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Salinity stress is one of the most important and common abiotic stress factors that cause significant
physiological and metabolic changes in plants, negatively affecting plant growth and development,
and causing decrease in product quality and quantity. The elucidation of the molecular control
mechanisms associated with salt stress tolerance is based on the activation and /or inactivation of
various stress-related genes. Salt Overly Sensitive (SOS) tolerance mechanism under salt stress is of
great importance in terms of salt tolerance of the plants. Although this mechanism has been studied
for many years, the physiological changes that the plants give as a result of mutation of the genes in
the pathway under different levels of sodium chloride (NaCl) during development have not been
examined comparatively. In this study, we found that the Arabidopsis thaliana sos1-1 mutant plant
showed sensitivity to 10 mM NaCl while the sos3-1 and hkt1-1 mutants showed tolerance. The sosl-
1, s0s3-1 and hkt1-1 mutants showed increasing sensitivity when NaCl was applied beyon 50 mM
of concentration. In addition, plants did not show significant sensitivity for 1 day of stress
application, while significant effects were observed in plant root length when exposed to salinity for
3 to 4 days. Col-0, hktl-1 and sos3-1 roots treated with low levels of NaCl for a short term were
positively affected in length. In the light of these results, the amount and duration of salt stress is
very critical in Arabidopsis thaliana's responses to the stress and determination of molecular
tolerance pathways.
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SOS Yolagindan Sorumlu Arabidopsis Mutantlarinin Tuz Stresi Altindaki
Hassasiyetlerinin Karsilastirilmasi
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Tuz stresi bitkilerde 6nemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agarak bitki biiyiime ve
gelisimini olumsuz sekilde etkileyen, iiriin kalitesinin ve miktarinin azalmasina neden olan en dnemli
ve yaygin abiyotik stres faktorlerinden birisidir. Tuz stres toleransi ile ilgili molekiiler kontrol
mekanizmalarinin  aydinlatilmas1 stres ile iliskili cesitli genlerin aktivasyonu ve/veya
inaktivasyonuna dayanmaktadir. Tuz stresi altinda Salt Overly Sensitive (SOS) mekanizmasi
bitkinin tuza toleransi agisindan bilyiik dnem tasimaktadir. Her ne kadar bu mekanizma uzun
yilalrdir ¢alisilmis olsa da, yolakta yer alan genlerin mutasyonu sonucunda elde edilen bitkilerin
farkli sodyum kloriir (NaCl) seviyelerine kars1 gelisim siiresince vermis olduklar1 fizyolojik
degisiklikler karsilagtirmali olarak incelenmemistir. Arabidopsis thaliana’da yaptigimiz bu
caligmada, sosl-1 mutant bitkisinin 10 mM NaCl uygulamasina hassasiyet gosterirken s0s3-1 ve
hkt1-1 mutant bitkilerinin ise dayaniklilik gosterdigi; 50 mM NaCl ve iistii konsantrasyonlarda ise
s0sl1-1, sos3-1 ve hktl-1 mutant bitkilerinin hassas oldugu belirlenmistir. Ayrica 1 giin stres
uygulanan bitkiler ¢cok hassas degilken, stresin 3 veya 4 giin devam etmesi sonucunda bitkilerin kok
uzunlugunda belirgin etkilenme gézlemlenmistir. Kisa siireli ve diisiik seviyede NaCl uygulanan
Col-0, hkt1-1 ve so0s3-1 koklerinin gelisiminin pozitif yonde etkilendigi bulunmustur. Bu sonuglar
1s1¢mda Arabidopsis thaliana’nin tuz stresine karsi gostermis oldugu tepkilerin detayli incelenmesi
ve molekiiler tolerans yolaklarinin belirlenmesinde tuz stres miktari ve siiresinin ne kadar dnemli
oldugu belirlenmistir.
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Giris

Tuz stresi Ozellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde
bitkisel tretimi sinirlandiran en 6nemli abiyotik stres
faktorlerinden birisidir. Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yari
kurak iklim bolgelerinde yagis, sulama suyuyla yikanarak
yeralt1 suyuna karisan ¢oziinebilir tuzlarn, yiiksek taban
suyuyla birlikte kapilarite yoluyla toprak yiizeyine ¢ikmasi
ve suyun buharlagsmastyla toprak yiizeyinde birikmesi
olayidir (Kusvuran, 2010). Tuz stresi, diinyadaki arazilerin
%7’sini, iglenebilen alanlarin ise %5’ini etkilemektedir
(Hossain, 2019). Tiirkiye’de ise topraklarimin yaklasik 1,5
milyon hektart (bunun %32,5°1 sulanabilir alanlardir)
tuzluluk sorunuyla karst karsiyadir (Emine ve ark., 2005).
2050’ye kadar, kalitesiz ve kontrolsiiz su kullanimi ve
iklim degisiklikleri sebebiyle diinya besin ihtiyacinin iigte
birini karsilayan stirdiiriilebilir tarim alanlarinin %50’sinin
artan tuzluluktan etkilenecegi tahmin edilmektedir
(Munns, 2002; Dhankher ve Foyer, 2018). Tuzluluk
ozellikle kurak ve yart kurak iklim sartlarinda sulama
yapilan arazilerde bitkisel iiretimi etkileyen onemli bir
sorundur (Hussain ve ark., 2019). Dolayistyla kiiresel iklim
degisikliklerinin artarak devam edecegi beklentilerinden
yola ¢ikilarak, tuz stresine maruz kalan tarim alanlarinda
artisin yaganmasi kagimilmazdir.

Uzun siire tuz stresine maruz kalan bitkilerde
morfolojik, hiicresel, fizyolojik ve molekiiler seviyede pek
¢ok aksakliklar gozlenmektedir (Munns, 2002; Bernstein,
2019). Toprak tuzlulugu kullanabilir su miktarini azaltarak
bitkilerde fizyolojik kurakligin olugmasina neden
olmaktadir. Olusan bu fizyolojik kuraklik, hiicrelerin
mitotik aktivitesini engelleyip hiicre bdliinme oranini
azaltarak bitkinin hiicre sayist ve hiicre uzamasinin
yavaglamasina neden olmaktadir. Buna bagl olarak tohum
¢imlenme oraninda azalma, bitkinin kok ve govde
uzunlugunda kisalma, kék hacminde azalma, ikincil kok
miktar ve uzunlugunda azalma, yapraklarda incelme ve
kiiciilme, sayilarinda azalma ve wvaskiiler doku
farklilagmasinda ve gelisiminde azalma meydana
gelmektedir (Liang ve ark., 2018). Sodyum kloriir (NaCl)
tarafindan gergeklesen tuz stresinin bitkiler tizerindeki
ikinci etkisi ise sodyum (Na*) ve klor (CI") iyonlarinin bitki
hiicerelerinde birikilmesiyle ortaya ¢ikan iyonik strestir
(Isayenkov ve Maathuis, 2019). Toksik seviyede biriken bu
iyonlar hiicre i¢i iyon dengesini bozarak, yararli mineral
elementlerin hiicre i¢ine alinmasini, suyun sitoplazmada
birikimini ve enzimlerin diizgiin ¢alismasini engellerler
(Munns ve Tester, 2008; Roy ve ark., 2014).

