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Abiyotik Stres Geni (Asgl), abssisik asit (ABA) bagiml yolakta stres kosullarinda ozmotik
bir pozitif regiilator olup, tuz stresi ile indiiklenerek stomal kapanma ve stres kosullarina
adaptasyonu tegvik etmekte ve stres sinyal yolag: ile etkilesebilmektedir. Bu ¢caligmada da, in
vitro kosullarda farkli konsantrasyonlarda (50, 100 ve 150 mM) NaCl tuz stresine maruz
birakilan Hermes ve Slaney patates ¢esitlerinde stoma dayaniklig ile ilgili Asgl geninin ifade
diizeyleri aragtirilmig, tuza toleransh oldugu diisiiniilen Slaney cesidinde 50 mM NaCl
uygulamasinda kontrole gore istatistiki anlamda onemli seviyede (% 90) artig, tuza hassas
oldugu diisiiniilen Hermes ¢esidinde ise 50 mM NaCl uygulamasinda kontrole gore % 16
oraninda gen ifadesi diisiisii goriilmiistiir.
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Asgl gene is induced by salt stress and apositive regulator of osmotic stress response related
abscisic acid (ABA) dependent pathway. The gene is very effective on stomatal closure and
can interact with the salt stress signal pathway. In this study, expression levels of Asgl gene
were investigated in Hermes and Slaney potato varieties subjected to NaCl salt stress at
different concentrations (50, 100 and 150 mM) under in vitro conditions. Asgl gene showed
over expression under salt stress conditions (50 mM NaCl) in salt tolerant variety Slaney there
was a statistically significant (90%) increase in the gene expression, however, expression of
the gene decreased under salt stress conditions in Hermes variety when compared with control
plants.

1. Giris

Patates (Solanumtu berosum L.) pek ¢ok kullanim alani ile

bitki biiylimesini olumsuz etkilemekte, tuzlulugun meydana

gliniimiizde diinyada yaklasik seker kamisi, musir, celtik ve
bugdayin ardindan en ¢ok iiretimi yapilan iiriinlerin baginda
gelmektedir. Abiyotik ve biyotik stres faktorleri bitkisel liretimi
ciddi olgtide etkilemekle birlikte ~ , diinyada ve tilkemizde
ekolojik olarak genis bir yelpazede yetistirilebilen patates
tariminda abiyotik ve biyotik stres faktorlerine dayanikl yeni
cesitlere ihtiyag vardir . Abiyotik stres faktorlerinin basinda
gelen tuz stresine bagl olarak kurak ve yari kurak bolgelerde
iriin verimliliginin 6nemli 6l¢lide azaldigi, diinyadaki karasal
alanlarin % 6'dan fazlasinin ve sulanan alanlarin yaklasik
% 20'sinin tuzluluktan etkilendigi bilinmektedir (Munns ve
Tester 2008). Tuz stresi sonucu olusan osmotik ve iyon stresi

getirdigi bu stres faktdriine karsi cesitli biyokimyasal ve
molekiiler mekanizmalar devreye girmektedir. Ozmolit sentezi,
iyon Kkanallari, sinyal faktorleri ve tuza cevap ve
detoksifikasyon enzimlerine ait proteinleri kodlayan genler,
transkripsiyon faktorleri ve sinyal yolaklarindan yer alan genler
gorev almakta, ¢ok sayida gen ifadesinin stres kosullarinda
art1ig1 bilinmektedir (Zhu 2002; Kreps ve ark. 2002; Seki ve ark.
2003; Sahi ve ark. 2006; Tuteja 2007; Culha ve Cakirlar 2011).
Patates bitkisi de tuzluluga hassas olan tiirlerden bir olup (Maas
1984), patateste de tuz stresi altinda ¢ok sayida farkli metobolik
islemde rol oynayan gen ve transkripsiyon faktorleri rol
oynamaktadir (Shimazaki ve ark. 2016). Bu genlerden biri olan
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abiyotik stres geni  (Asgl) bitki hiicrelerinde, biyolojik
fonksiyonu 6ngoriilebilen dizilerle benzerlikleri gostermese de,
islevsel analizi sonucu patates ve Arobidobsis bitkisinde stres
tepki mekanizmasina katkida bulunabilecegi ve bu genin stomal
kapanma stres kosullarma adaptasyonu tesvik ederek, stoma
dayanikliligini artirdig1 buna bagh olarak, stres sinyal yolagi ile
etkilesebilecegi ortaya konmustur (Batelli ve ark. 2012). Bu
caligmada da, daha Onceki in vitro ¢alismalarda tuza toleransi
bakimindan hassas ve dayanikli oldugunu belirledigimiz
Hermes ve Slaney patates cesitlerinde, Asgl gen ifadesi
kantitatif olarak belirlenerek, bu genin patates genotiplerinin tuz
tolerans yeteneklerinin  saptanmasinda erken seleksiyon
calismalarinda kullanilabilirligi belirlenmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

