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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MARULDA (Lactuca sativa L.) TUZ STRESI UZERINE MELATONININ
ETKILERININ MOLEKULER ve FiZYOLOJiK DUZEYDE BELIRLENMESI

Meryem KUKARA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Bitkisel Biyoteknoloji Bilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR

Tuzluluk {iriin gelisimini, verimini ve kalitesini etkileyen onemli bir abiyotik stres
faktoriidiir. Marul tuz stresine oldukca hassas bir bitki olup, tuz stresi marul tarimin
etkilemektedir. Bu ¢alismada NaCl altindaki marul bitkisinde melatonin uygulamasinin
yaprak nispi su igerigi (%), klorofil miktari, hiicre membran hasari (%)’na ait fizyolojik
parametrelerdeki degisimler ile DNA metilasyonu ve bazi tuz toleranst ile ilgili genlerin
(SOS1, SOS2, AKT1, NHX1, HKT1) mRNA ifadesine de etkileri incenlenmistir. Boylece,
tuz stresinde melatonin uygulamasinin tuz toleransinda fizyolojik ve molekiiler
diizeydeki rolii aydinlatilarak marulda tuz toleransli genotiplerin 1slahina yol gosterici
temel molekiiler bilgilerin elde edilmesi hedeflenmektedir.

Calisma sonucunda, NaCl stresinin klorofil miktar1 ve nispi su igerigini azalttigi, hiicre
membran hasarmi arttirdi@i  belirlenmistir. Fakat tuzlulukla birlikte melatonin
uygulamasinin klorofil miktarini ve nispi su igerigini arttirdigini, hiicre membran hasarini
azalttig1 tespit edilmistir. Bunun yani sira, elde edilen verilere gore, NaCl stresi altinda
gen ifadesi analizleri sonucunda Yedikule ve Ivanka genotiplerinde SOS1, SOS2, AKT1,
NHX1 ve HKT1 genlerinin mRNA ifade seviyelerinin arttigi ve melatonin uygulamasinda
bu genlerin mRNA ifade seviyelerinin azaldig:1 belirlenmistir. Diger taraftan MSAP
analizi sonucuna gore, her iki genotipte de kontrole kiyasla NaCl stresinde metilasyon
seviyesinde azalma belirlenirken, NaCl stresi altinda uygulanan melatoninin ise tuz
stresine kiyasla metilasyon seviyelerini artirdigi fakat yine de bu oranin kontrolden daha
az oldugu gorilmiistiir. Bu sonuglar melatoninin tuz yanitta 6nemli bir bilesen oldugunu
gostermistir.

2019, 76 sayfa

Anahtar Kelimeler: NaCl, melatonin, metilasyon, MSAP



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF MOLECULAR AND PHYSIOLOGICAL EFFECTS OF
MELATONIN ON SALT STRESS IN LETTUCE (Lactuca sativa L.)

Meryem KUKARA

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
Department of Plant Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR

Salinity is an important abiotic stress factor that affects plant growth, yield and quality.
Lettuce which is a quite sensitive to salt stress and it effects plant production. In this
research, effects of melatonin application on salt stressed lettuces were investigated on
leaf relative water content (%), amount of chlorophyll, cell membrane damage changes
(%), alterations of physiological parameters, DNA methylations and mMRNA expressions
of some salt tolerance genes (SOS1, SOS2, AKT1, NHX1, HKT1). Thus, it is aimed to
obtain basic molecular information leading the breeding of salt tolerant genotypes the
lettuce by clarifying the role of melatonin application in salt stress at physiological and
molecular level in salt tolerance.

As a result of the study, it was determined that NaCl stress decreased chlorophyll amount
and relative water content and increased cell membrane damage. However, it was found
that MEL application with salinity increases the amount of chlorophyll and relative water
content and reduces cell membrane damage. In addition, it was determined that mMRNA
expression levels of SOS1, SOS2, AKT1, NHX1 and HKT1 genes were increased in
Yedikule and Ivanka genotypes and the melatonin application of these genes decreased
MRNA expression levels. On the other hand, according to the results of MSAP analysis,
methylation levels of NaCl stress were decreased in both genotypes compared to control,
whereas melatonin applied under NaCl stress increased methylation levels compared to
salt stress, but this ratio was still less than control. These results showed that melatonin is
an important component in salt response.

2019, 76 pages

Keywords: NaCl, melatonin, methylation, MSAP
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1. GIRIS

Marul (Lactuca sativa L.) Asteraceae familyasina ait bir¢ok iilkede yetistirilen, salata
grubu sebzeler igerisinde en ¢ok tiiketilen sebze tiirii olup; yilin tamaminda pazarlarda
bulunabilen, kendine ddllenen, biiyiik yaprakli tek yillik bir bitkidir. Onemli bir besin
kaynag1 olan marul Tiirkiye'de toplam tarim alanlarinin %3,41'ini olusturan sebze liretim
alanlar1 icerisinde %1,19’luk bir paya sahiptir (TUIK 2018). Diinyadaki toplam marul
tiretim alaninin yaklasik 1 milyon hektar1 Asya'da bulunmaktadir. Tiirkiye 490,423 ton
ile diinya tiretiminde sekizinci siradadir (FAOSTAT 2018).
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Sekil 1.1. 2014-2017 verilerine gore marul tiretiminde ilk 10 iilke (FAOSTAT 2018)

Marulun morfolojik 6zellikleri arasinda en onemli yeri tiiketilen kismi olan yaprak
almaktadir. Yapraklarin diiz veya kivircik olusu ile yaprak rengi dnemli birer ayirict
faktordiir. Ayrica, yaprak sekli ve rengi yaninda gobek ve bas olusturma, yaprak etliligi,
gevrekligi ve erkencilik gibi 6zellikler de ayiric1 faktorler arasinda sayilabilir (Vural vd

2000).



100 g marulda; %96 su, 13 cal enerji, 0,9 g protein, 0,1 g yag, 2,9 g karbonhidrat, 330
IU A vitamini, 6 mg C vitamini, 0,06 mg thiamine ve riboflavin, 0,3 mg niacin, 20 mg
Ca, 22 mg P, 0,5 mg Fe, 9 mg Na ve 175 mg K bulunur (Peirce 1987). Marul
antioksidanlar, fenolik bilesikler, lif ve karotinoidler gibi saglig1 destekleyen bilesikleri
yiiksek oranda igermektedir (Caldwell and Britz 2006; Du et al. 2014). Ayrica marulun
antosiyaninler ve diger flavonoidlerin sentezini tesvik etmek veya fenilalanin amonyak
liyaz (PAL) biyosentezinden sorumlu genleri aktive etmek yoluyla abiyotik streslerin
etkilerine kars1 bitkilerde koruma mekanizmalarini arastirmak igin ideal bir bitki oldugu
rapor edilmistir (Lee et al. 2013). Modern marul yetistiriciliginin kayda deger basarilari,
hastalik/bocek direnci, gelistirilmis kalite ve artan verim alanlarinda yapilmistir. Bu
ozellikler in vitro kosullarda bitki kiiltiir uygulamalari, biyoteknolojik yontemler ve gen
transfer stratejileri kullanilarak gelistirilebilir (Mohebodini et al. 2011).

Acikta ve ortii altinda degisik mevsimlere uygun olarak 1slah edilmis marulun yilin 12
ay1 uretimini yapmak mimkiindiir. En iyi yetistigi toprak tipleri: besin maddeleri ve
organik maddelerce zengin, kumlu tin ve killi tin arasinda kalan topraklardir. En uygun
pH: 6.0 - 7.0 arasinda, en uygun sicaklik derecesi ise 15,5°C ile 18,3°C arasinda olmalidir
(Anonim 2015).

Yiiksek tuzluluk, mahsul verimliligini kisitlayan 6nemli stres faktoriidiir. Diinya ¢apinda
800 milyon hektardan fazla arazi tuzdan etkilenmekte olup tuzluluk seviyesinin bir
sonucu olarak tiretimden ¢ikarilmaktadir. (Bartha et al. 2015). Bu durum her yil yiizlerce
milyon dolarin kaybedilmesine sebep olmaktadir (Munns and Tester 2008). Kimi bitkiler
stres kosullarina karsit mekanizmalar olustururken kimileri de kosullara adapte olurlar.
Belli bir tuzluluk derecesinde bir bitkiden verim azalmasi olmaksizin iiriin alinabilirken,
bir diger bitkiden hi¢ iirlin alinamayabilir. Bunun nedeni bitkilerin tuzluluga kars:
toleranslariin farkli olmasi, yani tuzlu topraktan su alabilmek i¢in ozmotik ayarlamay1
yapabilme yeteneklerinin farkli olmasidir. Marul bitkisi i¢in oransal verimlere karsilik
gelen sulama suyu ve toprak saturasyon eriyigi elektriksel iletkenlikleri 6rnek degerler

olarak Cizelge 1.1°de verilmistir (Kanber vd 1992; Kotuby vd 1997; Bayrakli 1998).



Cizelge 1.1. Marul bitkisinin tuzluluk toleransi

Esik Deger Verimdeki Azalma (%)
10 | 25 50

Bitki Cesidi | ECe  ECw

EC. | ECw | ECc ECw EC.
Marul 13 |09 2.1 14 | 3.2 21 | 5.2 3.4

Tuza duyarl ¢ogu kiiltiir bitkisi solma gosterir, ileri asamalarda ise yasamlar1 sona erer
ya da 6nemli tiriin kaybina ugrarlar (Kacar vd 2006). 2019 yilinda 7.74 milyar olan insan
niifusunun 2050 yilinda 12 milyara ulasacag diisiiniildiiglinde, topraklarin tuzluluga ve
diger streslere (biyotik ve abiyotik) maruz kalmaya devam etmesine bagh olarak, tarim
trlinlerinin  verimliliklerinin azalacagi ve artan insan niifusuyla birlikte besin
ihtiyaclarin karsilanamayacagi 6n goriilmektedir. Bu ihtiyact karsilamak i¢in iiretim
alanlarinda artan sulama uygulamalarinin toprakta tuz birikimine yol agacag yine iklim
degisikligiligi sonucu degisen yagis rejiminin tuzlulukla sonuglanacaginida
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, bitkilerin diger stres faktorleri ile birlikte tuzluluga

dayaniklilik diizeylerinin de belirlenmesi ve besin degerleri yiiksek toleransl bitkilerin

gelistirilmesinin 6nemi daha artmaktadir (Culha vd 2011).

Stres, biyotik ve abiyotik ¢evre faktorlerinin etkisiyle bitkilerde meydana gelen
degisimler olarak ifade edilmektedir. Stres etmenleri bitkilerde sifirdan baslayarak orta
ve en yiiksek diizeyde biiyiime ve gelismeyi olumsuz yonde etkilerken, iirinde nitelik ve
nicelik kayiplarina yol agmaktadir. Genetik adaptasyon derecesine ve ¢evre sartlarina
bagli olarak stres faktorleri bitkilere farkli diizeyde zarar vermektedir. Abiyotik ve biyotik
stres kosullarinda iirlin kayb1 %65-87 arasinda degisirken abiyotik sartlarin neden oldugu
tirtin kayb1 %51-82 arasinda degigsmektedir (Kacar vd 2013).

Soguga dayanikli, nemli hava kosullarina ihtiya¢ duyan marul tuza oldukga yiiksek
oranda hassastir ve bu hassasiyet bitkide strese neden olmaktadir. Bununla birlikte,
topraktaki asirt tuz, ozmotik strese, iyon toksisitesine, besin iyon dengesine etki eder

ayrica bitki biiylimesini ve fizyolojik fonksiyonlar1 da etkilemektedir (Zhang et al. 2018).



Tuzlulugun bitkiler tizerindeki etkisi iki farkli fazda incelemektedir. Bunlardan birincisi,
osmotik etki nedeniyle ortaya ¢ikan hizli faz (ozmotik stres), digeri ise bitkilerde tuz
toksisitesine neden olan yapraklarda tuz birikimi nedeniyle olusan yavas fazdir. Bu faz

tuzun spesifik etkilerinin gorildigi fazdir (Munns 2005).

Faz-1, bitkiler strese kisa siireli maruz kaldiklarinda olusur ve bitki koklerinin disindaki
tuzlu ¢ozeltinin osmotik etkilerinden kaynaklanmaktadir. Kokler, ¢evresindeki yiiksek
tuz konsantrasyonunu su alimin1 daha da zorlastiran bir esik deger seviyesine ¢ikartirlar.
Bunun sonucunda ise yaprak ve kok biiytimesinde kiiciik miktarlarda azalma gozlenir.
(Munns and Tester 2008).

Faz-2 ise bitkinin strese uzun siireli maruz kalmasindan sonra olugsmaktadir. Bu faz tuzun
toksik etkisine kars1 bitkinin gosterdigi bir cevaptir. Tuzlar hizli bir sekilde olusur ve
enzim aktivitesini inhibe ederler. Duyarli bitkilerde bitkinin fotosentetik kapasitesini

azaltirlar ve yash yapraklarin 6liimiine neden olurlar (Munns and Tester 2008).

Bitkide fazla NaCl alinimi, su potansiyelini azaltirken hiicredeki iyon dengesini bozup
bitki gelisimini negatif yonde etkilemektedir. Hiicrede Na* ve CI- diizeyi artarken Ca*?,
K* ve Mg*? konsantrasyonlar1 azalmaktadir. Hiicreye giren Na*, zar potansiyelini
bozmakta ve anyon kanallari vasitasiyla hiicre digindaki C17un pasif olarak hiicreye
girisini kolaylastirmaktadir. Biiylime ve gelisme igin gerekli temel elementlerden biri
olan K, osmotik dengenin korunmasinda, enzim aktivitesinin diizenlenmesinde, protein
sentezinde, negatif yiikli proteinlerin notralizasyonunda ve stomalarin hareketinde rol
almaktadir. Hiicre diginda Na™ miktarinin artmasiyla hiicreye Na*’nin girisi artarken,
K" nin hiicreye alinimi azalmakta ve buna bagli olarak K* baglanacagi alanlara Na*’nin
baglanmasindan dolayr Na'/K* dengesi bozulmaktadir. Ayrica, NaCl birikiminin
mikrotiibiillerin depolimerizasyonuna neden oldugu ve hiicre boliinmesinde ig
ipliklerinin olusumunu engelledigi diistiniilmektedir (Culha vd 2011). Na*’nin yiiksek
konsantrasyonlarinin tiim bitki hiicrelerinde (halofitlerde bile) toksik oldugu ve pek ¢ok

bitki tiiriinde normal bityiime ve gelisme i¢in K*/Na* oraninin korunmasinin temel oldugu



ifade edilmektedir (Zhang et al. 2010). Iyon dengesinin korunmasini saglayan 3 genel

mekanizma vardir, bunlar;

1) Plazma zarindaki her bir Na*/H" antiporter yoluyla Na*’nin ¢ikarimi (SOS1 antiporteri)
2) NHX1 gibi vakuolar Na*/H* antiporterler yoluyla ¢ikarimi
3) Yiiksek ve diisiik K* kanallarinin farkli fonksiyonlari yoluyla hiicrelerde K™ tutulmasi

ile gergeklesir (Zhang et al. 2010).

Tuz stresi ayn1 zamanda kloroplast ve mitokondrideki elektron tagima sistemi, yag asidi
oksidasyonu, fotorespirasyon ve ¢esitli detoksifikasyon reaksiyonlarinin indirgenmesine
neden olmaktadir. Bu islevlere, bir¢cok hiicresel bilesen ve yapilarda oksidatif zarara
neden olan ve hiicresel redoks dengesini bozan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) hizl
artiglari eslik etmektedir (Yildiz vd 2014). Gergekte, ROT’lar bitkilerin abiyotik strese
kars1 olan cevaplarinda hem stres metabolizmasinin toksik yan tiriinleri olarak hem de
kalsiyum, hormon ve protein fosforilasyonu temelli stres cevaplarinin ortaya ¢ikmasindan
sorumlu olan karmasik metabolik siire¢lerde 6nemli bir sinyal iletim molekiilii olarak ikili
rol oynamaktadirlar. Yapilan ¢alismalarda ROT sinyallerinin tuzluluk stresine cevapta da
onemli bir rolii oldugu gosterilmistir. ROT’lar hiicre temel bilesiklerini, 6zellikle
antioksidantlar tarafindan detoksifiye olmayan membran lipitlerini oksitleyerek hiicre

membran hasarina neden olabilmektedir (Karaday1 2017).

Yapilan ¢aligmalarda, toprakta tuz orani artisinin vajatatif gelismeyi olumsuz yonde
etkiledigi bu nedenle de marul biiyiikliiklerinde azalmaya yol ac¢tig1, verimde ise diisiik
tuzlulukta %11, yiiksek tuzlulukta %26’ya varan azalma meydana getirdigi tespit
edilmistir. Tuz stresi, ¢imlenme, yaprak su igerigi, fotosentez orani, klorofil igerigi, kok
ve siirgiin biiyiimesi ve lipid peroksidasyonunda azalmalara yol agmistir (Shannon et al.
1983; Barassi et al. 2006; Mota-Cadenas et al. 2010; Pérez-Lopez et al. 2013;
Mohammadi and Khoshgoftarmanesh 2014; Xu and Mou 2015).



