucci ve ark., (1995) tarafindan yapilmis
olan ¢alismaya gore domates bitkisinde bulunan karotenoidler ve oranlar1 Tablo 2.2. ‘de

verilmigtir.

Tablo 2.2. 100g domateste bulunan karotenoidler ve miktarlar

Karotenoid mg /100 g

3-Karoten 0.23
Y-Karoten 1.50
¢-Karoten 0.21
Phytoene 1.86
Phytofluene 0.82
Neurosporene 1.10
Lutein 0.07
Likopen 9.27

Bu karotenoidler arasindan iizerinde en dikkat ¢ekici olan likopendir. Bu madde
domatese kirmizi rengi veren pigment olmakla birlikte insan sagligi acisindan bir¢ok
fayda saglamaktadir. Literatiirde kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinda; deri, karaciger,
0zofagus, meme ve Ozellikle prostat kanserine 6nleyici etkisi ile ilgili birgok ¢alisma
mevcuttur (De ve Das, 2001; Eliassen ve ark., 2012; Friedman, 2013; Ge ve ark., 2013;
Jian ve ark., 2007; Park ve ark., 2013; Sesso ve ark., 2003). Bir baska ¢alismaya gore
likopen; deri yaslanmasinin baslica nedeni olan tekli (singlet) oksijeni etkisizlestiren en

giiclii karotenoid olarak raporlanmigtir (Di Mascio ve ark., 1989).
2.1.2. Domatesin yetistigi iklim sartlar

Tropikal iklimi seven bir bitki olmasinin yaninda seraciligin da yayginlasmasiyla
domates diinyanin hemen hemen her kosesinde yetistirilebilmektedir (Foolad, 2007).
Domates iiretimi i¢in en iyi gelisimin gozlendigi sicaklik 14°C ile 26°C aras1 olarak
kaydedilmistir. 26°C ve yukarisinda yetisen bitkilerin zayif yapili, ¢ekirdeksiz veya
diisiik tohum sayisina sahip oldugu rapor edilirken 14°C ve asagisindaki sicakliklarda
yetisen bitkilerin ise kiiciik, sert ve ¢ekirdeksiz bir yapiya sahip olduklari rapor edilmistir
(Adams ve ark., 2001).



2.1.3. Domatesin diinya ¢capindaki dagilim ile ekonomik 6nemi

Anavatant Orta ve Giliney Amerika olan domates ilk baslarda zehirli oldugu
diisiiniildiiglinden tiiketimi ve yayginlagsmasi gecikmistir. 19. Yiizyilda pisirilerek yemek
olarak tiiketilmeye baslanilmis ve Osmanli doneminde ilk olarak Halep’e getirilmistir.
Halep’ten giiney bolgelerimize ve daha sonra da diger bolgelere yayilmistir (Giiveng,
2019). Domates dogrudan ¢ig olarak yenilebilen, yemeklere katilan bir mahsul olmakla
birlikte islenmis olarak ketgap, salca, domates suyu, domates sosu, domates piiresi gibi

bircok farkli formlarda da 6nemli 6lgiide tiiketilmektedir (Turhan ve Seniz, 2009).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO, Food and Agriculture
Organization of The United Nations) verilerine gore diinyada 2018 yilinda 182 milyon
tondan fazla domates tiretilmistir. Sekil 2.2. de belirtildigi iizere tilkemiz 2018 yilindaki
yillik domates {iretimi agisindan 12.150.000 ton mahsul ile kayitlara gegerek ABD
(Amerika Birlesik Devletleri)’nin ardindan diinyada dordiincli sirada yer almigtir

(FAOSTAT, 2018).
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Sekil 2.2. FAO verilerine gore 2018 yilinda en ¢ok domates tireten 10 iilke

TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) verilerine gére Tiirkiye’deki domates iiretimi
2001 yilinda 8 425 000 ton iken 2019 yilinda bu oran 12 841 990 tona ¢ikmistir (Sekil
2.3.) (TUIK, 2019).



Tarim ve Orman Bakanligi, Ocak 2020 de yaymladigi Domates Tarim Uriinleri
Piyasa raporunda sirasiyla Antalya, Bursa, Izmir, Manisa, Mersin, Sanlurfa, Canakkale,
Balikesir, Mugla ve Tokat, lilkemizde en cok domates ekilen ve {iretilen sehirler olmustur.
%75,6 ile Rusya Federasyonu ve % 9,3 ile Irak en ¢ok domates ithalati yaptigimiz tilkeler
olurken; %1,5 ile Israil ve %1,8 ile Belarus ise en az domates ithalat1 yaptigimiz iilkeler

olmustur.
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Sekil 2.3. TUIK verilerine gore iilkemizde 2001 - 2019 yillar1 arasindaki domates iiretimi

2.1.4. Domatesin bilimsel calismalardaki 6nemi

Domates, tarimsal 6neminden ve uzun iiretim tarihine sahip oldugundan tizerinde
en ¢ok calisma yapilmis organizmalardan biridir. Literatiirlerde domates bitkisi i¢in
yaygin olan kiiltiir domatesinden farkli olarak 13 tane yabani tiiriin daha oldugu
kaydedilmistir (Peralta ve ark., 2005; Spooner ve ark., 2005). Bu yabani tiirler Tamami
(2n=24) diploid olan bu tiirlerin bilinmesi ve bunlarin kiiltiir domatesi ile caprazlanmast;
verim, meyve kalitesi, patojenik ve abiyotik streslere kars1 direnci arttirabilir (Kimura ve
Sinha, 2008).

Domatesin etli bir meyveye sahip olmasi, simpodial siirgiin géstermesi ve bilesik
yapraklara sahip olmasi onu piring ve Arabidopsis gibi diger model organizmalardan

farkl1 bir yere koyar. I¢inde bulundugu Solanaceae ailesinin genis tiir barindirmasi ile



yaygin tarim Uriinlerini icermesi domateste yapilmis olan bir ¢alismayi ailedeki diger

tiirlerde de uygulanabilir kilar (Kimura ve Sinha, 2008).

Bitki molekiiler genetigi g¢alismalarinin bircogu ilk 6nce domates iizerinde
gerceklestirilmistir. RFLP (Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi) kullanilarak
olusturulan tam bir bitki genomunun baglanti haritas1 ilk domates iizerinde
gerceklestirilmistir (Bernatzky ve Tanksley, 1986). Agronomik olarak ilgili lokuslarda
harita tabanli yiirlimeyi kolaylastirmak i¢cin RAPD (Rastgele c¢ogaltilmis polimorfik
DNA)’in allelik varyasyonunun kullanimi ilk olarak Solanum lycpersicum L. ‘da
yapilmigtir (Martin ve ark, 1991; Wing ve ark., 1994) . Bitkilerdeki ilk defa 1000’den
fazla markdrden olugan yiiksek yogunluklu molekiiler baglant1 haritasinin olusturulmasi
ve karsilastirmali genomiklerin kullanimi Tanksley ve ark., (1992) tarafindan domates ve

patates genomlari i¢in yapilmistir.
2.2. Kiiresel 1sinma ve kurakhk

Giderek artan diinya niifusu ve dolayisiyla meydana gelen kontrolsiiz tiiketim,
ormanlik alanlarin azalmasi, fosil yakit tiikketiminin artmasi, sanayi faaliyetlerinin artmasi
ve daha bir¢ok insan kaynakli faaliyetler atmosferde sera gazi birikimini arttirarak kiiresel
1sinmanin meydana gelmesine sebep olmustur. Kiiresel 1sinma ile birlikte yagislar
azalmis, sicaklik seviyesi birgok yerde iklim sartlarinin {izerinde seyretmistir. Kiiresel
1sinmadan en ¢ok etkilenen sektorlerin basinda tarim sektorii gelmektedir. Tarim sektorii
diinya ¢apinda 1 milyardan fazla istihdam seviyesi ile ikinci sirada gelmektedir (Temur,
2017). Iklim sartlarinda olusan olumsuz degisiklikler issizlige sebep olabilecegi gibi

cesitli stres kosullarinin olusmasina da sebep olmaktadir.

Kiiresel 1smnma; tarimsal {iretimi artan sicakliklar ve yagis rejimindeki
degisiklikler ile dogrudan etkileyebilecegi gibi yagan yagmur ve kar oranlarinin diigmesi
sonucu yeralt1 ve yeriistii su kaynaklarinin azalmasiyla sulama suyu hacminde diisiise
sebep olarak dolayli yoldan da etkileyebilmektedir. Bunlarin yani sira topragin nem
oranini ve verimliligini de etkileyerek alanlarin tarimsal iiretime elverissiz veya daha az

elverigli hale gelmesine sebep olmaktadir (Temur, 2017).