2.1.1. Bitki materyali, in vitro kiiltiire alinmasi, bitkiciklerin
tiretimi ve tuz stresi

Calismada, Slaney ve Hermes patates ¢esitleri
kullanilmigtir.  Cesitlere ait yumrular dezenfekte edilerek,
karanlik kosullarda 4 hafta 20-24 °C’de filizlenmeye birakilmus,
1.0-1.5 cm uzunlugundaki siirgiinler % 75’lik etanol’de 2 dk
bekletilerek, daha sonra % 15°lik seyreltilmis sodyum hipoklorit
¢ozeltisinde 20 dk steril edilmistir. Meristematik dokular
kesilerek % 3 sukroz i¢eren MS (Murashige ve Skoog 1962),
minarel tuzlar1 ve vitaminleri, % 3 sukroz ve % 0.8 agar igeren
ortamda kiiltiire alimmistir. Gelisen 4-5 haftalik tuza dayanikli
ve hassas oldugu disiinilen bitkiciklerde 0.5 cm
biiyiikliigiindeki tek yaprakli koltuk alti meristemleri 1 mg L™
BAP ve 7 g L™ agar ve 50, 100 ve 150 mM NaCl igeren ve
iceremeyen MS besin ortaminda gelisen bitkiciklerden 6 hafta
sonra total RNA izolasyonu yapilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1 Gen ifade analizi

2.2.2 Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu trizol metodu kullanilarak
yapilmistir. Total RNA’lar miktar ve kalite kontrolii igin
nanodrop spektrofotometre ve RNA igin 6zellestirilmis agaroz
jel ile kontrol edilmigtir. Total RNA numuneleri DNasel enzimi
(#ENO0521 Thermo Scientific) ile muamele edilerek muhtemel
DNA  kontaminasyonlart  tamamen elenmistir. DNaz
uygulamasini takiben numuneler kolon bazli temizleme sistemi
(#K0842 Thermo Scientific) ile kit protokolleri ile saflastirilmig
ve cDNA’ya ¢evirmeye hazir hale getirilmistir. cDNA sentezi
icin Reverseaid First Strand cDNA sentez kiti (#K1622 Thermo
Scientific) kullanilmigtir. 2000 ngRNA, 1 pl Oligo (dT)
Primerleri ddH,O ile 12 pl hacme tamamlandiktan sonra 5
dakika 65 °C’ de inkiibasyonun ardindan buza gémiilmiistiir.
Daha sonra 4 pl 5X Reaksiyon Tamponu, 1 pl RNaz inhibitorii,
2 pl ANTP karisimi, 1 pl Revers Transkriptaz eklenerek 42°C’
de 1 saat, 70 °C’de 5 dakika bekletilmistir. Es zamanli PZR
uygulamalarinda normalizasyon islemleri i¢in EF1a (Elongation
factor) kullanilmistir. RT-PCR analizinde, 0.7 pM Forward
Primer, 0.7 pM Revers Primer, 2 pg cDNA, 1X SYBR Green
master karsimi, 3.5 pl H,O ve toplam hacim 20 pl olacak
sekilde reaksiyon hazirlanmistir. SYBR Green [ boyasi
kullanilarak gerceklestirilen kantitasyonu takiben PCR’m
etkinligini saptamak ve herhangi bir dimer olusumu olup
olmadiginm1 goézlemlemek amaciyla Erime Egrisi Analizi

yapilmustir. EFla geni igin R-5’-
GTCGATTCTGGAAAGTCGACC-3’, F-3’-
AATGTCAATGGTGATACCACGC-5’ primerleri