Tuz stresi ile yapilan bir¢ok caligsma, tuzlulugun bitki metabolizmasi lizerindeki etkisinin
fizyolojik mekanizmasina odaklanmis olsa da tuz stresinin epigenetik etkileri konusunda

cok az bilgi bulunmaktadir.

Bitkilerin gen ekspresyonunu ve protein fonksiyonunu farkl sekilde diizenleme yetenegi
bitki direncinin temelini olusturmaktadir. DNA sekansinda degisiklik olmadan, gen
ekspresyonundaki degisiklikler olarak bilinen epigenetik modifikasyonlar, bitkilerin
secilen DNA sablonlarin1 susturabilecegi veya siiper aktif edebilecegi molekiiler
mekanizmalardan biridir (Habu et al. 2001). DNA metilasyonu en énemli epigenetik
mekanizmadir, geri dontisiimlidiir (Kress et al. 2001). DNA metilasyonu 1948 yilinda
Hotchkiss tarafindan ilk olarak kesfedilen epigenetik marker olmustur. Metillenme,
DNA’daki CG g¢iftleri halinde bulunan sitozinlerde ve genellikle de her iki zincirde birden
olur. Metilasyon, DNA dizisindeki guaninin Oniinde Yyerlesmis sitozinlerin (CpG)
5.karbonuna metil grubu baglanmasi ile ger¢eklesmekte ve bolgesel hipermetilasyon,
promotor bodlgede bulunan CpG adaciklarin1  etkileyerek genin aktivitesini

durdurmaktadir (Michalowsky 1989).
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Sekil 1.2. DNA metilasyon mekanizmas: (Michalowsky 1989).

Metilasyon diizeyinde bir azalma gen ekspresyonunda bir artisa yol agarken, metillenmis
DNA’nin gen ekspresyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (Finnegan et al. 1998).
Metilasyon seviyesi, bitkinin strese cevap verme yetenegine biiyiik Ol¢lide katkida
bulunmaktadir (Joel 2013). DNA metilasyon mekanizmasi, bitkilerin toprak verimliligi
degisikliklerini ve abiyotik stresleri igeren ¢esitli ipuclarina tepki vermesinin baska bir
yoludur ve mekanizma bazi fizyolojik, biyokimyasal veya adaptasyon siireclerini
anlamak i¢in kullanilmaktadir (Zenda et al. 2018). Tuz stresinin genetik modifikasyonu
uyarici ve NaCl konstrasyonuna bagli DNA hasarina neden oldugu bilinmektedir. Yine
tuzlulugun bitkilerde DNA metilasyonunun hipermetilasyon ve hipometilasyon
evrelerinin her ikisinin de degisime neden oldugu bilinmektedir (Demirkiran et al. 2013).
Bitkide stres kaynakli meydana gelen DNA metilasyonunun tespiti MSAP ve CRED-RA
teknikleri ile belirlenebilmektedir (Tsaftaris and Polidoris 2000). Bu tekniklerden biri de
AFLP’nin modifiye edilmis hali olan MSAP’dir. Farkli mantarlarda, bitkilerde ve hayvan
tiirlerinde anonim “CCGG” dizilerinin metilasyonunu incelemek i¢in kullanilmaktadir.
Bir ¢ift metilasyona duyarli izosizomer restriksiyon enzimleri kullanilir. Bunlar EcoRl,
Hpall ve Mspl’dir. Hpall ve Mspl ayni tetraniikleotid restriksiyon bolgesini (5" CCGG)
tanir, ancak sitozin metilasyonuna kars1 duyarhiliklari farkli olmaktadir (Guevara et al.

2017).



MSAP yonteminde, genomik DNA metilasyona duyarli (EcoRI/Hpall) ve metilasyona
duyarli olmayan (EcoRI/Mspl) endoniikleazlarla kesilir, ardindan elde edilen DNA
pargalar1 spesifik adaptorlere baglanir ve elde edilen DNA pargalari segici primerler
kullanarak PCR’de gogaltilir. Elde edilen PCR iiriinleri, floresan etiketli primerler (yildiz
isareti) olarak {i¢ secici niikleotit kullanilarak segici bir PCR reaksiyonunda DNA sablonu
olarak kullanilir. Se¢ici PCR iiriinleri Poliakrilamid jel’de goriintiilenir (Sekil 1.3.) (Abid
etal. 2011).

5 — GAATTC CCGG 5
§ = CTTAAG GGCC 5
l EcoRl
+
Hpall/Mspl
AATTC C
G GGC

+ EcoR1 adaptiri
Hpall/Mspl adaptirii

o

EcoRI adaptiri Hpall/Mspl adaptirleri
Primer +1 5 A
AATTCN TCG
TTAAGN AGC
. 5
On amplifikasyon:
EcoRI primeri +1
Hpall/Mspl primeri +1
Primer +3  § AAC/ACC/ACT/ACG
s AATTCA TCG wmm
W TTAAGT AGC W=
Selektif amplifikasyon: CACTAACT §
EcoRI primeri +3
Hpall/Mspl primeri +3
W= AATTCAAC TIGATCG
WS TTAAGTIG AACTAGC "=
Poliakrilamid Jel Elelktoroforezi

mmm EcoR] adaptor dizileri
mmm Hpall/Msp] adaptir dizileri

Sekil 1.3. MSAP yontemine genel bakis

Tuz stresine maruz kalmis bitkiler bu stresin neden oldugu olumsuz etkilere karsi

biyokimyasal ve molekiiler diizeyde tolerans mekanizmalar1 gelistirmistir. Gen



ekspresyonunun diizenlenmesinin sebeplerinden biri de, bitkilerin tuz stresine uyum
saglamaya calismasidir (Xiong et al. 2002). Tuz stresi altinda tuz toleransina katkida
bulunan proteinleri kodlayan genler veya tuz stresi altinda hiicrelerin korunmasina ve
onarilmasina yol agan yolaklarda bulunan enzimlerin aktivitesini diizenleyen genler ve
bu genleri aktive eden transkripsiyon faktorleri ifade olmaktadir (Flowers 2004; Munns
2005). Tuz stresi sensor genlerinin (SOS1, SOS2, AKT1, HKT1, NHX1) aktivitesini veya
endojen antioksidan seviyelerini artiran genetik degisiklikler, {iriin toleransinda faydali
bir strateji sunmaktadir. Bununla birlikte, genetigi degistirilmis iriinlere baglanan
karmagikliklar ve tartismalar nedeniyle, bu genlerin geleneksel tarimda c¢ok az
uygulamasi bulunmaktadir. Bu nedenle, stres toleransini arttirmak ve yaprak omriini
uzatmak, tuz stresine karsi enzimlerin aktivitesini arttirmak, fotosentez etkinligini
gelistirmek ve stresi tolere etmek igin gen ifadesini diizenlemek gibi alternatif bir strateji
onemli tarimsal uygulamalara yol agabilir (Munns and Tester 2008; Fan et al. 2018;
Zhang et al. 2018). Bu stratejilerden birisi olan ve tuz toleransini arttirmakta kullanilan
melatonin (MEL), son yillarda dikkat ¢ekmistir (Fan et al. 2018).

MEL (N-asetil-5-metoksitriptamin), 1958’de sigir pineal bezinde kesfedilmis ve
serotoninden (5-hidroksitriptamin) tiiretilmis indolik bir bilesiktir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. MEL’in biyosentetik yolu (Arnao and Hernandez-Ruiz 2014)

Bitkilerde MEL’in 1995 yilinda kesfedilmesinden sonra biyotik ve abiyotik stres iizerine
etkilerine yonlenilmistir. MEL’in ¢ok ¢esitli sebze, meyve, tahil, tibbi ve aromatik bitkiler
ile siis ve yabani bitki tiirlerinde bulundugu bildirilmistir (Reiter et al. 2007; Feng et al.
2014). Bitkilerde biyotik-abiyotik strese karsi bitki biyostimiilatorii gorev yapmasinin
yanisira bitki biiylimesinde (koklenme, yaprak yaslanma, fotosentetik verim ve biyokiitle
verimi) ve bitki vejetatif gelisim siireglerinde (¢igeklenme siireglerinde potansiyel bir
diizenleyici, meyve ve tohumlarin olusumu ve olgunlagsmasi) de rol oynamaktadir (Arnao
et al. 2018; Fan et al. 2018). MEL dogal kaynakli, toksik olmayan ve biyobozunur bir
hormondur. Bu ag¢idan tohum 6n ¢inlendirme yontemlerine ek olarak tohum Kkalitesi
modifikasyonlari i¢in giivenilir ve ekonomiktir (Janas and Posmyk 2013). MEL bitki
biyostimiilasyonu, ekolojik mahsulleri gelistirmek ve glivenli gida tiretimini desteklemek

i¢in timit vaat eden bir arag olmaktadir (Kotodziejczyk et al. 2016).
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Mevcut veriler ve gozlemlere dayanarak, tarimsal liretimde MEL’in yadsinamaz bir
oneminin oldugu gorilmektedir. MEL’in bitkilerdeki etkileri Cizelge 1.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 1.2. MEL’in bitkilerdeki etkileri (Arnao and Hernandez-Ruiz 2014)

MEL’in bitkilerdeki etkileri

Fidelerin biiyiimesini harekete gegirir.

Birincil kdklerin biiyiimesini tesvik eder veya inhibe eder.
Vejetatif gelisim | Govde ve yapraklarin gelisimini diizenler.

Yapraklarin yaslanmasi ile olusan klorofil kaybini geciktirir.
Fotosentezi, CO; alimin1 ve biyokiitleyi artirir.

Eksplant kiiltiirlerinde kok ve siirglin olusumunu tesvik eder.

Cesitli tiirlerde farkli ¢iceklenme asamalarini etkiler
Ureme gelisimi | Cesitli tiirlerde meyve gelisimi ve tohum olusum siirelerini

degistirir.

Stres durumlarina maruz kalan bitkilerin biiylimesini etkiler.
Stresli bitkilerde prolin seviyesinde artisa neden olur.
Stresli tohumlarin ¢imlenme oranini arttirir.
Stres altindaki | Erken yaprak dokiimii ve patojen yayilmasini hafifletir.
bitki Oksidatif strese kars1 klorofilleri korur ve bitkilerdeki

fotosentez oranini hizlandirir.

MEL dogrudan etkili bir antioksidan olarak, ROT, reaktif azot tiirleri (RNS) ve ¢esitli
kimyasal Kirleticileri detoksifiye etmektedir. MEL ayrica, membran akiskanliginda
onemli bir rol oynar ve gen ekspresyonunu artirip ya da azaltarak diizenleyici bir
membran stabilizatorii gérevi gorebilir. Bir biyostimiilator olarak MEL, anti stres
yanitinda rol alan redoks ag1 genlerinin ekspresyonunu degistirir ve fotosentez ile ilgili

parametreleri optimize ederek yaslanma genlerini baskilar ve bitkileri gii¢lendirir. Bitki
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bliylime diizenleyicisi olarak MEL, biliylime yaniti, koklenme ve dallanma ile ilgili
enzimlerin, promotdrlerin ve hormon reseptorlerinin ekspresyonunu diizenler. Bu
eylemler, indol-3-asetik asidin (IAA) aracilik ettigi bilinen yola paralel bir yolda
gergeklesebilir. Ayrica, MEL bitkilerin fenotipik tepkisini etkileyerek bitki dokularindaki
IAA seviyelerini degistirebilir. Diizenleme islemleri sirasiyla oklar ve ¢ubuk ¢izgilerle

gosterilir (Sekil 1.5.) (Arnao and Hernandez-Ruiz 2014).

« Klorofil
| detoksifikasyon - PSII
sl = — . |* Biyokutle
Membran stabilizasyonu ve ROS ve RNS etkilerinin + Karbonhidratlar
membran akiskanligi ohanmi azalmasi —_—
Antioksidan olarak
dogrudan etki Redoks Afr — Yagllik genleri

* Hiicre 6limi genleri
* Chlorophyllase geni
* Pheophorbide (oksijenaz geni)

Abiyotik Stres

Duyarli genler
Biyostimlator * Soguk veya ylksek sicaklik
= Kuraklik
: 7 |+ UV 1sinlama
MELATONIN Anti-stres tepkisi - Osmotik Sok
« Sirgin (+)
Hormon sinyal genleri « Kok (+/-)
ABA, ET, SA, JA / + Kotiledon (+)
Biiyiime tepkisi « Hiicre kaltdrd (+)
Bitki biiydme
dizenleyicisi *—-_‘

T . |- Birincil kékler
Koklenme + Yan kokler
Hormon sinyal
genleri: Auxin L} + Dallanma

- IAA seviyesi (1 /1) | IAA etidsi aRRalconoans - Yaprakgiklar

Sekil 1.5. Bir bitki biiyiime diizenleyicisi ve biyostimiilator olarak MEL’in etkisi (Kesik gizgiler,
varsayimsal iligkileri gostermektedir. (+) biiyiimenin aktivasyonunu gosterir; (-), biiyiimenin
inhibisyonunu belirtir)

Yapilan ¢aligmalarla biyoteknolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak bitkilerde MEL
seviyesinin artirtlmasinin miimkiin oldugu ortaya konmustur. O nedenle bu alanda elde
edilecek olan bir basari, hem bitkilerin stres sartlarina karsi savunma meknizmasini
gelistirerek hem de insanlarin MEL igerigi yiiksek gidalar1 tiiketmesine olanak
saglayacaktir. Tiim bu nedenlerden dolay1 bu molekiiliin bitkilerde iistlendigi gorevlerin

daha iyi anlagilmasi i¢in ¢ok fazla sayida yeni arastirmanin yapilmasi gerekmektedir

(Yakupoglu vd 2018).
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Bununla birlikte, ¢esitli {iriin tiirlerinde kiiresel DNA metilasyon profillemesi, gen
ekspresyonu ile ilgili birgok ¢alisma olmasina ragmen, marul iizerine yapilan az sayida
arastirma bulunmaktadir. Bu c¢alismada, tuz stresi altindaki marul bitkisinde DNA
metilasyonu, tuz stresi sensor genlerinin ekspresyonu ve fizyolojik parametreler lizerine
MEL’in etkisinin aragtirilmasit amaclanmistir. Bu amagcla, tuz stresi i¢in NaCl
uygulamalar1 ve antagonist olarak diisliniilen MEL uygulamalari sonucunda marul
genomunda DNA metilasyonunun valigi ve tuz stresi sensor genlerinin ekspresyonunun
nasil diizenlendigi molekiiler diizeyde tespit edilmeye calisiimistir. Boylece, morfolojik

6l¢lim sonuglarina daha kesinlik ve gilivenilirlik kazandirilmasi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Biyotik ve abiyotik ¢evre etmenlerinin etkisi altinda bitkilerde ortaya ¢ikan degisimler
stres olarak ifade edilmektedir. Stres bitkilerde biiyiime ve gelismeyi olumsuz yonde
etkileyerek triinde kalite ve verimin azalmasina, bitki ve bitki organlarinin 6liimiine
neden olmaktadirlar. Stres etmenlerinin olusturdugu zarar bitkinin olumsuz gevre
sartlarina genetik adaptasyon derecesine bagli olarak degismektedir (Singh and Dubey
1995).

Tuzluluk bitkide tohum ¢imlenmesini, bitkinin biiyiimesini, gelisimini, verim ve verim
Ogelerini, yaprak nispi su igerigini, klorofil miktarin1 ve hiicre membranini
etkilemektedir. Tohum ¢imlenmesi, bir bitkinin olusumu ve biiyiimesi igin esastir (Daiya
et al. 1980). Fidelerin yiiksek NaCl konsantrasyonlarina maruz birakilmasi, hiicrelerin
boliinmesini ve genislemesini inhibe ederek, ¢imlenmeyi engeller ve potansiyel olarak
tohum O6liimiine neden olur (Neumann 1997). Bijeh (2012), tuzlu kosullar altinda marul
tohumlarmnin ¢imlenme oranlarini arastirmistir. Tohumlara 0, 0,5, 1,0 ve 1,5 mM
konsantrasyonlarinda tuz uygulamasi yapmis ve sirastyla %95, %67, %27 ve %8

oraninda ¢imlenme oldugunu kaydetmistir.

Gida ve Tarm Orgiitii (FAO, 1985) marul sulama suyunda 0,9 dS /m, toprakta ise 1,3 dS
/m’lik bir EC esik degeri olmasi gerektigini bildirmistir (Schrader 2017). Yapilan bir
aragtirmada 1,4 dS/m sulama suyu ve 2,1 dS/m toprak EC degerleri marulda verimi %10
azaltmistir ayrica esik seviyelerinde veya iistiinde, bitkide bodur biiylime, yapraklarda
sararma ve lezyon olusumuna neden olmustur (Hoffman et al. 1979). Farkl1 bir ¢alismada
ise marula 3, 7, 11, 15, 19 ve 23 dS /m konsantrasyonlarinda tuz uygulanmis ve verimde

%350 diisiis gozlenmistir (Shannon et al. 2000).

