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OZET

TUZ STRESINE MARUZ BIRAKILAN Amaranthus hypochondriacus
GENOTIPININ EPIGENETIK BAKIMINDAN INCELENMESI

MUNIS, Tbrahim
Yiiksek Lisans, Tarla Bitkileri Boliimii
Danisman: Dog. Dr. Murtaza HACIZADE
Mart 2025, 60 sayfa

Tahil amaranth (Amaranthus hypochondriacus), yiiksek protein, karbonhidrat ve besin
elementleri  gibi  Ozellikleri nedeniyle yalanct tahil  (pseudocereal) olarak
adlandirilmaktadir. Ayrica cesitli ¢evresel stres kosullarina karsi gosterdigi yiiksek
tolerans, onu siirdiiriilebilir tarimsal uygulamalar agisindan 6nemli kilmaktadir. Bununla
birlikte, A. hypochondriacus da dahil olmak iizere tiim bitkiler, yasamlar1 boyunca tuz
stresi gibi ¢esitli abiyotik stres faktorlerine maruz kalmakta ve bu durum biiyiime ve
gelismelerini olumsuz etkileyerek verim kayiplarina yol agmaktadir. Bu durum karsisinda
bitkiler, bu tiir stres kosullarina karsi genomlarinda cesitli savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Bu mekanizmalardan epigenetik degisimler, transkripsiyon diizeyinde gen
ekspresyonunu diizenleyerek, bitkilerde tolerans gelistirmektedir. Bu c¢alismada ise,
epigenetik ¢alismalar1 kapsaminda, tuz stresine maruz kalan A. hypochondriacus bitkisinde
DNA metilasyon olaylariin incelenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda, bitkiler in vitro
kosullarinda ve MS besin ortaminda dort hafta boyunca yetistirildikten sonra 200 mM
NaCl igeren besi ortamlarinda 3, 6 ve 9 giin siireyle tuz stresine maruz birakilmigtir. Daha
sonra kok ve yaprak dokularindan DNA izolasyonlar1 gergeklestirilerek metilasyon
kaliplarindaki degisimleri belirlemek amaciyla CRED-iPBS yontemi uygulanmistir. Elde
edilen sonuglara gore 3., 6. ve 9. giinlerde yaprak dokusunda ortalama polimorfizm
oranlar1 sirasiyla %38,33, %44,42 ve %54,16; kok dokusunda ise %40,50, %53,85 ve
%58,33 bulunmustur. Sinif dagilimlarinin analizine goére, bant bazli toplam metilasyon
orani (TMO) kokte strese bagli olarak %68,4’ten %64,3’e gerilemis (hafif hipometilasyon),
yaprakta ise anlamli bir azalma gostermemis ve metilasyon korunumu sergilemistir.
Dolayisiyla kokte metilasyon kaybi, yaprakta ise nispi metilasyon korunumu gozlenmistir.
Bu bulgular, epigenetik yanitlarin kok ve yaprak dokularinda farkli profiller sergiledigini
ayrica stresin siiresine bagli olarak bu yanitlarin derecesinde anlamli degisimler ortaya
ciktigini gostermistir. Calismada, DNA metilasyonundaki farkliliklarin tuz stresine verilen
yanitla iligkili oldugu belirtilmistir. Elde edilen verilerin, benzer ¢aligsmalara 151k tutacagi
ve ilgili epigenetik siireclerin daha iyi anlasilmasina katki saglayacagi 6ngoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Amaranthus hypochondriacus, tuz stresi, DNA metilasyonu, CRED-
iIPBS, polimorfizm.
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ABSTRACT

EPIGENETIC INVESTIGATION OF THE Amaranthus hypochondriacus
GENOTYPE EXPOSED TO SALT STRESS

MUNIS, ibrahim
Master of Science in Department of Field Crops
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murtaza HACIZADE
March 2025, 60 pages

Amaranth (Amaranthus hypochondriacus) is classified as a pseudocereal due to prsence of
high amount of protein, carbohydrates, and essential minerals. It is also significant for
sustainable agricultural production owing to its remarkable tolerance to various
environmental stresses like salt stress, throughout its life cycle, negatively impacting
growth and development, with yield losses. Plants, have evolved various genomic defense
mechanisms against these stresses. Among these mechanisms, epigenetic modifications
regulate gene expression at the transcriptional level, enhancing stress tolerance. the study
aimed to investigate DNA methylation based changes in  salt-stressed A.
hypochondriacus plants within the scope of epigenetic studies. The experimental plants
were initially grown under in vitro conditions on Murashige& Skoog (MS) medium
for four weeks. It was followed by their exposure to 200 mM NaCl for durations of 3, 6,
and 9 days. Subsequently, DNA was isolated from root and leaf tissues, and the CRED-
iIPBS method was applied to determine alterations in DNA methylation patterns. According
to the results, average polymorphism percentage in leaf tissues was 38.33%, 44.42%, and
54.16% after 3, 6, and 9 daysrespectively, while corresponding percentages in root tissues
were 40.50%, 53.85%, and 58.33%. Class-based methylation analysis revealed that total
methylation rates (TMO) inroots decreased from 68.4% to 64.3%, indicating slight
hypomethylation, whereas leaves maintained methylation levels without significant
decline. Thus, a loss of methylation in roots and relative methylation maintenance in leaves
was observed. These findings demonstrate that epigenetic responses exhibit different
profiles in root and leaf tissues and display significant variations depending on the duration
of stress. The study indicates that differences in DNA methylation are associated with
responses to salt stress. It is anticipated that the obtained data will provide insights for
similar studies and contribute to a deeper understanding of the related epigenetic processes.

Keywords: Amaranthus hypochondriacus, salt stress, DNA methylation, CRED-IPBS,
polymorphism.
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GIRIS

Amaranthus cinsi (Caryophyllales: Amaranthaceae), yaklasik 70 yetmis
tire sahip, kisa omiirlii, tek veya ¢ok yillik, ¢ift ¢enekli, C4 fotosentez yoluna
sahip otsu ve kozmopolit bitkilerden olusmaktadir (Pratt vd., 1999; Mosyakin ve
Robertson, 2003; Dorling, 2008). Diinya ¢apinda ¢ogunlukla sicak, iliman ve
tropikal bolgelerde yayilis gostermekte olup, giiniimiizde Orta ve Giiney Amerika,
Afrika, Cin ve Hindistan dahil olmak tiizere bir¢ok bolgede yaygin olarak
bulunmaktadir (Saunders vd., 1983). Amaranth tiirleri, gogu zaman agresif yabani
ot olarak tarim alanlarin1 olumsuz etkilerken; bazi tiirleri egzotik ¢icek yapilar
nedeniyle siis bitkisi, bazilar1 ise yapraklarindaki besleyici 6zellikler nedeniyle
sebze olarak yetistirilmektedir. Ayrica, az sayida tiir tohumlarindaki ytiksek besin
degeri nedeniyle tahil olarak degerlendirilmektedir. (Chaney vd., 2016). Tahil
amaranthlar1 arasinda yer alan Amaranthus hypochondriacus L., A. cruentus L. ve
A. caudatus L.’nin tarihi kayitlar1 Meksika’daki Aztek uygarhigmna kadar
uzanmakta olup, bu tiirlerin binlerce yillik bir ge¢mise sahip oldugu bilinmektedir.
(Sauer, 1967).

Tahil amaranth tiirlerinin tarimi, yiizyillar boyunca dini goriisler nedeniyle
yalnizca Amerika kitasiyla simirl kalmig; ancak zamanla, 6zellikle Avrupa basta
olmak tizere diger kitalara da yayilmistir. Son yillarda en fazla tarimi1 Hindistan’da
yapilmaktadir (Pérez Torres vd., 2011; Santra vd., 2024). Tahil amaranth
tohumlari, zengin besin igerikleri nedeniyle, tahil olarak degerlendirilmekte ve bu
nedenle yalanci tahil olarak adlandirilmaktadir (Berghofer ve Schoenlechner,
2002; O’ Brien ve Price, 2008; Bekkering ve Tian, 2019). Tohumlarinda yiiksek
oranda protein, karbonhidrat, mineral, yag ve lif igeriginden dolayi, insan ve
hayvan beslenmesinde alternatif besin kaynag: olarak tercih edilmektedir
(Manyelo vd., 2022). Bunlarin yani sira, yetistirme sezonlarindaki yiiksek
kuraklik, tuzluluk, sicaklik ve bir¢ok tarimsal iiretimi smirlayan g¢evresel
faktorlere kars1 gosterdikleri tolerans nedeniyle tarimsal {iretim i¢in uygun iyi bir
alternatif trtin olarak 6ne ¢ikmaktadir (Riggins ve Mumm, 2021). S6z konusu
toleransligin temelinde; su tiiketim verimliligi, bitki biiyimesinde genetik ifadenin
diizenlenmesi, fotosentez i¢in C4 karbon fiksasyon kullanimi, su tasmimini
kolaylastiran kiiciik molekiillerin birikimi ve reaktif oksijen tiirlerinin yok

edilmesi, protein stabilitesi ve kazik ile genis yan kok sistemleri gibi ¢ok sayida



fizyolojik ve molekiiler 6zellik yer almaktadir (Miller vd., 1984, Jiayi vd., 1989;
Johnson ve Henderson, 2002; Omami vd., 2007; Huerta-Ocampo vd., 2009;
Aguilar-Hernandez vd., 2011; Huerta-Ocampo vd., 2011; Gonzalez-Rodriguez
vd., 2019). Ancak giiniimiize kadar kuraklik, tuzluluk ve sicaklik dahil olmak
tizere bircok stres faktoriine tolerans gosteren Amaranthus hypochondriacus

bitkisinde 6zellikle molekiiler diizeyde ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Stres Faktori ve Tuz Stresi

Stres faktorti, bitkinin optimal biiyiimesini ve gelismesini engelleyen,
ayrica tarimsal verim ve {retimi onemli Olgiide kisitlayan her tiirlii olumsuz
cevresel kosulu ifade etmektedir (Nevo ve Chen, 2010; Poonam-Ahmad, 2017).
So6z konusu stres faktorleri, cevresel etkenlere bagli olarak biyotik ve abiyotik
olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. En 6nemli abiyotik stres faktorleri; tuzluluk,
kuraklik, besin eksikligi, soguk, toprak ve atmosfer kirliligi ve asir1 sicakliklar
olarak izlenilebilmektedir (Lawlor ve Cornic, 2002). Bunlarin arasindan tuz stresi,
dogada en yaygin karsilasilan ¢evresel faktorlerden biri olup, tarimsal {iretimi ve
verimliligi en ¢ok siirlayan etmenler arasinda yer almaktadir (Rengasamy, 2010).
Iklim degisikligiyle birlikte, diinya genelinde yaklasik 1,4 milyar hektar tarrm
arazisi tuzluluk nedeniyle olumsuz etkilenmekte ve bu durum her yil artarak
devam etmektedir (FAO, 2024). Ayrica, kurak ve yar1 kurak bolgelerde veya asir
sulanan arazilerde tuzluluk sorunu daha belirgin bir sekilde goriilmektedir
(Hanson vd., 1999; Tuteja, 2007). Buna ilave olarak tuzluluk, topragin kalitesini
diistirerek genis capta verimli arazilerin bozulmasina ve tarim disi kalmasina
sebep olmakta; bu durum, gida giivenligini tehdit etmekte ve siirdiiriilebilir
biiyiime i¢in saglikli, verimli topraklara dayanan yerel ekosistemleri bozmaktadir
(Ladeiro, 2012).