kullamilmustir. Asgl geni igin Arabidopsis bitkisindeki ortolog
genin NCBI veri tabaninda mRNA sekansma (At5917640)
ulasildiktan sonra Blastin analizi yapilarak primer tasarimi
yapilmustir. Asgl geni icin F- 5-
CTGGACCCTGATCCAAGATATGTT- 3 R- 3-
CTGTCCTGACTAAACTTGCAACTG- 5 primerleri
kulanilmigtir. RT-PCR’da 95 °C’de 10 dk 6n denatiirasyondan
sonra, 95°C’de 20 sn denatiirasyon, 20 sn 60 °C’de
hibridizasyon, 72 °C’de 20 sn elongasyon olmak ftizere 40
dongii amplifikasyon RT-PCR kosullart uygulanmstir. 65 °C-
95 °C arasinda erime egrisi analizi yapilmustir. ACT verileri,
Roche Light Cycler yaziliminda islenmistir. PZR sonucunda her
bir 6rnek i¢in Ct (Cycle Treshold - Esik Dongii) degerleri elde
edilmistir. Genlerin anlatim diizeyleri, 2(P#8PetaCt)  metody
kullanilarak hesaplanmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

Real-time PCR uygulamasi, Roche Light Cycler cihazinda
gergeklestirilmistir. cDNA seri diliisyonlarindan Asgl geni igin
hem Hermes hem de Slaney ¢esidinde olusturulan standart egri
grafiklerine ait validasyon degerleri agsagida gosterilmistir (Sekil
1,2,3,ved).

In vitro testlerde fizyolojik tuza toleransli oldugu diisiiniilen
Slaney cesidinde ise 50 mM NaCl uygulamasinda kontrole gore
istatistiki anlamda 6nemli 6lgiide (% 96) artig gosterdigi, 100
mM ve 150 mM’lik NaCl konsantsyonlarinda ise kontrole gore
gen ifadesindeki artts 50 mM Nacl konsantrasyonuna gore
azalarak kontrole gore ise artarak devam ettigi goriilmiistiir.

Degerler kontrole (0) gore olan kat artig ve azaliglarini ifade
etmektedir. Ayrica her ¢eside ait Real-Time PCR verileri kendi
kontroliine gore normalize edilmistir.

Hassas oldugu diisliniilen Hermes c¢esidinde 50 mM tuz
uygulamasinda kontrole goére % 16 oraninda gen ifadesinde
disiis  gorildigi, 100 mM ve 150 mM’lik tuz
konsantsyonlarinda ise Asgl gen ifadesi ¢ok diisiik oranda
arttigi ancak kontrole gore istatistiki olarak 6nemli seviye
olmadigi saptanmigtir (Sekil 3).

Bitkilerde tuz stresi, organ diizeyinde etkisi, hiicresel
diizeyde etkisi, organel diizeyinde etkisi, fotosentez iizerine
etkisi, (stomalarin kapanmasi, fotosentetik mekanizmanin
bozulmasi) ve oksidatif stres olusumu olarak ele alinabilir
(Culha ve Cakirlar 2011). Bitkilerde tuz ve kuraklik stresi basta
olmak iizere streslere tepkisel olarak pekg¢ok sinyal iletim yolu
islevi ile cevap verilmekte, pek ¢ok yolakta yer alan gen ifade
olmaktadir.  Ifadesi artan bu genlerin iirettigi molekiiller
gorevlerine gore cevresel streslere karsi koruyucu, — stres
cevaplarinda sinyal iletimini ve gen ifadelerini diizenleyici
olarak gorev alan molekiillerdir (Seki ve ark. 2003). Ayrica,
tuzluluk toleransinda, transkripsiyon faktorleri ve transkripsiyon
iligkili proteinlerin seviyelerinin 6nemli bir rol oynadig1
proteomik c¢aligmalarla gosterilmistir (Zhang ve ark. 2012).
Bitkiler tuz stresinde transpirasyon orani azaltmak i¢in
stomalarin1 kapatmakta ve yaprak yiizeylerini daraltmaktadir
(Karanlik 2001; Yasar 2003). Stomalarin kapanmasinda
fonksiyonel olan ABA, tuz stresinde artarak ozmotik cevap
genlerini ile iyon tagiyicilarini regiile etmektedir (Uno ve ark.
2000; Shen ve ark. 2001; Hoth 2002). Abiyotik Stres Geninin
(Asgl) de patates ve Arobidopsiste islevsel analizi sonucunda
da, ABA bagimli yolakta stres kosullarinda ozmotik bir pozitif
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Sekil 1. Slaney ¢esidinde Asgl geni standart egri grafigi olusturmak iizere PCR’1 yapilan cDNA seri diliisyonlart pik gortintiisii.
Figure 1. Serial dilutions of cDNA made by PCR to generate Asgl broad standard curve graph in the Slaney variety.
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Sekil 2. Asgl geninin farkli kosullarda tuz stresine maruz kalmis Slaney ¢esidi yapraklarindaki mRNA seviyeleri.