Tarimsal iiretimde artis giderek artan diinya niifusunun beslenmesinin garanti
altina alinmasi1 bakimindan bir zorunluluk olmakla birlikte, biyotik ve abiyotik stres

kosullari, tarimsal iiretimde siirdiiriilebilirligi tehlikeye sokmaktadir. Kuraklik, tarim



tirtinii tiretiminde verim kaybina sebep olan etmenlerin basina yer almakta (Boyer, 1982),
dolayist ile gida giivenliginin global dlgekte planlanmasinda kritik rol oynamaktadir.
Oniimiizdeki yillarda iklim degisikligine bagl olarak kurakligin etkiledigi alan ve
derecesinin artacagi ongoriilmekte, iilkemizin de i¢inde bulundugu Akdeniz cografyasi,
daha yogun seviyede kuraklik beklenen bolgelere dahil edilmektedir (Ximénez-Embtn
ve ark., 2016). Bitkilerde kuraklik stresine toleransin molekiiler mekanizmalarinin
aydinlatilmasi, tarim iirlinlerinin siirdiiriilebilir {iretiminin garanti altina alinmasi igin

gereklidir.
2.3. Hidrojen siilfiir (H2S)

Renksiz, suda ¢6ziinen, kotii kokulu ve toksik bir gaz olan hidrojen siilfiir (H2S),
son yillarda gergeklestirilen bazi arastirmalar sonucu bitki ve hayvanlarda endojen bir
sinyal molekiilii olarak tanimlanmaktadir (Lisjak ve ark, 2013; Paul ve Snyder, 2015;
Wang, 2002). Memeliler ve bitkilerde H.S’in fizyolojik olarak iiretildigi, ilgili enzimlerin
de tespit edilmesi ile ortaya konmus (Lisjak ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2013) olmakla
birlikte, bitkilerde hidrojen siilfiir konsantrasyonunun toksik diizeye c¢ikmaksizin
ayarlanmasinda O-asetilserin liyaz enziminin gorev yaptigi tespit edilmistir (Tai veCook,
2000; Youssefian ve ark., 1993). Hayvanlarda hidrojen siilfiiriin elektron kaynagi olarak
mitokondri tarafindan metabolize edildigi bildirilmistir (Bouillaud ve ark., 2013).
Canlilar tarafindan sistein metabolizmasi esnasinda fizyolojik olarak tiretilmekte olusu
hidrojen siilfiiriin bir sinyal molekiilii olarak gorev yaptig1 goriisiinii yayginlastirmakta
(Jin ve Pei, 2015; Lisjak ve ark., 2010), hiicre i¢i konsantrasyonunun ayarlanmasina
iliskin mekanizmalarin tespit edilmesi, bu goriisii kuvvetlendirmektedir (Lisjak ve ark.,
2013). Molekiiler etki mekanizmalar1 heniiz kesin olarak ortaya konmamis olmakla
birlikte, hidrojen stilfiiriin memelilerde kardiyovaskiiler ve sinir sistemi iizerindeki
koruyucu ve hastalik 6nleyici etkileri gosterilmistir (Mani ve ark., 2013; Zhang ve ark.,
2013). Var olan ¢alismada, kardiyovaskiiler sistemde H»S iiretimini saglayan sistatiyonin
gama liyaz eksikliginde damar sertligi olusumu rapor edilmis (Mani ve ark., 2013), tip 2
diyabet ve obezite hastaliklarina bagli vaskiiler sistem zararlari, plazmada diisiik H2S
seviyesi ile iliskilendirilmistir (Jain ve ark., 2010). Parkinson ve Huntington hastaliklar
siirecinde goriilen norodejenerasyonda, H2S metabolizmasinda meydana gelen

bozukluklarin 6nemli rol oynadig1 yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Paul ve Snyder,
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2015). Benzer sekilde bitkilerde gergeklestirilen ¢alismalar, hidrojen siilfiiriin pek ¢ok

fizyolojik siirecte gorev aldigina ve stres toleransi saglamadaki roliine isaret etmektedir.

Rapor edilmis ¢alismalarda, uygun konsantrasyonlarda H2S dondrii NaHS ile 6n
muamelenin, bitkilerde herhangi bir toksisite semptomuna sebep olmaksizin (Zhang ve
ark., 2009b) cesitli stres kosullarina toleransi arttirdigi ve biiylime ve gelisimi
destekledigi rapor edilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda H>S dondrii NaHS ¢ozeltisi
ile muamelenin, bugday, fasulye, misir ve bezelyede tohum ¢imlenmesini destekledigi
gosterilmistir (Dooley ve ark., 2013). Tatli patates, soya ve Cin sogiidii ile gergeklestirilen
calisma sonucunda H2S’in yan kdklenmenin kontrol edilmesinde oksin sinyal yolaginin
lizerinde gorev yaptigi 6nerilmistir (Zhang ve ark., 2009b). Diger kiikiirt ve Na* igeren
bilesiklerin (Na2S, Na2SOz, Na2SOs, NaHSO3, NaHSO4 ve NaAC) uygulanmasi, yan kok
olusum ve gelisimini desteklememistir. Ancak oksin-H2S iliskisinin tanimlanmasi
bakimindan aksi yonde bir rapor da mevcut olup, s6z konusu ¢alismada oksin birikiminin
H2S tiretiminde gorevli temel enzim L-sistein desiilfidraz (LCD) gen ifadesini arttirarak
yan kok olusumunu tetikledigi bildirilmistir (Fang ve ark, 2014). Diisiik dozlarda H»S
donorii NaHS uygulamasinin i1spanakta klorofil igerigi ve fotosentetik enzimlerin gen
ifadesini arttirarak net fotosentez hizini arttirdigi yapilmig ¢alismalarla ispatlanmistir

(Chen ve ark., 2011).

Meyve ve siis bitkilerinde hasat sonrast depolama omriiniin H2S uygulamasina
bagli olarak arttiginin rapor edildigi ¢esitli calismalar yakin zamanda gerceklestirilmistir
(Hu ve ark., 2012; Li ve ark., 2016; Sun ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2011b). Depolama
omriindeki artig, hiicrenin antioksidan kapasitesinin artmasi ile iliskilendirilmekte, H2S
dondrii NaHS ile muamelenin, antioksidan enzim [katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (POD)] aktivitesinde artis, H2O>
ve malondialdehit (MDA) miktarlarinda azalmaya sebep oldugu bildirilmektedir (Zhang
ve ark., 2010a; Zhang ve ark., 2011b).

Mevcut literatiir incelendiginde, H2S’in bitkilerde en belirgin roliiniin abiyotik
stres toleransi saglama oldugu goriilmekle birlikte, sinyal molekiilii olarak fonksiyonunun
anormal kosullar altinda fizyolojiyi normale dondiirmeyi saglayan bir molekiiler salter
benzeri oldugu oOnerilmektedir (Hancock ve Whiteman, 2014). H>S uygulamasinin
abiyotik stres toleransina etkisinin incelendigi g¢aligmalarin hatir1 sayilir bolimi

bugdayda ¢imlenme kabiliyetinin izlenmesi {izerinedir. H>S’in bugdayda bakir stresi (H.
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Zhang ve ark., 2008), krom stresi (Zhang ve ark., 2010a), osmotik stres (Zhang ve ark.,
2010b) ve aliiminyum stresi (Zhang ve ark., 2010c) altinda ¢imlenme oranini arttirdigi
gosterilmistir. Bahsi gegen ¢alismalarda stres kosullar1 altinda hiicre zarinda oksidatif
zararin markorii niteligindeki malondialdehit ve major reaktif oksijen tiiri H2O2’nin
birikimlerinin NaHS uygulamasi sonucu belirgin derecede azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica
H2S ile muamelenin CAT, SOD ve APX enzim aktivitelerinde artisa sebep oldugu
bildirilmis, H2S donérii NaHS hari¢ diger Na* ve kiikiirt iceren bilesikler ile (NazS,
Na>SO3, Na:SOs4, NaHSO3, NaHSO4,CH3COONa) benzer sekilde muamele, abiyotik
stres altinda ¢imlenme becerisine etki etmemistir. Yonca bitkisinde tuz stresi altinda
cimlenme ve fide gelisiminin incelendigi ¢aligmada, H2S’in antioksidan cevabi
kuvvetlendirmek ve hiicre iyon homeostasisini yeniden saglamak yolu ile ¢cimlenme ve
gelisimi destekledigi bildirilmistir. Ayrica H2S uygulamasinin diger bir sinyal molekiilii
olarak tanimlanan nitrik oksit (NO) iretimini arttirdig1 tespit edilmis ve H2S’in tuz
toleransin1 NO sinyal yolagi iizerinden gelistirdigi onerilmistir (Wang ve ark., 2012).
Bununla birlikte, abiyotik stres uygulamasi oncesi H2S ile muamelenin NO iiretimini

diistirdiigii yoniinde ¢alismalar da mevcuttur (Christou ve ark., 2013).