Tugcu (2016), yaprak lahana (karalahana) yerli ¢esidini (Brassica oleracea. var. acephala
cv.) kullandig: bir ¢alismada degisik vejetasyon donemlerine kadar uyguladiklart farkli

tuz konsantrasyonlarinin fizyolojik, morfolojik ve kimyasal degisikliklerini tespit
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etmislerdir. Denemede 0, 50, 100 ve 200 mM NaCl uygulamasi, iki farkli uygulama
zamant i¢in (8 gergek yaprakli ve hasat donemine kadar) test edilmistir. Calisma
sonucunda, ele alinan farkli vejetatif donemlerden hasat donemine kadar tuz uygulamasi
ile yaprak hiicrelerinde membran zararlanmasi, yaprak sicakligi ve hasar indeksi
kriterlerinde en yiiksek ortalamalara ulagilmistir. Farkli tuz konsantrasyonlar1 sonucunda
ele alinan kriterlerden yaprak hiicrelerinde membran zararlanmasi, yaprak sicakligi ve
hasar indeksi miktarlarinin tuz konsantrasyonunun artisina bagli olarak arttigi
belirlenmistir. Diger tiim kriterlerde, tuzlugun 0 mM’dan 200 mM’e dogru artmasiyla elde
edilen ortalamalarin azaldigi tespit edilmistir. Yaprak su potansiyeli acisindan tuz
konsantrasyonu arttikca giin ortast yaprak su potansiyelinin (Wgo) diistiigli yani

yapraklarda su stresinin arttigi sonucuna vartlmaistir.

Zapata et al. (2004), farkli bitki tiirlerinde (1spanak, marul, kavun, biber, brokoli, pancar
ve domates) tuzlulugun etkilerini tespit etmek amaciyla ¢cimlenme orani, fide biiyiimesi,
etilen tiretimi solunum orani ve poliamin seviyesini degerlendirmislerdir. Kontrol
uygulamast (1 mM NaCl) ve 100, 150 mM NaCl uygulamalar1 altinda tohum
cimlendirmesi yapilmistir. Ispanak haricindeki tiirlerde fide agirligi ve ¢imlenme ytlizdesi
tuzlulukla azalma gostermistir. Cimlenme orani iizerine tuzlulugun en diistik etkisi
marulda tespit edilmistir. Solunum orani, 1spanak hari¢ tiim tiirlerde tuz miktarinin
artisiyla birlikte artis gosterdigi belirlenmistir. Diger taraftan, etilen iiretiminde ise bazi
tiirlerde artis gozlenirken digerlerinde azalis tespit edilmistir. Arastirmacilar bitkilerde
tuz stresine kars1 enzimlerin aktivitesini arttirmak, fotosentez etkinligini gelistirmek ve
stresi tolere etmek icin gen ifadesini diizenlemek gibi ¢esitli stratejiler gelistirmislerdir.
Bu stratejilerden birisi olan ve tuz toleransim arttirmakta kullanilan MEL, son yillarda

dikkat ¢ekmistir (Fan et al. 2018).

Hnilickova et al. (2019), yaptig1 bir ¢alismada farkli bitki tiirlerini (marul, 1spanak ve
semizotu) 50 giin boyunca farkli dozlarda tuz stresine maruz birakmais (50, 100, 200, 300
mmol / L) ve bitkilerde etkisini gézlemlemislerdir. Yapilan uygulamalarda marulun tuz
stresinden en fazla etkilendigi, kuru agirhgmnmn 6nemli 6lgiide azaldigi, Na* ve K*

dengesinin bozuldugu ve membran stabilitesinin etkilendigi bildirilmistir. Ispanakta,
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diisiik tuz konsantrasyonlarinda sodyum birikimi gozlenmis ve biiyiime pozitif olarak
etkilenmistir. Semizotunda ise artan NaCl konsantrasyonu ile kuru agirlikta 6nemli bir

azalma olmamug, Na*/ K™ dengesi oldugu gibi korunmustur.

Fernandez et al. (2016), tuzdan etkilenen tarimsal bir bolgede su teresi (Nasturtium
officinale L.) ve marul (Lactuca sativa) yetistirmis ve etkilerini incelenmistir. Su
teresinde, verim azalmasi ve yapraklardaki Cl birikmesi arasinda dogrusal bir iligki (R-2
= (.75) gozlenirken, verim maruldaki gibi tuzluluktan ¢ok fazla etkilenmemistir. NaCl
uygulamasi, her iki tiriiniin yaprak dokularinda Ca" alimmini etkilemesine ragmen, Na*

birikimini artirdigi, ayrica su teresinde de K* biriktirdigi tespit edilmistir.

Amirjani (2011), celtik (Oryza sativa) bitkisinde yaptigi bir ¢alismada 200 mM tuz
konsantrasyonun yapraklardaki klorofil b igerigini %41, klorofil a igerigini ise %33
azalttigini bildirmistir. Yine ayni bitkide yapilan baska bir ¢aligmaya gére 100 mM NacCl
uygulamasi yapilan bitkiler kontrolle karsilastirildiginda klorofil a, b ve karotenoid (Car)
igeriklerinde sirasiyla %30, %45 ve %36 azalma gozlenmistir (Chutipaijit et al. 2011).
Qados (2011), fasulyede tuz stresi iizerine yaptigi bir ¢alismada; NaCl uygulamasimin
klorofil igerigini onemli 6l¢lide azalttigini ayrica on giinliik uygulamadan sonra Klorofil

b, toplam klorofil ve karotenoid igerigini de 6nemli dlglide azalttigini bildirmistir.

Tuz stresinin genetik modifikasyonu uyarict ve NaCl konsantrasyonuna bagli DNA
hasarina neden oldugu bilinmektedir. Yine tuzlulugun bitkilerde DNA metilasyonunun
hipermetilasyon ve hipometilasyon evrelerinin her ikisinde degisimine neden oldugu
bilinmektedir (Demirkiran vd 2013).

DNA metilasyonu stres adaptasyonunda kritik bir rol oynamaktadir (Mirouze and
Paszekowski, 2011). DNA metilasyonundaki degisimler dokuya spesifik tek bir gen
ifadesindeki kalibin dnciiliigiinde olur. Bu degisimler 6zellikle organizmalarin ¢evresel
sartlara karsi tepkisinde gegici ¢esitlilik meydana getirdigi i¢in popiilasyon seviyesinde
oldukga 6nemlidir (Bassing et al. 2002; Chen and Ni 2006; Boyko et al. 2007). Somatik

dokularda DNA metilasyonundaki azalma ile strese spesifik genlerin ifade seviyesi
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arasinda bir baglant1 bulunmaktadir. Choi and Sano (2007), tiitiin bitkilerini aliiminyum,
tuz ve diisik sicaklik streslerine maruz birakarak, Gliserofosfodiesteraz protein
(NtGPDL) geni ve DNA metilasyonu arasindaki baglantiy1 incelemislerdir. Abiyotik
stresler tizerine metilasyon ile NtGPDL’nin ekspresyonu arasinda yakin bir iliski
oldugunu bildirmisleridir. DNA metilasyonu histon modifikasyonuna bagli oldugundan,
kodlama bolgelerinde demetilasyonun kromatin yapisinin degismesine neden olabilecegi
ve boylece transkripsiyonunu artiracagini 6ne siirmiislerdir. DNA metilasyon seviyesinin
olumsuz cevre sartlarina cevap olarak degisebilecegini ve bunun strese cevap veren

genlerin aktivasyonu ile yakindan ilgili oldugunu Wada et al. (2004) bildirmislerdir.

Kovar et al. (1997), yaptiklari ¢alismada tiitiin hiicre siispansiyonu kiiltiiriinde, ozmotik
ve tuz stresi ortamindan tekrar stressiz ortamlara alindiginda geri doniislii olan iki

heterokromatik lokasyonda DNA hipermetilasyonunun indiiklendigini gozlemlemistir.

Diinya genelinde, ekonomik degeri yiiksek olan domates, biber, fasulye, misir, bugday,
yonca, pamuk gibi bircok tarimsal iiriinde tuz stresine toleranshilik ile ilgili gerek
morfolojik ve fizyolojik gerekse sitolojik ve molekiiler diizeyde ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Ornegin; Al-Lawati et al. (2016)nin yaptiklar1 bir ¢alismada yonca
bitkisi kullanilmis olup tuza dayanikli bir ¢esit ile birlikte 11 yerel ¢esit 0-8-12-20 dS/m
degerlerinde tuz ¢ozeltilerine maruz birakilmistir. Yapilmis olan DNA analizi ve MSAP
analizleri sonucunda artan tuz konsantrasyonu ile birlikte bitki DNA’sinda metilasyon
derecesinin arttig1 tespit edilmis olmakla birlikte bitkinin gelisimi ile morfolojik

ozellikleri lizerinde olumsuz etkiler biraktig1 da tespit edilmistir.

Yapilan bagka bir calismada, tarlada yetistirilen siit asamalarindaki taze misir
yapraklarinda DNA metilasyon paternlerinin, seviyelerinin ve polimorfizm
frekanslarinin, kiikiirt (S) ve klor(Cl) tarafindan nasil etkilendigi arastirilmak icin MSAP
teknigi kullanilmistir. Sonug olarak, S ve Cl’nin, taze misir genomunun i¢ sitozindeki
demetilasyon lokuslarini artirarak, siit evresindeki misirlarin DNA metilasyon paternleri

ve seviyeleri tizerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugunu gdstermislerdir. MSAP tekniginde
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stilfiirlin, metilasyondan daha fazla DNA demetilasyonunu tetikledigini ve yaprak dokusu

orneklerinde kontrol ve klordan daha fazla oldugu belirtilmistir (Zenda et al. 2018).

Karan et al. (2012), NaCl stresi altinda dort farkli geltik genotipinin metilasyon
seviyelerini MSAP teknigi ile incelemislerdir. Arastirma sonucunda tuzluluga hassas
IR29 ve Geumgangbyeo genotiplerinde metilasyon seviyesinin sirasiyla %7,6 ve %14,1
oraninda azaldigini, tuzluluga dayanikli Nipponbare ve Pokkali genotiplerinde ise %11,2

ve %8,1 oraninda arttifin1 gézlemlemislerdir.

Karan et al. (2012), yaptiklari ¢galismada tuz stresinin derecesine gore farklilik gosteren
dort genotipte, DNA metilasyonunun kapsami ve paternleri iizerindeki etkisini MSAP
teknigi ile degerlendirmislerdir. DNA metilasyonunun miktari, kokle kiyaslandiginda
stirglinlerde tam metillenmis lokuslarin varligi, hemi-metillenmis lokuslardan daha fazla

oldugu gozlemlenmistir.

Wang et al. (2016), pamuk bitkisinde tuz stresinin etkisini arastirdiklari bir ¢alismada,
hibrit ¢esit (CCRI29) ile birlikte her iki ebeveynine 100 mL NaCl soliisyonu uygulamasi
yapmuslardir. Metilasyon seviyesi degisimini tespit etmek amagli gerceklestirdikleri
calismada MSAP analizi sonucunda tuzluluk sartlarindaki hibrit ¢esitte ebeveynlere gore

belirgin seviyede bir metilasyon artis1 oldugu tespit edilmistir.

Biyotik ve abiyotik stres sartlarina bitkilerin yanitinin anlasilmast ic¢in hasarla ilgili
molekiiler kaliplar (DAMP’ler) {izerinde ¢alisilmistir. Yapilan ¢alismada, bir DAMP olan
DNA’nin muhtemel roliiniin, marulda CpG DNA metilasyonundaki ve savunmaya bagl
tepkilerdeki degisimleri analiz edilerek degerlendirilmesi amaclanmistir. Sonuglar,
DNA’nin bitkilerde bir DAMP olarak hareket ettigini, CpG DNA metilasyon seviyelerini
degistirdigini ayn1 zamanda strese karsi savunma tepkileriyle iligkili ikincil metabolitlerin

tiretimini arttirdigini gostermistir (Vega Munoz et al. 2018).

Normal gelisim siiregleri ve fonksiyonlarinin yani sira, bitkiler, ¢esitli ¢cevresel streslerle

basa ¢ikmak igin karmasik gen diizenleme mekanizmalar1 gelistirmistir. Iklim
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uyarlamalar1 da dahil olmak {izere, strese cevap olarak gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde DNA metilasyonu, kromatin diizenlenmesi ve kiigiik RNA bazlh

mekanizmalarinda rol oynadigi ileri siiriilmiistiir (Sahu et al. 2013).

Zhao et al. (2018), MEL uygulanmis Ve tuz stresine maruz kalmis kanolada stres toleransi
i¢in iki 6nemli strateji olarak; NHX geniaracili Na* birikimi ve SOS geni aracili Na* akisi

oldugunu bildirmislerdir.

Na* sensorlerinden olan plazma membran Na* /H" antiporteri SOS genleri duruma bagh
olarak dogrudan sentezlenir. SOS yolu 3 bilesikten olusur; Ca*? sensérii olarak aktive
gosteren SOS3, bir serin/treonin protein kinazi olan SOS2 ve bir plazma membran Na* /

H™ antiporteri olan SOS1 geni seklinde tanimlanmaktadir (Silva and Geros 2009).

Shi et al. (2000), yaptiklar1 bir ¢alismada Arabidopsis thaliana’da SOS1 lokusunun Na* /
K* homeostazi igin énemli ve SOS1 mutasyonunun bitkileri yiiksek Na* ve diisiik K*
ortamlar1 tarafindan biiyiime inhibisyonuna daha duyarli hale getirdigi vurgulanmistir.
Ayrica bitkilerin NaCl stresine cevap olarak SOS1 geninin asir1 ifade oldugunu

bildirmislerdir.

Shi et al. (2002), yaptiklar1 farkli bir ¢alismada ise NHX1 geninin, Arabidopsis’te tuz
stresinde 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahip oldugunu agiklamislardir. NHX1 geninin,
vakuol igerisinde hem Na™ hem de K* bagl tagimaya aracilik ettigini, Na*/H" antiport

gorevini istlendigini ve vakuol pH'sin1 diizenledigini ortaya koymuslardir.

Yang et al. (2009), tuz stresine maruz birakilan transgenik Arabidopsis’te farkli SOS
genleri ve AtNHXI’in (Arabidopis Na*/H® antiporteri) asir1 ifade edildigini

belirlemislerdir.

Tuz stresinin etkilerini azaltmak i¢in bitkilerin Na*ve K" iyonlar1 arasinda bir denge
saglamalari gerekir. Yiiksek afiniteli potasyum tasiyict HKT ler, K* alimi yoluyla Na*

toksisitesinin azaltilmasinda anahtar rol oynamaktadir (Han et al. 2018).
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Ahmad et al. (2016), tiim canli organizmalar i¢in 6nemli bir katyonik besin maddesi ve
bitki fizyolojisinin birgok alaninda rol alan K* alim bilesenlerinden biri olan AKT1
geninin etkisini degerlendirmek igin geltikte yaptiklart AKT1 asir1 ifadesinin, 6zellikle

kokte ozmotik ve kuraklik stres toleransini artirdigini bildirmislerdir.

DNA metislasyonu, gen ifadesini degistirerek hiicre fonksiyonlarini etkileyen, bir metil
grubunun kovalent baglanan DNA metiltransferaz (DNMT) Kkatalizinde, bir CpG
dintikleotidindeki sitozinin 5-karbonundan yapiya eklenmesini ifade eden, epigenetik bir
olaydir (Anonim 2018).

MEL bitki biyostimiilasyonu i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir. Bitki fizyolojisindeki
rolii yogun olarak arastirilmis ve bitki stres savunmasinda islevi onemle vurgulanmistir.
Yapilan bir arastirmada, misir (Zea mays L.) tohumlari suyla hidrolize edilmis ve MEL
(50-500 puM) uygulanmis kontrollii tohum varyantlar1 karsilagtirilmigtir. Arastirma,
sadece hidroprim ile iliskili MEL varliginda ifade edilen proteinleri tanimlamaya
yardimc1 olmustur. MEL ile muamele edilmis tohumlarda, antioksidatif, detoksifiye edici
ve anti-stres proteinleri sentezlenmistir. Bu sonuglar, MEL’in bitki stres savunmasinda
nasil rol oynadigini ve daha yiiksek MEL igerigine sahip bitkilerin neden stres toleransi

i¢in daha fazla kapasite sergiledigini a¢iklamistir (Kotodziejczyk et al. 2016).

Li et al. (2012), MEL’in gesitli bitki tiirlerinde bir bitki bliyiime diizenleyicisi olarak
etkilerini inceledikleri bir ¢alismada, MEL’in (0,1 uM) uygulamasi, yiiksek tuzluluktan
kaynaklanan biiylime inhibisyonunu onemli 6lgiide azalttigini bildirmislerdir. MEL,
bitkilerin fotosentetik kapasitelerinin devamliligimi sagladigi ve hidrojen peroksit
(H202)’i dogrudan uzaklastirarak; askorbat peroksidaz, katalaz ve peroksidaz dahil
antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirarak ROT’ un neden oldugu oksidatif hasar1 da

azalttigini gostermislerdir.