Tuz stresinin bitkiler iizerindeki etkileri bitkinin tiir ve
¢esidine, tuz miktarina ve maruz kalma siiresine bagh
olarak degismektedir. Bazi bitkiler strese karst hassasiyet
gosterirken, bazilar1 gelistirdikleri molekiiler cevaplar ile
indiiklenen tolerans mekanizmalar1 sayesinde hayatta
kalmay1 bagarirlar (Munns ve Gilliham, 2015). Tuzluluga
karsi bu tolerans mekanizmalarint etkinlestiren sinyal
iletim yolaklar1 ile ¢esitli genlerin aktivasyonu ve / veya
inaktivasyonu gergeklestirilerek, bu molekiiler cevaplarin
sonucunda bitkilerde stres dayamkliligt artirilir (Ashraf,
2004; Carillo ve ark., 2011). Bitkilerde tuz toleransini
saglayan mekanizmalar; iyonlarin sec¢ici olarak alinmasi,
fazla iyonlarin hiicre i¢i boliimlerde depolanmasi ve / veya
disartya atilmasi, Salt Overly Sensitive (SOS) yolaginin
aktiflestirilmesi, antioksidan enzimler ile endojen bitki

hormonlarinin ~ sentezinin  tegviki, sinyal iletimi,
fotosentetik yolagin ve hiicresel membranlarin yapisinin
degisimi, fonksiyonel ve diizenleyici proteinlerin sentezi
ve tuz toleransi ile ilgili genlerin aktiflestirilmesi olarak
bilinmektedir (Parida ve Das, 2005; Culha ve Cakirlar,
2011; Gupta ve Huang, 2014). Bu mekanizmada 6nemli
gorevleri bulunan proteinler ve bilesikler; SOS1 plazma
membran Na*/H* antiportu, SOS2 ve SOS3 protein kinaz
kompleksi, yiiksek afinite K* tagtyicis1 (HKT1), tonoplast
Na*/H* antiportu (NHX1) , H*-pirofosfataz (HVP)’lardir
(Isayenkov ve Maathuis, 2019). Sitoplazmada ozmotik
koruyucu olarak rol oynayan organik bilesikler ise azotlu
bilesikler (prolin, glisin, betain), sekerler (siikroz, trehaloz,
fruktanlar) ve gesitli poliollerdir (Tuteja ve ark., 2007).
Bunlara ek olarak, tuz stresine bagli iiretilen reaktif oksijen
tirlerinin ~ ortadan  kaldirilmasina  yonelik  olarak
aktiflestirilen antioksidan enzimler de mevcuttur (Tiirkan
ve Demiral, 2009).

SOS tolerans mekanizmast bitkinin tuza toleransi
acisindan olduk¢a dnemlidir. Bitki hiicrelerinin tuz stresine
verdigi tepkilerden biri sitozolik Ca?* tarafindan uyarilan
Ca®** sensorii proteinlerin ekspresyonu ve / veya
aktivasyonudur (Ji ve ark., 2013). SOS1, SOS2, SOS3
olmak iizere bitkilerde tuz toleransinda rol oynayan ii¢
lokus teshis edilmistir. SOS (Salt Overly Sensitive: Tuza
Asir1 Duyarlr) genlerinin kontroliindeki SOS sinyal yolagi
Na* ve K* iyon dengesini diizenlemektedir ve bu SOS
sinyal yolagi, asirn miktardaki intraseliiler veya
ekstraseltiler Na* etkisiyle sitoplazmik Ca2* sinyalinin
tetiklenmesiyle baslatilmaktadir (Yokoi ve ark., 2002).

Bitkilerde tuz stresi altinda olusan ozmotik stresten
dolayr absisik asitin (ABA) mikarindaki artis
sitoplazmadaki  kalsiyum  miktari1  da  arttirir.
Sitoplazmadaki fazla kalsiyum, kalsiyum sensorii olan
SOS3 tarafindan algilanir ve bu sayede SOS3 aktiflesir.
SOS3, SOS2 kinaza baglanir ve SOS2’yi aktiflestirir.
S0OS2-S0OS3 kompleksi daha sonra SOS1 ve tonoplastta
yer alan Na*/H* antiportu NHX1’in fosfatlanarak
aktiflesmesini ve SOS1 geninin transkripsiyonunu saglar
(Halfter ve ark., 2000; Liu ve ark., 2000; Qiu ve ark., 2002;
Lin ve ark., 2009). Sitoplazmik Ca?’un SOS yolagim
indiikledigi Arabidopsis sos mutantlarinin  molekiiler
analizleriyle kanitlanmistir. SOS3’iin amino asit dizisi,
maya kalsindrin ve hayvan noronal Ca?* sensorlerinin
diizenleyici  altbirimine o6nemli Ol¢lide  benzerlik
gostermektedir (Gong ve ark., 2004; Sanchez-Barrena ve
ark., 2005). SOS3’iin Ca®* baglama kapasitesini diisiiren
bir mutasyon igeren s0s3-1 mutant bitkisi ortamda Ca?*’un
olmadig1 durumlarda tuza asir1 duyarlilik géstermekte ve
ortamdaki Ca?*’un miktar arttiginda mutantin tuza karsi
duyarliligi baskilanmaktadir (Liu ve Zhu, 1997; Zhu ve
ark., 1998). SOSI1’in ifadesinin artmasina SOS2-SOS3
yolaginin aracilik ettigi SOS2 ve SOS3 genlerine ait
mutasyonlar1 igeren bitkilerin analizleriyle saptanmistir
(Qiu ve ark, 2004).

SOS mutant bitkileri (sosl, so0s2, sos3) NaCl’ye karst
asir1 duyarhdir (Quesada ve ark., 2000; Zhu, 2000). HTK1
allelleri ise s0s3-1’in NaCl’e duyarliligin1 genetik olarak
baskilamaktadir (Rus ve ark., 2001; Rus ve ark., 2004).
Yapilan ¢aligmalara gore, Arabidopsis'de hkt1-1 veya hktl-
2’in hiicre Na* birikimini diizenleyerek sos3-1 bitkilerin
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NaCl’a duyarliligini baskilayabildigi saptanmistir (Rus ve
ark., 2001). sos1-1 ve sos2-2 bitkilerinin hktl tarafindan
baskilandigi ve NaCl’e duyarliliginin sos3-1 bitkilerine
gore daha az oldugu bilinmektedir. sos1-1hkt1-1 ve sos2-
2hktl-1 ¢ifte mutant bitkileri NaCl igeren ortamda
yetistirildiginde bitkilerde daha az yaprak antosiyanin
birikimi ile daha fazla kok biiyiimesi ve siirgiin gelisimi
goriilmektedir (Rus ve ark., 2001). Ayrica, sosl-1, sos2-2
veya s0s3-1 bitkilerinde AtHKT1 mRNA miktar
degismemistir, bu da AtHKTl'in SOS yolaginin bir
transkripsiyonel ¢iktis1 olmadigimi gostermektedir (Rus ve
ark., 2001).