H2S’in bor stresi toleransina etkisini incelendigi bir ¢alisma mevcut olup, bu
calismada bor stresine maruz birakilan hiyar fidelerinde kok uzamasinin baskilanmasi,
H2S uygulamas: ile hatir1 sayilir seviyede azalmis, bor stresi altinda kokte gézlemlenen
fenotipten sorumlu oldugu bildirilen pektin metil esteraz (PME) ve ekspansin (EXP)
genlerinin ifade diizeylerinin H2S uygulamasi sonucu diistiigli gézlemlenmistir. Calisma
sonucunda H2S’in PME ve EXP genlerinin ifadelerini diizenleyerek bor stresinin kok
biiylimesine olan etkilerini hafiflettigi onerilmistir (Wang ve ark., 2010). Benzer sekilde,
H2S ile muamelenin, arpada aliiminyum stresine bagli kok biiylimesinin baskilanmasini
hafiflettigi, kok ve yapraklarda aliiminyum birikimini azalttigi, aliiminyum stresine
cevaben ifadelenen HVAACT1 (Aluminum activated citrate transporter) geninin ifade
diizeyini arttirdigi, koklerde H2O2 ve MDA birikimini diistirdiigii rapor edilmistir (Chen
ve ark., 2013).

2.3.1. Hidrojen siilfiir (H2S)’iin kuraklik stresine olan etkisi

H2S’in, bitkilerde kuraklik stresine toleransi arttirdigina iliskin raporlar
mevcuttur. Tath patates fideleri {lizerinde gerceklestirilen calismada, osmotik stres

altindaki fidelere spreyleme ile uygulanan NaHS c¢6zeltisinin yapraklarda kloroz
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olusumunu engelledigi gozlenmis, osmotik stres uygulanan kontrol bitkilerine kiyasla
yapraklarda antioksidan enzim aktivitesinin (SOD, CAT ve APX) NaHS uygulamasi
sonucu belirgin miktarda arttig1 rapor edilmistir. NaHS uygulamasi sonucu osmotik strese
bagl lipit oksidasyonu diizeyindeki azalma, yapraklarda diisiik H2O2 ve MDA birikimi
ve yine kontrole oranla diisiik miktarda dl¢tilen lipoksigenaz (LOX) enzim aktivitesi ile
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2009a). Soya bitkisi tizerinde gergeklestirilen benzer bir
caligmada, 21 giin siire ile gergeklestirilen kuraklik stresi uygulamasi sonucu hayatta
kalma oraninin NaHS ile spreyleme sonucu arttig1, yani sira biyokiitlede kontrol bitkilere
oranla daha fazla artig gerceklestigi bildirilmis, H2S’in kurakliga baglh oksidatif zarar
diistirerek kuraklik toleransi sagladigi rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2010d).

H2S’in kuraklik toleransina etkilerinin model organizma Arabidopsis ’te
incelendigi caligmada, kuraklik stresine cevaben bitkide H2S iiretiminin arttig
bulunmustur. Kuraklik stresine cevaben ifadelendigi bilinen genler ile benzer sekilde HoS
tiretiminde gorevli enzimler L-sistein desiilfidraz (LCD) ve D-sistein desiilfidraz (DCD)
kodlayan genlerin ifade diizeyleri stres uygulamasi altinda artis gdstermistir. Iki hafta siire
ile kuraklik uygulamasi sonucu NaHS ile muamelenin yapraklarda solma miktarini
diisiirdiigii ve bitkilerin hayatta kalma oranin arttirdigi gézlenmistir. Caligmada H2S’in
stoma agikligini kontrolde rol alip almadigi arastirilmis, NaHS uygulamasinin stomalarin
kapanmasimi indiikledigi rapor edilmistir (Jin ve ark., 2011). Arabidopsis ’te
gerceklestirilen bir bagka calismada ise H2S iiretiminden sorumlu temel enzim LCD’yi
iretemeyen mutant bitkilerin kontrol bitkilere oranla kuraklik toleransiin belirgin
derecede azaldigi gozlenmistir (Jin ve ark., 2013). Mutant bitkilerde stoma agikligi
kontrol bitkilere oranla daha yiiksek 6l¢iilmiis, temel reaktif oksijen tiirii H202 birikimi
de artis gostermistir. Calismada LCD mutantlarinda absisik asit (ABA) uygulamasinin
stomalarin kapanmasini indiiklemede yetersiz kaldigi bulunmus, ABA sentezi (aba3) ve
ABA ’ya duyarlilik (abil) bakimindan mutant bitkilerde LCD ifadesi diisiik bulunmustur.
Bu bulgular 1s181nda kuraklik stresi altinda stomalarin H2S ve ABA arasinda bir etkilesim
mekanizmasi ile kontrol edildigi ve absisik asitin H2S iireten enzimlerin transkripsiyonu
tizerinde kontrolii bulundugu oOnerilmistir. Ancak H>S’in stoma agikligi tizerindeki
kontroliine iliskin ¢eliskili raporlar mevcut olup, NaHS uygulamasi sonucu stoma
acikliginin arttig1 da arastirmacilarca rapor edilmektedir (Lisjak ve ark., 2010; Lisjak e
ark., 2011).
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H2S’in stres toleransi saglamadaki roliiniin arastirildigi ¢aligmalarin nerede ise
tamaminda bitkilerin antioksidan kapasitesinin arttig1 ve strese bagli oksidatif zararin
diistiigii rapor edilmekte, dolayist ile eldeki bulgular H2S’in bitki fizyolojisini anormal
kosullar altinda normale dondiirmedeki 6nemli bir fonksiyonunun reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 birikiminin engellenmesi olduguna isaret etmektedir. Cilek fideleri ile
gerceklestirilen ¢calisma sonucunda H»S uygulamasinin kuraklik stresi altinda antioksidan
enzim kodlayan genlerin ifade diizeylerini arttirmanin yani sira, abiyotik stres toleransi
saglamada anahtar rol oynayan transkripsiyon faktorii DREB (Dhydration-Responsive
Element Binding Protein)’in ifade diizeyini de arttirdigi rapor edilmis, bu sebeple abiyotik
strese cevaben gen ifadesinin kontroliinde 6nemli rolii oldugu 6nerilmistir (Christou ve
ark., 2013). Bununla birlikte H.S’in stres cevabi ile iliskili mikro RNA ifadesini de
diizenlemek yolu ile gen ifadesini kontrolde rol oynadigini 6neren bir rapor mevcuttur
(Shen ve ark., 2013).

2.3.2. Hidrojen siilfiir (H2S) ve domates ile ilgili yapilmus ¢alismalar

Yakin zamanda bitki ve hayvanlarda bir sinyal molekiilii olarak gorev yaptigi ile
ilgili bir¢ok ¢aligma olan H2S’in abiyotik stres tolerans: saglamadaki etkileri temelde tahil
ve baklagil tiirlerinde arastirilmig, kuraklik stresine tolerans saglamadaki roliine iliskin en
kapsamli ¢aligmalar, Arabidopsis bitkisinde gergeklestirilmistir. Bu molekiil gerek tarla
kosullarinda biiylime ve gelisiminin desteklenmesi ve verim artisi, gerekse hasat sonrasi
depolamada iirlin kalitesinin korunmasi icin gelecekte kullanimi 6ngoriilen bir bilesik
olmakla birlikte (Dooley ve ark., 2013; Lisjak ve ark., 2013), domateste veya iiyesi
oldugu pek cok dnemli tarimsal iirlinii barindiran Solanaceae ailesinde H2S’in en temel
stres kosulu olan kuraklik stresine tolerans saglamada etkili olup olmadigi ile ilgili heniiz

bir ¢alisma mevcut degildir.