Chen et al. (2017), bermuda ¢iminde diisik K* stresine karsi MEL etkisini
incelemislerdir. Arastirmada, MEL uygulamasinin bitki biiylimesini ve gelisimini

desteklerken stres toleransini da artirdigini gozlemlemiglerdir. Ayrica, MEL’in, diigiik K*
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stresi altindaki bitkide fotosistem II (PSII) aktivitesinin korunmasinda 6nemli bir etken

oldugu ortaya konulmustur.

Chen et al. (2018), yapilan bu ¢alismada tuz stresi altindaki misira eksojen olarak
uygulanan MEL’in, bitkinin antioksidan savunma sistemini ve fotosentetik 6zelliklerini
nasil etkiledigini incelemislerdir. Arastirma sonucu, NaCl stresinin, bitki biiylimesinde,
klorofil igeriginde ve fotosistem II’nin (PSII) fotokimyasal aktivitesinde diisiise yol
actigini gostermistir. Bununla birlikte, ROT seviyeleri, tuz stresi altinda énemli dl¢iide
artmistir. Yine ayni ¢alismada, MEL uygulamasinin ise klorofil i¢erigini artirdigini, ROT
seviyelerini azalttig1 ve misir fidelerindeki fotosentetik aktiviteyi antioksidan enzimlerin

aktivasyonu yoluyla artirdigi gozlenmistir.

Gao et al. (2018), kuraklik stresi altindaki olas1 antioksidan mekanizmasini arastirmak
icin MEL’in yulaf {izerindeki etkilerini incelemislerdir. 100 mM MEL 6n isleminin, H2O>
ve siiperoksit anyon (O2) igerigini azalttigi, %20 PEG-6000 yulaf fidelerinin
yapraklarinda siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD), katalaz (CAT) ve askorbat
peroksidaz (APX) aktivitelerini artirdigr gézlenmistir. Ayrica MEL, mitozda aktive olan
protein kinazlarin (MAPK’ler) (Asmapl, Aspkll) ve transkripsiyon faktorii (TF)
genlerinin (NAvC hari¢, WRKY'1, DREB2 ve MYB) ekspresyon seviyelerini artirmistir.
Bu calismada MEL’in MAPK’lerin ve TF’lerin ekspresyonunu indiikleyebildigini, strese
duyarli genlerin ekspresyonunu diizenleyebildigini ve bdylece bitkinin toleransini

artirdigin1 gosterilmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Kullamilan bitkisel materyal
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Arastirmada bitki materyali olarak, Ivanka ve Yedikule marul gesitleri ticari olarak temin

edilmistir.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Malzeme Markasi
Buzdolab1 Argelik 8190NF
Destile Su Cihazi GFL 2004
Elektoroforez Tanki (Yatay) OWL B2

Elektororez Akim Saglayici
Hassas Terazi

Kar Uretme Makinesi
Manyetik Karistiric

pH Metre

Santrifiij

Jel Goriintiileme Sistemi
Mikrodalga Firin

Su Banyosu

Ependorf Tiipler

PCR

Realtim PCR
Spektrofotometre
Mikropipet Takimi

Steril Kabin

Derin Dondurucu (-86)
Desikator

Aeroponic Celik Propagatorii
Iletkenlik ve Tds Olger

OWL OSP300-2Q

Mettler Toledo AL204
Scotsman, AH 198285
Daihan Scientific MSH 20A
InoLab Ph730 wtw Series
Hettich EBA-20

DNR Biolmagig Systems MiniBis Pro
Argelik, MD 592

Memmer WNB14

Ependorf

Corbett Research CG1-96
QIAGEN

Cecil, CE5502

Ependorf

Esco AC2-4E1

Nuarie

ISOLAB

X-Stream

OHAUS
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3.1.3. Kullamilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Aragtirma siirecinde kullanilan ¢ozeltilerin kimyasal icerikleri agagida verilmistir:

» Sterilizasyon islemleri icin kullanilan c¢ozeltiler

e %10’luk NaOCI
e %70’lik Etil alkol

» Cimlendirme ortaminda kullanilan kimyasallar
Tohum ¢imlendirilmesi i¢in temel besin ortami olarak Murashige and Skoog (1938)

tuzlart kullanilmigtir. MS ortaminin igerdigi kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. MS kiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlar

KIMYASAL BILESIMI Miktar1 (mg/l)
Inorganikler

Makro elementler

NH4NO3 1650
KNOs 1900
CaClz 332,2
MgSOs4 180,7
KH2PO4 170
Mikro Elementler

Na2 EDTA 37,26
FeS04.7H0 27,8
MnS0O4.H20 16,9
Kl 0,83
H3BO3 6,2
ZnS04.7H20 8,6
NazMo004.2H20 0,25
CuS04.5H,0 0,025

CoCl2.6H2.0 0,025
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» Bitki bilyiimede kullanilan besin ortamm

Denemede besi ortam1 hazir olarak saglanan Hoagland ve Arnon (1938) (Sigma H2395-
1L) kullamsmistir. Hoagland ve Arnon (1923) ortaminin igerdigi kimyasallar ve

miktarlar Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Hoagland ve Arnon (H2395) kullanilan kimyasallar ve miktarlar

KiMYASAL BILESIiMi Miktar1 (mg/l)
Inorganikler

NH4H2PO4 115,03
H3BOs 2,86
Ca(NO3)2 656,4
CuSO4+5H20 0,08
Fe2(C4H406)3 5,32
MgSO4 240,76
MgCl; - 4H20 1,81
MoOs 0,016
KNOs 606,6
ZnS04.7H0 0,22

» Stres ajam ve iyilestirici olarak kullanilan kimyasallar

e 150 mM NaCl (ACROS 327300010)
e 0,50, 100,200 uM MEL (ACROS 125362500)

> mRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve c¢ozeltiler

mRNA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler Cizelge 3.4°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. mRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

RNA izolasyonunda kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

Sodyum hipoklorit
DEPC

Trizol reagent
Kloroform
Isopropanol

Etil alkol

RNase free water

c¢DNA sentezi icin kullanilan kimysal ve ¢ozeltiler

Sodyum hipoklorit

Etil alkol

DEPC

Revertaid first strand cDNA syntheals kit
Oligo (dT)

5x reaksiyon buffer

Ribolock RNase inhibitor

dNTP mix

Revertaid M-MuLYRT

Niiklease free water

RT-PCR i¢in kullamlan kimyasal ve c¢ozeltiler

Sodyum hipoklorit

Etil alkol

DEPC

Tleri-geri primer

CYBR Green master mix
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» MSAP analizinde i¢in kullanmilan c¢ozeltiler;

MSAP analizinde kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler Cizelge 3.5’de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. mRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve ¢6zeltiler

DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler
e Tris-HCL

EDTA

NaCl

TE Buffer

Sodyum Asetat

Amonyum Asetat

Kloroform izoamilalkol

CTAB

Sodyum bisiilfit

B-merkaptoetanol

izopropanol

Proteinaz K

Etil alkol
e Riboniikleaz

MSAP analizinde kullanilan kimyasal ve cozeltiler
e NEB2

BSA

ATP

T4 DNA ligaz

dNTPs

PCR Tamponu

Tag DNA polimeraz

MetaPhor agaroz jel elektroforezi i¢cin kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler
e Agaroz

MetaPhor agaroz

TBE

Etidyum Bromiir

Bromfenol Blue
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3.2. Yontem

3.2.1. Bitki ¢imlendirme ortamlarinin hazirlanmasi

Tohum ¢imlendirilmesi i¢in temel besin ortami olarak Murashige and Skoog tuzlarindan
(M5524) 1L ortam i¢in 2,15 g ve 1,95 g MES hydrate tartilmis 950 ml saf su igerisinde
eriyinceye kadar ¢ozdiirilmiistiir. Cozeltinin PH’s1 5,8’¢ 1N NaOH ile ayarlanmig ve 2
g/l phytagel igeren erlene eklenmistir. Soliisyon 105 kPa’da 121 °C’de 20 dk
otoklavlanarak steril edilmis ve otoklavlanan besi yerinin sicakligi 40-45 °C‘ye

diistiigiinde petri kaplarina dokiilmiistiir.

3.2.2. Tohum sterilizasyonu

3.2.2.a. Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanis:

%6,15’lik NaOCI: Ticari ACROS (219255000) %15°’lik NaOCl’den 410 ml alinarak

hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

%70’lik Etil alkol: ISOLAB (920.026.2500) %100°liik etil alkol’den 70 ml alinmis ve

toplam hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmaistir.

3.2.2.b Tohum sterilizasyonun yapihisi

e 15 ml santrifiyj tiiplerine tohumlar (250 mg) eklenip her tiip kursun kalemle
etiketlenmistir. Etiketlenmis her tiip, kapagi agik bir desikatdre yerlestirmistir.

o Desikator aktif bir ¢ceker ocak i¢ine yerlestirilip valfi kapatilmistir.

e 250 mI’lik behere (%6,15) NaOCI’den 100 ml eklenerek desikatore yerlestirilmistir.
e Hizli bir sekilde bu soliison iizerine 3 ml 12 M hidroklorik asit eklenerek 4 saat

stireyle sterilizasyon gerceklestirilmistir.
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e 4 saat sterilizasyondan sonra ¢eker ocak i¢inde desikatdr kapagi agilarak NaOCl
ortamdan uzaklastirilmistir.

e Daha sonra sterilizasyon kapagi agilarak steril edilmis tohumlar yaklasik 40 dakika
boyunca havalandirilmistir. Bu siireden sonra, tohumlar ¢imlenme i¢in hazirlanan besi

ortamina aktarilmistir.

3.2.3. Bitki biiyiitme besin c¢ozeltisinin hazirlamsi

Denemede besi ortami hazir olarak saglanan Hoaglang ve Arnon (1938) (Sigma H2395-
1L)’dan 1,6 g tartilmis ve 2 L saf su igerisinde ¢ozdiirtilerek %2 Hoagland soliisyonu elde

edilmistir.

3.2.4. Tohum cimlendirilmesi, bitkilerin yetistirilmesi ve kimyasal ajanlarin

uygulanmasi

3.2.4.a. Stres ajam ve iyilestirici olarak kullamlan kimyasallarin hazirlanisi

Aragtirmada tuz stresi olusturmak i¢in Hoaglang besiyerlerine 1litre i¢in 8,75 g NaCl

eklenmistir.

ImM melatonin stok soliisyonu hazirlamak i¢in 23,228 mg melatonin tartilmis ve 50 ml
ethanolde ¢ozdiiriilmiis ve daha sonra toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.
Uygulamada kullanilan melatonin stok soliisyonundan alinan dozlar Cizelge 3.6’da

verimistir.
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Cizelge 3.6. MEL c¢ozeltilerinin igerigi

MEL (uM) 1mM MEL (ml)/100 ml saf su
0 -
50 5ml
100 10 ml
200 20 ml

3.24.b. Tohum c¢imlendirilmesi, bitkilerin yetistirilmesi ve kimyasal ajanlarin

uygulanmasi

Yiizey sterilizasyonu yapilmig tohumlar 2 MS ortam ve %1 (w/v) phytagel igeren petri
kaplarina steril sartlarda ekilmistir. Ekim yapilan petriler, stratifikasyon i¢in 5°C’de 16
saat siireyle biiyiitme kabininde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda petriler 20°C’de 16:8

saat 151k: karanlik kosullarda 7 giin siireyle ¢imlendirilmistir (Bufalo et al. 2012).

Bu siire sonunda meydana gelen normal kok ve govdeye sahip bitkiler %2 dozda Hoogland
soliisyonu (Hoagland and Arnon,1938) igeren (pH=5,5-5,7) hidroponik sisteme alinmis
ve 3 hafta siireyle gelismeleri saglanmistir. Gelismelerini tamamlamis fideler tuz stresine
alinmadan 24 saat once yapraktan sprey seklinde MEL farkli dozu uygulanarak (0, 50,
100 ve 200 uM) (Yu et al. 2018) NaCl (0 ve 150 mM NaCl) (Zapata et al. 2003) igeren
Hogland soliisyonu igeren hidroponik sistemde ayni sartlarda 15 giin siireyle strese maruz
birakilmigtir. Aragtirma tam sansa bagli deneme planina gore 3 tekrarli olarak ve her

tekerriirde 25 bitki olacak sekilde kurulmustur.

3.2.5. Fizyolojik parametreler

Aragtirmada asagida verilen fizyolojik parametreler stresin 15. giiniinde asagida ayrintili

olarak belirtilen yontemlere gore belirlenmis ve analiz edilmistir.
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3.2.5.a. Hiicre membran hasari (%)

Hiicre membran hasar1 Lutts et al. (1996)’ya gore yapilmistir. Yaprak ornekleri (1 cm
yaprak diskleri) distile su ile yikanmis ve i¢erisinde 15 ml saf su bulunan tiiplere aktarilip
25 °C’de 24 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda EC1 degeri EC metre ile 6l¢tilmiistiir.
Ardindan 6rnekler 120 °C’de 20 dk otoklavlanmis, 25°C’ye gelinceye kadar sogutulmus
ve EC: degeri EC metre ile oOlgiilmiistiir. Bu degerlerden yararlanarak asagidaki

formiilden hiicre membran hasar1 belirlenmistir.

Hiicre membran hasar1 (%) = (EC1/EC>) x 100

3.2.5.b. Nispi su icerigi (%)

Uygulama sonunda her uygulama i¢in her tekerriirden 3 bitkiden alinan yaprak
orneklerinin yas agirliklar1 (YA) (g) belirlenip kapakli petri kaplarina yerlestirilmistir.
Daha sonra yapraklarin turgorlu hale gelmeleri i¢in saf suda 4 saat bekletilmis ve 4 saat
sonra turgor agirliklari (TA) (g) belirlenmistir. Daha sonra 80°C’de etiivde 48 saat siireyle

bekletilmis ve kuru agirliklar: (KA) (g) belirlenmistir.

Yaprak nispi su igerigi asagidaki formiile gore % olarak hesaplanmigtir (Barr and
Weatherley 1962).

Nispi su igerigi (%): [(YA — KA) / (TA — KA)] x 100

3.2.5.c. Klorofil miktar1 (SPAD)

Her uygulama i¢in her tekerriirde sansa bagli olarak secilen 5 bitkinin iist yapraginin orta
damarima gelmeyecek sekilde tam orta kisimlart SPAD aleti ile (SPAD-502 Chlorophyli

Meter; Konica Minolta, Tokyo, Japan) géreceli klorofil miktar1 belirlenmistir.
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3.2.5.d. Fizyolojik parametrelere ait verilerin analizi

Fizyolojik parametrelere ait veriler tam sansa bagli deneme planina gére 2 (genotip) x 2
(NaCl dozu) x 4 (MEL dozu) faktoriyel diizende PROC GLM ile SAS 9.3 program1 (SAS
Institute 1999) ile varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

%35 6nem seviyesinde Fisher's LSD c¢oklu karsilagtirma testi ile yapilmistir.

3.2.6. Molekiiler degerlendirmeler

Strese maruz birakilan bitki 6rnekleri DNA ve RNA izolasyonu i¢in siv1 azotta bir siire

tutularak calisma yapilacagi giine kadar -80 °C’de bekletilmistir.

3.2.6.a. Gen ifadesi analizi

> RNA Izolasyonu

Maruldan RNA izolasyonu i¢in Trizol reagent (Invitrogene,USA) kullanilmigtir. 100 mg
bitki 6rnekleri sivi azot yardimiyla toz haline gelinceye kadar ezilip steril ependorf tiiplere
alinarak sivi azot igerisine birakilmistir. Sivi azottan alinan tiipler {izerine 1 ml Trizol
reaktifi (Invitrogene, USA) eklenmistir. Ornekler 5 dk oda sicakhiginda bekletilerek
niikleoprotein komplekslerinin tamamen ayrigmasi saglanmis sonrasinda 30 saniye
vortekslenmistir. Her bitki 6rnegine 0,2 ml kloroform eklenmistir. Kapaklar iyice
kapatilarak 15 saniye elle hizlica ¢alkalanmis ve 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Sonrasinda 4 °C’de 10 dakika 15000 rpm’de santrifiij edilecektir.

Ustteki s1tvi faz yeni bir steril ependorf tiipe aktarilip iizerine isopropanolle eklenerek
RNA’nim ¢okmesi saglanmstir. Ornekler -20 °C’de 20 dakika bekletilmis ve sonrasinda
10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 15000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Ust faz dokiiliir. RNA ¢okeltisinin yikama islemi i¢in %75°lik EtOH’dan 1 ml
kullanilmistir. Ornekler vorteks ile karistirilarak 5 dakika 1000 rpm’de 4 °C’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi list faz dokiiliir ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Islemler sonunda RNA peleti oda sicakliginda kurumaya birakilmis ve 30 ul RNase Free
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Water ile ¢oziiliip 10 dakika 55-60 °C’de bekletilip kullanilincaya kadar -80 °C’de

saklanmistir.

Elde edilen RNA’larin miktarlarini belirlemek i¢in Qiagen Nanodrop’da A260/280 O.D.
degerindeki Olglimler alinmistir. RNA miktarlart okunduktan sonra tiim orneklerin

miktarlar1 0,5 pg olacak sekilde ayarlanmistir.