Bugiine kadar sos1-1, sos3-1 ve hktl-1 mutantlarinin
tuz stresine karsi vermis olduklar1 tepkiler farkli
caligmalarda incelenmis olsalar da (Mahajan ve ark.,
2008), mutantlarin kisa siireli stres uygulamasinda farkli
NaCl dozlarma karsi gostermis olduklar1 tepkiler
incelenmemigstir. Bu nedenle bu calismamizda sosl-1,
50s3-1 ve hktl-1 mutantlarinin farkli NaCl dozlarina karsi
gostermis olduklar1 ¢imlenme ve kok uzunlugu tepkileri
yabanil tip Col-0’a kiyasla bes giinliik stres ¢aligmasinda
incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Homozigot Mutant Tohumlarmn Eldesi

Calismada kullanilan homozigot Arabidopsis thaliana
s0s1-1, s0s3-1 ve hktl-1 mutant tohumlart Nottingham
Universitesi Arabidopsis Stok Merkezi’nden (Nottingham,

Food Science and Technology, 7(11): 1982-1989, 2019

Birlegik Krallik) elde edilmistir. hkt1-1 T-DNA ekleme
mutant1 olup (Rus ve ark., 2001), sosl-1 (Wu ve ark.,
1996; Shi ve ark., 2000) ve sos3-1 (Ishitani ve ark., 2000)
mutantlar1 ise nokta mutasyonu igermektedir. Mutantlar ile
ilgili bilgiler Cizelge 1’de verilmis olup mutantlarin
homozigot olmalar1 Cizelge 2’de listelenen primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi
ile dogrulanmistir. Bu kapsamda bitkilerin yapraklaridan
genomik DNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra
(Krysan ve ark.,, 1999), PCR karisimma son
konsantrasyonlar1 belirtilen miktarda olacak sekilde 1X
PCR tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris-HCI pH 8,8; 500 mM
KCI ve 0,8% Nonidet P40), 1,5 mM MgCl,, ileri ve ters
primerler (her biri 250 nM), Tag DNA polimeraz (0,5
U/uL) (ThermoFisher), dNTP karisimi (her bir NTP’den
200 uM) ve 100 ng genomik DNA eklenerek reaksiyonun
toplam hacmi su ile 20 pL’ye tamamlanmistir. Akabinde
PCR reaksiyonlar1 94°C’de 3 dk. inkiibe edildikten sonra,
30 dongii olacak sekilde 94°C’de 30 sn., s0s1-1, s0s3-3 ve
hkt1-1 PCRlari i¢in sirasiyla 51, 44 ve 48°C’de 30 sn. ve
72°C’de sosl-1 ve s0s3-3 PCRlar igin 30 sn., hktl-1
PCRIar1 i¢in ise 70 sn. inkiibe edilmigtir. Son olarak
reaksiyon 72°C’de 5 dk. inkiibe edilmistir. PCR firiinleri
%1’lik agaroz jelde 80 watt altinda 45 dk. yiiriitiildiikten
sonra etidyum bromiir ile boyanarak amplikon
biiyiiklikleri belirlenmistir (Sekil 1). Biitiin mutantlar
Colombia-0  (Col-0)  ekotipinde  gelistirildiginden,
calismada Col-0 kontrol bitkisi olarak kullanilmistir.

Cizelge 1 Caligmada kullanilan Arabidopsis mutantlarinin 6zellikleri
Table 1 Properties of Arabidopsis mutants used in the study

Mutant ismi NASC stok numarast  AGI kodu ? Mutasyon ¢esidi Referans

s0s1-1 N3862 AT2G01980 Nokta Shi ve ark., 2000
s0s3-1 N3864 AT5G24270 Nokta Zhu ve ark., 1998
hktl-1 N6529 AT4G10310 T-DNA ekleme Rus ve ark., 2001

2 Tlgili genin The Arabidopsis Information Resource (TAIR) (www.arabidopsis.org) numaras.

Cizelge 2 Arabidopsis mutantlarinin homozigot olmalarinin dogrulanmasinda kullanilan PCR primerleri
Table 2 PCR primers used in homozygosity confirmation of Arabidopsis mutants

Mutant PCR cesidi fleri primer (5’ —37) Ters primer (5° — 3°) AU
sosl-1 |Mutant PCR1 GGCATTGCATCAGTTATTTGG GGTCTACAGAAAGACGTACAG 101
Yabanil tip PCR1 115
$053-1 Mutant PCRl GCTGTGCTTTCAAGTTACG TTTATCTTTCCTTGCATGGC 713
Yabanil tip PCR1 ATGTGCTTTCAAGTTGTACG TTTATCTTTCCTTGCATGGC 725

hkt1-1 T-DNA PCR1 (SAILLBI1) GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTG TTACTTCCTCAATCCATGGGAG ~ 1100
Yabanil tip PCR1 AGTAGACCTCTCTACACTTTCC TTACTTCCTCAATCCATGGGAG 665

AU: Amplikon uzunlugu (bg),

Artan Tuz Stresi Altinda Tohum Cimlenme Yiizdelerinin
Belirlenmesi

Caligmalar steril besiyeri ortaminda petriler icerisinde
gergeklestirilmistir. Tuzun tohum ¢imlenmesine olan
etkisini anlamak i¢in Col-0, sosl-1, s0s3-1 ve hktl-1
tohumlar1 %70 etanol ile 30 sn. ¢alkalandiktan sonra 3 kez
steril saf su ile 10 sn. calkalanarak yikanmistir. Ardindan
bitkilerin ¢imlenmesinde dortte bir oranda mukavemetli
Murashige and Skoog (1/4 X MS) besiyeri (Murashige ve
Skoog, 1962) kullanilmis olup, besiyerine takviye olarak
%0,5 (w/v) siikroz, %0,8 (w/v) agar (Sigma E) ve tuz stresi
uygulamalarinda deneye bagli olarak 0, 100, 120, 150, 200
mM sodyum kloriir (NaCl) ilave edilistir (Zhu, 2000).

Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar mikropipet ucu
yardimiyla her bir petride 60 tohum olacak sekilde
besiyerine yerlestirilmis ve ardindan stratifikasyon igin 3
glin 4°C’de bekletilmigstir. Stratifikasyonun akabinde
tohumlar, uzun giin fotoperiyodunda (16 saat 151k/8 saat
karanlik) 24°C’de kontrollii bir iklim dolabinda %60 nem
ve 110-120 pmol m™ s? 151k siddeti altinda yatay olarak
¢imlendirilmigtir. Petrilerin iklim dolabina aktarilmalarini
takiben 5, 7 ve 10. giinlerde ¢imlenen tohum sayilari
almarak, ¢imlenme yiizdeleri belirlenmistir. Her bir
petrinin bir biyolojik tekrar olarak degerlendirildigi deney,
3 biyolojik tekrar seklinde (toplam 180 tohum kullanilarak)
gerceklestirilmistir.
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A B SOS3 PCR
be
200 — be
900
100 — 400
¢ HKT1 PCR
sos3-1 PCR
hkt1-1T-PCR
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Sekil 1 Homozigot Arabidopsis mutantlarinin PCR
yontemiyle dogrulanmasi. A. sos1-1. B. sos3-1. C. hktl-1
Figure 1 Confirmation of homozygous Arabidopsis
mutants by PCR. A. sos1-1. B. s0s3-1. C. hktl-1
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Sekil 2 Artan tuz stresi altinda tohum ¢imlenme
yiizdelerindeki degigim
(A. 5 giinliik ¢cimlenme. B. 7 giinliik ¢imlenme. C. 10 giinliik ¢gimlenme.
Her bir petrinin bir biyolojik tekrar olarak degerlendirildigi deney, 3
biyolojik tekrar seklinde (toplam 180 tohum kullanilarak)
gergeklestirilmistir. Sonuglar, ortalama + SEM olarak verilmistir)
Figure 2 Change in seed germination under increasing