Tuz stresi, erken evrede bitkilerde osmotik stres olarak ortaya ¢ikmakta ve
bu durum hiicresel su kaybma bagl olarak dehidrasyona neden olmaktadir.
Bununla birlikte, tuz stresinin uzun siire devam etmesi durumunda iyonik stres
olusmakta ve bunun sonucunda iyonik denge bozukluguna neden olabilmektedir.
Bu durum, bitkide besin dengesizliklerine yol ag¢makta ve fotosentez
mekanizmasinin bozulmasina neden olmaktadir. Artan iyonik kuvvet, hiicre
zarlarinin gegirgenligini artirarak pasif iyon taginimini kolaylastirmakta ve hiicre

ici ortamda iyon toksisitesine yol acarak enzimatik aktivitelerin inhibisyonuna



neden olabilmektedir (Munns ve Tester, 2008). Ayrica, oksidatif stres hiicre
membranina zarar veren ve hiicresel fonksiyonlar1 bozan lipid peroksidasyonuna
yol agmakta; bu siireg, siiperoksitler, singlet oksijen ve hidroksi radikalleri gibi
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesine neden olmaktadir (Foyer ve Noctor,
2005). Bu olumsuz etkiler, stresin siddetine ve siiresine bagli olarak bitkinin
biiyiimesini ve gelisimini yavaslatarak, verimin ve tarimsal liretimin azalmasina
sebep olmaktadir (Horie vd., 2011; Liang vd., 2018; Van Zelm vd., 2020; Zhu,
2001; Chinnusamy vd., 2006). Ancak, bitkiler sz konusu olumsuz kosullara
karsin, Ozellikle molekiiler diizeyde c¢esitli savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. S6z konusu savunma mekanizmalari arasinda, transkripsiyonel
ve translasyonel diizeyde stresle iligkili gen ekspresyonlarinin diizenlenmesi,
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, sinyal iletimi, proteinlerin sentezi ve
epigenetik diizenlemeler gibi karmasik siiregler yer almaktadir (Golldack vd.,
2011). S6z konusu mekanizmalarin sonucunda, fizyolojik ve molekiiler diizeyde

adaptasyon saglanabilmektedir (Valliyodan ve Nguyen, 2006).

Bitki Stres Toleransinda Epigenetik Yaklasimlar

Giintimiize kadar yapilan ¢aligmalar, genetik bilginin ifadesini diizenleyen
epigenetik modifikasyon mekanizmalarinin bitkisel adaptasyonda onemli bir rol
tistlendigini ortaya koymustur. Bu mekanizmalar, genotip ve fenotip arasindaki
iliskiyi, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin genlerin farkli
sekillerde ifade edilebilecegini ve bunun beraberinde bitkilerin gevresel stres
kosullarina kars1 gelistirdigi adaptasyon mekanizmalarinin anlasilmasi agisindan

onem arz etmektedir (Waddington, 1942; Griffith ve Mahler, 1969).

Bu kapsamda epigenetik, genlerin aktivitesini kontrol eden bir dizi geri
dontisimlii  kimyasal siiregler olarak tanimlanmistir. Bu siirecler, genetik
materyale kalici hasar vermeden gen ifadesini degistirebilmektedir (Grant-
Downton ve Dickinson, 2005). S6z konusu mekanizmanin temelinde, DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlart gibi siireclerin, genetik bilginin
okunmasini diizenleyerek bitkilerin abiyotik streslere karsi yanit gelistirmesinde
onemli rol oynadig: belirtilmektedir (Akhter vd., 2021; Abdulraheem vd., 2024).
S6z konusu epigenetik mekanizma, nesiller arasinda bilgi aktarimimi saglayarak
organizmalarin ¢evresel degisimlere uyum saglamada yardimci olabilmektedir
(Bond vd., 2007; Grativol vd., 2012).



Epigenetik degisimler kapsaminda DNA metilasyonu, bitkilerin biiyiime
stireglerini ve cevresel faktorlere karsi verdikleri tepkileri yonlendiren, nesilden
nesile aktarilabilen bir kimyasal degisiklik olup, bitkilerde en yaygin mekanizma
olarak kabul edilmektedir (H. Zhang vd., 2018; Gallego-Bartolomé, 2020). DNA
metilasyonu ilk kez 1963 yilinda, bakterilerin DNA'sinda belirli bolgelerin metil
gruplariyla isaretlendigi ve hedef genlerin ifade diizeylerinde regiilasyonlarin
meydana geldigi gozlemlenmistir (Gold vd., 1963). Daha sonra benzeri durumun
birgok organizmada bitkiler dahil olmak tizere organizmada da tanimlandigi
bildirilmistir. Bitki genomunda ise metilasyon temelli ortaya ¢ikan degisiklikler,
dokuya, tiire veya organele 6zgii olarak sekillenebilmektedir (Bhutani vd., 2011).
Omek calismada, arpa bitkisinde (Hordeum vulgare) kok dokularma kiyasla
yaprak dokularinda DNA metilasyonunun arttig1 gézlemlenmis ve abiyotik stres
kaynakli metilasyonun organa o6zgii olabilecegi One siiriilmistiir (Konate vd.,
2018). Baska bir galismada ise, Glycine max (soya fasulyesi) koklerinde stres
altinda belirli gen bolgelerinde metilasyon gergeklestigi, ancak bu bolgelerin
kontrol grubuna kiyasla daha diisiik metilasyon diizeyi sergiledigi ifade edilmistir
(Chen vd., 2019). Ayn1 ¢alismada, ¢evresel strese maruz kalan gen bolgelerinin
DNA metilasyonu ile hedef alindigi, bu bolgelerde metilasyon seviyesinin arttigi
ve stres yanitt veren s6z konusu bolgelerin metilasyon i¢in oncelikli hedef haline
geldigi belirtilmigtir.

DNA metilasyonu, adenin bazlarinin 6° konumuna (N6-metiladenin veya 6
mA) veya sitozin bazlarinin 5° konumuna (5-metilsitozin veya 5mC) bir metil
grubunun eklenmesiyle ger¢eklesmektedir (Dunn ve Smith, 1958; Vanyushin vd.,
1968; Ratel vd., 2006; H. Zhang vd., 2018). Genomun yaklasik %6 ile %25'i
metillenmis sitozin bazlar1 igermekte ve bu oran, gelisim evresi, ¢evresel kosullar
ve stres gibi faktorlere gore degiskenlik gostermektedir (Sahu vd., 2013).
Arabidopsis bitkisinde gergeklestirilen kapsamli bir ¢alismada, genlerin yaklasik
%20-33’linlin metillendigi belirlenmistir (Penterman vd., 2007). Metilasyon,
metiltransferaz adi verilen enzimler tarafindan gerceklestirilmekte ve genellikle
genlerin susturulmasina yol agmaktadir (Sahu vd., 2013). Bitkilerde metilasyon,
CpG dizilerinin yan1 sira CpNpG ve CpNpN (N, herhangi bir niikleotit) gibi ¢esitli
dizilerde ger¢eklesmekte olup, bu dizilerden CpG ve CpNpG boélgeleri simetrik ve
CpNpN bolgesi asimetrik olarak siniflandiriimaktadir (Miura vd., 2001; Bartels



vd., 2018). Simetrik metilasyon, ¢ogunlukla CpG ve CpNpG dizilerinde
yogunlasarak genlerin promotor bolgelerinde birikmekte ve gen susturulmasinda
rol oynamaktadir. Buna karsilik, asimetrik metilasyon ise CpNpN dizilerinde daha
yaygin goriilmekte olup, Arabidopsis thaliana gibi model organizmalarda
transpozon hareketlerinin kontroliinde rol oynayarak genomun stabilitesini
korumaya yardimci olmaktadir (Chan, 2005; Kinoshita ve Seki, 2014; Voigt vd.,
2015; Banerjee vd., 2017). Bitkilerde asimetrik metilasyon, simetrik metilasyona
gore daha diisiik siklikta goriilmektedir (Vanyushin, 2006). Yiiksek bitkilerde
DNA metilasyon seviyesini diizenleyen ii¢ temel mekanizma mevcuttur. Bu
mekanizmalar, metilasyon bolgelerinin olusturulmas: (de novo metilasyon), var
olan metilasyon desenlerinin korunmasi ve metilasyonun ortadan kaldirilmasi
(demetilasyon) olarak siralanabilmektedir (Wang vd., 2016; Bartels vd., 2018; Yu
vd., 2021). Bitkilerde DNA metilasyonunu, o6zel enzimler araciligiyla
gerceklestirilmekte olup; bunlarin baslicalart MET1 (metiltransferazl), CMT3
(kromometilaz3) ve DRM (domains rearranged methylase) olarak bilinmektedir.
Bu enzimler DNA’nin belirli bolgelerine metil gruplart ekleyerek genlerin
etkinligini diizenlemektedir. MET1, genellikle genlerin aktif olmamasini saglayan
bolgelerde (sentromerik bolgeler, transpozonlar) gérev yaparken, CMT3 ve DRM
sirasityla CpNpG ve CpNpNp DNA dizilerini hedef almaktadir (Lindroth vd.,
2001; Tompa vd., 2002; Yadav vd., 2018).

Gilinimiizde DNA metilasyonunun belirlenmesinde ¢esitli yontemler
kullanilmakta olup, ozellikle belirli bolgelerdeki metilasyon durumunun
analizinde CRED (Coupled Restriction Enzyme Digestion) yontemi yaygin olarak
tercih edilmektedir (Wagner ve Capesius, 1981; Hajkova vd., 2002; Lu vd., 2008;
Chen vd., 2013). CRED teknigi, DNA metilasyonunu tespit etmeye yonelik olup,
iki farkli izosizomer restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak DNA’nin belirli
bolgelerden kesilmesi esasina dayanmaktadir. Burada kullanilan restriksiyon
enzimleri, ayn1 DNA bolgesini tanimakta; ancak metilasyon durumuna gore farkli
sekilde kesim yapmaktadir. Enzimlerden biri, i¢ sitozin (C) metillenmis olan
(CpG) bolgelerini taniyarak bu bolgeden kesim yaparken, digeri yalnizca
metillenmemis CCGG  dizisini  tanimakta ve bu bolgeden  kesim
gerceklestirmektedir (Waalwijk ve Flavell, 1978). PCR’da DNA’nin belirli bir

primer bolgesinin ¢ogaltilmasinin ardindan, bu iki enzimle gergeklestirilen kesim



isleminin jel elektroforezinde olusturdugu bant profilleri, polimorfik desenler

tizerinden epigenetik diizenlemelerin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

Calismada, Amaranthus hypochondriacus genotipinin  tuz  stres
kosullarindaki epigenetik tepkilerinin belirlenmesi; bitki genomunun gevresel
sinyallere verdigi dinamik yanitlar1 sekillendirmede oynadigi roliin aydinlatilmasi
ile literatiirdeki 6nemli bir boslugun doldurulmasina ve bitkilerin ¢cevresel streslere

verdigi yanitlar1 daha iyi anlamamiza yardimci olacaktir.

Bu calismada “Tuz Stresine Maruz Birakilan  Amaranthus
hypochondriacus  Genotipinin  Epigenetik Bakimindan Degerlendirilmesi”

amaclanmgtir.



1. KAYNAK OZETLERI

Bir gida trininin alternatif tahil olarak degerlendirilebilmesi igin
birtakim Ozelliklere sahip olmasi gerekir. Bu ozelliklerden bazilar1 deneme
yanilma veya giinliik tecriibelerle elde edilmekte iken bazilar1 bir dizi bilimsel
caligma sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Gida veya yem olarak degerlendirilebilecek
bir bitkinin her seyden once kolay ulasilabilir / yetistirilebilir, besinsel ag¢idan
zengin, olumsuz nitelikler bakimindan kabul edilebilir, ¢evresel kosullara
dayanikli, alternatif triinlere kiyasla cazip, ulusal ve uluslararasi standartlara
uygun nitelikte olmasi1 gerekir. Son yillarda gida maddeleri konusunda artan
birtakim sorunlardan dolayr (besinsel igerik, toksik etkiler, ekonomi, iretim
stireci, muhafaza sartlar1 vb.) alternatif iiriin arayiglarina gidilmis ve birtakim
bitkilerin ~ bu  agiklarin  giderilmesinde  6nemli  rol  oynayabilecegi
degerlendirilmistir. Bu bitkilerden biri de diinyada bazi bolgelerde yiizyillardir
tarim1 yapilan ancak arpa, bugday kadar ilgi gérmeyen Amaranth bitkisidir.
Amaranth bitkisi ile s6z konusu sorunlarla basa ¢ikilabilmesi yolunda ilerleme
saglanabilmesi i¢in elverisli Amaranth tiirlerinin birtakim stres kosullarinda
epigenetik tepkilerinin tespit edilebilmesi gereklidir. Bu amagla arastirmacilar
tarafindan Amaranthus hypochondriacus tiirii iizerine bir¢ok arastirmalar yapilmis

ve yapilmaktadir.