> CcDNA analizi

cDNA sentezi igin diretici firma Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Sentez
Kiti protokoliine gore su islemler uygulanmigtir. Steril tiiplere hacimleri 0,1 ng-5 pg
olacak sekilde toplam RNA konulmustur. Ardindan 1 pl oligo (dT) primer eklenerek
toplam hacim 12 pl’ ye tamamlanmistir. Karisim ¢ok kisa santrifiij edildikten sonra 65
°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda her tipe, 4 pl 5X Reaksiyon
Buffer, 1 ul RevertAid M-MuLV RT, 2 pl 10 mM dNTP Mix ve 1 pl RiboLock RNase
Inhibitor eklenerek son hacim 20 ul’ye tamamlanmistir. Ornekler gok kisa santrifiij
edildikten sonra PCR cihazina yerlestirilmistir. 25 °C’de, 5 dakika, 42 °C’de, 60 dakika
ve 70 °C’de 5 dakika tutulmustur. Elde edilen cDNA’lar RT-PCR’ da kullanilmak tizere
-80 °C’de saklanmustir.

» gRT-PCR analizi

gRT-PCR islemini gergeklestirmek icin SYBRGreen/Hi-ROX qPCR Kiti kullanilmistir.
Protokol iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda asagidaki gibi yapilmistir. Stok master

mix asagida verildigi gibi hzirlanmistir.

Kullamilan Malzemeler Miktarlar
SYBR Green/Hi-ROX QPCR Master Mix (2X) 12,5 ul
Ileri Primer (0,3 pM) 1,2 uM
Geri Primer (0,3 uM) 1,2 uM
cDNA 5ul
Steril Su 4,5 ul
Son Hacim 25 ul
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Karigim PCR tiiplerine aktarilarak ve Qiagen Rotor Gene cihazina yerlestirilmistir.
95°C’de 10 dk, 40 dongii olacak sekilde 95°C’de 15 sn, primerlerin baglanma
sicakliklarina gore de 30 sn, 72°C’de 30 sn tutulmustur.

> Primerlerin Hazirlanmasi

Lactuca sativa genomunda yapilan biyoinformatik calismalar ile ilgili veri tabanlarindan
yararlanilarak SOS1, SOS2, AKT1, NHX1 ve HKT1 genlerine ait yeni bilgiler aday gen
icin primer tasariminda kullanilmistir. Diger bitkilerde bulunan bu secilen genlerin
protein sekanslari kullanilarak NCBI-BLAST veritabani1 taramalar1 yapilmis ve EST
protein dizileri belirlenmistir. Birinci asamada, belirlenen protein dizileri arasindan en
cok benzerlik gosterenler secilmistir. Boylece tarama yapilan EST dizileri ile Lactuca
sativa proteinlerinin ne oranda benzerlik gosterdigi saptanmustir. Ikinci asamada ise
yiiksek oranda benzerlik gosteren dizilerden ileri ve geri yonlerde primer tasarimi
yapilmistir. SOS1, SOS2, AKT1, NHX1 ve HKT1 genlerinin ortologlar1 bulunarak tespit
edilmigtir.  Boylece  Primer3  (http://frodo.wi.mit.edu/) yardimiyla primerler
tasarlanmistir. TUB ve UBQ referans genleri igin Borowski et al. (2014)’iin kullanmis
oldugu primerler kullanilmistir. Hedef genler ile referans genlere ait ileri ve geri primer

dizilimleri asagida belirtilmistir (Cizelge 3.7)

Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu, daha

sonra da uygun hesaplamalar ile 1 uM olacak sekilde ¢alisma soliisyonlari hazirlanmistir.



34

Cizelge 3.7. Kullanilan primerlerin baz dizilimi ve Tm sicakliklari

ngﬁr' Forward Primer 5°>3’ Tm Reverse Primer 5°>3’ Tm
SOS1 TGATAATAGCGGCGGAGGAG 54°C | TGGAGGTCGTGTGAAAGAGA | 52°C
SOS2 TGCTAGCTATCAAATCAGTGGAG | 53°C | CTCCAGCAGCTTTTCGAACA | 52°C
AKT1 GGGTTTCAATGTGTGGCGAT 52°C | TCACTCATCCGGTTTGCATC 52°C
NHX1 TCGCGTTATTGCTTGGGAAA 50°C | TACTCTGTTCGGTTGGTGGT 52°C
HKT1 GGAGCCACGGAATCCTATGA 54°C | TGCTGGAGAGATGAGGGAAA | 52°C
TUB TAGGCGTGTGAGTGAGCAGT 54°C | AACCCTCGTACTCTGCCTCTT | 54°C
UBQ AAGACCTACACCAAGCCCAA 52°C | AAGTGAGCCCACACTTAC 48°C

» Verilerin degerlendirilmesi ve istatiksel analizi

Gen ekspresyon analizi sonucunda drneklerin esik (threshold) degerleri belirlenmistir.

gPCR analiz sonuclarina gore orneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft

Excel programi yardimiyla hesaplanmistir. Standart sapmasi diisiik olan ornekler 3

tekerriir tizerinden degerlendirilmistir. Marul gesitlerine ait genlerin ifade oranlar1 Livak

ve Schmittgen (2001)’e gore

2-AACt

PCR analizinde genlerin ifadesi referans gen ifadesine gore gerceklestirilmistir.

3.2.6.b. MSAP analizi

» DNA izolasyonunda kullamlan ¢ozeltilerin hazirlanisi

1M Tris-HCI (1000 ml)

121,1 gram Tris-base

700 ml dH20

42 ml konsantre HCI (%37,2-12,1 M)
700 ml su igerisine 121,1 gr Tris-base karistirilmistir. Uzerine 42 ml konsantre HCI

eklenerek toplam hacim 1 litreye tamamlanmis ve otoklavlanmuistir.

oransal hesaplama algoritmasi ile belirlenmistir. RT-
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0.5M EDTA PH=0.8 (1000 ml)

136,1 g EDTA

20 g NaOH

800 ml dH20

800 ml su igerisine 136,1 g EDTA eritilip, lizerine 20 g NaOH eklenerek pH=8.0 olarak

ayarlanmistir. Filtreden ge¢irilmis ve otoklavlanmistir.

5 M NaCl (500 ml)

146,1 g NaCl

450 ml dH.0

146,1 g NaCl 450 ml suda eritilmistir. Toplam hacim 500 ml’ye tamamlanip oda

sicakliginda saklanmistir (otoklavlanmamistir).

10X TE Buffer (1000 ml)

100 ml 1 M Tris-HCI pH=8.0

20ml 0,5 M EDTA

880 ml dH20 kullanilarak hazirlanmistir.

1X TE Buffer (1000 ml)
10X TE Buffer'dan 100 ml alinip 900 ml saf suyla 1000 ml’ye tamamlanmastir.
(DNA 1X TE’de ¢oziilmiistiir)

3 M Sodyum Asetat (Ph=5,2) (100 ml)
40,8 g Sodyum Asetat (NaOAc.3H2.0) 80 ml ultra saf suda iyice eritilir ve pH= 5,2
oluncaya kadar glasiyel asetik asit (GAA) eklenmis ve toplam hacim 100 ml’ye

tamamlanmistir.

10 M Amonyum Asetat
77 g Amonyum asetat,
800 ml dH0,
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77 g Amonyum asetat 800 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Distile su kullanarak

hacmi 1 litreye tamamlanarak stok hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

DNA ekstraksiyon tamponu (50 érnek icin)

1 g toz CTAB (Setil trimetil amonyum bromdir)

0.5 g (%0,1) Sodyum bisiilfit (NaHSs ve NazS>0s karisimi) (Sigma, 243973)
5ml Tris-HCI (1 M)

14 ml NaCl (5 M)

2ml EDTA (0.5 M)

0.1 ml (%0.2) B-merkaptoetanol (v/v)

Kloroform: izoamil alkol

24: 1 oraninda hazir olarak kullanilmistir (Fluka, 25666).

2-propanol (izopropanol)

Hazir olarak kullanilmistir (Sigma, 19516).

Proteinaz K
Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmistir (Sigma, P2308).

Riboniikleaz (RNaz)
Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmigtir (Sigma R6513).

% 70’lik Etil Alkol

70 ml saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

» DNA izolasyonun yapilisi

Calisma aninda hazirlanacak olan DNA ekstraksiyon tamponu énceden 65 °C’ye 1sitilan

su banyosunda bekletilmistir. Bitki materyaline ilave edilmeden 6nce ekstraksiyon
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tamponuna %0,2 (v/v) oraninda -merkaptoetanol ilave edilmistir. Daha sonra siv1 azotta
parcalanip 2ml’lik tiiplere alinacak olan 0,3 g bitki materyali tizerine 1000 ul DNA
ekstraksiyon tamponu eklenmis ve alt tst ederek karistirilmis ve onceden 65 °C’ye
1sitilmis su banyosunda her 10 dk’da alt iist edilip karistirilarak 60 dk. bekletilmistir. Su
banyosu asamasindan sonra 10 dakika oda sicakliginda sogumaya birakilip ve bu siire
sonunda her 6rnege 750 ul kloroform izoamil alkol eklenip tiim 6rnekler 15 dk. yavasca
alt tist ederek karistirilmistir. 14000 g ve 24 °C’de 20 dk. santrifiijlendirilip tst faz yeni
bir tiipe aktarilmigtir. Alinan oranda kloroform izoamil eklenmistir. Tekrar 14000 g ve 4
°C’de 20 dk. santrifiijlendirilmis iist faz dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe aktariimistir. Ust
faza 2,5 ul RNaz ve 8 pl proteinaz K eklenmis ve 45 dak. 37 °C’de bekletilmistir. DNA’y1
¢oktiirmek icin her tiipe 100 pl amonyum asetat (10M) , 100 pl sodyum asetat (3M), ve
hacmin iki buguk kat1 kadar -20 °C’de muhafaza edilen izopropanol eklenip yavasca alt
st edilmis ve bu esnada DNA gorilmiistir. 14000 g ve 4 °C’de 20 dk. santrifiij
yapildiktan sonra tst faz atilmig. Tekrar 1 dak. santrifiij yapilarak kagitta ters cevrilip
kurutulmustur. 37 °C’de 15 dk. kurutulmus ve tizerine 100 pl 1X TE eklenmistir.

Elde edilen ornekler 24 saat +4°C’de dinlendirildikten sonra kullanilincaya kadar -

20°C’de saklanmustir.

» MSAP teknigi

200-400 ng DNA 5U EcoRlI ve 5U Mspl ya da Hpall ile kesilmistir. Toplam hacim 30 pl
olacak sekilde reaksiyon ortamina 1X NEB2 ve BSA (75 ng/ pl) eklenmistir. DNA
fragmentleri Mspl-Hpall (50 pmol) ve EcoRI (5 pmol) adaptorlerine 1 mM ATP ve 1 U
T4 DNA ligaz kullanilarak 37°C’de 3 saat bekletilerek baglanacaktir. Ornekler TEo1
tamponu ile son hacmi 200 ul olacak sekilde seyreltilmistir. ECORI ve Mspl/Hpall
adaptorlerinin sekanslar1 Vos et al. ve Xiong et al. tarafindan 6nerilen sekans dizileri ile

ayni1 secilmistir.

On amplifikasyon basamagi; 4 ul yukarida verilen iiriin, 2,5 pmol her bir primer (EO1 ve

HMO0), 200 uM dNTPs, 1X PCR tamponu ve 0,5 U Tag DNA Polimeraz igeren ve
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toplamda 20 pl son hacme sahip bir karisim kullanilarak yapilmistir. Sirasiyla 65 °C’de
ve 95 °C’de ikiser dakikalik 6n uygulamanin ardindan 20 dongiilik amplifikasyon
uygulamasi agagidaki gibi yapilmistir.

o Denatiirasyon: 94 °C’de 20 saniye

o Baglanma: 56 °C’de 30 saniye

o Uzama: 72 °C’de 2 dakika

o Sonlandirma basamagi: 72 °C’de 2 dakika ve 60 °C’de 30 dakika

Sonlandirma basamaginin ardindan PCR {iriinii 1:10 oraninda TEo: tamponu ile
seyreltilmistir. Segici amplifikasyonlar ise belirlenen primer kombinasyonlariin
kullanilmastyla yapilmistir. Bu reaksiyonlar, toplam hacmi 20 pl olan ve 4 ul 6n
amplifikasyon karisimi, 1,5 pmol hem 6-FAM hem de JOE floresan boyalariyla
isaretlenmis EcoRI primeri, 5 pmol Mspl-Hpall primeri, 200 uM dNTPs, 1X PCR
tamponu ve 0,5 U Taq DNA polimeraz igeren karisim ile gergeklestirilmistir.
Uygulamada Touch Down PCR tekniginden yararlanilmistir. Ornekler Methafor agaroz

jelde goriintiilenmistir.

MSAP tekniginde Ding et al. (2019)’un kullanmis oldugu primerler kullanilmustir.
primerler firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu, daha sonra da uygun
hesaplamalar ile 1 pM olacak sekilde ¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmistir. Calismada

kullanilan primerlerin baz dizileri Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. Kullanilan primer ve adaptorlerin baz dizilimi

Primer 523
Eco RI primer +1 (50 ng/uL) GACTGCGTACCAATTCG
Hpa II- Msp I primer +1 (50 ng/uL) GATGAGTCTCGATCGGT

EcoRI primer +3 (12 ng/uL) GACTGCGTACCAATTCATG
GACTGCGTACCAATTCACC
GACTGCGTACCAATTCACG
GACTGCGTACCAATTCAGA
GACTGCGTACCAATTCATC
Hpall- Mspl primer +3 (50 ng/uL): ATCATGAGTCCTGCTCGGTCG
ATCATGAGTCCTGCTCGGTTC
ATCATGAGTCCTGCTCGGTTG
ATCATGAGTCCTGCTCGGTGA
GATGAGTCTCGATCGGTTAC
Hpall-Mspl adapter GACGATGAGTCTCGAT
CGATCGAGACTCAT
EcoRI-adapter CTCGTAGACTGCGTACC
AATTGGTACGCAGTC

MmMoOwW>»MUOW>

» MetPhor agaroz jel elektroforezi

Kullanilan Malzemeler;

v' 4,5 g metpahor agaroz

v' 1,5gagaroz

v 250 ml sogutulmus 1X TBE (Tris-base buffer)

» PCR ve elektroforez islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

Etidyum Bromiir Cozeltisi

500 ml 0,5 X TBE tamponu igerisine 300 ml etidyum bromiir ilave edilerek hazirlanmis

ve karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Loading Buffer Cozeltisi

0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliserol’iin toplam hacminin 100 ml’ye tamamlanmasiyla

hazirlanmistir. Cozelti otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

10X TBE tamponu
108 g Tris-base

55 g Borik asit

40 ml 0,5 M EDTA
700 ml dH20O

700 ml distile su igerisinde 108 g Tris-base, 55 g Borik asit ve 40 ml 0,5 M EDTA

¢ozlilmistiir. Toplam hacim 1000 m1’ye tamamlanmis ve otoklavlanmistir.

0,5X TBE tamponu

Bu araGtirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak hazirlanmis ve seyreltilerek
(50 ml 10X TBE Tamponu + 950 ml saf su) 0,5X TBE tamponu hazirlanmstir.

Jelin Hazirlanisi

2000 ml’ lik beher igerisine 250 ml sogutulmus 1X TBE ilave edilerek manyetik
karistirict iizerine konulur. 1,5 g agaroz ilave edilerek ¢dziinmesi saglanir. Agaroz
¢oziindiikten sonra 4,5 g metpahor agaroz yavas yavas behere eklenir ve karistirilir. Daha
sonra soliisyon, agarozun tamamen erimesini saglamak i¢in mikrodalgaya alinir. Agaroz

¢ozeltisinin erime/¢ozlinme sirasinda kopiliklenmesini 6nlemeye yardime1 olmak i¢in:

A. Beher mikrodalga firinda orta giigte 1 dakika 1s1tild1.
B. Cozeltiyi mikrodalgadan ¢ikarildu.
C. Soliisyonun 15 dakika boyunca sogumasini beklendi.
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Cozelti kaynayana kadar mikrodalgada yiiksek giicte tekrar 1sitilir. Kaynama noktasinda
tiim pargaciklar ¢oziinene kadar bekletilir. Coziinmeden sonra ¢ozelti 50°C - 60°C'ye

kadar sogutulur.

Jel tankinmin hazirlanisi

Taraklar tanka yerlestirmis 40-50 dk jel donana kadar bekletilmistir. Soguyan jel i¢erisine
5ul EtBr eklenmistir. Daha sonra Jel tanka dokiilmiis ve jelin donmasi beklenilmistir. Jel

donduktan sonra taraklar ¢ikarilmustir.

Not: Jel tabakasi cihaza yerlestirildikten sonra tanka jelin listlinii kapatacak selikde 1X
TBE eklenir. Elektrik akiminin diiz bir sekilde olmasi i¢in jelin kuyucuklarinda hig bir
hava kabarcigi kalmamasi gerekmektedir. Cihaz1 c¢alistirmadan 6nce bu hava

kabarciklarinin tamamen temizlenmesi gerekmektedir.