NaCl concentrations
(A. 5-day germination. B. 7-day germination. C. 10-day germination.
Experiment was repeated three times where, each petri plate
represented one biological replicate (Total of 180 seeds were used).
Results are presented as mean + SEM)

Artan Tuz Stresi Altinda Kok  Uzunluklarinin
Belirlenmesi

Artan tuz derisiminin kok gelisimine olan etkilerinin
belirlenmesi i¢in tohumlar yukarida bahsedilen yiizey
sterilizasyonuna  maruz  birakilmigtir.  Tohumlarin
cimlendirilmesi ve bitkilerin biiyiitiilmesinde dortte bir
mukavemetli Murashige and Skoog (1/4 x MS) besiyeri
kullanilmis olup, besiyerine takviye olarak %3 (w/v)
sikroz ve %1,5 (w/v) agar ilave edilmistir (Bu besiyeri
bazal Dbesiyeridir). Stres uygulamalarinin  kolay
yapilabilmesi i¢in petri biiyiikligiinde kesilen selofan
membranlar (Sigma, Almanya) otoklavda steril edildikten
sonra besiyerinin iizerine yerlestirilmistir (Aksoy ve ark.,
2013). Membran iizerine her bir genotip i¢in 16 tohum
yerlestirilmistir. Petriler stre¢ film ile {iglii olarak sarilip
4°C’de 3 giin stratifiye edildikten sonra yukarida bahsi
gecen biyiitme kosullarinda dikey olarak 4 giin
biylitiilmiistiir. Bazal besiyerinde 4 giin ¢imlendirip
biiytitillen bitkiler selofan membran aracilifiyla steril
ortamda 0, 10, 25, 30, 50, 75, 90, 100 mM NacCl iceren
besiyerlerine aktarilmistir ve tuz ortamina aktarilmalarini
takiben 5 giin boyunca her giin kdk uzunluklar1 markor
kalem ile isaretlenmistir. Deneyin tamamlanmasini takiben
bitkiler dijital kamera ile fotograflanmis ve Aksoy ve ark.
(2013)’da anlatildig1 gibi kok uzunluklart ImageJ yazilimi
kullanilarak analiz edilmistir. Her bir petrinin bir biyolojik
tekrar olarak degerlendirildigi deney 6 biyolojik tekrar
seklinde (toplam 96 tohum kullanilarak)
gergeklestirilmistir.

Istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler Minitab 18 (Minitab Inc., ABD)
istatistik yazilimi kullanilarak tek yonlii varyans analizini
(ANOVA) takiben Tukey ¢oklu karsilastirma (post-hoc)
yontemi kullanilarak %5 seviyesinde analiz edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Homozigot Arabidopsis mutantlarimin PCR yéntemiyle
dogrulanmasi

Tuz stresi deneylerine baslanmadan ©Once mutant
tohumlar1 petrilerde ¢imlendirilmis ve biitiin bitkiler
kullanilarak genomik DNA izole edilmistir. Mutantlarin
homozigot olup olmadiklarinin kontrol edilebilmesi icin
elde edilen genomik DNA kullanilarak her bir mutant
lokun i¢in dizayn edilen primerler araciligiyla mutant ve
yabanil tip PCR’lan gergeklestirilmistir. Sekil 1’de
gosterildigi tizere s0s1-1, s0s3-1 ve hktl-1 mutantlarindan
yapilan mutant PCR’da beklenen biiyiikliikklerde ¢ogalma
(sos1-1 i¢in 101 bg, s0s3-1 i¢in 713 bg ve hktl-1 igin 1100
bg) gergeklesmis, ancak yabanil tip Col-0’da bir ¢ogalma
gerceklesmemistir.  Aym1  genotiplerle gerceklestirilen
yabanil tip PCR’mda ise sadece Col-0’da beklenen
biiyiikliiklerde (sos1-1 i¢in 115 bg, s0s3-1 i¢in 725 bg ve
hkt1-1 i¢in 665 bg) ¢ogalma gergeklesmistir. sosl-1 ile
50s3-1 nokta mutasyonlariyken, hktl-1 T-DNA ekleme
mutasyonudur. Elde edilen bu sonuglar mutant
tohumlarinin homozigot oldugunu gostermektedir. sos1-1
mutantinda SOS1 geninin ifade seviyesinin az oldugu,
50s3-1 mutantinda SOS3 geninin susturuldugu ve hktl-1
mutantinda da HKT1 gen ifade seviyesinin bir hayli
azaldig1 onceki caligmalarda gosterilmistir (Qiu ve ark.,
2004). Bu nedenle, ileriki ¢alismalarda kullanilmak {izere
bu tohumlarin kullanilabilecegi dogrulanmaistir.
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Sekil 3 Normal sartlarda biiyiitiilen genotiplerin kok

uzunluklari
(Bitkiler 4 giin bazal besiyerinde biiyiitiildiikten sonra kok uzunluklari
6l¢lilmeye baslanmis olup, ek 5 giin siiresince 6l¢iim alinmustir.
Sonuglar, ortalama + SEM olarak verilmistir (n = 60). Ayn1 giin i¢indeki
farkl harfler genotipler arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir
(P<0,05))
Figure 3 Root growth of genotypes under normal

conditions.

(Root measurements were taken for additional 5 days after the plants
were grown for 4 days on basal medium. Results are presented as mean
+ SEM (n = 60). Different letters on same day represent for statistical
differences between the genotypes (P<0.05))

Artan  Tuz Stresi Altinda Tohum  Cimlenme
Yiizdelerindeki Degisim

Ilk olarak, 0, 100, 120, 150 ve 200 mM sodyum kloriir
(NaCl) ilave edilmis c¢eyrek mukavemetli (1/4x) MS
besiyeri kullanilarak ¢imlenme deneyi gerceklestirilmistir.
Bu kapsamda ilk kdk g¢ikartan biitiin bitkiler ¢imlenmis
olarak kabul edilip, deneyin baglamasini takiben 5., 7. ve
10. giinlerde perilerdeki ¢imlenen tohumlar sayilmis ve
¢imlenme yiizdesi hesaplanmistir. On giinliik ¢cimlenmeyi
takiben NaCl igermeyen kontrol kosullarinda Col-0, sos1-
1 ve s0s3-1 tohumlarinin neredeyse tamamina yakinin
¢imlendigi; ancak, hktl-1 tohumlarinin sadece %80’inin
¢imlenebildigi gozlenmistir. Her ne kadar tohumlar yeni
hasat edilmis olsalar da mutasyondan kaynakli baz1 mutant
tohumlarda ¢imlenme sorunlarinin yasandigi bilinmektedir
(Strasser ve ark., 2010; Barrero ve ark., 2019). Bu nedenle
normal kosullardaki ¢imlenme sorunlar1 gézardi edilerek,
NaCl konsantrasyonundaki artisin ¢imlenme yiizdesi
iizerine olan olumsuz etkisine odaklanilmistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda genel olarak, ilerleyen giinlerde tuz
stresinden etkilenmenin daha az oldugu ve tuz stresinden
en az etkilenen genotipin Col-0 oldugu anlasilmaktadir.
Mutant genotiplerin tuz stresine olan hassasiyet trendleri
karsilastirildiginda  sosl-1 ve s0s3-1 mutantlarinin
ozellikle 7. ve 10. gilinlerdeki cimlenmelerinin tuz
stresinden daha ¢ok etkilendigi; buna karsin, hktl-1
mutantinin geg stres doneminde diger iki mutanta oranla
biraz daha toleransinin yiiksek oldugu goriilmektedir
(Sekil 2). Tlging bir sekilde hktl-1 mutant1 kisa siireli tuz
stresi altinda diger mutantlarla karsilastirildiginda daha az
¢imlenme gostermig gibi goérlinse de aslinda normal
kosullardaki ¢imlenmesi de diisiik oldugundan diger
mutantlara benzer bir sekilde tuz stresinden etkilendigi
anlagilmaktadir. Tuz stresinin ¢imlenme iistiindeki etkileri
incelendiginde mutantlar ile Col-0 arasindaki en biiyiik
farklarin  ozellikle kisa siireli tuz stresi sirasinda
gozlendigi, mutantlar arasindaki en biiytik farklarin ise
uzun siireli tuz stresi ile ortaya ¢iktig1 anlagilmaktadir. Bu
sonuca gore, ileride Arabidopsis thaliana ile tuz stresi