Domates bitkisinde H2S’in fizyolojik roliine iliskin mevcut olan bir ¢alismada
yan kok olusumu incelenmis, oksin yoksunlugunda yan kok gelisiminin baskilandigi ve
HoS iiretiminden sorumlu temel enzim LCD’nin aktivitesinin diistigli bildirilmistir.
Harici H2S uygulamasi, yan kdk gelisimini yeniden tetiklemis, H2S ve naftalin asetik
asitinin birlikte uygulanmasi sonucu, yan kok gelisiminde aditif etki gézlemlenmemistir.
Calisma sonucunda H2S’in oksin sinyal yolaginda gorev yaparak yan kok gelisimini

kontrol ettigi bildirilmistir (Fang ve ark., 2014). Yapilan bir baska ¢alismada da H2S’in
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domates bitkisinin yumusamasini ve bozulmasini geciktirdigi, yumusamasina sebep olan

enzimlerin aktivitesini inhibe ettigi raporlanmistir (Hu ve ark., 2019).

Domates bitkisinde gergeklestirilen bu ¢alismalar ile elde edilen bulgular, ilgili
literatiir ile paralellik gostermekte ve H2S’in domateste gelisim evrelerinde rol alan
endojen bir molekiil olarak gorev yaptigina isaret etmektedir. Mevcut literatiir 15181nda,
H2S’in bu 6nemli tarim {irlinlinde stres toleransi saglama potansiyeline sahip oldugu

Ongoriilmektedir.

2.4. PCR(Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Amerikali Biyokimya uzmani1 Karry Mullis tarafindan gelistirilen PCR, DNA
tizerinde belirlenmis bir niikleotit dizisinin c¢ogaltilmasi amaciyla kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem belli bir DNA par¢asinin kopyalarinin primerler yardimiyla
enzimatik olarak sentezlenmesi olarak ta tanimlanan in vitro bir yontemdir (Maslak ve

Bagcigil, 2018; Yontem ve Unaldi, 2018).

Genetik klonlama, dizileme, gen ifadesi analizleri i¢in vazgecilmez olan PCR’1n
saysiz birgok kullanim alani vardir. Tip alaninda ister tek bir patojen ister bagirsak
mikrobiyotasini olusturan gesitli organizma popiilasyonu olsun, mikroplar1 kesin olarak
tanimlamak i¢in kullanilir. Ayrica insan DNA’sindaki mutasyon ve polimorfizm
analizleri ile doku ve kan tiplendirmesi analizlerinde kullanilan baslica yontemdir. Bilim
ve tip disinda da bir¢ok kullanim alani vardir mesela PCR tabanli ‘DNA Parmak Izi’
analizleri son 50 yilda adli olaylar1 ¢6zmede olast en biiyiik ilerlemeyi saglamistir

(Kaunitz, 2015) .

PCR teknigi Denatiirasyon (¢ift iplikli kalip DNA’nin 90 -95 °C de 3-5 dakika
isitilarak birbirinden ayrilmasi); Hibridizasyon (kalip DNA’dan ayrilan iplikgiklerin
herbirinin 3' uglarina 37-65°C de oligoniikleotitlerin baglanmasi) ve Amplifikasyon (70-
75 °C de DNA Polimeraz enzimi ile ipligin 5'— 3! yoniine dogru uzamasi) olmak iizere

iic asamada gergeklesir (Yontem ve Unaldi, 2018).

Klasik PCR disinda qPCR, RT-PCR, Real Time PCR, Nested PCR, Anchored
PCR, Multiplex PCR, immuno PCR, Rapid PCR... bir¢ok farkli PCR ¢esidi mevcuttur.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

Yapilan tez ¢alismasinda yerli bir domates ¢esidi Kullanilmistir. Cimlendirme
torfunda viyolde ¢imlendirilen domates tohumlar ilk gerg¢ek yapraklarin gelisiminin
ardindan 250 ml hacimli drenajsiz pet bardaklara aktarilarak gelisimleri saglanmis
sonrasinda daha biiyiik kaplara aktarilmistir. Her giin 100 ml su ile sulanmistir. Ornekler
haftada bir kez olmak iizere Hoagland besin ¢ozeltisi ile giibrelenmistir. Bu ¢ozelti
Hoagland ve Arnon, (1950) c¢alismasi referans alinarak hazirlanmistir. Cozeltiyi
hazirlamak i¢in ilk 6nce Tablo 3.1. de verilen kimyasallar ile verilen oranlarda stok
cozeltiler hazirlanmis ve bu stok ¢ozeltilerinin tamami ayr1 ayr siselerde kapaklar: kapali

bir sekilde buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Tablo 3.1. Hoagland besin ¢ozeltsi hazirlamak i¢in olusturulan stok ¢ozeltileri

Kimyasal Kullanilan Miktar | Hazirlannms Stok Cozeltinin Hacmi
Maddenin Ad1 (9) (ml)
Ca(NOs), - 4H0 | 59.00 250
KNO3 60.66 600
MgSO; . 7H20 61.60 250
NH;H2PO, 28.75 250
CsHgOs 04 100
FeSO4:7H20 0.5 100
H3BOs 3,09 50
MnCl; - 2H2.0 4.0475 50
ZnS0O4 - 5H0 1.4377 50
CuSOQOq - 5H:0 1.248 50
MoOs - H20 0.7195 50

Hazirlanan stok ¢ozeltilerinden Hoagland besin ¢ozeltisi hazirlanmak istendigi
zaman ¢ozeltiler buzdolabindan ¢ikarilarak Tablo 3.2. de verilen oranlarda, biiyiik bir kap
icerisinde kanstirtlmistir ve saf su ile son hacim 1000 ml ye tamamlanmistir. Her

karisimdan sonra ¢ozelti KOH kullanilarak ph:6 olarak ayarlanmistir. Bu karisim ¢ok
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daha biiylik bir bidona alinarak saf su ile son karisim 30 litreye tamamlanmistir. Sonug

olarak 30 litre tam Hoagland besin ¢dzeltisi elde edilmistir.

Tablo 3.2. Hoagland besin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kuulanilan stok miktarlari

Kimyasal Maddenin Hazirlanmis Stok Cozeltisinden Cekilen
Adi Miktar (ml)

Ca(NO3), - 4H,0 90

KNO3 300

MgSQO,. 7H20 60

NH4H2PO4 60

C4He0s 9

FeS04-7H.0 9

HsBOs 15

MnCl; - 2H,0 0.6

ZnS0O4 - 5H0 0.23

CuSO0s4 - 5H20 0.1

MoOs - H20 0.15

Sekil 3.1. Cimlendirme torfunda ¢imlendirilmis domates
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Bitkilerin yetistirilmesi ve kuraklik ortami iiniversitemizde (Necmettin Erbakan
Universitesi) uygun laboratuvar olmadigi i¢in Selguk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bahge Bitkileri Boliimii laboratuvarlarinda yapilmistir. Biyokimyasal ve gen ifadesi
analizleri ise hem Selguk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii
laboratuvarlarinda hem de Necmettin Erbakan Universitesi, Fen Fakiiltesi
laboratuvarlarinda yapilmastir.

Sekil 3.2. In vitro kosullarda kuraklik uygulamasi

Tez ¢alismasi kapsaminda ilk 6nce domates fidelerine uygulanmis olan NaHS
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Tlgili literatiirde var olan calismalar bitkiler i¢in H2S’in
fizyolojik konsantrasyonunun 1-100 uM arasinda degistigi rapor edilmektedir (Jin ve
ark., 2011). Bununla birlikte iizerinde ¢alisilmis bitki tiirdi i¢in uygun, hiicreye zarar
vermeyecek sekilde uygulama konsantrasyonu araligi belirlenmistir. Ornegin Zhang ve
ark., (2009b) tath patates (Ipomoea batatas) bitkisinde gergeklestirmis olduklari bir
caligmada, hidroponik (toprak kullanilmadan sulama suyu igerisinde bitkinin ihtiyaci olan
besin maddelerine ait ¢oziimlerin bitkiye verilerek bitkinin yetistirilmesi) ortamda 100
uM NaHS konsantrasyonu yapraklarda hafif sararmaya sebep olmus ve 50 uM ’a kadar
NaHS konsantrasyonunun bu bitki i¢in uygun aralik oldugunu rapor etmislerdir. Yine
bagka bir c¢aligmada, Arabidopsis ’te hidroponik ortamda uygulanmis NaHS
konsantrasyonunun belirlenmesinde, hiicre zarar1 markorii olan MDA igerigi markor

olarak kullanilmistir (Shen ve ark., 2013).
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Bu projede NaHS, toprakta yetistirilmis olan bitkilere sulama yolu ile
uygulanmistir. Altr haftalik domates fideleri agsagidaki tabloda belirtildigi sekilde ve 15’er
adet bitkiden olusan toplam 3 gruba ayrilmistir.