Figure 2. mRNA levels of Asg 1 gene in Slaney variety leaves exposed to salt stress.
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Sekil 3. Hermes ¢esidinde Asgl geni standart egri grafigi olusturmak iizere PCR’1 yapilan cDNA seridiliisyonlar pik goriintiisii
Figure 3. Serial dilutions of cDNA made by PCR to generate Asgl broad standard curve graph in the Hermes variety.
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Sekil 4. Asgl geninin farkli kosullarda tuz stresine maruz kalmis Hermes ¢esidi yapraklarindaki mRNA seviyeleri.
Figure 4. mRNA levels of Hermes variety leaves exposed to salt stress under different conditions of Asg 1 gene.

© Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi



238 Uranbey ve ark./Mediterr Agric Sci (2017) 30(3): 235-238

regiilatér oldugu, hem patates hemde Arabidopsis’de tuz stresi
ile indiiklendigi gorilmiistiir (Batelli ve ark. 2012). Stres
kosullarinda ¢imlenmede oldugu gibi, dehidrasyondan sonra
stoma kapanmasi biiyiik oranda ABA tarafindan kontrol edilir
(Xiong ve Zhu 2003; Ruggiero ve ark. 2004; Raghavendra ve
ark. 2010). Bu baglamda, Asgl geni ifadesi, strese duyarli
genlerin biiytik setlerini diizenleyen biiyiik bir sekonder mesajc1
olan ABA'ya bagh bir yol aracilifiyla regiile edilebildigi
bildirilmistir (Yamaguchi-Shinozaki ve Shinozaki 2006; Batelli
ve ark. 2012). Arabidobsiste Asgl geninin agir1 ifade ettirilmesi
ile tuz stresi adaptasyonu siirecinde bitkinin gézlemlenebilen
stres tepkilerini artirdigi goriilmistiir (Nakashima ve ark. 2009;
Zou ve ark. 2011). Asgl geni asin ifade ettirilen patates
bitkilerinde ise NaCl stresine kars1 hiperstoma duyarlilig
gostermekte olup, ancak stres kosullarinda yumru verimini
onemli oOlgiide artirmadigi saptamustir (Batelli ve ark. 2012).
Misir koklerinde tuz stresine cevap veren genler bakimindan 39
farkli gen ifadesinin kinetik profili belirlenmis, analiz edilen
472 adet tuz stres ile iliskili genlerden sadece 5 tanesinin,
patates Asgl genine benzer bir model gdsterdigi saptanmistir
(Wang ve ark. 2003). Bu galismada da Asgl geninin, in vitro
testlerde toleranshi oldugunu belirledigimiz Slaney ¢esidinde
stirekli olarak kontrol seviyesinin {izerinde ifade oldugu
gbzlenmistir. 100 mM ve 150 mM ‘lik NaCl
konsantrasyonlarinda ise kontrole gore gen ifadesindeki artig 50
mM NaCl konsantrasyonuna gore azalarak kontrole gore ise
artarak devam ettigi goriilmiistiir. Hermes ¢esidinde ise 50 mM
tuz uygulamasinda kontrole gore % 16 oraninda gen ifadesinde
diisiis goriildiigi, cesitlerin gen ifadelerinin mukayese edilmesi
durumunda ise Slaney cesidinde Asgl geni ifadesinin tiim tuz
konsantrasyonlarinda Hermes c¢esidinden daha fazla oldugu
saptanmigtir. Literatiirde bu patates c¢esitleriyle tuz stresine
yonelik gen ifadesi ¢aligmasina rastlanmamus, elde edilen veriler
in vitro testlerle uyumludur.

4. Sonug

Bu calisma ile Asgl geninin tuz stresine karsi savunmada
literatiirlerle uyumlu olarak rol oynayabilecegini teyit edilmistir.
Ayrica bu genin patates gesitlerinin tuz tolerans yeteneklerinin
saptanmasinda  erken seleksiyon ¢alismalar1  ag¢isindan
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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