altinda yapilacak ¢imlenme ¢aligmalarinda hassasiyetin
belirlenmesi i¢in uzun siireli ¢imlenme deneylerinin
gergeklestirilmesi 6nemli olacaktir.

SOS yolaginda gorev alan proteinler tuz stresine
toleransta pozitif olarak etki ettiklerinden, mutantlarinin
tuz stresine asir1 hassas olmasi beklenen bir sonuctur (Wu
ve ark., 1996; Ishitani ve ark., 2000; Shi ve ark., 2000; Rus
ve ark., 2001). Lakin mutantlar arasinda fakli tuz
konsantrasyonlar1 arasindaki hassasiyetin karsilastirilmasi
ilk kez bu calismada gerceklestirilmistir. Onceki
calismalarda hktl-1 mutantimin $0s3-1 mutanti ile
melezlenmesi sonucunda elde edilen sos3-1hktl-1 cifte
mutantlarmin tuz hassasiyetlerinin $0s3-1 mutantindan
daha az oldugu, dolayisiyla da HKT1’in s0s3-1 mutantinda
gbzlenen tuz hassasiyetini ortadan kaldirmada negatif bir
etkisinin olabilecegi bildirilmistir (Rus ve ark., 2001; Rus
ve ark., 2004). Bu sonuglara paralel olarak, bizim
calismamizda da hktl-1’nin neredeyse biitin tuz
konsantrasyonlarinda sosl-1 ve s0s3-1 mutantlarina
kisayla tuz stresine daha dayanikli oldugu belirlenmis olup,
ileriki yapilacak transgenik ¢alismalarda hiicre zari
iizerinde bulunan Na™ tagtyicist HKT1’in susturulmasi ile
tuza hassasiyeti bulunan bitkilerin hassasiyetlerinin kismen
de olsa ortadan kaldirilabilecegi anlagilmaktadir.

Normal Kogsullarda sos Mutantlart Col-0’a Kiyasla
Daha Yavas Gelisim Gosterir

SOS mutantlari ile yapilan 6nceki ¢alismalarda sadece
tuz stresinin etkilerine odaklanildigindan dolay1, normal
kosullarda yetistirilen mutantlar arasindaki fizyolojik
farkliliklar Snemsenmemistir. Bu farkliliklarin ortaya
cikartilmasi1 SOS yolaginda gorevli genlerin tuz stres
toleransi haricindeki gorevlerinin anlagilmasi agisindan da
onem tagimaktadir. Bu nedenle yapmis oldugumuz kok
uzunluk deneyinde normal kosullarda yetistirilen Col-0,
hkt1-1, sos1-1 ve s0s3-1 genotipleri arasinda mutasyondan
kaynakli olarak kok fenotipinde farkliliklar belirlenmistir
(Sekil 3). Bu baglamda alt1 giin siiresince bazal besiyerinde
yetigen genotiplerin ana kok uzunluklart arasinda herhangi
bir fark gézlenmemistir. Buna karsin, yedinci giinde Col-0
ile hkt1-1 ve s0s1-1’in kok uzunluklari arasinda %23’likk
bir fark olugmustur. s0s3-1 kok uzunlugu ile Col-0 arasinda
ise herhangi bir fark gozlenmemistir. Gelisimin sekizinci
giiniinde Col-0 ile hktl-1 ve so0sl-1’in kok uzunluklart
arasindaki fark %32’ye ulagirken, Col-0 ile sos3-1 kok
uzunluklar1 arasindaki fark da %13 olarak belirlenmistir.
Kok wuzunluk analizlerinin yapildigi son giin olan
dokuzuncu giinde, genotipler arasindaki farklar daha da
belirgin bir hal almistir. Buna gore, Col-0’1n kdk uzunlugu
ile hktl-1 arasindaki fark %32’ye, sosl-1 ile arasindaki
fark %36’ya ve s0s3-1 ile arasindaki fark da %16’ya
ulasmistir. Bu c¢alismadan da anlagilabilecegi iizere,
normal biiylime kosullarinda dahi mutantlarin  kok
gelisimleri Col-0’a kiyasla daha yavas kalmistir. Mutantlar
arasinda da oOzellikle sosl-1’in en yavas gelistigi
belirlenmistir. s0s1-1’in tuz stresinden en ¢ok etkilenen
fenotipe sahip oldugu diisiiniildiigiinde (Shi ve ark., 2000),
elde ettigimiz bu sonucun pek de sasirtict olmadig1 tahmin
edilebilir. SOS1’in yiiksek seviyede ifade edilmesi
durumunda dokularda biriken Na* miktarinin azalmasina
bagli olarak transgenik bitkiler tuz stresine dayanikli hale
gelmektedir (Shi ve ark., 2002). Hiicrede biriken asir1
sodyumun reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini tetikledigi ve
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bu nedenle de bitkilerin strese dayanikliliginin ortadan
kalktig1 da bilinmektedir (Jiang ve ark., 2013). Ayrica, S0s2
mutantinin  hassasiyetinin ~ 6zellikle reaktif oksijen
tiirlerinin birikimine bagli olmasindan dolay1 (Quan ve
ark., 2017), sosl-1, hktl-1 ve so0s3-1 mutantlarinin da
mutasyondan kaynakli normal kosullarda dahi bazal
besiyerinde bulunan Na* gibi elementleri Col-0’a oranla
daha fazla biriktirebilecekleri tahmin edilebilir. Bu nedenle
de SOS yolaginda yer alan genlerin mutasyona ugratiimasi
durumunda, reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz etkilerinden
korunmay1  saglayacak  mekanizmalarmin  yeterli
¢alismamasindan kaynakli mutant koklerinin
gelisimlerinin yavaslamasi beklenebilir. Bu durum ileride
detayli olarak incelenmelidir.