Not: 8 ul niikleik asit, 3 ul Brom Fenol Blue ile birlikte pipetaj yapilarak kuyucuklara
yiiklenmis ve Jel 120 V’da 120 dk yiritiilmistiir.

» MSAP verilerinin degerlendirilmesi

MSAP analizi sonucunda primerlerin toplam, tam ve hemi-metilasyon siniflari ve oranlari
Microsoft Excel programi yardimiyla hesaplanmigtir. Marul ¢esitlerine ait DNA

metilasyon oranlar1 ve siniflar1 Tang et al. 2014’°e gore belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismamizda, ivanka ve Yedikule marul genotiplerinde 150 mM NaCl ve farkli
konsantrasyonlarda (0, 50, 100, 200 uM) uygulanan MEL uygulamalarinin yaprak
dokusundaki hiicre membran hasarina (%), nispi su igerigine (%), klorofil miktarina
(SPAD) etkisi ile tuzluluk stresi ile iliskili oldugu bilinen genlerin (SOS1, SOS2, AKT1,
NHX1ve HKT1) ifadesi tizerine olan etkileri belirlenerek asagida belirtilen analiz

sonuclaria ulasilmistir.

4.1. Hiicre Membran Hasar1 (%0)

Hiicre membran hasar1 oran1 (%) {izerine genotipin etkisinin 6nemli (p<0,05),
uygulamanin ve bunlarin (GxU) interaksiyonlarinin etkisinin ise ¢ok dnemli (p<0,01)

oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Uygulamalara gore genotiplerin hiicre membran hasari (%)

Uygulama Yedikule Ivanka Ortalama
Kontrol 38,08°¢ 32,03¢ 35,06°
50 uM Mel 31,49¢% 29,00 30,25f
100 uM Mel 31,24¢% 30,02¢f 30,63f
200 pM Mel 27,72¢ 30,61¢f 29,17°
150 mM NaCl + 0 uM Mel 72,642 66,842 69,742
150 mM NaCl + 50 uM Mel 53,94° 60,31° 57,12°
150 mM NaCl + 100 uM Mel 36,25¢d 56,35°¢ 46,30°
150 mM NaCl + 200 uM Mel 41,88° 42,974 42,434
Ortalama 41,668 43,524 42,59

F Degeri (Genotip) (G) - - 6.67*

F Degeri (Uygulama) (U) 66.34** 301.94** 205.63**
F Degeri (GxU) - - 17.35**
Varyasyon Katsayisi (%) 7.61 3.55 5.86

: Ayni siitunda ve satirda ayni harf ile isaretli ortalamalar birbirinden farksizdir. * ve ** ile isaretli F
degerleri 0,05 ve 0,01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
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Genotipin ana etkisi degerlendirildiginde, uygulamalarin ortalamalarina gére ivanka
genotipinin hiicre membran hasar orani (%32,03), Yedikule genotipinden (%38,08) daha
diisiik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Uygulamanin ana etkisi karsilastirildiginda ise
uygulamalara gére membran hasar orani, %29,17 ile %69,74 arasinda degismistir.
Kontrole gore MEL uygulamasinin tek basina etkileri incelendiginde MEL’deki
konsantrasyon artist membran hasar oranini dikkate deger oranda azaltmistir (Cizelge
4.1). Tuz stresi (%69,74) kontrole (%35,06) gore hiicre membran hasarini artirmis ve tuz
stresinde uygulanan MEL’in ise tuz stresine gore konsantrasyon artigina bagli olarak

hiicre membran hasarini engelledigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Genotiplerin hiicre membran hasar oran1 uygulamalara gore degisim gostermesi genotip
x uygulama interaksiyonunun ¢ok dnemli (p<0,01) olmasina neden olmustur (Cizelge
4.1). Her iki genotipte de tek basina MEL uygulamas1 kontrole gére konsantrasyon
artisina bagl olarak hiicre membran oraninda azalmalara neden olmustur. Her iki
genotipte de tuz stresinde kontrole gore hiicre membran hasar oraninda artis goriilmiistiir.
Diger taraftan her iki genotipte de tuz stresinde uygulanan MEL konsantrasyon artigsina
paralel olarak tuzluluk stresindeki hiicre membran hasar oranindaki artis1 engelledigi

belirlenmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Uygulamalara gore cesitlerin hiicre membran hasar1 oranlar1 (%)
4.2. Nispi Su Icerigi (%)
Nispi su igerigi degeri lizerine genotipin, uygulamanin etkisinin ¢ok énemli (p<0,01),

uygulamanin ve bunlarin (GxU) interaksiyonlarinin etkisinin ise 6nemli (p<0,05) oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Uygulamalara gore genotiplerin Nisbi su igerigi

Uygulama Yedikule Ivanka Ortalama
Kontrol 72,8430 74,082 73,462
50 pM Mel 75,332 72,602 73,972
100 uM Mel 74,932 68,40° 71,662
200 uM Mel 72,4320 68,43° 70,43
150 mM NaCl + 0 uM Mel 57,564 52,48 55,02
150 mM NaCl + 50 uM Mel 64,84¢ 56,43¢ 60,63¢
150 mM NaCl + 100 uM Mel 68,09°¢ 65,49° 66,79¢
150 mM NaCl + 200 uM Mel 69,300° 67,84° 68,57
Ortalama 69,414 65,728 67,57

F Degeri (Genotip) (G) - . 28.84**
F Degeri (Uygulama) (U) 15.72** 37.25%* 46.37**
F Degeri (GxU) - - 2.40"
Varyasyon Katsayisi (%) 3.75 3.25 3.53

1: 1:Aym siitunda ve satirda aym harf ile isaretli ortalamalar birbirinden farksizdir. * ve ** ile isaretli F
degerleri 0,05 ve 0,01 ihtimal diizeyinde dnemlidir.

Genotipin ana etkisi degerlendirildiginde, uygulamalarm ortalamalarina gore ivanka
genotipinin nispi su igeriginin (%74,08), Yedikule genotipinden (%72,84) daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). Uygulamanin ana etkisi karsilastirildiginda ise
uygulamalarin nispi su igerigi %55,02 ile %73,97 arasinda degismistir. Kontrole gore 50
uM MEL uygulamasinin azda olsa nispi su igerigini artirdii ancak aralarindaki farkin
o6enmli olmadig1 belirlenmistir. Diger MEL konsantrasyonlarinda ise kontrole gore nispi
su igeriginde azalma goézlenmistir (Cizelge 4.2). Tuz stresinin (%55,02) kontrole
(%73,46) gore nispi su igerigini azalttigi ve tuz stresinde uygulanan MEL’in ise tuz
stresine gore konsantrasyon artigi ile birlikte nispi su igerigini arttirdigl belirlenmistir

(Cizelge 4.2)

Genotiplerin MEL uygulamalarina gore nispi su igerigi degerleri farklilik gostermis bu
da genotip x uygulama interaksiyonunun &nemli olmasina neden olmustur (p<0,05)
(Cizelge 4.2). Ivanka genotipinde tek basina MEL’in tiim konstrasyonlarinda kontrole
gore nispi su igeriginde azalisa neden olmustur. Yedikule genotipinde ise 50 uM ve 100
uM MEL kontrole gore daha yiiksek nispi su igerigi belirlenirken 200 uM MEL’de daha

diisiik oldugu tespit edilmistir. Yine her iki genotipte de tuz stresinde kontrole gére nispi
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su igeriginde azalis goriilmiis bu azalis Ivanka genotipinde daha fazla olmustur (Sekil

4.2).
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Sekil 4.2. Uygulamalara gdre genotiplerin nispi su igerikleri (%)

Diger taraftan her iki genotipte de tuz stresinde uygulanan MEL, konsantrasyon artigina
paralel olarak tuzluluk stresindeki nispi su i¢erigindeki azalisi engelledigi belirlenmistir

(Cizege 4.2 ve Sekil 4.2).

4.3. Klorofil miktar1 (SPAD)

Cizelge 4.3 incelendiginde SPAD degeri lizerine genotipin etkisinin énemli (p<0,05)
oldugu; genotipin, uygulamanin ve bunlarin (GxU) interaksiyonlarinin etkisinin ¢ok

onemli (p<0,01) oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Uygulamalara gore genotiplerin SPAD degerleri

Uygulama Yedikule  ivanka Ortalama
Kontrol 39,10°¢ 42,40P¢ 40,75°
50 uM Mel 47,97° 45,372 46,67°
100 uM Mel 52,1020 46,532 49,323
200 uM Mel 54,872 48,372 51,622
150 mM NaCl + 0 uM Mel 32,874 36,93¢ 34,90¢
150 mM NaCl + 50 uM Mel 38,63¢ 41,20° 39,92¢
150 mM NaCl + 100 uM Mel 41,23° 42,63¢ 41,93°
150 mM NaCl + 200 uM Mel 42,27° 43,37b¢ 42,82°
Ortalama 43,637 43,354 43,49

F Degeri (Genotip) (G) - F 0.16%
F Degeri (Uygulama) (U) 19.13** 13.43** 31.12%*
F Degeri (GxU) - - 4.38**
Varyasyon Katsayisi (%) 6.73 3.83 5.49

L:Aym siitunda ve satirda aym harf ile isaretli ortalamalar birbirinden farksizdir. %¢ ve ** ile isaretli F
degerleri 0,05 diizeyinde 6nemsiz ve 0,01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.

Genotipin ana etkisi degerlendirildiginde, MEL uygulamalarinin ortalamalarina gore
Yedikule genotipinin SPAD degeri (43,63), Ivanka genotipinden (43,35) daha yiiksek
oldugu belirlenmis ancak aralarindaki farkin 6nemsiz (p<0,05) oldugu goriilmiistiir.
Diger taraftan uygulamanin ana etkisi karsilastirildiginda ise uygulamalara ait SPAD
degeri, 34,90 ile 51,62 arasinda degismistir. Kontrole gére MEL uygulamalarinin tek
basina etkileri incelendiginde MEL’deki konsantrasyon artigina paralel olarak SPAD
degerinde dikkate deger artis gézlenmistir. Yine tuz stresinin kontrole (40,75) gére SPAD
degerini (34,90) azalttig1 ve tuz stresinde uygulanan MEL’in ise tuz stresine gore
konsantrasyon artigina bagli olarak SPAD degerlerinde artisa neden oldugu belirlenmistir

(Cizelge 4.3).

Genotiplerin SPAD degeri, uygulamalara gore degisim gostermis bu da genotip X
uygulama interaksiyonunun ¢ok énemli olmasina neden olmustur (p<0,01) (Cizelge 4.3).
Her iki genotipte de tek basina uygulanan MEL, kontrole gore konsantrasyonundaki artisa
bagli olarak SPAD degerinde artisa neden olmustur. Her iki genotipte de tuz stresinde
SPAD degerinde kontrole gére azalma belirlenmistir. Yine her iki genotipte de tuz
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stresinde uygulanan MEL, konsantrasyonundaki artisa bagli olarak tuz stresinde elde

edilen SPAD degerlerine gore artisa neden olmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Uygulamalara gore ¢esitlerin SPAD degerlerine etkisi

Sonug olarak, iki genotipte de stressiz sartlarda uygulanan MEL’in SPAD degeri lizerine
onemli bir etkisi olmus ve MEL tuzluluk stresindeki SPAD degerindeki azalist
engellemistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3).

4.4. mRNA Ifade Analiz Sonuclar:

Arastirmada incelenen SOS1, SOS2, AKT1, NHX1 ve HKTL1 genlerinin mRNA

seviyelerine ait sonuglar asagida sirasiyla agiklanmistir.

SOS1 gen ifade analiz sonuglarina goére hem Yedikule hem de Ivanka genotiplerinde tek

basina MEL uygulamalarinda SOS1 geninin doz artisina bagli olarak downregiile oldugu
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belirlenmistir (Sekil 4.4). Bununla birlikte, Ivanka’da hem tek basma NaCl
uygulamasinda hem de NaCl stresi altinda 50 uM MEL uygulamalarinda bu genin
upregiile oldugu tespit edilmistir. Yedikule genotipinde ise tek basina NaCl
uygulamasinda upregiilasyon meydana gelirken NaCl stresi altinda uygulanan tiim MEL
konstrasyonlarinda downregiilasyon meydana gelmistir. SOS1 geninin en yiiksek
upregiilasyon orani (5,18) 0 MEL + 150 NaCl uygulamas1 ile Yedikule genotipinde
belirlenirken, en diisiik downregiilasyon orani tek basina 50 Mel NaCl uygulamasi ile

Yedikule’nin yaprak dokusunda belirlenmistir (Sekil 4.4).

SOS1
6_
m= 50 MEL+ 0 NaCl

£ == 100 MEL+ 0 NaCl
;GE? 4- mm 200 MEL+ 0 NaCl
g m= 0 MEL + 150 NaCl
jt‘ ) == 50 MEL+ 150 NaCl
z g s 100 MEL+ 150 NaCl
E I mm 200 MEL+ 150 NaCl

0 — - T

Ivanka Yedikule
Genotip

Sekil 4.4. Tuzluluk stresi ve MEL uygulamasi altindaki genotiplerin yapraklarindaki
SOS1 geninin ifade degisimleri (244

SOS2 geni ifade analiz sonuglarina gore iki genotipte tek bagina MEL uygulamalarinda
SOS2 geninin dowregiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5). Hem tek basina Mel
uygulamasinda hem de NaCl stresi alttnda MEL uygulamalarinda Ivanka’da SOS2 gen
ifadesi downregiile iken Yedikule’de bu uygulamalardan 50 Mel+ 150 NaCl’de genin
upregiile oldugu tespit edilmistir. SOS2 geninin en yiiksek upregiilasyon orani (8,25) 0
Mel + 150 NaCl uygulamas: ile Yedikule genotipinde belirlenirken en diisiik
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downregiilasyon oran1 (0.01) 50 Mel +150 NaCl uygulamasi ile Yedikule genotipinde
belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Tuzluluk stresi ve MEL uygulamasi altindaki genotiplerin yapraklarindaki
SOS2 geninin ifade degisimleri (244"

Caligmamizda, tek basma MEL uygulamasmin iki genotipte de AKT1 geninin
downregiilasyonuna neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6). Bununla birlikte hem tek
basina NaCl uygulamasinda hem de NaCl stresi altinda 50 uM MEL uygulamalarinda iki
genotipte de AKT1 gen ifadesi upregiile oldugu belirlenmistir. AKT1 geninin en yiiksek
upregiilasyon orani (3.24) 0 Mel + 150 NaCl uygulamasi ile en diisiik downregiilasyon
oran1 ise (0,01) ile 200 Mel + 150 NaCl uygulamasi ile Yedikule genotipinde
belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Tuzluluk stresi ve MEL uygulamasi altindaki genotiplerin yapraklarindaki
AKT1 geninin ifade degisimleri (244"

Calismamizda ifade oranini degerlendirdigimiz bir diger gen olan NHX1 geninin, hem tek
bagima NaCl uygulamasinda hem de NaCl stresi altinda 50 MEL uygulamalarinda her iki
genotipte de upregiile oldugu belirlenmistir. NHX1 geninin en yiiksek upregiilasyon orani
(3,83) 0 Mel + 150 NaCl uygulamasi ile en diisiik downregiilasyon orani ise (0,013) ile
50 Mel + 150 NaCl uygulamasi ile Yedikule genotipinde belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Tuzluluk stresi ve MEL uygulamasi altindaki genotiplerin yapraklardaki
NHX1 geninin ifade degisimleri (244

HKT1 geninin yaprak dokularinda iki genotipte tek basina MEL uygulamalarinda ve
NaCl stresi altinda MEL uygulamalarinda downregiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).
Diger taraftan NaCl stresi altinda her iki genotiptede HKT1 geninin upregiile oldugu
gozlenmistir. HKT1 geninin en yiiksek upregiilasyon orani (3,23) 0 MEL + 150 NaCl
uygulamasi ile Yedikule genotipinde belirlenirken en diisiitk downregiilasyon orani (0,20)
ile 100 MEL + 150 NaCl uygulamasi ile Yedikule genotipinde olmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Tuzluluk stresi ve MEL uygulamasi altindaki genotiplerin yapraklardaki
HKT1 geninin ifade degisimleri (244"

4.5. MSAP Analizleri ve % Polimorfizm

MEL ve NaCl konsantrasyonlari, Ivanka ve Yedikule marul gesitlerine uygulanarak bitki
genomlari lizerine epigenetiksel degisiklikleri test etmek amaciyla 5 adet primer MSAP
analizinde kullanilmistir. MSAP ile yapilan bu teknikte bantlar dort sinifa ayrilir: her iki
enzim kombinasyonu i¢in bantlarin varligini belirten, metillenmemis bolgeler olan tip I;
sadece yari-metillenmis bir bant olan EcoRI / Hpall i¢in bantlarin mevcudiyeti ile
gosterilen tip I, EcoRI / Mspl i¢in bantlarin mevcudiyeti ile gosterilen tip 111, ve her iki
enzim kombinasyonu i¢in bir bandin yoklugu ile gosterilen tip IV (Wang et al. 2011).