Tablo 3.3. Olusturulmus domates fideleri gruplart

Grup 1: Kontrol grubu
Grup 2: 50 uM NaHS
Grup 3: 100 uM NaHS

Grup 1 (Kontrol grubu) iki hafta siire ile her giin sulanmis, diger gruplar ise
yukarida belirtilen konsantrasyonlardaki NaHS c¢ozeltileri ile sulanmistir. Uygulama
stiresinde bitki biiyiime ve gelisimi gozlemlenmis olup uygulamanin 8. ve 14. giinlerinde

her bir gruptan 5’er adet bitkide yaprak MDA miktarlar1 6l¢iilmiistiir.

KUTATNT S T Q.

Sekil 3.3. In vitro kosullarda kuraklik uygulamasi altinda NaHS uygulamasi
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Benzer yontem ile NaHS uygulamasinin gergeklestirildigi bir calismada, sulama
suyunda 500 pM ’a kadar NaHS konsantrasyonunun bugday fidelerinde biiyiime ve
gelisimi destekledigi Dooley ve ark., (2013) tarafindan rapor edilmektedir. Yapilmis olan
calismada 10-500 puM araliginda 5 farkli NaHS konsantrasyonu 6 haftalik domates
fidelerine uygulanmis, uygulama siiresince bitki biiyiime ve gelisimi izlenerek, kontrol
grubu ve uygulama gruplarinin yaprak MDA igerikleri belirlenmistir. Deney sonucunda
kontrol grubuna benzer biiyiime ve gelisim gosteren, ve yani sira benzer MDA miktarinin

Olctildiigii konsantrasyon araligi belirlenmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Malondialdehit (MDA) miktar tayini

MDA miktari, Yan ve ark., (2010) tarafindan yapilmis ¢alismada tarif edildigi
tizere TBA (Thiobarbitiirik asit) reaksiyonu yontemi ile belirlenmistir. Doku 6rnekleri
(0.2 g) 1 ml 50 mM KH2PO4 tamponu (pH 7.8) ile ogiitiiliip, 4°C’de 15 dakika 10.000g’de
santrifiij islemine tabi tutularak iist faz alinmistir. Alinan st faz (0.8 ml) ve %0.5 TBA
iceren 1.3 ml %20’lik TCA (Trikloroasetik asit)’dan olusan reaksiyon ¢ozeltisi su
banyosunda 95°C’de 20 dakika bekletilip, buzda sogutulmustur. Reaksiyon karigimi
4°C/10.000 g’de 5 dakika siire ile santrifiijlenmis olup Ust faz alinmistir. 532 nm’de
yapilan spektrometrik Ol¢timler, 600 ve 450 nm’deki absorbanslar c¢ikarilarak

diizeltilmistir.

MDA konsantrasyonlari, MDA (um) = 6.45 (As32 - Aesoo) - 0.56A450 formiiliine

gore hesaplanacaktir.

3.2.2. H2S uygulamasimin kuraklik stresine cevaben gen ifadesi, antioksidan

kapasite ve bitki fizyolojisine etkilerinin belirlenmesi

Bitkiler, daha once tarif edildigi iizere yetistirilmis, fideler 6 haftalik olduklarinda
kuraklik stresi ve NaHS uygulamasina tabi tutulmustur. Uygulama 6ncesi fideler Tablo

3.2. ’de belirtildigi iizere 50’ser adet bitkiden olusmus 3 gruba ayrilmistir.

Tablo 3.4. Gen ifadesi ve antioksidan kapasite etkisi 6l¢iimii i¢in olusturulan gruplar
Grup 1 Kontrol grubu

Grup 2 Kuraklik uygulamasi, kontrol grubu
Grup 3 Kuraklik ve NaHS uygulamasi
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Kuraklik uygulamasina baglamadan hemen 6nce 3 giin boyunca Grup 3, daha 6nce
de belirtildigi tizere belirlenmis olan konsantrasyonda NaHS c¢ozeltisi ile sulanmustir.
Kuraklik uygulamasina baglamadan (Gtiin 0), son sulamay1 takiben 6 saat sonra Grup 3
ve Kontrol grubu bitkilerinden 5’er adet 6rnek alinmis ve HoS uygulamasinin etkisi

arastirilmistir.
3.2.2.1 Enzim aktivitesi analizleri

Var olan H.S uygulamasinin abiyotik stres toleransina etkilerinin arastirildigi
caligmalar sonucunda, H>S’in bitki antioksidan kapasitesini arttirip,  lipit
peroksidasyonunu azaltarak strese bagli oksidatif zarar1 indirgedigi rapor edilmektedir
(Zhang ve ark., 2009b; Zhang ve ark., 2010d). Onerilen ¢aligmalarda H>S’in kuraklik
stresi altinda domates bitkisinde antioksidan kapasite ve lipit peroksidasyonu iizerindeki

etkisi, SOD, APX ve CAT enzim aktiviteleri tayin edilerek belirlenmistir.

Yaprak ve kok dokular1 4 °C’de 1 mM Askorbik Asit (ASA) ve 1| mM EDTA
iceren 1 ml 50 mM KH2PO4 tampon ¢ozeltisi ile buz banyosunda homojonize edilmistir.
4°C’de 15 dakika 15,000 g’de santrifiij edilerek elde edilen iist faz deney calismalarinda
kullanilacaktir. Bradford, (1976) ‘daki metoda gore protein miktar1 belirlenmistir.

3.2.2.1.1. SOD aktivitesi

Toplam Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi Nitroblue tetrazolyum
(NBT) ’nin fotokimyasal indirgenmesini inhibe etme yetenegi olgiilerek belirlenmistir.
Beuchamp ve Fridovich (1971)’de rapor edilen yonteme gore ¢alisma yiiriitiilmiis, toplam
3 ml hacimde 20 puM riboflavin, 150 mM L-metiyonin, 600 uM NBT, 550 uL. H>O ve 50
puL enzim ekstrakti igeren reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Reaksiyon, riboflavinin
karisima eklenmesi ile baglatilmis ve beyaz floresan 15181 altinda 20 dakika siire ile
yiritilmiistiir. Enzim ekstrakti igermeyen karisim, negatif kontrolii olusturmustur. Bir
birim SOD aktivitesi, 560 nm ’de 6l¢iildiigli zaman NBT (Nitroblue tetrazolyum)’nin

indirgenmesinin %50 inhibe edilmesi i¢in gerekli enzim miktar olarak hesaplanmistir.

3.2.2.1.2. APX aktivitesi

Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) aktivitesi 6l¢iimleri, Nakano ve Asada,
2017 ‘de anlatilanlar referans tutularak yapilmistir. Reaksiyon karisimi 50 mM KH2PO4
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tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) ve 1 mM sodyum askorbat ve 150 — 200 pL enzim ekstrakti ile
hazirlanmistir. Reaksiyon, 0.5 mM H20: ilavesi ile baslatilarak 290 nm’de askorbat
(absorpsiyon katsayis1 2.8 mM ™! cm™!) absorbansindaki azalma grafige gegirilerek

hesaplanmustir.
3.2.2.1.3. CAT aktivitesi

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi, 1 ml % 0.1°lik H2O2 ve 200 uL enzim
ekstrakt1 iceren 1.9 ml 50 mM KH;PO4 tampon ¢ozeltisi (pH 7) igerisinde 240 nm’de
Olclilmiistiir. Enzim aktivitesi reaksiyonun baslangi¢ hizindan H.O2 nin 240 nm *deki yok
olma katsayis1 (absorpsiyon katsayis1 40 M~! cm™") kullanilarak hesaplanmistir (Dhindsa
ve ark, 1981).

3.2.2.2. RNA izolasyonu, cDNA sentezi (RT-PCR) ve Kantitatif PCR (QPCR)
3.2.2.2.1. RNA izolasyonu

Domates yaprak ve kok dokularindan total RNA izolasyonu, NucleoSpin® RNA
Plant kit (Macherey-Nagel) kullanilarak gergeklestirilmistir. Izolasyon asamalarim
Ozetleyecek olursak; sivi azotta havan ile 6giitiilmiis olan 100 mg doku 6rnegi, 350 pl

Kite ait liziz tamponu ve 3.5 pl B-merkaptoetanol ile karigtirtlmustir.