NaCl konsantrasyonu (mM)

0 10 25 30 50 75 90 100

Col-0

hktl-1

Genotipler

sosl-1 P

s0s3-1

Sekil 4 Bes giinliik tuz stresi uygulanan bitkilerin genel
goruntimi
Figure 4 Image of plants after 5 days of NaCl application

Artan Tuz Stresi sos Mutantlarimin Kok Gelisimini
Farkli Sekillerde Etkiler

SOS mutantlarinin tuz stresine kars1 gostermis olduklari
hassasiyet uzun yillardir bilinmektedir (Algahtani ve ark.,
2019). Buna ek olarak, hktl-1 mutantinin da tuz stresine
hassasiyet gosterdigi, ancak sosl-1 veya s0s3-1
mutantlarina hktl-1 mutantinin eklenmesiyle elde edilen
¢ifte mutant koklerinin ise tuz stresine tekil mutantlara
kiyasla daha dayanikli oldugu gdsterilmistir (Rus ve ark.,
2001; Rus ve ark., 2004). Bu mutantlar ile yapilan
calismalar farkli gruplar tarafindan gergeklestirildiginden
dolay1, deneylerin gerceklestirilmesinde ufak farkliliklar
bulunmaktadir. Dolayisiyla sosl-1, so0s3-1 ve hktl-1
mutantlarmin artan NaCl stresine karsi farkli giinlerde
gostermis olduklar1 kok gelisim tepkileri bugiine kadar
karsilagtirlmamistir. Bu  karsilastirilmanin  saglikli  bir
sekilde yapilabilmesi i¢in dncelikle biitiin mutantlar Col-0
ile birlikte bazal besiyerinde 4 giin siiresince
yetistirilmistir. Akabinde bitkiler 0, 10, 25, 30, 50, 75, 90,
100 mM NaCl igeren besiyerlerine aktarilmistir ve tuz
ortamina aktarilmalarini takiben 5 giin boyunca her giin
kok uzunluklart belirlenmistir. Besinci giiniin sonunda

bitkiler fotograflanarak, genel bitki goriiniimleri
karsilagtirilmali olarak Sekil 4’te gosterilmistir. Genotipler
arasindaki gelisimsel farkliliklar ~ bilindiginden,

genotiplerin tuz stresine vermis olduklari tepkiler ayni
genotipin kontrol (0 mM NaCl) kosulunda yetistirilen
bireylerine  kiyaslanarak  yiizde degisim  olarak

hesaplanmistir. Buna gore, stresin siiresinden bagimsiz
olarak  Col-0’m  koklerinin 100 mM  NaCl
konsantrasyonunda etkilenmeye bagladigi gozlenmistir.
Elde edilen bu sonug dnceki yapilan ¢aligmalarla paralellik
gostermekte olup, Col-0’mn  yabanil ekotip olarak
kullanildig1 caligmalarda tuz hassasiyetinin  kokteki
uzunlugundaki fizyolojik etkilerinin 120-150 mM NaCl
uygulamasinda gozlenebilecegi belirtilmistir (Quesada ve
ark., 2000; Wang ve ark., 2013). Yaptigimiz bu ¢alismada
ise O0zellikle tuza asir1 hassas olan sos mutantlarinin kok
fenotiplerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢cin 100 mM’dan
daha diisiik NaCl konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
Arabidopsis gibi glikofit bitkilerin kdklerinin diisiik tuz
konsantrasyonlarinda uzamaya basladigt bildirilmistir
(Zolla ve ark., 2009). Bu ¢alismamizda da benzer bir sonug
elde edilmistir. Diisiik tuz konsantrasyonlarina (25, 30, 50,
75 ve 90 mM NaCl) kisa siireli (1 ve 2 giin) maruz kalan
Col-0’in ana kok uzunluklar1 0 mM’daki uzunluguna
kiyasla artmistir (Sekil SA ve B). Bu artis trendi ikinci
glinde daha belirgin bir hal almig olup, maksimum kok
uzunluguna 50 mM NaCl altinda ulastlmistir (kontrole
kiyasla %38 artis) (Sekil 5B). Buradan da anlasilabilecegi
tizere, kisa siireli diisiikk tuz konsantrasyonlar1 ana kok
gelisimini pozitif yonde etkilemektedir. Dolayisiyla bitki
gelisimi ve veriminin artirilmasinda kisa siireli diisiik doz
tuz uygulamasi kullanilabilir (Hajiboland ve ark., 2009).
Mutantlarin artan NaCl stresine vermis olduklari
tepkiler incelendiginde genel olarak s0s1-1’in s0s3-1 ve
hkt1-1’den daha hassas oldugu goriilmektedir (Sekil 5). Bir
gin boyunca 10 mM gibi disik bir NaCl
konsantrasyonunda dahi sosl-1 mutantinin ana kok
uzunlugu kontrole gore %40 oraninda azalmistir (Sekil
5A). Bu azalig ortamdaki NaCl konsantrasyonunun artist
ve stres siiresinin uzamasina bagli olarak daha belirgin
olmustur. Ozellikle 75 mM NaCl konsantrasyonu ve
fazlaliginda (1 giinlik uygulama hari¢) sosl-1 kok
uzunlugu kontrol uygulamasma kiyasla %20’nin altina
diismiistiir. Ote yandan s0s3-1 ve hktl-1 mutantlar: artan
tuz konsantrasyonuna karsi benzer tepkiler vermis ve genel
olarak ana kok uzunluklar1 artan tuz konsantrasyonuna ve
siiresine bagli olarak kontrole goére kisa kalmistir.
Mutantlar arasindaki bu benzerlik bir giinliik stres
uygulamasinda gdzlenmemistir. Dolayisiyla, s0s3-1 ve
hktl-1 gibi tuz stresine daha az hassasiyet gosteren
mutantlarin vermis olduklar: tepkilerin birbirinden daha
rahat ayrilabilmesi acisindan kisa  siireli  stres
uygulamasinin yapilmast gerekmektedir. Sekil 5A’da
goriildiigii tizere, bir giinlik NaCl uygulamasi sonucunda
Col-0’dan sonra en dayaniklidan hassasa dogru genotipler
5083-1, hkt1-1 ve sos1-1 olarak siralanmaktadir. flging bir
sekilde, hkt1-1 mutantina 3, 4 veya 5 giin siiresince 10 mM
NaCl uygulanmasi sonucunda mutantin ana kok uzunlugu
kontrole kiyasla sirastyla %13, 28 ve 41 oranlarinda artmis
ve bu artig sayesinde tuz uygulamasma Col-0’dan dahi
daha iyi tepki vermistir (Sekil 5C, D ve E). Ayrica, hktl-
1’e benzer sekilde, s0s3-1 mutantina 4 veya 5 giin
stiresince 10 mM NaCl uygulanmasi sonucunda mutantin
ana kok uzunlugu kontrole kiyasla sirasiyla %2 ve 18
oranlarinda artmis ve bu artis sayesinde tuz uygulamasina
Col-0’dan dahi daha iyi tepki vermistir (Sekil 5D ve E). Bu
sonuglardan da anlasilabilecegi tiizere, mutasyon,
uygulanan tuz konsantrasyonu ve uygulama siiresine baglh
olarak bitkilerin tuz stresine karsi sanki bir halofit gibi
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tepki verdikleri gézlenmistir. Bu ve benzer sonuglar tuz
stresine dayaniklilikla alakali mutantlarda da gdzlenmis
olup (Quesada ve ark., 2000), kisa siireli ve diigiik
seviyedeki tuz stres uygulamalarinda gozlenen bu
sonuglari halofitler ile kiyaslanamayacagi asikardir.
Lakin Arabidopsis thaliana gibi model glikofitlerin tuz
stres toleransinin molekiiler mekanizmalarmin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in ve ozellikle de stres uygulamasinin
erken doneminde aktiflesen transkripsiyon faktorleri ile
stres sinyal yolaklarinin belirlenebilmesi i¢in kisa stireli ve
diisiik konsantrasyonda tuz uygulamalarmin yapilmasi
gerekmektedir.
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Sekil 5 Artan tuz stresi altinda kok uzunluklarimin
degisimi.