Tahil amaranth, o6zellikle karbonhidrat igerigi bakimindan zengin bir
yaptya sahip olup, bu karbonhidratlarin biiyiik boliimiinii nisasta olusturmaktadir.
Literatiirde nisasta iceriginin %57,6 ile %62 arasinda degistigi ifade edilir
(Paredes-Lo’pez vd., 1990; Alvarez-Jubete vd., 2010). Nisastanin yani sira,
amarant tanesinde daha diisik miktarlarda sakaroz, rafinoz, glikoz, fruktoz,
stakuyoz, maltoz ve inositol gibi ¢esitli sekerler de bulunmaktadir (Saunders ve
Becker, 1983).

Dodok vd., (1997) ¢alismasma gore, A. hypochondriacus bitkisinin lizin
icerigi, bugday ununa kiyasla oldukg¢a yiiksek bulunmustur. Spesifik olarak, A.
hypochondriacus 16 gram azot basina diisen lizin miktar1 5.95 gram iken, bugday

unu igin bu deger 2.90 gram olarak belirtilmistir.



Amaranth tanesinin protein igerigi ve kalitesi FAO/WHO tarafindan
onerilen protein tamamlayiciligr standartlarina oldukga yakin bir seviyede oldugu
bildirilmektedir (O'Brien ve Price, 2008).

Rivelli vd. (2008) tarafindan gergeklestirilen arastirmada, Amaranthus
cinsine ait on bir farkli genotipin incelendigi c¢alismada, Amaranthus
hypochondriacus tiiriiniin bir bitkiden elde edilen tohum verimi agisindan en

yiiksek tohum verimine (55.4 g) sahip oldugu belirtilmektedir.

MLakar vd. (2009) yaptiklar1 g¢alismaya gore, A. hypochondriacus
tohumlar1 protein, esansiyel amino asitler (lizin, triptofan, metiyonin), yag,
karbonhidrat ve lif gibi besin 6gelerinin zengin bir kaynagi oldugu bildirilmistir.
Ilgili bitkinin protein icerigi %15,00-16,60 arasinda degisirken (bugdaya kiyasla
2-5 kat), lizin (5,95 g/100 g protein), metiyonin (0,6 g/100 g protein) ve triptofan
(1,80 ¢/100 g protein) gibi viicut tarafindan sentezlenemeyen ve besinlerle
alinmas: gereken temel amino asitler agisindan da olduk¢a zengin oldugu
belirtilmistir. Bu tahilin yag ve karbonhidrat igerigi sirasiyla %6,10-7,30 ve
%62,00-67,90 araligindadir. Ayrica, amarantin |lif igerigi %4,90-5,00

seviyelerinde bulunmaktadir.

Venskutonis ve Kraujalis (2013) tarafindan yapilan ¢alismada,
Amaranthus hypochondriacus bitkisinin %3,6 oraninda tiim steroidler i¢in 6nemli
bir 6ncii olan skualen igerdigi belirtilmektedir. Diger Amaranthus tiirlerindeki
skualen oranlar1 ise su sekilde rapor edilmektedir: Amaranthus cruentus'un bes
cesidinde %2,26-5,67, Amaranthus tricolor'da %6,1 ve Amaranthus caudatus'un
cesitlerinde %2,2 ile %7,5 arasinda degisen oranlarda skualen bulundugu
belirtilmektedir. S6z konusu bilesigin, kanser hiicrelerinin gelisimini engelleme
(Rao ve Newmark, 1998) ve hiperkolesterolemi gibi rahatsizliklarda koruyucu
etki gosterme (Miettinen ve Vanhanen, 1994; Smith, 2000) potansiyeline sahip
oldugu belirtilmektedir.

Amaranth, glutensiz bir sahte tahil olarak siniflandirilmasi ve besin degeri
agisindan zengin profili nedeniyle siklikla 'stiper gida' olarak adlandirilir. Bitkisel
proteinin yani sira, insan viicudu icin gerekli olan tim esansiyel amino asitleri
dengeli bir sekilde i¢germesi, kalsiyum, diyet lifi, omega-3 ve omega-6 yag asitleri,

cesitli vitaminler, mineraller ve antioksidanlar gibi 6nemli besin 6gelerinin zengin



bir kaynagi olmasi, amaranth't beslenme agisindan oldukg¢a degerli kilmaktadir
(Soriano-Garcia ve Aguirre- Diaz, 2019)

Oteri vd. (2021) tarafindan yiiriitillen ¢alismada, dort farkli Amaranthus
hypochondriacus varyetesinde yag igeriginin %5 ile %7 arasinda seyrettigi
belirlenmistir. Bu bulgu, literatiirdeki diger ¢alismalarla paralellik gostermektedir.
Ornegin, Petkova ve vd. (2019) farkli cografyalardan (Hindistan ve Tiirkiye) elde
edilen amaranth tohumlarinda yakin sonuglar bildirmislerdir. Rutkowska (2006)
ile de la Rosa vd. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmalarda ise yag iceriginin biraz
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Gresta ve vd. (2020) tarafindan gergeklestirilen
arastirmada, yakin tiir olan Amaranthus cruentus tohumlarinda da benzer yag

icerigi degerleri elde edilmistir.

Zhao vd. (2022) Amaranthus hypochondriacus bitkisinin sap ve
yapraklari, besin degeri bakimindan olduk¢a zengin oldugunu belirtmislerdir. Bu
bitkisel materyalde, kuru madde bazinda %16-23 oraninda degisen yiiksek
miktarda ham protein varligi bildirilmektedir. Protein igeriginin yani sira, lizin,
metiyonin gibi temel amino asitler acisindan da zengin oldugu, ozellikle lizin

icerigi yaklasik %1 civarinda oldukca yiiksek bulunmustur.

Stiregelen niifus artisi, gida talebini siirekli yiikseltmekte ve bu durum
tarimsal sistemler i{izerindeki baskiyr artirmaktadir. Bu baglamda, tarimin karsi
karsiya oldugu en onemli sorunlardan biri olarak toprak tuzlulugu One
cikmaktadir. Ladeiro (2012), Kumari vd. (2019) ile Hussain vd. (2019) gibi
arastirmacilar, tuzlulugun mahsul verimlerini 6nemli o&lgiide azaltabildigini
vurgulamaktadir. Tuzluluk stresine maruz kalan bitkiler, su aliminda zorluk
yasamaktadir ve bu durum iyon dengesizlikleri, oksidatif stres ve hormonal
bozukluklar gibi ¢esitli fizyolojik sorunlara yol agmaktadir. Bu durum,
nihayetinde fotosentez aktivitesinde diisiise ve bitki biiyiimesinde azalmaya yol
agmaktadir (Hussain vd., 2019). Bu da, gida giivenligi agisindan énemli bir tehdit

olusturmaktadir.

Toprakta yiiksek miktarlarda bulunan tuzlar, o6zellikle sodyum Kkloriir
(NaCl), bitkisel yasam i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Zhu (2001) tarafindan
yapilan c¢alismada da belirtildigi tizere, asir1 tuzluluk kosullar1 bitkilerde gesitli

fizyolojik bozukluklara neden olarak biiylime ve gelismelerini olumsuz yonde



etkilemektedir. Bu durum, bitki hiicrelerinde ozmotik dengenin bozulmasi,
mineral beslenmesindeki aksamalar ve toksik iyonlarm birikimi gibi

mekanizmalar araciligiyla ger¢eklesmektedir.

Bitki genotiplerinin tuzluluk stresine kars1 gosterdikleri tepkilerin, bitkinin
gelisim evresiyle yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. Zeng vd. (2002) piring
tizerinde gerceklestirdikleri ¢alismada da bu durumun dogrulandigi goériilmiistiir.
Arastirmacilar, farkli biiyiime donemlerindeki piring genotiplerinin tuz toleransi

ozelliklerinde 6nemli farkliliklar oldugunu tespit etmislerdir.

Tarimsal alanlarda yiiksek tuz konsantrasyonu, bitki biiyiimesi ve
gelismesini olumsuz etkileyerek verim ve Kkalitede diistislere yol agmaktadir.
Sodyum (Na+) ve potasyum (K+) gibi mineraller, toprakta dogal olarak bulunan
ve bitkiler tarafindan alinan 6énemli besin elementleridir. Ancak, bu elementlerin
asirt birikimi, toprak yapisin1 bozarak bitki koklerinin su ve besin maddelerini
alimmi zorlastirmakta, bitki biiytimesi ve gelisimi tizerinde inhibisyon etkileri

gosterebilmektedir (Rodriguez-Rosales vd., 2009).

Amaranthus hypochondriacus, yaygin olarak prens tiiyii olarak bilinen bu
amarant tiirii, kokenini Meksika ve Orta Amerika'ya dayandirir. Hem besin degeri
acisindan zengin olmas: hem de tuzluluk ve kuraklik gibi zorlu kosullarda
adaptasyon yetenegi gostermesi nedeniyle, Amaranthus hypochondriacus,
ozellikle geleneksel tarim yontemlerinin yetersiz kaldigi bolgelerde siirdiiriilebilir
tarim sistemleri i¢in umut vaat eden alternatif bir bitki tirii olarak
degerlendirilmektedir. de la Rosa vd. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmalar, bu

bitkinin bu potansiyeli destekler niteliktedir.

Caines ve Shennan (1999), tuzluluk stresine maruz kalindiginda bitkilerde
kok biiyiimesinin siirglin biiylimesine gore daha duyarli oldugunu; Evers vd.
(1998) ise Solanum tuberosum L. iizerinde yiiksek tuz konsantrasyonlarinin hem
kok hem de siirgiin gelisimini siirladigimn belirtmistir. Tuna vd. (2007) tarafindan
domates iizerinde yapilan arastirmada da, yiiksek tuz konsantrasyonlarmin yabani
tip domates (Ailsa Craig) ve ABA eksikligi mutantinda (notabilis) yaprak alaninin
daralmasina ve kok/siirgiin oraninda artisa yol agtig1 ifade edilmektedir. Hasan vd.
(2017) ise 15 dS m”-1 tuzluluk diizeyinin, farkli bugday cesitlerinin verimini
ciddi sekilde azalttigin1 saptamistir.
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Amaranth tiirleri arasindaki tuz dayanikliligina iliskin ¢aligmalar, bu
bitkinin stresli kosullara adaptasyon kapasitesi hakkinda onemli bilgiler
sunmaktadir. Omamt vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, A. tricolor, A.
cruentus, A. hypochondriacus ve '83 Accession' olarak adlandirilan dort farkli
Amaranth tiirii ve ¢esidi degerlendirdikleri bir ¢alismada, tuz stresi altinda tim
orneklerin biiylimesinin azaldigini, ancak A. hypochondriacus’un diger tiirlere
gore daha yiiksek tuz toleransi sergiledigini rapor etmistir. Omami (2007) ise yine
amaranth tiirlerinde tuzluluk etkilerini arastirarak, farkl tiirlerin tuz stresine farkl

diizeylerde tepki verdigini aktarmistir.

Estrada vd. (2021) tarafindan yiiriitilen ¢alismada, amaranth bitkisinin
(6zellikle yiiksek tuzlu ortamlara dayanikli oldugu bilinen tiirlerin) fizyolojik,
anatomik ve molekiiler mekanizmalar1 incelenmis; Su kaybini dnleyen diisiik
stomal sayisi, yapraklardaki stomal agiklik derecesi ve Na+ homeostazisinden
sorumlu genlerin ekspresyon seviyesi gibi faktorlerin, yiiksek tuz kosullariyla
basa ¢ikabilmekte etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica, A. hypochondriacus’un briit
enerji icerigi agisindan musirla benzerlik gosterdigi ve tuzluluk-kuraklik gibi zorlu
sartlara gorece dayanikli bir C4 bitkisi oldugu, de la Rosa vd. (2009) ve Xia vd.
(2021) tarafindan da ifade edilmektedir.