Bu calismada, yukarida agiklanan smiflandirmaya gore, III ve IV bant tipleri tam
metilasyonu temsil etmektedir (Cizelge 4.4). Ivanka genotipinde metillenmis bantlarin
toplam yiizdesi (tip II + III + IV) ile 6l¢iildiigiinde, genel DNA metilasyon seviyesi
kontrolde %62 iken NaCl stresine maruz birakilmis bitkilerde %53,7’dir. Kontrolle
karsilasstirildiginda tek basina MEL wuygulamalarinda DNA metilasyon oraninin
konsantrasyon artisina bagli olarak azaldigi gozlenmistir. NaCl stresi altinda MEL

uygulamalarinda ise 50, 100 ve 200 uM MEL uygulamalarinda DNA metilasyon
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seviyesinde sirastyla %3,7, %2,7, ve %0,9 oraninda azalma meydana geldigi gorilmiistiir.
Kontrolde %18,5 hemi-metillenmis DNA band (tip II) varken ve NaCl stresi uygulanmis
bitkilerde toplam bantlarin %19,4’inii olusturan tip II bandin varhig gozlenmistir. Bu
bulgu, hemi-metillenmis bolgelerin %0,9 oraninda arttigini1 géstermistir. Kontrol ve NaCl
stresi uygulanan gruplarda sirasiyla (%43,5) ve (%34,3) tam metillenmis DNA bandi (tip
III + IV) gozlendi; bu, sirasiyla tam metillenmis DNA seviyesinin %9,2 oraninda

azaldigin1 gostermistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Ivanka genotipinde MEL ve NaCl stresi altinda DNA metilasyon seviyeleri

0 uM Mel 50 uM Mel 100 uM Mel 200 uM Mel
Prifeiag Simflar 0mM 150 0 mM 150 0mM 150 0mM 150
NaCl mM NaCl g NaCl mM NaCl mM
NaCl NaCl NaCl NaCl
Class | 9 7 8 8 7 7 4 6
A Class Il 2 5 2 2 4 4 2 4
Class 11l 2 3 2 2 4 3 7 2
Class IV 5) 3 6 6 3 4 5 6
Class | 9 9 8 9 9 8 9 10
B Class Il 5 5 7 6 5 7 8 6
Class 11 5 5 5 4 5 5 3 4
Class IV 6 6 5 6 6 5 5 5
Class | 8 15 12 12 12 10 14 12
c Class Il 4 3 4 4 4 3 4 4
Class 11 5 4 4 3 2 3 2 4
Class IV 6 1 3 4 5 7 3 3
Class | 9 12 10 11 9 12 10 6
D Class Il 4 6 4 5 8 5 6 6
Class 11 7 2 4 4 4 3 3 7
Class IV 5 5 7 5 4 5 6 6
Class | 6 7 4 5 6 7 7 8
E Class Il 5 2 4 3 4 4 3 3
Class Il 2 4 5 5 2 3 4 2
Class IV 4 4 4 4 5 3 3 4
108 108 108 108 108 108 108 108
Toplam bant sayisi
Hemi metilasyon orani 18,5 19,4 19,4 18,5 23,1 21,3 21,3 21,3
(%)
Tam metilasyon orani 435 34,3 41,7 39,8 37,0 38,0 38,0 39,8
(%)
Toplam metilasyon orant 62,0 53,7 61,1 58,3 60,2 59,3 59,3 61,1
(%)

1 veya 0 puan, sirastyla gruplarin varligini veya yoklugunu gosterir.

Toplam metillenmig bant orant = [(I1 + 1 + 1V) /(1 + 1 + 1l + V)] x100

Tamamen metillenmis bant orant = [(I1] + V) / (I + 11+ 11 + IV)] x 100

Hemi-metillenmis bant oran1 = [(I1) / (I + Il + 111 + V)] x100

Tip I, metillenmemis bantlardir; Tip II, hemi-metillenmis bantlardir ve ITI + IV tipleri tamamen metillenmis
bantlardir.
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Yedikule genotipinde metillenmis bantlarin toplam yiizdesi ile 6l¢iildiigiinde, genel DNA
metilasyon seviyesi kontrolde %54,2 iken NaCl stresine maruz birakilmis bitkilerde
%48,6’dir. Kontrolle karsilastirildiginda tek basina MEL uygulamalarinda konsantrasyon
artisina bagli olarak DNA metilasyon oraninin azaldigi gézlenmistir. NaCl stresi altinda
MEL uygulamalarinda ise 50,100 ve 200 uM MEL uygulamalarinda DNA metilasyon
seviyesinde sirasiyla %3,7, %2,8 ve %0,9 oranlarinda azalma meydana geldigi
goriilmiistiir. Kontrolde %14 hemi-metillenmis DNA bandi varken ve bu oran NaCl stresi
uygulanmis bitkilerde toplam bantlarin %16,8'ini olusturmustur. Bu bulgu, hemi-
metillenmis bolgelerin %2,8 oraninda arttigini gostermistir. Kontrol ve NaCl stresi
uygulanan gruplarda sirasiyla (%40,2) ve (%31,8) tam metillenmis DNA bandi gézlendi;
bu, sirastyla tam metillenmis DNA seviyesinin %8,4 oraninda azaldigin1 gdstermistir

(Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Yedikule genotipinde MEL ve NaCl stresi altinda DNA metilasyon
seviyeleri

0 uM Mel 50 uM Mel 100 pM Mel 200 pM Mel
Primerler | Stmflar 0 mM 150 0mM 150 0 mM 150 0mM 150
Nacl ™ et ™ Nacr ™| N ™M
NaCl NaCl NaCl NaCl
Class | 5 7 4 6 5 5 6 2
A Class Il 2 3 2 3 5 5 2 2
Class I11 6 5 5 4 4 4 4 7
Class IV 4 2 6 4 3 3 5 6
Class | 13 14 18 17 17 17 18 19
Class Il 2 5 4 4 4 6 4 5
B Class 11l 4 4 3 4 4 3 4 4
Class IV 11 7 5 5 5 4 4 2
Class | 12 11 10 9 11 13 9 10
Class Il 3 4 3 6 2 2 6 4
c Class I11 2 2 2 2 4 2 2 3
Class IV 2 2 4 2 2 2 2 2
Class | 10 10 9 10 9 10 9 10
D Class Il 5 4 5 5 5 4 5 4
Class I11 2 3 4 3 2 4 4 4
Class IV 4 3 3 5 3 3 3
Class | 9 13 9 11 9 7 10 9
Class Il 3 2 4 2 4 4 5 3
E Class 11l 5 2 4 3 4 5 3 4
Class IV 3 3 3 4 3 4 2 4
Toplam
bant 107 107 107 107 107 107 107 107
Sayisi
Hemi metilasyon orani | 14,0 16,8 16,8 18,7 18,7 19,6 20,6 16,8
(%)
2;2')“ metilasyon oram | 405 319 | 364 318 | 336 318 | 308 364
Toplam metilasyon 54,2 48,6 53,3 50,5 52,3 51,4 51,4 53,3
orani (%)

1 veya 0 puan, sirastyla gruplarin varligini veya yoklugunu gosterir.

Toplam metillenmis bant orani = [(I1 + 11 + V) / (1 + 11 + 1l + V)] x100

Tamamen metillenmis bant oran1 = [(III + IV) / (I + 11 + III + 1IV)] x 100

Hemi-metillenmis bant oran1 = [(I1) / (I + I + 111 + V)] x100

Tip [, metillenmemis bantlardir; Tip II, hemi-metillenmis bantlardir ve III + IV tipleri tamamen metillenmis
bantlardir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Toprak tuzlulugu, insan niifusunun artmasi ile artan tarim iiretim talebini tehlikeye atan
ve tarimsal {iriinlerin iretimini sinirlandiran abiyotik bir stres faktoriidiir. Tuz stresi hiicre
boliinmesinin azalmasi, membran hasari, metabolik siireglerin modifikasyonu, oksidatif
stres, fizyolojik kuraklik, besinsel bozukluklar, iyon toksisitesi gibi pekgok yolla bitkileri
etkilemektedir. Tuzluluk stresinin osmotik etkileri tuz uygulamasindan sonra hemen
gozlemlenmektedir (lzadi Darbandi and Bahmani 2011; Roy and Sengupta 2014;
Bahmani et al. 2015).

Stres etmenlerinden en 6nemlisi olan topraktaki tuz yogunlugunun bitkilerde biiyliime ve
geligsmeyi, iriiniin niteligini ve niceligini olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir. Bu
durum c¢esitli iilkelerde 6zellikle de yar1 kurak ve kurak bolgelerde yetistirilen kiiltiir
bitkilerinde goriilmektedir (Kalaji and Pietkiewicz 1993). “Tuz stresi” farkli tuzlarin
toprak veya suda bitkinin gelismesini engelleyebilecek konsantrasyonlarda olmasi olarak
tanimlanir ve ¢ok genis alanlarin tarim yapilamaz hale gelmesine neden olabilir. Bu tuzlar
genel olarak siilfatlar, klortirler, boratlar, karbonatlar ve bikarbonatlardir. Ancak dogada

en sik rastlanilani sodyum kloriirdiir (Deveci ve Tugcu 2017).

Abiyotik stres faktorlerinin ilk belirtisi, hiicre membranlarinin hasar gérmesiyle ortaya
¢ikmaktadir (Holmberg and Biilow 1998). Bulgularimizda, her iki genotipte de tuz
stresine bagli olarak hiicre membran hasarmin meydana geldigi ve kontrole kiyasla
oldukga yiiksek degerlere (Ivanka’da 66,84; Yedikule’de 72,64) ulastig1 gdzlemlenmistir.
Tuzlulugun membranlarda olusturdugu bu hasarin, apoplastta biriken yliksek
konsantrasyonda ki Na* iyonlarinin hiicre membraninin yapisinda bulunan pektin gibi
yapisal elementlerin iyonik baglarini bozarak veya apoplastik enzimleri olumsuz yonde
etkileyerek membranin temel fonksiyonlarini bozmasi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir
(Culha ve Cakirlar 2011). Bulgularimiza benzer olarak tuzlulugun membran yapisinda
neden oldugu degisimlerle ilgili bir c¢alismada domuz ayriginda 200 mM NaCl
uygulamasinin plazma membraninda birtakim kivrilmalara ve bozulmalara sebep oldugu

Gupta (2007) tarafindan ortaya konmustur.
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Tuz stresinden etkilenen ilk kisim olan plazma membraninin gecirgenligi, farkli
genotiplere ait hiicrelerde degisiklik gostermektedir. Tuzlu ortam sartlarinda, tuza duyarh
genotiplerde hiicre membran hasarinin daha ¢ok oldugu tespit edilmistir (Mansour and

Salama 2004).

Koklerde tuz miktarinin artmastyla birlikte ilk olarak osmotik stres olugsmaktadir. Olusan
bu stres, kullanilabilir su miktarmin azalmasma sebep olur ve bu olay “fizyolojik
kuraklik” olarak adlandirilir (Tuteja 2007). Nispi su igeriginin azalmasi, hiicre
genislemesinin  azalmasina, siirglin gelisiminin yavaglamasina ve stomalarin
kapanmasina neden olur (Hu and Schmidhalter 2005). Tuz stresinin nispi su i¢eriginde
meydana getirdigi muhtemel etkilerini belirledigimiz ¢aligmamizda, kontrole kiyasla tuz
uygulamasi yapilan drneklerde nispi su igeriginin oldukea diistiigii ve Ivanka’da nispi su
igeriginin (52,48) Yedikule’ye (57,56) kiyasla daha disiik oldugu tespit edilmistir. Bu
durumun, tuz stresinin neden oldugu osmotik stresin etkisiyle kullanilabilir su miktarinin
azalmasiyla baglantili oldugu distiniilmektedir. NaCl stresine maruz birakilan
ayciceginde nispi su igeriginin %14 azaldig: bildirilmistir (Naz et al. 2015). Seker
pancarinda yapilan bir ¢alismada, NaCl’nin 4 farkli konsantrasyonun (0, 4,7, 9,4 ve 14,1
dSm™) doz artisina bagl olarak hiicre membran hasarinda artisa ve nispi su igeriginde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Jamil et al. 2012). Calismamizin sonuglar1 bu

aragtirmalarla paralellik gostermektedir.

Ayrica tuz stresi bitkilerde fotosentez etkinliginde azalmaya neden olmakta ve bitki
yapraklarinda toplam klorofil igerigi tuz stresi altinda genellikle azalmaktadir (Fedina et.
al 2003; Sayed 2003; Khan 2003). Nitekim g¢alismamizda tuz stresi altinda her iki
genotipte de klorofil degerindeki diisiis bunu desteklemektedir. Celtikte yapilan bir
caligmada, tuzun (200 mM NaCl) yapraklardaki klorofil b igerigini %41, klorofil a
igcerigini ise %33 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Amirjani 2011). Celtikte yapilan bagka
bir ¢alismada ise 100 mM NaCl uygulamasi yapilan bitkilerde kontrolle kiyaslandiginda
Klorofil a, b ve karotenoid igeriklerinde sirasiyla %30, %45 ve %36 azalma gozlenmistir
(Chutipaijit et al. 2011). Diger taraftan tuz stresi altinda biyiitiilen misir fidelerinde

toplam klorofil, klorofil-a ve Kklorofil-b icerigi 6nemli 6l¢iide azalmistir (Ganieva et al.
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1997). Bacha et al. (2017) 3 farkli NaCl konsantrasyonunda iki hafta boyunca domates
fidelerini biiyiitmiis ve klorofil igeriginin azaldigini bildirmislerdir. Noreen et al. (2012)
ayciceginde NaCl stresi, bliylimeyi, klorofil pigmentlerini, nispi su igerigini ve bazi
minerallerin icerigini olumsuz yonde etkilerken yaprak ve kok Na* i¢erigini olumlu yonde

etkiledigini bildirmislerdir.

Tuzluluk toleransindaki en 6nemli mekanizma iyonlari hiicre digina aktarma ve Na"un
se¢imli alinimu ile sitozollere Na* iyonlarinin girisinin sinirlandirilmasi seklinde oldugu
bildirilmistir. Bu mekanizma SOS yoluyla ger¢eklesmektedir. SOS yolu kok-toprak
arasinda Na® ve K" dengesinin ve koklerden govdeye uzun mesafeli Na* iletiminin
diizenlenmesini kapsamaktadir. SOS yolu proteinden 3 anahtar bilesikten olusur; Ca*2
sensorii olarak aktive gosteren SOS3, bir serin/treonin protein kinazi olan SOS2 ve bir
plazma membran Na*/H" antiporteri olan SOS1 geni seklinde tanimlanmaktadir (Silva
and Geros 2009). Yapilan bir ¢alismada Tuz stresi uygulanan yabani tiplerin yani sira
osmotik SOS1 mutantlarinda da iyonik denge bozulmus ve tuz stresine karsi asiri
duyarlilik sergilemislerdir. Béylece SOS genlerinin tuz toleransinda fonksiyon gosterdigi

genetik olarak dogrulanmstir (Zhu et al. 1998).

SOS yolunun en 6nemli proteini SOS1’dir. Bu nedenle tuzluluk toleransiyla ilgili yapilan
calismalarda SOS1 6zellikle incelenmistir (Davenport et al. 2005; Olias et al. 2009; Oh
et al. 2009). SOS1 bitkilerin sitoplazmaya giren Na* iyonlarina karsi korunmasinda ¢ok
onemli bir bilesen olarak bilinmektedir. Genellikle, SOS1 geninin ekspresyonu, tuz stresi
altindaki bitkilerde up-regiile seklinde diizenlenir (Shi et al. 2009). Calismamizda NaCl
stresinde Yedikule ve Ivanka genotipinde SOS1 geninin upregiile oldugu belirlenmistir.
Arabidopsis’te strese bagli olarak SOS1 mRNA stabilitesinde ROT’larin aracilik ettigi ve
SOS1’in oksidatif strese toleransta pozitif rol oynadig: bildirilmistir (Kim et al. 2009).
Ekmeklik bugdayda tuzluluk stresinde yaprak ve kok dokularinin her ikisinde de SOS1
geninin ifadesinin toleransli genotiplerde upregiile, duyarli genotiplerde ise downregiile
oldugu belirlenmistir (Nardemir 2017). Bununla birlikte pek ¢ok calismada da SOS1
geninin kok dokularinda ifadesinin fazla oldugu rapor edilmistir (Sathee et al. 2015).
Yang et al. (2009) transgenik Arabidopsis’te SOS1 geninin govdeye kiyasla 6zellikle
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koklerde asir1 ifade edildigi ve tuz toleransini giiclendirdigini belirlemislerdir. Wang et
al. (2018) 4 farkli pamuk ¢esidinde tuz stresi altinda SOS1 geninin asir1 ifade edildigi
bildirmislerdir.