(Bitkiler 4 giin bazal besiyerinde yetistirildikten sonra farkli NaCl igeren
besiyerlerine aktarilmistir. Aktarilmanin ardindan uzunluklar 6l¢iilerek
kontrol besiyerine gore ylizde degisim hesaplanmustir. A. 1 giin. B. 2
giin. C. 3 giin. D. 4 giin. E. 5 giin. Her bir petrinin bir biyolojik tekrar
olarak degerlendirildigi deney 6 biyolojik tekrar seklinde (toplam 96
tohum kullanilarak) gerceklestirilmistir. Sonuglar, ortalama + SEM
olarak verilmistir.)

Figure 5 Change in root lenghts under increasing NaCl

concentrations.

(Plants were transferred to media with different NaCl concentrations
after grown for 4 days on basal medium. After transfer, the root lengths
were measured and given as percentage change againts control medium.

A. 1lday. B. 2 days. C. 3 days. D. 4 days. E. 5 days. Experiment was

repeated six times where, each petri plate represented one biological
replicate (Total of 96 seeds were used). Results are presented as mean +

SEM.)

Sonuc¢

Arabidopsis thaliana gibi glikofitler her ne kadar
yiiksek tuz stresine karsi hassasiyet gosterseler de diisiik
tuz stresine karsi gelistirmis olduklar1 dayaniklilik
mekanizmalar: bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin en
onemlisi SOS yolagidir. SOS yolaginda yer alan proteinleri
kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar bitkilerin
diistik tuz konsantrasyonlarina dahi asir1 hassas olmalarini
saglamaktadir. Sos mutantlar1 ile ilgili yapilan
caligmalarda genellikle 50 mM ve istiindeki NaCl
uygulamalar1 dikkate alindigindan bu yolakla iligkili
mutant  fenotipleri  genellikle asir1  hassasiyetle
sonu¢lanmaktadir. Yapmis oldugumuz bu c¢alismada,
kontrollii kosullarda yetistirilen so0s1-1, sos3-1 ve hktl-1
mutantlart ile Col-0 yabanil ekotipinin 1-5 giin siireyle
gerceklestirilen 0 ile 100 mM arasindaki NacCl
uygulamalarma vermis oldugu tepkiler belirlenmistir.
Buna gore, normal kosullarda dahi mutantlarin Col-0’a
kiyasla daha yavag gelisim gosterdigi; Sosl-1 mutantinin
10 mM’lik NaCl uygulamasinda dahi ana kok gelisiminin
biiyiilk bir oranda etkilendigi; sos3-1 ve hktl-1
mutantlariin tuz stresinden S0sl-1’e¢ kiyasla daha az
etkilendikleri belirlenmistir. Ayrica, kisa siireli ve diisiik
seviyede NaCl uygulanan Col-0, hktl-1 ve s0s3-1
koklerinin  gelisiminin  pozitif yonde etkilendigi
bulunmustur. Bu  sonuglar 1s1ginda  Arabidopsis
thaliana’nin tuz stresine karsi gostermis oldugu tepkilerin
detayli incelenmesi ve molekiiler tolerans yolaklarinin
belirlenmesinde tuz stres miktar1 ve siiresinin ne kadar
onemli oldugu belirlenmistir.

Tesekkiir

Bu calisma Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorligi (Proje No:
GTB 2018/07-BAGEP) tarafindan desteklenmistir.

Kaynaklar

Aksoy E, Jeong IS, Koiwa H. 2013. Loss of function of
Arabidopsis C-terminal domain phosphatase-likel activates
iron deficiency responses at the transcriptional level. Plant
Physiol. 161(1): 330-345.

Algahtani M, Roy SJ, Tester M. 2019. Increasing Salinity
Tolerance of Crops. In: Savin R., Slafer G. (eds) Crop
Science. Encyclopedia of Sustainability Science and
Technology Series. 245-267. Springer, New York, NY.

Ashraf M. 2004. Some important physiological selection criteria
for salt tolerance in plants. Flora-Morphology, Distribution,
Functional Ecology of Plants. 199: 361-376.

Barrero JM, Dorr MM, Talbot MJ, Ishikawa S, Umezawa T,
White RG, Gubler F. 2019. A role for PM19-Like 1 in seed
dormancy in Arabidopsis. Seed Sci. Res. 1-13.

Bernstein N. 2019. Plants and salt: Plant response and adaptations
to salinity. In Seckbach J,

Rampelotto P. (eds) Model Ecosystems in
Environments. 101-112. Academic Press.

Carillo P, Annunziata MG, Pontecorvo G, Fuggi A, Woodrow P.
2011. Salinity stress and salt tolerance. In Shanker A,
Venkateswarlu B. Abiotic Stress in Plants-Mechanisms and
Adaptations. Biochemistry. Genetics and Molecular Biology.
InTechOpen. 978:953-307-394.

Culha S, Cakirlar H. 2011. Tuzlulugun bitkiler tizerine etkileri ve
tuz tolerans mekanizmalart. Afyon Kocatepe University
Journal of Sciences. 021002: 11-34.

Extreme

1988



Abudureyimu and Aksoy/ Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(11): 1982-1989, 2019

Dhankher, OP, Foyer CH. 2018. Climate resilient crops for
improving global food security and safety. Plant Cell.
Environ. 41(5): 877-884.

Emine E, Apan M, Kara T. 2005. Tuzlulugun bitki geligsimine
etkisi. J. of Fac. of Agric. OMU. 20: 118-125.

Gong D, Guo Y, Schumaker KS, Zhu JK. 2004. The SOS3 family
of calcium sensors and SOS2 family of protein kinases in
Arabidopsis. Plant Physiol. 134(3): 919-926.

Gupta B, Huang B. 2014. Mechanism of salinity tolerance in
plants:  physiological, biochemical, and molecular
characterization. Int. J Genomics. 701596: 18.

Hajiboland R, Joudmand A, Fotouhi K. 2009. Mild salinity
improves sugar beet (Beta vulgaris L.) quality. Acta
Agriculturae Scandinavica Section B—Soil and Plant Science,
59(4): 295-305.

Halfter U, Ishitani M, Zhu JK. 2000. The Arabidopsis SOS2
protein kinase physically interacts with and is activated by the
calcium-binding protein SOS3. Proc Natl Acad Sci U S A,
97(7): 3735-3740.

Hossain S. 2019. Present scenario of global salt affected soils, its
management and importance of salinity research. Int. J. Biol.
Sci., 1(1): 13.

Hussain S, Shaukat M, Ashraf M, Zhu C, Jin Q, Zhang J. 2019.
Salinity Stress in Arid and Semi-Arid Climates: Effects and
Management in Field Crops. In Hussain S., Shaukat M.,
Ashraf M., Zhu C., Jin Q, Zhang J. Climate Change and
Agriculture. IntechOpen.