Ramani vd. (2023) ise 2019-2020 yillarinda ii¢ farkli amaranth tiiriine ait
on genotip Tlzerinde yaptiklari deneylerle artan tuzluluk diizeyinin tim
genotiplerde olumsuz sonuglar dogurdugunu, ancak her genotipin ayni 6lgiide
etkilenmedigini belirlemistir. Ozellikle GA-5 genotipi, tiim genotipler arasinda
tuzluluk kosullarinda en iyi biliyiime performans: sergilemistir. Tiirler bazinda
incelendiginde ise, A. hypochondriacus tiiriiniin siirglin ve kok kuru agirligindaki
azalma oraninin diger iki tire (A. cruentus ve A. caudatus) gore daha disiik
oldugu belirlenmistir. Bu durum, A. hypochondriacus tiiriiniin tuzluluk stresine

kars1 daha dayanikli olabilecegi ihtimalini giiclendirmektedir.

Luyckx vd. (2023) tarafindan yiiriitiillen ¢aligmada, Amaranthus cruentus
L. tiriine ait toplam sekiz farkli ¢esit tuz stresi toleransi agisindan
karsilagtirtlmistir. Calisma, artan toprak tuzlulugunun tarim alanlarinda giderek
biiyiiyen bir sorun oldugu goz oniine alinarak, bu ¢esitlerin 0, 50 ve 100 mM

NaCl altinda yetistirilmesiyle gergeklestirilmistir. Arastirmada, bir¢ok parametre
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incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore, 100 mM NaCl'nin tiim cesitlerde

biyokiitle iiretimini olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir.

Bitki tiirlerinin genetik ¢esitliligi, olumsuz ¢evre kosullar1 altinda gelisim
ve stres toleransinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Polimorfizm analizleri, bu
cesitliligin saptanmasinda onemli bir aragtir. Terletskaya vd. (2023) tarafindan
icerisinde A. hypochondriacus’un da bulundugu 6 farkli Amaranthaceae tiirtinde
genetik ¢esitliligin belirlenmesi amaciyla genetik polimorfizm analizi yoluyla
yapilan ¢aligma kapsaminda Amaranthaceae tiirlerinde yiiksek seviyede genetik
cesitlilik tespit edilmistir. Tespit edilen yiiksek diizeydeki genetik cesitliligin
Amaranthaceae tiirlerinin olumsuz ¢evre kosullarina karsi toleranslarinin

artmasina katkida bulunabilecegi belirtilmistir.

Bitkilerin abiyotik stres faktorleri gibi ¢evresel streslere maruz kalmasi
sonucunda DNA metilasyonunda ve histon modifikasyonlarinda da degisimler
meydana gelebilmektedir (Czajka vd., 2021). Epigenetik gen diizenlemesini
yoneten mekanizmalarin isleyisi stres kosullarinda genetik modilasyonuna dair
bilgiler sunarken; bununla birlikte ¢evresel olumsuz kosullara karsi bitki
direncinin artirmasinda genetik teknik bilgilerin kullanilmas: ig¢in de bir umut
vermektedir (Sahu vd., 2013). Birgok bitki tiiriinde tuz ve kuraklik stresi
kosullarinda epigenetik tepkilerin belirlenmesi maksadiyla ¢alismalar yapilmistir.
Ancak amaranthus cinsine ait bitkilerde her ne kadar abiyotik stres kosullarina
direngli olduklarina dair fizyolojik, biyokimyasal ve genetik tepkilerinin
belirlenmesine yonelik calismalar yapilmissa da epigenetik tepkilere dair
caligmalar konusunda oldukga yetersizdir. Bu bakimdan amaranthus tiirlerinde
yapilan kismi g¢alismalarin yaninda diger bitkilerde yapilan benzer calismalarin

irdelenmesi de yapilacak ¢aligmalara 151k tutmaktadir.

Bitkiler, stres kosullariyla basa ¢ikmak ve hayatta kalma olasiliklarini
arttirmak amaciyla son yillarda kesfedilen ve dis streslere verdikleri tepkileri
diizenleyen epigenetik mekanizmalardan yararlanabilmektedir (Thakur ve Prasad,
2024). Epigenetik mekanizmalar, stres altindaki bitkilerde mahsul 1slahi igin
potansiyel bir yetistirme yontemi olarak degerlendirilebilmekte ve abiyotik
stresler sonucunda cesitli epigenetik degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir. DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlari, gen ifadesindeki 6nemli rollerinden otiirii

en yaygn bilinen epigenetik siiregler arasinda gosterilmektedir (Liu ve He, 2020;
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Gupta ve Garg 2023). Nitekim Akhter vd. (2021), DNA metilasyonunun stres
kosullar1 altindaki bitkilerde gen ekspresyonunu diizenleyerek fenotipik
degisiklikleri tetikleyebilen birincil epigenetik varyasyon mekanizmasi oldugunu
rapor etmislerdir. Gupta ve Garg (2023) ise tuz stresi uygulanan hassas ve
toleransli nohut genotiplerinin metilasyon seviyelerini karsilastirdiklar: ¢alismada,
hassas genotipin toleransli genotipe gore daha fazla hipermetilasyon sergiledigini
belirlemislerdir. Ote yandan, Wang vd., (2014) tarafindan vyiiriitiilen farkli bir
arastirmada, tuz stresine maruz birakilan bugdayda tuza duyarli genlerin promotor
bolgelerinde hipometilasyonun ortaya c¢iktigi ve bunun tuzluluk toleransini

artirdig1 rapor edilmistir.

Amaranthus hypochondriacus, A. cruentus ve A. caudatus gibi amaranth
tirleri, yalanci tahil kategorisinde yer alip yiiksek besin degerleri ve ¢evresel stres
kosullarina dayanikliliklari ile taninmaktadir (Coelho vd., 2018; Lancikova vd.,
2020; Pulvento vd., 2022). Ancak, amaranth bitkilerinin bu giiclii stres
toleransinin  altinda yatan molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir.  Ozellikle, Amaranth'ta epigenetik diizenlemelerin rolii

hakkindaki bilgilerimiz oldukg¢a sinirhidir.

Tuz stresinin bitkiler tizerindeki etkileri, yalnizca metabolik siire¢leri
bozmakla kalmayip, genetik yapilarini da dolayli yoldan etkiledigi giinimiizde
daha iyi anlasilmaktadir. Literatiirdeki c¢aligmalar, tuzlulugun, bitkinin genetik
materyalindeki niikleotit sirasin1 degistirmeden, genlerin aktiflik diizeylerini
etkileyen epigenetik mekanizmalar yoluyla da fizyolojisini degistirebilmektedir
(Apse vd., 1999; Chinnusamy vd., 2006; Bej ve Basak, 2017; Singroha vd., 2022).

Zhong vd. (2009) tarafindan bugdayda yapilan bir arastirma, iki farkli
kiiltivarda (Dekang-961 ve Lumai-15) tuzun yol actigt DNA metilasyon
degisikliklerini gostermistir. Her iki ¢esit de CCGG bolgelerinde hem
demetilasyon hem de hipermetilasyon yasarken, genel diizeyde hipometilasyon
goriildiigii rapor edilmis ve bu degisimlerin doz bagimli bir etkiye sahip oldugu
vurgulanmistir. Benzer sekilde, Tan (2010) misirda, yapraklarda koklere kiyasla
daha yiiksek metilasyon kaydedildigini ve bunun tuz toleransinda destekleyici bir
faktor oldugunu ileri sirmistiir. Piringte de (Feng vd., 2012) dayanikh
varyantlarda metilasyon seviyesi yiikselirken, hassas varyantlarda azaldig

goriilmektedir.
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Karan vd. (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada, tuza tolerans gosteren 4
farkli ¢eltik ¢esidinde DNA metilasyonu, boyutunu ve profillerine olan etkisi
arastirtlmistir. Buna goére metilasyon ve demetilasyon desenlerinin gesit ve

dokuya gore degistigi, ek olarak; bu degisikliklerin tuz stresinde gen

ekspresyonunu diizenlemesinde etkili olacagi ifade edilmistir.

Mastan vd. (2012), Jatropha curcas bitkisinde farkli tuzluluk seviyelerinin
DNA metilasyonu tizerindeki etkilerini Methylation-Sensitive Amplification
Polymorphism (MSAP) yontemiyle incelemislerdir. Calismada, 21 giinliik
bitkiler, NaCl konsantrasyonlar1 (0, 25, 50, 75 ve 100 mM) ile 24 saatlik bir siire
boyunca stres altina alinmis ve kok ile yaprak dokularinda DNA metilasyon
desenleri analiz edilmistir. Elde edilen veriler, kok dokusunda DNA metilasyon
seviyelerinin %70,06, yaprak dokusunda ise %57,89 oldugunu gostermistir.
Ayrica, metilasyon polimorfizmi kok dokusunda %67,22, yaprak dokusunda ise
%71,21 olarak kaydedilmistir. Tuz stresi, kok ve yaprak dokularinda hem
hipermetilasyon hem de hipometilasyon desenlerine yol a¢mis ve bu
degisikliklerin tuz konsantrasyonuna bagli olarak farklililk  gdsterdigi
belirlenmistir. Ornegin, koklerde en yiiksek metilasyon oran1 %30,32 ile 75 mM
NaCl uygulamasinda gozlenirken, yapraklarda bu oran %27,98 ile 100 mM NaCl

uygulamasinda en yiiksek seviyeye ulagmistir.

Wang vd. (2014) tarafindan yapilan bir baska g¢alismada, tuz stresine
maruz birakilan bugdayda strese yanit olarak tuzluluk duyarlilik genlerinin
promotdr bolgelerinde hipometilasyonun gozlemlendigini ve bu durumun tuzluluk

toleransini artirdigini rapor etmislerdir.

Temel (2014) tarafindan yiiriitiilen ¢aligma, farkli tuzluluk seviyelerinin
iki arpa ¢esidi (Bornova-92 ve Hilal) iizerindeki in vitro etkilerini karsilastirmali
olarak incelemistir. Calismada, Murashige ve Skoog (MS) ortaminda farkli NaCl
konsantrasyonlarina (0, 50 ve 100 mM) maruz birakilan 6rneklerde hem kok hem
de siirgiin gelisiminde farkli sonuglarla karsilasirken DNA metilasyon

profillerinin ceside 6zgili degisiklikler gosterdigini kaydetmistir.

Wang vd. (2015), tuza toleranshi (IL177-103) ve duyarli (IR64) piring
cesitlerini karsilastirarak yaptiklari ¢aligmada, her iki ¢esidin de tuz stresine
maruz birakildiginda yapraklarindaki DNA metilasyon seviyelerinde kiigiik
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degisiklikler gozlemlenmesine ragmen, koklerde 6zellikle IR64 ¢esidinde 6nemli

olgtide DNA metilasyonunda degisiklikler oldugunu tespit etmislerdir.

Garg vd. (2015), farkli stres kosullarina (kuraklik ve tuzluluk) kars: tepki
veren ¢ farkli piring ¢esidinde (IR64, Pokkali, Nagina 22) DNA metilasyon
profillerini bisiilfit dizileme yontemi ile incelemistir. Calisma, genetik ve
epigenetik mekanizmalar arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla, DNA
metilasyonunun farkli baglamlardaki (CG, CHG, CHH) dagilimimn ve seviyelerini
analiz etmistir. Sonuglar, Nagina 22 ¢esidinde DNA metilasyon seviyelerinin
diger cesitlere gore daha yiiksek oldugunu ve bu durumun genetik yapiya bagh
olabilecegini gdstermistir. Ayrica, gen bdlgelerinde metilasyon seviyelerinin
azaldigi, ancak transpozon elemanlar1 gibi tekrarlayan dizilerde artis gosterdigi
belirlenmistir. Ozellikle, CG baglamindaki metilasyon seviyelerinin CHG ve
CHH baglamlarindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Calismada, stres
kosullarina maruz birakilan ¢esitlerde hipermetilasyonun genellikle gen
ekspresyonunun baskilanmasiyla iliskili oldugu, hipometilasyonun ise gen

aktivasyonuna yol agabilecegi belirtilmistir.