Calismamizda NaCl stresinde Yedikule ve Ivanka genotipinde SOS2 geninin upregiile
oldugu belirlenmistir. Arabidopsis’te koklerde SOS2’nin mRNA seviyesi, tuz stresine
cevapta genin upregiile oldugunu gostermistir (Liu et al. 2000). Barajas Lopez et al.
(2018) Arabidopsis’te SOS2 geninin asir1 ifadesi sonucu GRIK1 genini aktive ederek tuz
toleransinda etkili oldugunu bildirmislerdir. Assem et al. (2017) sorgumda tuz stresi
alinda SOS2 geninin asir1 ifadesinin farkli Okaryotik hiicrelerde tuz toleransini

gelistirmeye aracilik edebilecegini ortaya koymustur.

K*, membran potansiyeli ve turgorun korunmasi, enzim aktivasyonu ve ozmotik basincin
diizenlenmesi igin gerekli bir makro besindir. K i¢gin yiiksek afiniteye sahip, fakat ayni
zamanda Na" i¢in diisiik afiniteye sahip olan iyon tasima sistemleri arasinda AKT1 geni,
K™ nin hiicre i¢ine alinmasini saglar (Li et al. 2012). Calismamizda AKT1 geninin yaprak
dokusunda NaCl uygulamalarinda upregiile oldugu belirlenmistir. Wang et al. (2018) 4
farkli pamuk cesitinde tuz stresi altinda AKT1 geninin asir1 ifade edildigi bildirmislerdir.
Li et al. (2012), Malus hupehensis’de NaCl stresi altinda NHX1 ve AKT1 genlerinin agir1

ifade oldugunu bildirmislerdir.

Toprak ¢ozeltisinde bulunan NaCl’ye dogrudan maruz kalan kokten Na*’nin girigi pasif
olarak gerceklesir. Bu pasif girig, kolaylastirilmis difiizyon veya iyon kanali seklindeki
tagtyicilarla HKT (yiiksek afiniteli K* kanallari), LCT (diisiik afiniteli katyon kanallarr)
ve NSCC (segici olmayan katyon kanallari) ile saglanir. Kokte, Na*’nin ksilemden koke
geri yiiklenmesi Na"’ya kars1 segici olmayan uniportlar (HKT ve Nax) araciligiyla
gerceklestirilir (Apse and Blumwald 2007). Berthomieu et al. (2003)’nin Arabidopsis ile
yaptiklar1 ¢alismada, Na*’nin siirgiinden floeme aktarilarak koke geri gonderilmesine,
HKT1 geninin tirlinii olan Na* tastyicilarinin aracilik ettigi belirtilmistir. Calismamizda
HKT1 geninin NaCl stresinde Yedikule ve ivanka genotipinde upregiile oldugu
belirlenmistir. Wang et al. (2018) 4 farkli pamuk ¢esitinde tuz stresi altinda HKT1 geninin



61

asir1 ifade edildigi rapor edilmistir. Zhang et al. (2018) misir’in tuz toleransini
gelistirmede HKT1’in 6nemli bir gen oldugunu bildirmislerdir. Ali et al. (2019)
transgenik tiitlin bitkisini tuz stresi altinda yetistirmis ve HKT1 geninin asir1 ifade
edildigini rapor etmislerdir. HKT1 geninin asir1 ekspresyonunun; Klorofil, kok, SOD,
CAT, POD’un aktivitesini arttirdigini, MDA ve prolin i¢erigini azalttigini bildirmislerdir.
Ek olarak Na" toksisitesini azaltirken K* dengesinin korunmasina yardimci oldugunu
ayrica tuz stresi altinda tiitiin verimliligini maksimuma ¢ikarmak i¢in olas1 bir mekanizma

oldugunu bildirmislerdir.

Bitkide koke giris yapan Na*’nin bir kismu stirgiine dogru taginirken, bir kismi gegilen
hiicrelerin vakuollerinde vakuol tipi Na*/H" tasiyicilar1 (NHX) araciligi ile depolanarak
stirgiine taginan Na* miktarini azaltir. Yaprakta biriken fazla Na*, SOS1 geni ile ksileme
geri alinir veya floem dongiisiine katilarak koke geri gonderilebilecegi gibi NHX
araciligiyla vakuolde biriktirilerek de azaltilir (Botella vd 2005). Calismamizda NHX1
geninin yaprak dokusunda NaCl uygulamalarinda upregiile oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte, bu gen ailesinin bitkilere uygulanan abiyotik streslere cevabin genellikle
yapraklarda gergeklestigi ve upregiilasyon olusturdugu bilinmektedir (Wang et al. 2018).
Dolayisiyla ¢alismamiz daha 6nce yapilan galigsmalar ile desteklenmektedir. Wang et al.
(2018) 4 farkli pamuk cesitinde tuz stresi altinda NHX1 geninin asir1 ifade edildigi
bildirilmistir. Abdelaziz et al. (2019) 200 mM NaCl’ye maruz biraklin domateste yaprak
ve kok dokularinda transgenik NHX1 geninin asir1 ifade edildigini bildirmislerdir.
Krishnamurthy et al. (2019) NHX1 geninin asir1 ifadesinin ¢eltik ve Arabidopsis’te tuz

toleransini arttirdig1 belirtmislerdir.

DNA metilasyonu/demetilasyonu gibi epigenetik mekanizmalarin gen ifade seviyelerinde
onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Igbal et al. 2011). Yiiksek oranda DNA
metillendiginde gen aktivitesinin azaldigi, metilasyondaki bir azalmanin gen aktivitesini
arttirdiginmi bildirilmistir. Metilasyon seviyesi, bitkinin strese cevap verme yetenegine
biiyiikk 6l¢iide katkida bulunmaktadir. Ayrica degisken olan metilasyon durumunun
bitkiyi strese sokarak veya sok gecirmesine sebep olarak hiicre fizyolojisini etkilemesinin

genetik varyasyona sebep oldugu ifade edilmistir (Korkmaz ve Colgegen 2013; Joel
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2013). DNA metilasyon mekanizmasi, bitkilerin toprak verimliligi degisikliklerini ve
abiyotik stresleri igeren c¢esitli ipuglarina tepki vermesinin bagka bir yoludur ve
mekanizma bazi fizyolojik, biyokimyasal veya adaptasyon siireglerini anlamak ig¢in
kullanilmaktadir (Zenda et al. 2018). Bu c¢alismada, toplam genomik metilasyon
seviyesinin nispeten yiiksek oldugu (kontrol ve NaCl stresi altinda bitkilerde sirasiyla
Ivanka genotipinde %62, %53,7 ve Yedikule genotipinde %54,2, %48,6) goriilmiistiir
(Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5). NaCl stresi altinda genotiplerde DNA metilasyon
seviyesinin %8,3 ve %5,6 olarak azaldigi, tam metillenmis DNA seviyelerinde ise
sirasiyla Ivanka ve Yedikule genotiplerinde %9,2, %8,4 oraninda bir azalma meydana
geldigi gozlenmistir. Metile sitozinlerin, bitkilerde genellikle %20°den fazla oldugu ve
metilasyon durumunun ¢esitli bitki ve dokular arasinda farklilik gdsterdigi bildirilmistir
(Gruenbaum et al. 1981; Yaish 2013). Arabidopsis'te metilasyon seviyesi yaklasik
%20’dir (Zhang et al. 2006). Karan et al. (2012), tuzluluga hassas IR29 ve
Geumgangbyeo ¢eltik genotiplerinde metilasyon seviyesinin NaCl stresi altinda sirasiyla
%7,6 ve %14,1 oraninda azaldigin1 gézlemlemislerdir. Wang et al. (2011), kuraklik stresi
uygulanmis celtikte normal sartlarda %24,55 olan metilasyon seviyesinin kuraklik stresi
altinda %13,52’ye diistiigiinii belirtmislerdir. Tiim MSAP ¢alismalar1, NaCl stresinin her
genotipte spesifik sekilde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde o6nemli bir roli
olabilecegini one siirmektedir (Zhang et al. 2006; Wang et al. 2010; Wang et al. 2011)

Stres toleransini artirmak ve yaprak Oomriinii uzatmak, tuz stresine karsi enzimlerin
aktivitesini artirmak, fotosentez etkinligini gelistirmek ve stresi tolere etmek igin gen
ifadesini diizenlemek gibi alternatif bir strateji onemli tarimsal uygulamalara yol agabilir
(Ke et al. 2018). Bu stratejilerden birisi olan ve tuz toleransini arttirmakta kullanilan

MEL, son yillarda dikkat ¢ekmistir (Fan et al. 2018).

MEL, bitkilerde biyotik-abiyotik strese karsi bitki biyostimiilatorii olarak hareket etme
becerisinin yaninda, bitki biiyiimesinde (koklenme, yaprak yaslanma, fotosentetik verim
ve biyokiitle verimi) ve bitki vejetatif gelisim siireglerinde (ciceklenme siireclerinde
potansiyel bir diizenleyici, meyve ve tohumlarin olusumu ve olgunlagmasi) de rol

oynamaktadir (Arnao et al. 2018; Fan et al. 2018). Calismamizda tek basina MEL
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uygulamalarmin ivanka ve Yedikule genotiplerinde hiicre membran hasarinda dikkate
deger biz azalis meydana getirirken NaCl stresi altinda ise yine konsantrasyon artisina
bagli olarak hiicre membran hasarini engelledigi belirlenmistir (Sekil 4.1). Stres altinda
MEL’in hiicre membran hasarini tamamen engelledigi bildirilmistir (Zhang et al. 2014).
Calismamizda her iki genotipte de MEL'in kontrolle karsilastirildiginda nispi su
iceriginde artisa neden oldugu belirlenmistir. Ayrica MEL uygulamalarinin yine doza
bagli olarak stresin neden oldugu diisiisii engelledigi ve ozellikle 200 uM MEL
uygulamasinin tuzun olusturdugu etkiyi hafiflettigi tespit edilmistir (Sekil 4.2). Hiicre
membran hasar1 diisiik olan genotiplerin nispi su igeriginin yiiksek oldugu bilinmektedir
(Jamil et al. 2012). Yiiksek MEL konsantrasyonlar1 hiicrelerdeki ROT'u ciddi sekilde
azaltabilir, boylece ROT bagimli sinyal iletimini etkiler ve hiicre de meydana gelebilecek
hasarlar1 inhibe eder (Afreen et al. 2006).

Calismamizda her iki genotipte de NaCl stresi altinda MEL uygulamalarinda ise SPAD
degerlerinde kademeli bir artisin goriildiigii ve tuzun etkisinin azaltildigr belirlenmistir
(Sekil 4.3). MEL’in arpa yapraklarinda klorofil miktarindaki azalmalara kars1 koruyucu
bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Arnao and Hernandez-Ruiz, 2009). MEL’in
oksidatif strese kars1 bitkide klorofil miktarini korudugu ve bitkilerdeki fotosentez oranini
hizlandirdig: bildirilmistir (Yakupoglu vd. 2017).

MEL uygulamalar1 sonrasinda c¢esitli abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde ROT
miktarinda azalma ve aminoasit, organik asit ve seker iceriklerinde ise artislar oldugu
goriilmistiir (Shi et al. 2015). Wei et al. (2015), soya fasulyesi tohumlarina MEL
uygulamalarinin fidelerin tuz stresine karsi toleranslarini artirdigini bildirmislerdir.
Mevcut arastirmalar, MEL’in ayciceginde tuz stresi sirasinda kok gelisimini
diizenledigini gostermektedir (Yakupoglu vd 2018; Fan et al. 2018). Mukherjee et al.
(2014), ekzojen MEL uygulamasinin tek basina ve 120 mM NaCl stresi altinda aygigegi
fidelerinin biliyiimesi {izerindeki roliini kanitlanmistir. Wang et al. (2013, 2014), elma
yapraklarina MEL uygulamasi sonucunda basta klorofil parcalanmasina neden olan
enzimlerin iiretilmesini kontrol eden genler olmak iizere yaslanma ile ilgili bir¢ok spesifik

genin ifade seviyesinin azaldigmni bildirmislerdir. Tiim bu arastirmalar, MEL’in
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antioksidan olarak 6zellikle savunma sistemini uyardigi ve bunu da stres altinda gorev
yapan ya da aktif hale gelen bazi genlerin ifade seviyelerini degistirerek gergeklestirdigini
ortaya koymustur. Bir biyostimiilatér olarak MEL, stres yanitinda rol alan redoks agi
genlerinin ekspresyonunu degistirir ve fotosentez ile ilgili parametreleri optimize ederek
yaslanma genlerini baskilar (Arnao and Hernandez-Ruiz 2014). MEL’in bitkilerde ¢esitli
genlerin ekspresyonunun belirlenmesi {izerine literatiirde ¢ok fazla caligmaya
rastlanmamakla birlikte, yaptigimiz calismada tek basina uygulanan MEL’in her iKi
genotipte, SOS1, SOS2, AKT1, NHX1 ve HKT1 genlerinin downregiilasyonuna yol agtigi
belirlenmistir. Her iki genotipte de NaCl stresi altinda uygulanan MEL’in bu genlerin
ifade seviyesinde tuzun sebep oldugu artista konsantrasyona bagl olarak degisimlere
neden oldugu belirlenmistir. Li et al. (2012), Malus hupehensis’de NaCl stresi altinda
NHX1 ve AKT1 genlerinin asir1 ifade oldugunu ve MEL uygulamasi ile gen
ekspresyonunun degistigini kaydetmislerdir. MEL’in yapraklarda iyon homeostazinin
korunmasina yardimci oldugu, boylece yiiksek stres kosullarindan kaynaklanan hasari
biiyiik dlgiide onardig: bildirmislerdir. Stres altinda hiicre 6liimiine neden olan genlerin
cogunlukla MEL tedavisi ile down-regiile oldugu bildirilmistir (Weeda et al. 2014).
MEL’in stres altinda hiicre Oliimiinii engellemesinin baglica nedeninin antioksidan

0zellige sahip olmasi oldugu diistiniilmektedir (Zhang et al. 2014)

Oldukga fazla tiir ve ¢esit zenginligine sahip olan marul, diinyada oldugu kadar lilkemizde
de genis alanlarda yetistirilmekte ve biiyiik ekonomik 6neme sahip tiirler arasinda yer
almaktadir. Marul, tiir ve cesitlerinde abiyotik stres kosullarina tolerans ile ilgili
caligmalar yapilmis olsa da bu caligmalar genellikle tarla, sera ya da saksi denemeleri
seklinde yiriitilmustiir. Marul tiirlerinde tuzluluga toleranslilik ve hassasiyet konusunda
birgok morfolojik degerlendirme ve fizyolojik diizeyde c¢alismalar yapilmistir. Ancak,
molekiiler diizeyde DNA esash genetik ve epigenetik degisimlerin tespiti konusunda ¢ok

az calismaya rastlanilmistir.

Gergeklestirilen bu ¢aligma ile NaCl uygulamalar1 ve antagonist olarak diistiniilen MEL
uygulamalar1 sonucunda marul fidelerinin genomunda DNA metilasyonu yoniinden

herhangi bir degisiklik meydana gelip gelmeyecegi molekiiler diizeyde tespit edilmeye
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calistlmistir. Ivanka ve Yedikule marul cesitlerinde farkli NaCl ve MEL
konsantrasyonlari uygulanmistir. Her konsantrasyon i¢in ortalamalar alimustir.
Calismada kullanilan EcoRI/Mspl enzimi metilasyonun oldugu yerden kesim yapmasi ve
EcoRI/Hpall enziminin ise metilasyonun ger¢eklesmedigi zaman kesim yapmasi
bilgisine dayanarak alinan sonuglar degerlendirilmistir. Tek basina NaCl uygulamasinda
Ivanka genotipinde %34,3 oraninda metilasyon olusurken; tek basmma MEL
uygulamasinda en diisiik dozda %41,7 en yliksek dozda ise %38 metilasyon gézlenmistir
(Cizelge 4.4). Tek basina NaCl uygulamasinda Yedikule genotipinde %31,8 oraninda
metilasyon olusurken, tek basina MEL uygulamasinda en diisiik dozda %36,4 en yiiksek
dozda ise %30,8 metilasyon gozlenmistir (Cizelge 4.5). Diger taraftan, MEL
uygulamasinin 6zellikle yliksek tuz konsantrasyonlarinda tuzun olumsuz etkisini azalttigi

belirlenmistir.

5.1. Sonug ve Oneriler

Bu aragtirmadan elde edilen sonuglar ve daha sonra yapilacak ¢alismalara yonelik 6neriler

su sekilde siralanabilir.

1. NaCl stresinin klorofil miktar1 ve nispi su igerigini azalttig1, hiicre membran hasarini
ve SOS1, SOS2, AKT1, NHX1 ve HKT1 genlerinin mRNA ifade seviyelerini arttirdigi
ve DNA metilasyon seviyesinde azalmalara yol a¢tig1 belirlenmistir.

2. Arastirmada incelenen tiim 6zelliklerde NaCl stresine bagli olarak meydana gelen bu
olumsuzluklar melatonin uygulamasiyla iyilesme gostermistir.

3. Melatonin NaCl stresi altinda yetistirilen bitkilerde NaCl’nin olumsuz etkilerini

onlemek amaciyla kullanilmasi 6nerilebilir.
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