Isayenkov SV, Maathuis FJ. 2019. Plant Salinity Stress: Many
Unanswered Questions Remain. Front. Plant Sci. 10: 80.
Ishitani M, Liu J, Halfter U, Kim CS, Shi W, Zhu JK. 2000. SOS3
function in plant salt tolerance requires N-myristoylation and

calcium binding. The Plant Cell, 12(9): 1667-1677.

Ji H, Pardo JM, Batelli G, Van Oosten MJ, Bressan RA, Li X.
2013. The Salt Overly Sensitive (SOS) pathway: established
and emerging roles. Mol. Plant, 6(2): 275-286.

Jiang Z, Zhu S, Ye R, Xue Y, Chen A, An L, Pei ZM. 2013.
Relationship between NaCl-and H202-induced cytosolic
Ca?* increases in response to stress in Arabidopsis. PloS one
8(10): e76130.

Krysan PJ, Young JC, Sussman MR. 1999. T-DNA as an
insertional mutagen in Arabidopsis. Plant Cell, 11(12): 2283-
2290.

Kugvuran S. 2010. Kavunlarda kuraklik ve tuzluluga toleransin
fizyolojik mekanizmalar1 arasindaki baglantilar. Cukurova
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Bahge Bitkileri
Anabilim Dal1, Adana.

Liang W, Ma X, Wan P, Liu L. 2018. Plant salt-tolerance
mechanism: A review. Biochem. Biophys. Res. Commun.,
495(1): 286-291.

Lin H, Yang Y, Quan R, Mendoza I, Wu Y, Du W, Zhao S,
Schumaker KS, Pardo JM, Guo Y. 2009. Phosphorylation of
SOS3-LIKE CALCIUM BINDING PROTEIN8 by SOS2
protein kinase stabilizes their protein complex and regulates
salt tolerance in Arabidopsis. Plant Cell, 21(5): 1607-1619.

Liu J, Zhu JK. 1997. An Arabidopsis mutant that requires
increased calcium for potassium nutrition and salt tolerance.
Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 94(26): 14960-14964.

Liu J, Ishitani M, Halfter U, Kim CS, Zhu JK. 2000. The
Arabidopsis thaliana SOS2 gene encodes a protein kinase that
is required for salt tolerance. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A,
97(7): 3730-3734.

Mahajan S, Pandey GK, Tuteja N. 2008. Calcium-and salt-stress
signaling in plants: shedding light on SOS pathway. Arch.
Biochem. Biophys., 471(2): 146-158.

Munns R. 2002. Comparative physiology of salt and water
stress. Plant Cell. Environ. 25:239-250.

Munns R, Gilliham M. 2015. Salinity tolerance of crops—what is
the cost?. New Phytol., 208(3): 668-673.

Munns R, Tester M. 2008. Mechanisms of salinity tolerance.
Annu. Rev. Plant Biol., 59: 651-681.

Murashige T, Skoog F. 1962. A revised medium for rapid growth
and bio assays with tobacco tissue cultures. Physiol. Plant.,
15(3): 473-497.

Parida AK, Das AB. 2005. Salt tolerance and salinity effects on
plants: a review. Ecotoxicol. Environ. Saf. 60: 324-349.

Qiu QS, Guo Y, Dietrich MA, Schumaker KS, Zhu JK. 2002.
Regulation of SOS1, a plasma membrane Na*/H* exchanger
in Arabidopsis thaliana, by SOS2 and SOS3. Proc. Natl.
Acad. Sci. U S A, 99(12): 8436-8441.

Qiu QS, Guo Y, Quintero FJ, Pardo JM, Schumaker KS, Zhu JK.
2004. Regulation of vacuolar Na*/H* exchange in
Arabidopsis thaliana by the salt-overly-sensitive (SOS)
pathway. J. Biol. Chem., 279(1): 207-215.

Quan R, Wang J, Yang D, Zhang H, Zhang Z, Huang R. 2017.
EIN3 and SOS2 synergistically modulate plant salt tolerance.
Sci. Rep., 7: 44637.

Quesada V, Ponce MR, Micol JL. 2000. Genetic analysis of salt-
tolerant mutants in Arabidopsis thaliana. Genetics, 154(1):
421-436.

Roy SJ, Negrao S, Tester M. 2014. Salt resistant crop plants. Curr.
Open Biotech., 26: 115-124.

Rus A, Lee BH, Muiioz-Mayor A, Sharkhuu A, Miura K, Zhu JK,
Bressan RA, Hasegawa PM. 2004. AtHKT1 facilitates Na*
homeostasis and K* nutrition in planta. Plant Physiol., 136(1):
2500-2511.

Rus A, Yokoi S, Sharkhuu A, Reddy M, Lee BH, Matsumoto TK,
Koiwa H, Zhu JK, Bressan RA, Hasegawa PM. 2001.
AtHKT1 is a salt tolerance determinant that controls Na*
entry into plant roots. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 98(24):
14150-14155.

Sanchez-Barrena MJ, Martinez-Ripoll M, Zhu JK, Albert A.
2005. The structure of the Arabidopsis thaliana SOS3:
molecular mechanism of sensing calcium for salt stress
response. J. Mol. Biol., 345(5): 1253-1264.

Shi H, Ishitani M, Kim C, Zhu JK. 2000. The Arabidopsis
thaliana salt tolerance gene SOS1 encodes a putative Na*/H*
antiporter. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 97(12): 6896-6901.

Shi H, Quintero FJ, Pardo JM, Zhu JK. 2002. The putative plasma
membrane Na*/H* antiporter SOS1 controls long-distance
Na* transport in plants. Plant Cell, 14(2): 465-477.

Strasser B, Sanchez-Lamas M, Yanovsky MJ, Casal JJ, Cerdan
PD. 2010. Arabidopsis thaliana life without phytochromes.
Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 107(10): 4776-4781.

Tuteja N. 2007. Mechanisms of high salinity tolerance in plants.
In Methods in enzymology (Vol. 428, pp. 419-438).
Academic Press.

Tirkan 1, Demiral T. 2009. Recent developments in
understanding salinity tolerance. Environ. Exper. Bot., 67(1):
2-9.

Wang VY, Yang L, Zheng Z, Grumet R, Loescher W, Zhu JK,
Yang P, Hu Y, Chan Z. 2013. Transcriptomic and
physiological variations of three Arabidopsis ecotypes in
response to salt stress. PloS one, 8(7): e69036.

Wu SJ, Ding L, Zhu JK. 1996. SOS1, a genetic locus essential for
salt tolerance and potassium acquisition. Plant Cell, 8(4):
617-627.

Yokoi S, Bressan RA, Hasegawa PM. 2002. Salt stress tolerance
of plants. JIRCAS working report, 23(1): 25-33.

Zhu JK. 2000. Genetic analysis of plant salt tolerance using
Arabidopsis. Plant Physiol., 124(3): 941-948.

Zhu JK, Liu J, Xiong L. 1998. Genetic analysis of salt tolerance
in Arabidopsis: evidence for a critical role of potassium
nutrition. Plant Cell, 10(7): 1181-1191.

Zolla G, Heimer YM, Barak S. 2009. Mild salinity stimulates a
stress-induced morphogenic response in Arabidopsis thaliana
roots. J. Exp. Bot., 61(1): 211-224.

1989