Arikan (2016), Arabidopsis thaliana tizerinde yapilan bir ¢calismada, NaCl
uygulamasinin genomik DNA metilasyon diizeyine etkileri bitki ve kallus
kiiltiirlerinde arastirillmistir. HPLC (High-Performance Liquid Chromatography)
yontemi ile gerceklestirilen analizler sonucunda, NaCl uygulamasinin ise hem

bitki hem de kallus dokularinda hipometilasyona neden oldugu tespit edilmistir.

Fei vd. (2017) gergeklestirdigi arastirmada, tuzluluk ve kuraklik stresine
maruz kalan iki farkli bugday genotipinde (Changwul34 ve Zhengyinl) belirli
genlerin promotdr bolgelerindeki DNA metilasyon diizeyleri incelenmistir.
Calismanin  sonuglarma goére, Changwul34 genotipinde CG ve CHG
baglamlarindaki metilasyon seviyeleri azalirken (demetilasyon), Zhengyinl
genotipinde ise genel olarak sitozin metilasyonu artis gostermistir. Ozellikle CG
baglaminda metilasyon diizeyi sabit kalirken, CHG ve CHH baglamlarinda
belirgin bir artis goézlemlenmistir. Tuz stresine maruz kalan bitkilerde goriilen
DNA metilasyon degisimleri, yalnizca tiirden tiire degil, ayni tiirde farkli dokular
ve gelisim evreleri arasinda da ¢esitlilik gosterebilmektedir (Wang vd., 2011)
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Kumar vd. (2017) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada, tuz stresine
maruz birakilan tuza toleransli (Kharchia-65) ile tuza duyarli (HD-2329) bugday
cesitlerinin DNA metilasyonundaki degisimler karsilastirmislardir. Tuz stresine
adaptasyon saglayan DNA metilasyon seviyelerinde o6nemli farkliliklar
gozlemlediklerini; edindikleri bulgulara gore tuz stresi, HD-2329'un siirgiiniinde
CG ve CHH baglamlarinda 5-mC seviyesinde bir artisa neden olurken, koklerde
ise bu seviyelerde bir diisiise yol actigimi tespit etmislerdir. Buna Kkarsin,
Kharchia-65'te tuz stresinin etkisi, CG baglaminda 5-mC seviyesinde bir artis ve
CHG baglaminda tiim sitozinlerin  metillenmesi  seklinde  oldugunu
gozlemlediklerini ifade etmektedirler. Bu veriler goz 6niinde bulunduruldugunda;
epigenetik olarak DNA metilasyonun tuz stresine toleransi ile iliskili oldugu

diistiniilmektedir.

Konate vd. (2018) tarafindan yapilan g¢alismada, tuz stresine maruz
birakilan arpa bitkilerinde DNA metilasyon diizeylerinin incelenmesi sonucunda,
yaprak dokusunda koklere gore daha yiiksek metilasyon oranlari tespit edilmistir.
Yapilan bu calisma, DNA metilasyonunun bitki organlar1 arasinda farklilik
gosterebilecegini  ve tuz stresine karst verilen yamitta Onemli bir rol
oynayabilecegini gostermistir. Bagka bir deyisle, arastirmacilar, tuz stresinin etkisi
alinda DNA metilasyon diizeyinin yaprak ve kok gibi farkli organlarda farkli
sekilde diizenlendigini gostererek, metilasyonun organa o6zgii bir siire¢ oldugu
belgelenmistir. Sun vd. (2018) de misir fidelerinde, 100 ve 200 mmol L”-1 NaCl
uygulamalar altinda hipometilasyonla iliskili farkli metillenmis bdlgeleri rapor

etmistir.

Chen vd. (2019) tarafindan yiriitilen c¢aligmada, Glycine max (soya
fasulyesi) koklerinde tuz stresine maruz kalan bitkilerde, kontrol grubuna kiyasla
DNA metilasyonunda belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir. Ozellikle, CG,
CHG ve CHH motiflerindeki metilasyon seviyelerinin sirasiyla %61,2, %39,7 ve

%3,2 oraninda azaldig1 gozlemlenmistir.

Awana vd. (2019), Cajanus cajan (giivercin bezelyesi) tizerinde yaptiklart
caligmada, tuz stresinin epigenetik ve biyokimyasal diizenlemeleri nasil
etkiledigini incelemislerdir. Arastirmada, 161 genotip taranmis ve bu
genotiplerden tuza karsi en hassas (ICP1071) ve en toleransli (ICP7) genotipler
belirlenmistir. Ug haftalik fideler 250 mM NaCl konsantrasyonu ile 7 giin
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boyunca stres altina alinmis ve ardindan kok ve siirgiin dokularinda DNA
metilasyon desenleri ve biyokimyasal parametreler analiz edilmistir. Sonuglar,
tuza dayanikli ICP7 genotipinde, tuz stresi altinda global DNA metilasyon
seviyelerinde siirgiin dokusunda %36'lik ve kok dokusunda %50'nin {izerinde bir
azalma oldugunu gostermistir. Buna karsilik, tuza hassas ICP1071 genotipinde,
koklerde DNA metilasyonunda %16’lik bir artis tespit edilirken, siirgiinlerde
metilasyon seviyeleri %26 oraninda azalmistir. Metilasyon seviyelerindeki bu
degisimlerin, genotiplerin tuz stresine yanit verme kapasiteleriyle iliskili oldugu

belirtilmistir.

Bitkilerde DNA metilasyonu, genetik materyalin isleyisinde énemli bir rol
oynayan epigenetik bir modifikasyondur. Bu siire¢te, DNA molekiiliindeki belirli
bazlar, metil gruplari ile isaretlenir. Bitki genomlarinda en sik goériilen metillenme
tiirleri, N6-metiladenin (6mA) ve 5-metilsitozin (5mC) olarak bilinir (Zhang vd.,
2018). 5mC metilasyonu, genellikle CG, CHG ve CHH gibi farkli niikleotid
dizileri tizerinde gergeklesir (Kumar vd., 2018). Bu metilasyon desenleri,
bitkilerin cevresel kosullara adaptasyonunda 6nemli bir rol oynar. Ornegin,
tuzluluk stresine maruz kalan bitkilerde, 6mA metilasyonu genellikle inaktif hale
gelirken, 5mC metilasyonunun daha aktif oldugu gézlemlenmistir (Singroha vd.,
2022).

Amaranthus hypochondriacus tiiriiniin haploid genom biiyiikligi, yaklasik
466 megabaz (Mb) olarak belirlenmistir. Bu deger, model bitki olarak sik¢a
kullanilan Arabidopsis thaliana'ya kiyasla yaklasik 3,6 kat daha biiyiik bir genom
boyutuna karsilik gelmektedir. Benzer sekilde, piring ve misir gibi 6nemli tahil
bitkilerinin genomlar1 ile karsilastirildiginda da A. hypochondriacus'un genomu
sirastyla yaklasik 1,1 ve 0,2 kat daha biiytiktiir. Genomunda tahmini olarak 23.059
protein kodlayan gen bulunmaktadir (Royal Botanic Gardens, Kew, n.d.)
Genomun yaklasik %48'lik bir kismmi olusturan tekrarlayan DNA dizileri,
ozellikle kopya-benzeri retrotranspozonlar, genom biiyiikliigiindeki bu
farklilasmada ©nemli bir rol oynamaktadir. Diploid bir tir olan A.
hypochondriacus, 2n=32 kromozom sayisina sahiptir. Yiiksek bitkilerde gen
sayisinin genel olarak 25.000 ile 43.000 arasinda degismektedir. Bu karsilik, A.
hypochondriacus'un gen sayisi bu araligin alt sinirina yakin bir deger tasimaktadir
(Clouse, 2015).
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Gupta ve Garg (2023) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, tuz stresine karsi
hassas ve toleransli nohut genotiplerinde metilasyon diizeyleri karsilastirilmistir.
Calisma sonucunda, hassas genotiplerde hipermetilasyon oraninin daha yiiksek

oldugunu tespit etmislerdir.

Guangyuan vd. (2007), Brassica napus iizerinde yaptigi ¢alismada, 10—
1.000 mmol/L NaCl altinda bitki biiyiimesi, genetik modifikasyonlar ve DNA
metilasyon profilleri arasindaki iliskiyi ele almistir. 50 mmol/L NaCl’nin
bliyiimeyi tesvik  edebildigini, ancak 200 mmol/L ve iizerindeki
konsantrasyonlarin ciddi engellere yol actigini gézlemlemistir. Calismada AFLP
analizi sonucunda, 0-1.000 mmol/L NaCl konsantrasyonlarinda tuz stresine maruz
kalan bitkilerde DNA dizilerindeki genetik degisimlerin doza bagimli bir sekilde
gergeklestigini - gostermistir. 200 mmol/L  iizerindeki konsantrasyonlarda,
DNA'daki genetik modifikasyonlar 6nemli olgiide artmis ve bant desenlerinde
rastgele kaybolmalar veya yeni bantlarin ortaya ¢ikmasi gézlemlenmistir. Ayrica,
tuz konsantrasyonlarinin artisiyla genetik mesafenin de arttigi, ancak en yiiksek
genetik degisimlerin 500 mmol/L NaCl'de gergeklestigi ve bu seviyenin {izerinde
genetik degisimlerin azaldigi belirlenmistir. Bu durum, asir1 tuz seviyelerinin
bitkiyi 6ldirmeden 6nce yeterli DNA modifikasyonuna yol agacak kadar uzun

stire etki edememesinden kaynaklanmaktadir.

Aymi ¢alisgmanin devaminda MSAP analizi sonuglarma gore, 10-200
mmol/L NaCl konsantrasyonlarindaki tuz stresinin DNA metilasyonu tizerindeki
etkilerini ortaya koymustur. Calisma, kontrol kosullarinda DNA'daki CCGG
dizilerinin %26,6’sinin sitozin metilasyonuna ugradigini, ancak 200 mmol/L NaCl
altinda bu oranin %44,2'ye yiikseldigini gostermistir. Metilasyon degisiklikleri,
hem hipometilasyon hem de hipermetilasyon olaylarin1 igermistir; ancak,
hipermetilasyonun daha yaygm oldugu gériilmiistiir. Ozellikle, 50 mmol/L
NaCl'de metilasyon seviyelerinde %38,6’ya ulasan bir artis kaydedilirken, 100
mmol/L’de %42,6’ya ve 150 mmol/L’de %44,2’ye kadar yiikselmistir.
Metilasyon profilleri, farkli tipte bantlarin (Tip I, Tip 1l Tip Ill) olusumuyla
iligkilendirilmistir. Kontrol kosullarinda Tip | bantlart toplamin %63,2'sini
olustururken, Tip Ill bantlar1 %20,5 oraninda gozlenmistir. Ancak, 200 mmol/L

NaCl uygulamasi altinda Tip 11l bantlarinin orani1 6nemli 6l¢iide artmustir.

18



Li vd. (2009), Gossypium hirsutum (pamuk) iizerinde gergeklestirdikleri
calismada, tuz stresinin genom capinda DNA metilasyon seviyelerine etkisini
MSAP yontemi kullanarak incelemislerdir. Calisma, pamuk bitkileri Murashige
ve Skoog (MS) besin ortaminda yetistirilmesi ve farkli NaCl konsantrasyonlarina
(100, 150 ve 200 mmol/L) maruz birakilmasiyla gergeklestirilmistir. Bu kosullar
altinda genetik ve epigenetik degisikliklerin meydana geldigi tespit edilmis ve
artan tuz konsantrasyonunun hem genel hem de tam DNA metilasyon oranlarinda
azalmaya neden oldugu gozlemlenmistir. Bu degisimlerin 6zellikle kok
dokusunda daha belirgin oldugu belirtilmis ve 200 mmol/L NaCl uygulamasi
altinda tam metilasyon oraninin %31,4’ten %29,5’¢ distigi rapor edilmistir.
Calisma ayrica, belirli DNA bélgelerinde ortaya ¢ikan hipometilasyonun ve buna
bagli gen ekspresyon degisimlerinin, tuz stresine adaptasyon siirecinde potansiyel

bir diizenleyici mekanizma olarak islev gorebilecegini 6ne stirmiistiir.