Daha sonra filtreli tiipte 11,000 g’de 1 dakika santrifiijlenmis ve filtrelenmis sivi
yeni bir tiipe alinmistir. Doku 6rnegi 350 pl %70 etanol ile karistirilarak tekrar kite ait bir
diger filtreli tiipe alinmis ve 30 saniye siire ile 11,000 g ‘de santrifiijlenmistir. Temiz bir
2 ml’lik tiipe alinan filtre tizerine 350 pl tuzdan arindirict MDB (Membran tuz giderme
tamponu) konulmus, kurutmak tizere 11,000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Filtreye 95
ul DNase eklenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmis, filtre iki kez, birinci
yikamada 200 pul RAW?2 tamponu, ikinci ytkamada 600 ul RA3 tamponu eklenip 11,000
g’de 30 saniye siire ile santrifiijlenerek yikanmis, ti¢lincii ve son yikama 250 pl RA3

tamponunun eklenmesi ve 11,000 g’de 2 dakika santrifiijlemeyi igermistir.

Filtre son olarak kit igeriginde saglanan niikleaz icermeyen bir 1.5 ml’lik tiipe
alinip, 60 pl RNase icermeyen su eklenmis ve 11,000 g’de 1 dakika siire ile santrifiijleme
ile RNA c¢ozeltisi elde edilmistir. RNA konsantrasyon ve saflifi, spektrometre ile
belirlenmis, RNA Ornekleri, iireticinin tavsiyesi dogrultusunda sonraki analiz

basamaklarinda kullanilmak iizere -80°C’de saklanmustir.
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3.2.2.2.2. cDNA sentezi (RT-PCR)

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi, SuperScript™ IV VILO™ Master Mix
(Invitrogen) kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Ters transkripsiyon PCR (RT-PCR)
reaksiyon karigimi, buz tizerinde 4 ul SuperScript™ IV VILO™ Master Mix, kalip RNA
(10 pg-2 pg arasi), ve reaksiyon karigimini 20 pl’ye tamamlamak iizere niikleaz
icermeyen su ile hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi, Tablo 3.3. ’te belirtilen kosullarda
PCR cihazinda inkiibe edilmis ve elde edilen cDNA, kantitatif PCR reaksiyonlarinda

kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

Tablo 3.5. RT-PCR Reaksiyon Kosullari

Primerlerin baglanmasi 25°C / 10 dakika
RNA’nin ters transkripsiyonu 50°C / 20 dakika
Enzim inaktivasyonu 85°C / 5 dakika

3.2.2.2.3. Karsilastirmah (kantitatif) PCR (QPCR)

qPCR reaksyonlari, toplam hacim 20 pL olacak sekilde niikleaz icermeyen su, 10
pL 2X Brilliant IIT Ultra-Fast SYBR® Green QPCR karisimi (Agilent Technologies),
200-500 nM ileri ve geri primer karistirilarak hazirlanmis, konsantrasyonu 50 ng/ul’e
ayarlanmig 1 pl cDNA karisgima eklenmistir. Reaksiyon dongiisii Tablo 3.4. ‘teki gibi
ayarlanmig, Stratagene MX3000P Real-Time PCR (Agilent Technologies) cihazinda
gerceklestirilmistir.

Tablo 3.6. qPCR reaksiyon dongiisii

Dongii Dongii Siiresi Sicakhik
1 3 dakika 95°C
40 15 saniye 95°C
20 saniye 60°C

Gen ifadesi diizeyindeki degisim, MxPro QPCR yazilimmin ‘karsilastirmali
kantitatif” analiz modiilii ile CT (dongii esigi) degerleri baz alinarak belirlenmistir. Tiim

gen ifadesi analizlerinde normalizasyon i¢in aktin geni (Sl1Actin) kullanilmistir.

Gen ifadesi analizlerinde kullanilmis primer dizileri (5°>3") asagida Tablo 3.5. ‘te

listelenmektedir.
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Gen Ad1 Primer
1- ASRI: ASR1-F- GGGACACCACCATCTCTTCTAAA
(Golan ve ark., 2014) ASR1-R- CCAAATATGGAAATTCCACGAATAT
2- ASR4: ASR4-F- GGTAATGAGGAAGGTGGCTATGG
(Golan ve ark., 2014) ASR4-R- TGGTTCCACTATCATCATTCTCTTCA
3- NCED: NCED-F- ACAGCCGACCCACGAGTCCA
(Porcel ve ark, 2014) NCED-R- GGTGTCCGGCGGTTGGTTCA
4- DREB2: DREB2-F-ATGATAATAATGTCTACAGAGCAA
(Guo ve Wang,, 2011) DREB2-R-CTAATGTTGCCATAAAAAACTCTC
5- DREB2A: DREB2A-F- AAAAGCCGCTCACATGGATC
(212 bp; AF500012) DREB2A-R- GCAGCTCCACTATCTCACTCA
6- SIPLY1: SIPYL1-F- TATGCCGGTCCTTCTCGATCTCA
(Sun ve ark., 2011) SIPYL1-R- AAGCTCAATTCACGCACAGCCAC
7- miRNA169c: MiRNA169-F ATAGCTACATGAAACTTGTGATCCATAATAC
(Zhang ve ark., 2011a) | miIRNA169-R-TTAATTGGGTTGTGATTGCATGTG
8- Actin: Actin-F- TCACCACCACTGCTGAACGGGA
(Porcel ve ark., 2014) | Actin-R- TGGGCAACGGAACCTCTCAGC

Primer ciftleri No.5 ¢cDNA klon dizilerinden Primer3 Ver. 4.0.0. kullanilarak

tarafimizca dizayn edilmistir. Beklenen amplikon uzunluklart ve GenBank kayit
numaralar1 parantez i¢inde verilmektedir. No:5 disindaki tiim primer ¢iftleri ise tabloda

verilen ilgili referanslardan alinmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Deney gruplarindaki lipid peroksidasyonu orani
4.1.1. Malondialdehit (MDA) miktari tayini

Kontrol grubunda MDA igerigi deneyin ikinci giinii yiikselmis olup sonrasinda
inisli-gikish bir seyir izlemistir. Besinci giiniin sonunda MDA igeriginde 3 nmol/g DW!
lik artis olmustur (sekil 4.1.). 50 uM ve 100 pM NaHS uygulanan deney gruplarinin her
ikisi de deneyin iigiincii gliniine kadar diizenli bir artis sergilemis olup deneyin sonunda
50 uM NaHS uygulanan grupta 2 nmol/g DW™ lik artis olmus; 100 uM NaHS uygulanan
grupta ise 1 nmol/g DW lik artis olmustur.

MDA, dogal veya stres kosullarinda hiicrelerin doymamis yag asitlerinin
enzimatik par¢alanmasi ve oksidasyonu sonucu olusmakla birlikte Membran lipidlerinin
peroksidasyonunun son iriinii olarak bilinmektedir. Bitkiler oksidatif strese maruz
kaldiklar1 zaman MDA birikimi gerg¢eklesir. Bu nedenle MDA igerigi lipid
peroksidasyonunun belirleyicisi olarak kabul edilmektedir. Burada yaptigimiz deneyde
gozlemledigimiz kadariyla MDA igerigi; kontrol grubundaki degerler ile deney
gruplarindaki degerlere nazaran daha yiiksek bir seviyededir. Hu ve ark., (2012) 'nin
yaptig1 calismada belirtildigi gibi deney gruplarindaki artis kontrol gruplarina gére daha
az olmasi gerekirdi. Buradan yola ¢ikarak sonug¢larimiz i¢in sunu sdyleyebiliriz; kuraklik

stresi altinda hidrojen siilfiir lipid peroksidasyonunu azaltmaktadir.

Malondialdehit Konsantrasyonu
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Sekil 4.1. Deney gruplarindaki bes giinliik malondialdehit konsantrasyonu oranlari
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4.2. H2S uygulamasinin kuraklik stresine cevaben antioksidan kapasite ve gen

ifadesi etkilerinin belirlenmesi
4.2.1. Enzim aktivitesi analizleri
4.2.1.1. SOD aktivitesi

Kontrol grubu ile kuraklik uygulamasi altinda NaHS uygulanan deney gruplarinda
deneyin besinci giiniine kadar diizenli bir artis gozlenirken bu giinden sonra kontrol grubu
diisiise gecmis; kuraklik uygulamasi altinda NaHS uygulanan deney grubu ise sabit
kalmistir. Kuraklik uygulamasi altindaki kontrol grubunda ise dordiincii giine kadar bir

diisiis gozlenmis olup besinci giinde tekrardan bir artis olmus ve sonraki giin yine diisiis

gerceklesmistir.
Siiperoksit Dismiitaz Konsantrasyonu
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Sekil 4.2. Deney gruplarindaki alt1 gilinliik stiperoksit dismiitaz konsantrasyonu oranlari

4.2.1.2. APX aktivitesi

Sonuglardan da anlayacagimiz {iizere kontrol grubunda deneyin baslangi¢
giiniinden son giiniine kadar olan siiregte az da olsa bir azalma kaydedilirken; kuraklik
uygulamas: altindaki kontrol grubu ile kuraklik uygulamasi altinda NaHS uygulanan
gruplarda deneyin son giiniindeki durum ilk gilinline nazaran daha yiliksek olarak
kaydedilmigtir. Daha 6nce var olan Literatiirde de belirtildigi iizere stres altinda APX

seviyesindeki artis olagan bir durum. Stres altindaki gruplar karsilastirdigimiz zaman
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kuraklik altinda NaHS uygulanan grupta goriilen artig kuraklik uygulamasi altindaki
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Buradan yola ¢ikarak diyebiliriz
ki NaHS APX seviyesini arttirmaktadir.

Askorbat Peroksidaz Konsantrasyonu
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Sekil 4.3. Deney gruplarindaki bes giinliik askorbat peroksidaz konsantrasyonu oranlari

4.2.1.3. CAT aktivitesi

Katalaz aktivitesi ile ilgili yaptigimiz deneyin sonucuna baktigimiz zaman gerek
kontrol grubu gerekse kuraklik uygulamasi altindaki kontrol grubunda deneyin hemen
ikinci giiniinde kiigiik bir diislis yasanmis olup kontrol grubunda bu deger sonrasinda artip
deneyin altinc1 giintinde ¢ok daha diisiik bir seviyeye gelmistir; kuraklik uygulamasi
altindaki kontrol grubunda ise ikinci giinden sonra bir artis goriilmiistiir ancak bu artis

deneyin son (altinci) giinline kadar sabit kaldig1 gézlenmistir.

Kuraklik uygulamasi altinda NaHS uygulanan deney grubunda ise deneyin ikinci
giinlinden itibaren bir artis baglamis olup deneyin ilk giinii ile son giinii arasinda ¢ok
yiiksek bir deger farki olusmustur. Hu ve ark., (2012); Sun ve ark., (2015); Zhang ve ark.,
(2011b) calismalarinda da belirtildigi izere bu durum beklenen bir durumdur.
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Sekil 4.4. Deney gruplarindaki alt1 glinliik katalaz konsantrasyonu oranlari

4.2.2. Gen ifadesi analizleri
4.2.2.1. ASR geni

ASR (Absisik Asit Olgunlastiric1) geni, tiim bitkiler igerisinde ilk olarak
domateslerde klonlanmistir (ASR1). Daha sonraki zamanlarda yapilan caligmalarda
bagska bitkilerden de klonlanan ASR geni bu bitkilerde tuzluluk, kuraklik, susuzluk gibi
abiyotik streslerde veya meyvenin olgunlagmasinda yanit olarak rol oynamislardir (Golan
ve ark., 2014). Mevcut literatiirde de belirtildigi {izere bu gen ailesi iginde ekspresyon
orani en fazla olan genler ASR1 ve ASR4’tiir. Bu yilizdendir ki biz de bu ¢alismamizda
bu gen ailesinden sadece bu iki geni kullandik. ASR1 tiim bitki organlar1 arasinda en ¢ok
kokte ekspresyona ugrarken; ASR4 ise fotosentetik organlarda, ¢anak yapraklarda ve tag

yaraklarda ekspresyona ugradig: tespit edilmistir.

Sekil 4.5. ‘te de goriildiigii gibi kontrol grubunda her iki genin ekspresyon orani
kuraklik uygulamasi altindaki kontrol grubundan fazla iken kuraklik uygulamasi altindaki
NaHS uygulamas1 yapilmis ola grupta her iki genin ekspresyon oranmi diger gruplara
oranla ¢ok fazladir ve bu gruptaki ASR1’in ekspresyon oran1 ASR4’e gore biraz daha
fazladir. Bizim bu bulgumuz, Golan ve ark., (2014)’nin yaptig1 calisgmada belirtilen

sonuglar ile dogru oranda ortiisme gostermektedir.
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Sonuglardan da anlasilacag: lizere NaHS uygulanan gruptaki gen ekspresyonlari
fazla oldugundan, bu grup kurakliga digerlerine oranla daha fazla dayaniklidir. Absisik
Asit diger gruplara oranla bu grupta daha fazla rol iistlenecek, stomalar oldukga kapali

olacak, terleme azalacak boylece su kaybir minimum diizeye diisecektir.
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Sekil 4.5. ASR1 ve ASR4 genlerinin deney gruplarindaki ekspresyon orant

4.2.2.2. DREB geni

DREB; i¢inde DRE (Dehidrasyondan sorumlu element) igeren baglayict protein
geni ailesine verilen isimdir. Bu gen grubu stres toleransi ile ilgili gesitli gen grubunu
kontrol eder (Shinozaki ve Shinozaki, 2002). Daha 6nce 6zellikle Arabidopsis, soya
fasulyesi ve farkli bitki cesitlerinde yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki bu grup soguga
kars1, sicakliga karsi, kuraklik ve yiiksek tuzluluk toleransi gibi abiyotik stresler ile ilgili
genlerin ekspresyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Kidokoro ve ark., 2015).

Yapmis oldugumuz g¢alismada hem (Guo ve Wang, 2011) c¢alismasi referans
alinarak kullanilan primer (DREB2) ciftlerinde hem de kendimiz tarafindan dizayn
ettigimiz primer ciftlerinin her ikisinde Sekil 4.6. *da goriildiigii lizere benzer sonuglar
elde edilmistir. Kuraklik uygulamasi olan gruplardaki gen ekspresyonu oranmi kontrol
grubuna gore oldukga fazla olmakla birlikte kuraklik uygulamasi altinda NaHS uygulanan
gruptaki ekspresyon orani hem kuraklik uygulamasi altindaki kontrol grubuna gére hem

de normal kosullardaki kontrol grubuna gore oran digerlerinin iki katindan fazladir.
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Kuraklik uygulamasi altinda bu genlerdeki ekspresyon oraninin yiiksek olmasi var olan
literatiire gore beklenen bir durum olmasiyla birlikte kuraklik uygulamasi altindaki NaHS
uygulanan gruptaki biiylik artis gosteriyor ki H>S bitkinin kuraklik durumundaki

toleransini olumlu yonde arttirmaktadir.
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Sekil 4.6. DREB2 ve DREB2A genlerinin deney gruplarindaki ekspresyon orant

4.2.2.3. SIPLY1 geni

SIPLY1 geni SIPLY gen ailesine mensup olup meyve gelisimi ve
olgunlagsmasinda yiiksek oranda ekspresyona ugrayan genlerin basinda gelmektedir. Bu
gen biitlin vejetatif organlarda ekspresyona ugrayabilir. Bu gen grubundaki biitiin genler
dehidrasyon durumunda asag1 dogru regiilasyon gosterirken sadece SPLY'1 geni yukari
dogru regiilasyon gosterir. Bu gen ailesinden sadece bu gen {izerindeki ekspresyon
durumuna bakmamizin nedeni de budur. Ayrica bu genin domates gibi etli meyvelerde

ABA reseptorlerini kodladigi da diisiiniilmektedir (Sun ve ark., 2011).