Song vd. (2012), Glycine max (soya fasulyesi) tizerinde gergeklestirdikleri
calismalarinda, tuz stresinin DNA metilasyonu ftzerindeki etkilerini analiz
etmiglerdir. Arastirmada, 14 gilinlik soya fasulyesi fideleri, 150 mM NaCl
konsantrasyonu altinda 1, 3, 6, 12 ve 24 saat siireyle strese maruz birakilmistir.
DNA metilasyonu tizerindeki etkiler, bisiilfit dizileme ve Methylation-Sensitive
DNA Gel Blot yontemleriyle degerlendirilmistir. Sonuglar, tuz stresinin bazi tuza
duyarli transkripsiyon faktorlerinin promotér bolgelerinde DNA  metilasyon
seviyelerini azalttigin1 ortaya koymustur. Promotdrlerde CG, CNG ve CNN
metilasyon baglamlarmin her birinde, stres uygulamasinin siiresine bagli olarak
belirgin demetilasyon gozlenmistir. DNA metilasyonunda meydana gelen bu
degisikliklerin, stres kosullarina yanit olarak gen diizenlemeleriyle iligkili

olabilecegi 6ne sliriilmiistiir.

Demirkiran vd. (2013) tarafindan yapilan c¢alismada, arpa bitkisinde
(Hordeum vulgare L. cv. Tokak) tuz stresinin DNA metilasyonu {izerindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla bir c¢alisma yiiriitmistir. S6z konusu
aragtirmada bitkiler, 50 ve 100 mM NaCl igeren kosullarda yetistirilmistir.
Kullanilan CRED-RA yontemi ile yapilan analizler sonucunda, 6zellikle 100 mM
NaCl wuygulanan bitkilerde metilasyon diizeylerinde belirgin bir artis
(hipermetilasyon) saptanmistir. Enzim kesim desenleri, 5CCGG3' dizilimindeki

her iki sitozin bazinin da metillendigini dogrulamustir.
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Marconi vd. (2013) tarafindan yiiriitiilen bir calismada, tuz stresinin DNA
metilasyonu tizerindeki etkilerini tuza dayanikli (Exagone) ve tuza duyarl
(Toccata) Brassica napus (kanola) gesitlerinde MSAP yontemi kullanarak
incelemislerdir. Calisma, tuz stresi uygulamasinin DNA metilasyon desenlerini
hem kontrol hem de stres sonrasi iyilesme kosullarinda degerlendirmistir.
Sonuglar, tuza dayanikli Exagone gesidinde tuz stresi altinda DNA metilasyon
seviyelerinin azaldigim (%46,58'den %38,27'ye), buna karsilik tuza duyarh
Toccata ¢esidinde DNA metilasyon seviyelerinin arttigin1  (%41,02'den
%48,66'ya) gostermistir. Ayrica, Exagone c¢esidinde metilasyonda azalma
genellikle tamamen metillenmis bolgelerden demetillenmemis bolgelere dogru bir
doniisiimle iliskilendirilmistir. lyilesme siireci boyunca, Exagone c¢esidinde
metilasyon seviyelerinin stres oncesi diizeylere geri dondiigii tespit edilirken,
Toccata cesidinde stres sonrast metilasyon seviyeleri stres altindaki diizeylerle

benzer kalmstir.

Altunkaynak vd. (2016) tarafindan yapilan calismada, Lycopersicum
esculentum (domates) bitkisinde NaCl ve PEG streslerine maruz birakilan DNA
metilasyon seviyeleri CRED-RA teknigi ile belirlenmistir. Calismada, CRED-RA
teknigi kullanilarak 0, 6, 9, 12 ve 24 saatlik zaman dilimlerinde 100 mM NaCl ve
Polietilen glikol (PEG) uygulanan domates bitkilerinde DNA metilasyon
degisiklikleri tespit edilmistir. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)
analizi ile elde edilen DNA bant degisiklikleri 12 saatlik stres uygulamasinin de-
metilasyon/hipometilasyon agisindan kritik bir zaman dilimi  oldugunu
gostermistir. CRED-RA analizi sonuglarina gore, PEG uygulamasinin NaCl
uygulamasina oranla daha fazla DNA metilasyon degisikligine yol agtigi
belirlenmigtir. Her iki stres kosulunda da toplam metilasyon seviyesindeki
maksimum diisiisiin 9 saatlik uygulamada oldugu tespit edilmistir. Calismanin
sonucunda, CRED-RA tekniginin kuraklik ve tuz gibi abiyotik stres kosullarina
maruz kalan bitkilerde DNA metilasyon seviyelerinin belirlenmesinde etkili bir
yontem oldugu sonucuna varildig: ifade edilmektedir.

Al-Lawati vd. (2016), Medicago sativa (yonca) bitkisinde tuz stresinin
DNA metilasyonu iizerindeki etkilerini MSAP yontemiyle incelemislerdir.
Calismada, 11 yerel genotip ve bir tuza dayanikli kontrol gesidi, farkli NaCl
konsantrasyonlarina (8, 12 ve 20 dS/m) maruz birakilmis ve kok dokularindaki
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DNA metilasyon desenleri analiz edilmistir. Sonuglar, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinin DNA metilasyon seviyelerinde artisa neden oldugunu ve
global DNA metilasyon seviyelerinin 20 dS/m NaCl uygulamasinda kontrol
grubuna gore %26 oraninda yiikseldigini ortaya koymustur. MSAP analizi,
metilasyon desenlerindeki degisikliklerin genotipler arasinda epigenetik ¢esitlilik
meydana getirdigini ve yiiksek tuzluluk seviyelerinde metilasyonun daha belirgin
hale geldigini gostermistir. Ozellikle, metilasyon seviyelerindeki artisa paralel
olarak hemimetilasyonun azaldigi tespit edilmistir. Bu bulgular, DNA
metilasyonunun, genotiplerin tuz stresine adaptasyonunda onemli bir epigenetik

diizenleyici mekanizma olabilecegini isaret etmektedir.

Yaish vd. (2018), Medicago truncatula'da tuz stresinin DNA metilasyonu
tizerindeki etkilerini degerlendirmis ve genom c¢apinda bir metilasyon haritasi
olusturmuslardir. Calismada, NaCl (%20 dS/m, 204 mM) uygulamasiyla kontrol
ve tuz stresi kosullarinda kok dokusundan DNA o6rnekleri elde edilmis ve Whole-
Genome Bisulfite Sequencing (WGBS) yontemi kullanilmistir. Arastirma,
toplamda yaklasik 50 milyon farkli metillenmis bdlge tespit etmis ve bunlarin
%7'sinde tuz stresine yanit olarak anlamli degisiklikler (p<0,05) gozlemlenmistir.
Analizler, metillenmis bolgelerin %77'sinin mMCHH baglaminda, %9,1'inin mCG
ve %13,9'unun mCHG baglaminda yer aldigini gostermistir. Tuz stresi altinda
tim metilasyon baglamlarinda (mCG, mCHG, mCHH) metilasyon seviyelerinde
%3,8 ile %10,2 arasinda bir artis oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, gen
bolgelerinde genel metilasyon diizeylerinin azaldigi ancak genomun diger

bolgelerinde artig gosterdigi tespit edilmistir.

Shi vd. (2018), klonal bir istilacit bitki tiri olan Alternanthera
philoxeroides'in (su mercimegi) tuzluluk stresine karsi verdigi epigenetik yanitlari
MSAP yontemi ile incelemislerdir. Calismada, farkli genotipler geng ve olgun
bitkiler olarak smiflandirilmis ve NaCl ¢ozeltisi ile 7 ve 30 giinliik tuzluluk
uygulamalarina maruz birakilmigtir. Tuz stresi, DNA metilasyon profillerinde
degisikliklere neden olmus ve genotipler arasinda farklilik gosteren epigenetik
cesitlilik artist gézlemlenmistir. Sonuglar, tuzluluk stresinin genotipler igindeki
epigenetik c¢esitliligi 6nemli 6l¢iide artirdigini ve bu etkinin stres siiresi uzadik¢a
daha belirgin hale geldigini ortaya koymustur. Ozellikle olgun bitkilerde, geng
bitkilere kiyasla daha yiiksek seviyede epigenetik ¢esitlilik gozlenmistir. Bunun
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yani sira, epigenetik degisikliklerin genotipler arasinda rastgele dagilim gosterdigi
ve belirli lokuslarda sabit degisiklikler olmadigi rapor edilmistir. Epigenetik
degisikliklerin, klonal bitkilerin genetik gesitlilik eksikligini telafi ederek ¢evresel

streslere adaptasyon potansiyelini artirdigi one siiriilmiistiir.

Ghaffarian ve Sara (2020) tarafindan yiiriitilen ¢alismada, farkli tuz
toleransina sahip iki arpa (tuza toleransli Sahara3771 ve tuza duyarli Clipper)
cesidinde DNA metilasyon diizeyleri arastirilmistir. CRED-RA teknigi ile yapilan
analizlerde, tuz stresinin arpa gesitlerinin hem kok hem de siirgiin kisimlarinda
metilasyon diizeylerinde dnemli degisiklikler gdzlemlenmistir. Ozellikle koklerde
metilasyon seviyesi oldukga arttigini ifade etmislerdir. Tuza duyarli olan Clipper
cesidinde ise hem govde hem de koklerde metilasyon seviyesinde artig
gozlemlenmistir, ancak bu artis Sahara3771'e gore daha diisik oldugu

belirtilmistir.

Yapilan birtakim ¢alismalarda, primer baglanma bolgesi (iPBS)
isaretcilerinin genetik cesitliligi ve popiilasyon yapisini belirlemede kullanildig:
gosterilmistir (Karik vd., 2019; Karagoz vd., 2020). iPBS yontemi, transpoz
elementlerin LTR bolgelerinin dizi bilgisine ihtiya¢ duyulmasi sorununu ¢6zmek
icin gelistirilmistir (Kalendar vd., 2010). Bu yontem, LTR transpozonlar
tarafindan paylasilan intergenik DNA boélgelerini hedef alan primerler ile birbirine
yakin iki iPBS'nin PCR ile ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Bu primerler CRED ile
birlikte hareket ederek iki farkli izosizomer restriksiyon endoniikleaz enzimi
kullanilarak DNA'nin kesimini saglamaktadir. Her iki enzim de ayni restriksiyon
dizisini (5-CCGG-3') tanisa da, DNA metilasyonuna farkli duyarlilik
gostermektedirler. Bir enzim CpG bolgelerindeki metillenmis sitozinleri (C)
tantyip keserken, diger enzim enzim sadece metillenmemis 5-CCGG-3" dizisini
tanir ve bu bolgeden kesim yapmaktadir (Waalwijk ve Flavell, 1978). PCR'da
DNA'nin bir primerinin ¢ogaltilmasinin ardindan bu iki enzim ile fragmantlarinin
jelde yiiriitilmesi sonucunda polimorfik bantlar olusmakta ve bu bantlarin
epigenetik diizenleme ile iligkisi incelenmektedir. Bu yontem, 6zellikle bitkilerin
cevresel streslere karsi gelistirdigi epigenetik degisikliklerin incelenmesinde

biiyiik bir 6neme sahiptir.

Pour vd. (2019) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, Haymana 79, Kilgiksiz ve
Bezostaja bugday ¢esitlerinde farkli seviyelerde Al toksisitesine maruz kalan
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bitkilerde DNA metilasyonu seviyeleri CRED-iPBS yontemi ile incelemislerdir.
Calismalarinda, ozellikle yiiksek dozda aliiminyuma maruz kalan bugdaylarin
DNA metilasyon seviyesinde onemli oOlgiide artts meydana geldigini
gbzlemlemislerdir. Bu ve benzer ¢alismalar, CRED-iPBS’nin tuz, kuraklik, agir
metal gibi g¢esitli stres faktorlerinde de giivenilir sonuglar sundugunu
dogrulamaktadir (Demirel vd., 2023; Tiirkoglu vd., 2023a, 2023b).

Bitki epigenetigi alaninda yapilan arastirmalar, DNA metilasyonunun bitki
gelisimi, stres tepkileri ve genetik cesitlilik tizerindeki etkilerini anlamak igin
cesitli smiflandirma yontemlerinin gelistirilmesini  gerektirmistir. Zhang vd.
(2016), DNA metilasyon smiflandirmalar1 ve bu smiflandirmalarin  bitki
epigenetik arastirmalarindaki uygulamalari iizerine bir ¢aligma gergeklestirmistir.
Calismalarinda, bugday (Triticum aestivum L.) kok uglarinda Ca?* eksikliginin
hiicre dongiisii ve DNA metilasyonu tizerindeki etkilerini incelemislerdir. DNA
metilasyon degisimlerini degerlendirmek i¢in izosizomer enzimleri Hpall ve Mspl
kullanilmis ve CRED-RA (Coupled Restriction Enzyme Digestion-Random
Amplified Polymorphic DNA) teknigine dayali olarak DNA metilasyonunu dort
farkli  smifa aywmislardir:  Siaf  I-lI-111-IV. Bu smiflandirma, DNA
metilasyonunun farkli tiirlerini (tam metilasyon, yar1 metilasyon ve metilasyon
olmayan durumlar) ayirt etmekte ve epigenetik modifikasyonlarin
mekanizmalarint anlamaya olanak tanimaktadir. Ayrica, Wang vd. (2011)
tarafindan gerceklestirilen calisma, DNA metilasyon siniflandirma yontemlerinin
gecerliligini ve uygulanabilirligini desteklemis, bu yontemlerin farkli bitki
tirlerinde ve cesitli stres kosullarinda DNA metilasyon analizlerinde etkili bir

arac oldugunu gostermistir.

Orhan vd. (2020), Brassica oleracea L. cv. Yalova-F1 genotipinde NaCl
(tuz stresi) ve putresin (Put) uygulamalarinin epigenetik diizeydeki etkilerini
incelemistir. Calismada, DNA metilasyon degisikliklerini degerlendirmek igin
Mspl ve Hpall enzimlerine dayali CRED-RA teknigi kullanilmistir. Arastirmada,
tam metilasyon (FMO), yar1 metilasyon (HMO) ve toplam metilasyon (TMO)
oranlar1 hesaplanmis ve stres kosullarinin DNA metilasyonu {izerindeki etkileri
analiz edilmistir. Elde edilen bulgular, toplam metilasyon oranlarinin %59,0 ile
%71,8 arasinda degistigini gostermistir. En yiiksek toplam metilasyon orani
(%71,8), 50 mM NaCl ve 0,01 mM Put kombinasyonunda kaydedilmigtir. Tam
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metilasyon oranlarinin (FMO), tiim uygulamalarda yari1 metilasyon oranlarindan
(HMO) daha yiiksek oldugu belirtilmistir.

Pathak vd. (2021), piring (Oryza sativa) tizerinde gerceklestirdikleri
caligmalarinda, tuz stresinin genom capinda metilasyon profillerinde 6nemli
degisikliklere yol agtigini ve oOzellikle belirli genomik bolgelerde hem

hipermetilasyon hem de hipometilasyon meydana geldigini bildirmislerdir.

Skorupa vd. (2021), Beta vulgaris ve halofitik akrabasi1 Beta vulgaris ssp.
maritima tizerinde yaptiklar1 arastirmayla, tuz stresine ya da ani tuz sokuna maruz
kalindiginda promotor bolgelerin hipermetilasyon ve hipometilasyon arasinda
gidip gelebilecegini gostermistir. Bu da, farkli alt tiirlerin gesitli tuz kosullarina
kars1 degisken metilasyon tepkileri verebilecegini ortaya koymaktadir.

Hpall enzimi, Hemophilus parainfluenzae kokenli olup, CmCGG
dizilerini tanimakta ancak metilasyon varliginda ilgili bolgeyi kesememektedir.
Mspl ise Moraxella cinsi bakterilerden elde edilen, 5°CmCGG3 bdlgesini
hedefleyen ve i¢ sitozin bazinin metillenme durumuna daha duyarli bir
endoniikleazdir (New England Biolabs, b.t.). Bu enzimlerin farkli metilasyon
hassasiyetleri, epigenetik profillerin karsilastirmali analizinde biiyiik kolaylik
saglamaktadir (Bird vd., 1985; Deaton ve Bird, 2011; Angeloni ve Bogdanovic,
2021).

Hosseinpour vd. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, CRED-iPBS teknigi
ile bugday bitkisinde tuz stresine bagli DNA metilasyon degisimlerini
incelemiglerdir. Hpall ve Mspl restriksiyon enzimleri kullanilarak yapilan
analizler, tuz stresinin ve farkli uygulamalarin sitozin metilasyon seviyelerini
etkiledigini gostermislerdir. Calisma sonucunda edinilen bulgular, tuz stresinin
bugday genomunda hipometilasyona neden oldugunu ve bazi uygulamalarin bu

etkiyi azaltabilecegini ifade etmislerdir.

A. hypochondriacus o&zelinde epigenetik diizeyde (6zellikle DNA
metilasyonu gibi) veri sunan ¢alismalar son derece smirli kalmaktadir. Oysa Kki,
piring, bugday, arpa ve Arabidopsis gibi pek ¢cok model tiirde, DNA metilasyonu
basta olmak iizere epigenetik siireclerin tuz stresi adaptasyonunda temel rol

oynadigi bilinmektedir.
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Bu kapsamda, in vitro kosullarda A. hypochondriacus bitkilerine tuz stresi
uygulayarak DNA metilasyon degisimlerini incelemek, hem literatiirdeki bu
boslugu kapatmaya hem de tuz stresine karsi olasi epigenetik diizenlemeleri
aydinlatmaya yonelik oOnemli bir adim olacaktir. Boyle bir yaklasim, A.
hypochondriacus’un epigenetik diizeydeki stres yanitlarin1 ortaya koyarken, islah
ve genetik mithendisligi ¢alismalar1 i¢in de degerli ipuclar1 sunabilecektir. /n vitro
sistemlerde gevresel faktorlerin denetiminin daha kolay olmasi sayesinde, farkli
tuzluluk seviyelerinin DNA metilasyon diizeyini ve dagilimini nasil etkiledigi ¢ok
daha detayli bi¢cimde arastirilabilir. Bu tez calismasinin temel hedefi, A.
hypochondriacus’ta DNA metilasyon profilini degerlendirip, tiiriin tuz stresine
adaptasyon potansiyelinde epigenetik mekanizmalarin roliinii aydinlatmak ve ayni
zamanda genel bitki epigenetigi literatiriinde mevcut bilgileri daha da

zenginlestirmektir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Bitki Materyali

Bu calismada, bitki materyali olarak Sirnak Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Bolimiinden temin edilen Amaranthus hypochondriacus tohumlari
kullanilmistir. Bu tez calismasi, Sirnak Universitesi Ziraat Fakiiltesi biinyesinde

bulunan laboratuvarlarda gerceklestirilmistir.

2.2 Kiiltir ve Tuz Stresi Ortamlarimin Hazirlanmasi

Bitki rejenerasyonu ortami, 4,4 g Murashige ve Skoog (MS) besin ortama,
%3 sukroz ve katilastirmak amaciyla %0,6 agar kullanilarak hazirlanmistir. Tuz
stresi uygulamasi ise, ayn1 ortama ek olarak 200 mM tuz (NaCl) ilavesi ile
gerceklestirilmistir. Hazirlanan farkli MS ortamlarinin pH seviyeleri, 5,8 olarak

ayarlanmigtir.

2.3. Sterilizasyon Kosullari

Hazirlanmis olan besin ortami, saf su, kiiltiir kaplari, pens ve diger
ekipmanlar, otoklav cihazinda 118 kPa basing altinda, 121 °C’de, 15 dk. boyunca

inkiibe edilerek sterilizasyonu saglanmistir.

2.4. Tohumlarm Sterilizasyonu

Bitki materyali olarak kullanilan tohumlarin sterilizasyonu, %10’luk
NaOCl ¢ozeltisinde ve 15 dakika siireyle, karistiricida dondiiriilerek
gerceklestirilmistir. Daha sonra, sterilize edilen tohumlar 3 kez ve 5’er dakika

stireyle steril saf suda (dH-0) durulama islemine tabi tutulmustur.

2.5. Tohumlarin in Vitro Kosullarda Kiiltiire Alinmasi ve Bitki
Rejenerasyonu

Sterilizasyonu gergeklestirilen tohumlar, her steril magenta’da 5’er tohum
olmak iizere MS ortaminda 4 hafta boyunca kiiltiire alinmistir. Ancak, tim
kiiltirlerde ¢ikis sonrast homojen ve saglikli gelisen bitkiler baz alinarak, her
magenta’da 3’er bitki kalacak sekilde seyreltilmistir. Tiim kiiltiirler, 16 saat 151k ve

8 saat karanlik fotoperiyodunda inkiibe edilmistir.

2.6. Bitkilere Tuz Stresi Uygulanmasi
Dort hafta boyunca yetisen ve gelisen bitkiler, 200 mM NaCl igeren MS

ortamina aktarilarak tuz stresi uygulamasina tabi tutulmustur. Tuz stresi
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uygulamasi, 3, 6 ve 9 giin olacak sekilde gerceklestirilmistir. Kontrol bitki
grubunda ise, tuz ilavesiz MS besi ortami kullanilmistir. Tiim kiiltiirler, 24 °C’de

ve 16 saat 1s1k ile 8 saat karanlik iklim kosullarina tabi tutulmustur.

2.7. Bitkisel Orneklerin Hasat Edilmesi ve Muhafazasi

Inkiibasyon siirelerinin (kontrol, 3, 6 ve 9 giin) NaCl uygulanmasi
sonunda, kok ve yaprak ayri olacak sekilde sivi azotla dondurularak hasat
edilmistir. Hasat edilen bitki 6rnekleri; K (ikinci harf olarak): kontrol grubu, 3, 6,
9: tuz uygulama giinleri, son harf olarak K: kok, Y: yaprak dokusu olmak iizere
kodlanmigtir. Ttm bitki 6rnekleri, -80 °C’de, DNA izolasyonu ve laboratuvar

analizleri yapilana kadar muhafaza edilmistir.

2.8. DNA izolasyonlari
Bitkisel DNA'min izolasyonu, Shagai-Maroof vd. (1984) CTAB

(cetyltrimethylammonium bromide) tabanl protokolii uyarinca
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, kok ve yaprak dokulari ayri ayri porselen
havanlarda ve s1vi azot esliginde iyice ogiitiildiikten sonra, 0,5 g alinarak 1,0 mL
CTAB igeren tiiplere aktarilmistir. Ardindan 6rnekler 60-80 dakika boyunca 60-
65°C'de inkiibe edilmistir. Bu siire boyunca, ornekler her 15 dakikada bir
karistirilmistir. Inkiibasyonun ardindan, drneklerin her birine 600 pL kloroform:
izoamilalkol (24:1, v/v) karisimi eklenerek hafifce karistirilmistir. Ornekler, 10
dakika boyunca 5700 rpm'de santrifiij edilerek fazlara ayrilmigtir. Olusan
fazlardan en tstteki faz (stipernatant), pipet yardimiyla hassas bir sekilde yeni bir
tipe aktarilmistir. Ardindan, her tiip igin 600 uL, -20°C’de bekletilmis soguk
izopropanol eklenerek hafifce karistirilmis ve tiipler 10-15 dakika boyunca -
20°C'de inkiibe edilmis, ardindan 10 dakika boyunca 5700 rpm'de santrifiij
edilmistir. Sonra, sivi faz uzaklastirllmis ve tiipler iyice kuruyana kadar oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra, her tiip i¢in 500 uL %70’lik etanol
eklenmis ve tiipler ters diiz yapilarak pelletin hareket etmesi saglanmis ve 8
dakika boyunca 5700 devirde santrifiij edilmistir. Ardindan, etanol tamamen
tiiplerden uzaklasana kadar tiipler kurutma kagidi tizerinde ters gevrilerek 20-30
dakika kadar bekletilip kurumasi saglanmistir. Son olarak, tiiplere 300 uL. TE
tamponu (Tris-EDTA tamponu) eklenerek bir gece boyunca 4 °C'de bekletilerek

DNA’nin ¢dziinmesi saglanmistir.
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2.8.1. DNA’nin saflastirilmasi

Daha dnce DNA izolasyonlari gergeklesen 6rnekler, 5700 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek ¢okelti elde edilmistir. Sonra, her bir numune tiipiine 200 uL
5M sodyum Kkloriir ¢6zeltisi ve esit hacimde %100 saf etanol eklenerek
karistirtlmis ve 6000 rpm’de 5 dakikalik ikinci bir santrifiij islemi ile g¢okelti
(pellet) elde edilmistir. Bununla birlikte, siipernatant uzaklastirilmis ve
numunelerin  kurumasi saglanmistir. Son olarak, pellet, 200 plL saf suda
¢ozdiirilmis, +4 °C'de bir gece bekletilmis ve ardindan -20 °C'de uzun siireli

saklama i¢in dondurulmustur.