Yaptigimiz calismada Kontrol grubundaki SIPLY1 ekspresyon orani kuraklik
uygulamasi altindaki kontrol grubundaki ekspresyon oranindan fazladir. Buna karsin
kuraklik uygulamasi altindaki NaHS uygulanan gruptaki ekspresyon orani digerlerine
oranla 3 katindan fazladir. Bu durum H>S ’in kuraklik altinda bitkinin kendi i¢inde daha
fazla su tutmasini saglamakla birlikte bitkinin kurakliga olan toleransini da olumlu yénde

etkiledigini gostermektedir.
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Sekil 4.7. SIPLY 1 geninin deney gruplarindaki ekspresyon orani

4.2.2.4. miRNA 169 geni

miRNA‘lar bitkilerde, fizyolojik ve gelisimsel birgok siirecte rol oynarlar. miRNA
169 geni ile bir¢ok caligma yapilmis ve bu galigmalarda bu genin yiiksek sicaklik altinda
ekspresyonunun arttigi kaydedilmistir. Bu ¢alismalardan Zhao ve ark., (2007)‘nin piring
tizerinde yaptiklar1 deneylerde koklerde gozlemledikleri indiiklenmenin siirgiinlerdeki
indiiklenmelerden daha fazla oldugunu belirtilmistir. Tiirkiye’de seftali lizerine yapilan
bir ¢alismada kuraklik altinda bu genin ekspresyonu ¢ok yiiksek iken kurakliktan hemen
sonra ekspresyonunun diistiigii rapor edilmistir (Eldem ve ark., 2012). Xin ve ark., (2010)
‘da yaptiklar1 ¢alismada yiiksek 1s1 altinda bircok miRNA ile birlikte miRNA 169’un da
up regiilasyon gosterdigini gézlemlemistir. Yine Arabidopsis thaliana tizerinde yapilan
bir ¢aligmada NFYADS5 transkripsiyon faktoriinin ABA’ya bagimli bir sekilde kurak
ortamda kuvvetle indiiklendigi kaydedilmis ve yaprak su kaybini azaltarak kurakliga
toleransi arttirmistir. MIRNA169 ise kuraklik altinda down regiilasyona ugramaktadir.
Yapilan deneylerden belirtildigi tizere miRNA 169‘un down regiilasyonu hedefi olan
NFYAS ’in yiiksek diizeyde indiiksiyonuna katkida bulundugu ve boylece kurakliga
direngte 6nemli rol oynadigi kaydedilmistir (Li ve ark., 2008).

Yapilan ¢caligmada kuraklik uygulamasi ile kontrol gruplarindaki miRNA 169 geni
ekspresyonlar1 ayni iken; kuraklik uygulamasi altinda NaHS uygulanan grupta ise diger

gruplarin bes katindan fazla bir oranda artis goriilmiistiir. Mevcut literatiirde kuraklik
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altinda bu genin Solanum lycopersicum da stoma agikligini azaltmasi, terleme oranini ve
yaprak su kaybini diisiirmesi ile bitkide kuraklik toleransini arttirdigi rapor edilmistir
(Zhang ve ark., 2011a). Dolayisiyla kuvvetle soyleyebiliriz ki hidrojen siilfiir domates

bitkisinin kurakliga olan toleransini biiyiik oranda arttirmaktadir.
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Sekil 4.8. miRNA 169 geninin deney gruplarindaki ekspresyon orant
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Domates diinyada 4.751.530 ha (hektar alan) ‘da 159.347.031 ton iiretilmektedir.
Diinya geneli iiretiminin 50.125.000 ton ile %31’ni Cin, 17.500.000 ton ile %10,98’ni
Hindistan, 13.207.000 ton ile %8.28°ni Amerika Birlesik Devletleri ve 328.000 ha alanda
11.003.433 ton tretimle 4. sirada bulunan Tiirkiye %6,9’u karsilamaktadir. Degisen
tilketim aligkanliklar1 yeni talepler dogurmakta insanlar hem kaliteli hem de saglikli
tirlinleri tercih etmektedir. Degisen iklim kosullar1 6ncellikle kuraklik basata olmak iizere
cok sayida cevresel stresin tarimsal iiretimi direk olarak etkilemekte ayn1 zamanda niifus
artigl, verimli tarim arazilerinin azalmasi gibi bir¢ok etken daha verimli tohumlarin
iretilmesi, tarima elveriglili§i az arazilerde yiliksek verimli iriinlerin {retilmesi
gereksinimini dogurmaktadir. Bu amac¢ dogrultusunda toleransi yiiksek cesitlerin
gelistirilmesi ve ayni zamanda toleransi arttirmak iizere molekiiler ve metabolik

tanimlamalar yapilmasi 6nem arz etmektedir.

Domates klimakterik (dalindan koparildiktan sonraki siirecte olgunlagsmasini
devam ettirebilen meyveler) meyve olgunlasmasi konusunda model organizmadir. Bu
sebeple cok sayida molekiiler genetik calisma yapilmistir. Gergeklestirilen tez calismasi
kapsaminda hidrojen siilfiir uygulamalarinin domateste kuraklik stresine olas1 etkileri
molekiiler ve metabolik diizeyde arastirilmigtir. Literatiirde daha once arabidopsis ve
bugday gibi bitkilerde kuraklik stresine toleranst H2S uygulamalar ile arttigi rapor
edilmistir. Caligma kapsaminda H>S uygulamalarinin domateste biyo-markor olarak
kuraklik stresinde kullanilabilecek olan hedef genlerin ifade diizeyleri 6lgiilmis olup.
Kuraklik stresine cevapta rol aldigi bilinen bu genlerin ifade diizeylerinin arttigi
goriilmiistiir. Ayrica H2S wuygulanan bitkilerde kuraklik toleransini  arttirdig:
gbzlemlenmis olup, abiyotik stres toleranst ile iligkili metabolitlerin 6l¢timleri bu sonucu
destekler niteliktedir. Calisma sonucunda H>S sulama suyunda ortama eklenmesinin
bitkileri daha vigorus (giiglii, enerjik, endamli, ¢abuk biiyiiyen bitki) yaptiginin 6n
gbzlemleri alinmis ancak daha ileri calismalar ile desteklenmesi gerekmektedir. Tez
caligmas1 sonucunda H2S uygulamalarinin abiyotik strese karsi tolerans saglamada
gorevli baz1 hedef genleri indiikleyerek olasi kuraklik stresine toleransi arttirmada etkili

olacag diistiniilmektedir.
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5.2 Oneriler

Domates bitkisi molekiiler genetik anlamda iyi karakterize edilmis ekonomik
degerinden kaynakli ¢ok sayida, piyasa ihtiyaclar1 dogrultusunda; ¢esitlerin 1slah edildigi
en Onemli bahge bitkilerinden biridir. Domates markoér destekli 1slah (MAS)
calismalarinin uygulandigi ilk bahge bitkisidir ve yaklasik 30 yillik bir gegmise sahiptir
(Labate ve Baldo, 2005; Rick ve ark., 1974; Tanksley ve Rick, 1980; Tanksley, 1983).
Gilinlimiize kadar, domates de c¢ok sayida dayamiklilik saglayan gen yabani domates
tiirlerinden belirlenmis ve kiiltiir domates gesitlerine 1slah yontemleri ile aktarilmistir
(Labate ve Baldo, 2005) ve hemen hemen tamami domates genomunda haritalanmistir
(Grube ve ark., 2000). Olusturulan bu genom haritalar1 ticari islah programlarinda
kullanilmis ve bu teknolojinin agronomik olarak arzu edilen karakterleri ¢esit ve hibritlere

etkili ve hizl1 aktarilmas1 degisik 6rneklerle gosterilmistir.

Tez kapsaminda H>S uygulamalarinin belirli hedef genler ve metabolitlerin
tizerine etkisi 6l¢lilmiis ve umut var sonuglar elde edilmistir. Calismanin bir sonraki adimi
i¢in;

- Daha genis bir deneme kurulup domatesin farkli donemlerinden ve farkli
dokularinda global transkriptome diizeyinde yeni nesil sekanslama teknolojileri
ile arastirilmalidir. Tim transkriptome caligmalart H>S uygulamalarinin ve
kuraklik tolerans cevabinin molekiiler genetik temellerine daha biitiinliik¢ii bir

bakis acis1 saglayacaktir.

- Ayrica H2S’in sulama suyuna katkisinin toprak fizyolojisine etkisi bir diger

arastirma Onerisidir.

- Bitkiye H2S uygulamalarinin tablet giibre formunda temini aragtirilmalidir,

boylece gevre sagligi agisinda bir diger onemli etkende arastirilmis olabilecektir.

- Ayrica abiyotik farkli stres kosullarina H2S uygulamalarinin etkileri yine tiim
genom / transkriptome diizeyinde arastirilmasi ve bu ¢alismalarin farkli bitkilerde

uygulamasinin 6nemli bir ¢alisma alani olabilecegi kanaatine varilmistir.
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