Elde edilen DNA numunelerinin konsantrasyonlari, Thermo Scientific
Multiskan GO spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, 168 Third Avenue
Waltham, MA, USA) kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen 6l¢iimler sonucunda,
her bir numunenin DNA konsantrasyonu, deney protokollerine uygun olarak 30

ng/uL olacak sekilde ayarlanmis ve deneyler igin hazir hale getirilmistir.

2.9. Restriksiyon Endoniikleazlar ile DNA’nin Kesilmesi

DNA metilasyon profilini belirlemek amaciyla, tiim bitki (kontrol, 3, 6 ve
9 giin) gruplarina ait DNA &rnekleri, Hpall ve Mspl restriksiyon endoniikleazlar
ile 37°C'de, 45 dakika siireyle inkiibe edilmistir. DNA 6rnekleri, bu siiregte,
Hpall enzimi CCGG dizisini taniyarak ve Mspl enzimi ise ayni dizide sitozinin 5-
metil sitozinin varliginda DNA molekiillerini spesifik bolgelerden keserek
metilasyon durumuna gore farkli uzunlukta DNA pargalarina (fragmanlara)
ayrilmistir. Enzimatik reaksiyonlar, 20 dakika siire ile 80 °C'de inkiibe edilerek
sonlandirilmistir. Kesilen DNA 6rnekleri, daha sonraki asamada DNA metilasyon

seviyesinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Tablo 1. Caligmada kullanilan kesim enzimlerin muamele kosullart

Kesim Enzim Karistminin Hazirlanmasi

Kalip DNA (0,5 pg/ puL) 2,0 uL
1X CutSmart® Buffer 2,5uL
Kesim Enzimi 1,0 uL
Ultra Saf Su 145 uL
TOPLAM 20,0 uL
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2.10. CRED-iPBS Amplifikasyonlarimin gerceklestirilmesi
Calismada, 5 farkli iPBS primeri kullanilmigtir. Primerlerin, hedef DNA

bolgelerini etkili bir sekilde amplifiye edebilmesi i¢in, primerlerin GC oran1 ve

erime sicakligi dikkate alinmastir.

Tablo 2’de, calismada kullanilan primerlerin isimleri, baz dizilimleri,
erime sicakliklari (T, °C), GC oranlar1 (%) ve optimal baglanma sicakliklart (T,

°C) sunulmaktadir.

Tablo 2. CRED-iPBS'de kullanilan reaktif primerler ve bunlarin baglanma (T,) sicakligi

No Pir(r;ler Sekans (5°— 3°) SlcaElerg):e(Tm, (% /OC) Oseinllﬂ;?.lg:fl:‘ g;a
1 2075 CTCATGATGCCA 42,1 50,0 51,2
2 2276 GCTCCGATGCCA 50,4 66,7 59,2
3 2377 ACGAAGGGACCA 47,2 58,3 53,0
4 2400 CCCCTCCTTCTAGCGCCA 61,6 66,7 51,0
5 2415 CATCGTAGGTGGGCGCCA 62,5 66,7 61,0

2.10.1 iPBS Markaorlerle Belirli Bolgelerin Cogaltilmasi

Her bir iPBS primeri icin PCR amplifikasyonlar1 ayr1 ayri
gerceklestirilmistir. Ayrica, daha once restriksiyon enzimleri uygulanarak elde
edilen DNA fragmanlari, PCR amplifikasyonlar1 igin kalip DNA olarak
kullanilmistir. PCR reaksiyon karisiminda kullanilan bilesenler, Tablo 3’te;

uygulanan PCR kosullari ise Tablo 4’te detayh sekilde sunulmustur.

PCR ile gogaltilan DNA fragmanlari, %1,8 (w/v) agaroz jel elektroforezi
kullanilarak yaklagik 2 saat siireyle yiiriitiilmiis ve fraksiyonlara ayrilmistir. Son
olarak, elde edilen bantlar, Bio-Rad ChemiDoc MP jel goriintiileme sistemi ile

gorsellestirilmis ve dijital ortamda kaydedilmistir.
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Tablo 3. PCR karigimlarinin bilesenleri

PCR Karisimlari Reaksiyon Kosullari
Bilesen ‘Hacim (uL) Sicaklik (°C) Siire (dk.)
DNA ‘ 15 95 5
Buffer 2,0 94 1
MgCl, 2,0 50 1
Primer 1,0 72 1
dNTP 0,5 72 10
Taq Pol. 0,3 4 o0
dH,0 12,7

Toplam 20,0

Tablo 4. Calismada kullanilan PCR kosullar1

Reaksiyon Basamag Sicaklik (°C) Siire (dk)

On Denatiirasyon 95 5
Denatiirasyon 94 1
Baglanma (Annealing) 50 1
Uzatma (Extension) 72 1
Final Uzatma 72 10
Saklama (Tutma) +4 0

2.11. Sonuclarin Degerlendirilmesi

IPBS primerleriyle gergeklestirilen PCR ampilifikasyonlari ve elektroforez
analizleri sonucunda her primer igin bant profilleri elde edilmistir. Bant
profillerinin niteliksel analizi, TotalLab programi ile gerceklestirilmis ve bant
varligi (1) ve yoklugu (0) seklinde degerlendirilmistir. Kontrol ve uygulama bitki
gruplarinin kiyaslanmasi sonucunda ortaya c¢ikan bant farkliliklari polimorfizm
yiizdesi olarak hesaplanmistir. Ayrica DNA metilasyon siniflandirmalari, Zhang
vd. (2016) tarafindan tanimlanan yonteme goére degerlendirilmis; s6z konusu
smiflar ile metilasyon durumlarina iliskin detaylar Tablo 5’te sunulmustur. Ayrica
yart metilasyon yiizdesi (HMO), Tiim metilasyon yiizdesi (FMO) ve toplam
metilasyon yiizdesi (TMO), oranlar1 Fulnecek ve Kovaiik (2014) ile Orhan vd.
(2020)’de anlatildig1 gibi hesaplanmustir.
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Tablo 5. Hpall ve Mspl enzimlerinin kesim durumunu gostermektedir (Zhang vd. 2016)

Tipler

Swnif 1

Swnif 2

Stnif 3

Sinif 4

Metilasyon durumlar:

CCGG CCGG
GGCC GGCC
CCGG
GGCC
CCGG
GGCC
CCGG
GGCC

Restriksiyon enzimlerinin kesme durumlar:

Hpall Mspl
Aktif Aktif
Aktif Inaktif

Inaktif Aktif

[naktif Inaktif

Hpall

0

Mspl

0
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada, in vitro kosullarda tuz stresine maruz birakilan A.
hypochondriacus bitkisinin kok ve yaprak dokularinda meydana gelen epigenetik

degisimler incelenmistir.

3.1. In Vitro Kosullarda Bitki Rejenerasyonu ve Tuz Stresi Uygulanmasi

Calismada A. hypochondriacus genotipine ait tohumlar bitki materyali
olarak  kullanilmistir. Tohumlar %10’luk  Sodyum Hipoklorid (NaOCI)
¢ozeltisinde 15 dakika siireyle ve ardindan 3 x 5 dk steril saf su ile durulanarak
sterilizasyonlart saglanmistir. Steril tohumlarin rejenerasyonlari, in vitro
kosullarda ve Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda 4 hafta boyunca 24 °C
+1 ve 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyoduna inkiibe edilerek
gerceklestirilmistir. Rejenerasyon sirasinda kiiltiir yogunlugu daha saglikli ve
homojen bitkilerin se¢imi bakimindan kontrol altinda tutulmus ve her magenta
kabinda yalnizca en iyi gelisim gosteren {i¢ bitki kalacak sekilde seyreltilmistir.
Siire bitiminde, saglikli ve homojen gelisim gosteren bitkiler, 3., 6. ve 9’uncu giin
stireyle 200 mM NaCl igeren MS ortaminda kiiltiire alinarak tuz stresine maruz
birakilmigtir. Kontrol grubu bitkiler ise yalnizca MS ortaminda kiiltiire alinmustir.
Uygulamalar 24 °C +1 ve 16 saat 151k ile 8 saat karanlik fotoperiyodunda inkiibe
edilmistir. Daha sonra bitki 6rnekleri hasat edilmis ve bir sonraki asamaya kadar —
80 °C’de muhafiza edilmistir.

Tuz stresine maruz kalan bitkilerde, uygulama siirelerin artigina bagl
olarak, o6zellikle 9 giin uygulamasinda fenotipik ve gelisim diizeyinde hafif
sararma gozlemlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda ise farkli bitki tiirlerinde yiliksek
tuzluluk altinda yaprak sararmasi, kok-yaprak deformasyonlart ve biiylime
oraninda diigiis gibi belirtilere rastlandiklarin1 rapor etmislerdir (Caines ve
Shennan, 1999; Hasanuzzaman vd., 2017; Ramani vd., 2023).

3.2. CRED-iPBS Amplifikasyonlarinin gerceklestirilmesi

Daha once hasat edilen ve — 80 °C’de muhafiza edilen bitki 6rneklerinde
yaprak ve kok ayri olarak DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen
DNA ol¢iimleri sonucunda, her bir numunenin DNA konsantrasyonu, deney
protokollerine uygun olarak 30 ng/uL olacak sekilde ayarlanmis ve deneyler i¢in

hazir hale getirilmistir (Sambrook ve Russell, 2001). Ardindan Mspl ve Hpall
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endoniikleazlar ile  DNA  oOrneklerinin  kesimi  basarili  bir  sekilde
gerceklestirilmistir. Daha sonra, iPBS-2075, iPBS-2276, iPBS-2377, iPBS-2400
ve iPBS-2415 olmak iizere bes farkli iPBS primeri esliginde PCR c¢alismalari
gerceklestirilmistir. PCR iriinleri, agaroz jel elektroforezinde ayristirilmis ve

goriintiiler elde edilmistir (Sekil 1-5).

»

— —
— - o —— -
- -‘------------

Sekil 1. CRED iPBS-2075 primerine kars1 olusan amplifikasyon irtinleri

(M: Ladder, 1: KK-1 (Kontrol-K&k), 2: Mspl, 3: Hpall, 4: KY-1 (Kontrol-Yaprak), 5: Mspl, 6:
Hpall, 7: 3K-1 (3 giinliikk tuz uygulamasi-Ko6k), 8: Mspl, 9: Hpall, 10: 3Y-1 (3 giinliik tuz
uygulamasi-Yaprak), 11: Mspl, 12: Hpall, 13: 6K (6 glinliik tuz uygulamasi-Kok), 14: Mspl, 15:
Hpall, 16: 6Y (6 giinliikk tuz uygulamasi-Yaprak), 17: Mspl, 18: Hpall, 19: 9K, (9 giinliik tuz
uygulamasi-Kok) 20: Mspl, 21: Hpall, 22: 9Y-2 (9 giinlikk tuz uygulamasi-Yaprak), 23: Mspl,
24: Hpall, M: Ladder)

M 1 2 3 4 s L] 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17 13 19 N 21 2 3 1 0w

Sekil 2. CRED iPBS-2276 primerine kars1 olusan amplifikasyon tiriinleri

(M: Ladder, 1: KK-1, 2: Mspl, 3: Hpall, 4: KY-1, 5: Mspl, 6: Hpall, 7: 3K-1, 8: Mspl, 9:
Hpall, 10: 3Y-1, 11: Mspl, 12: Hpall, 13: 6K, 14: Mspl, 15: Hpall, 16: 6Y, 17: Mspl, 18:
Hpall, 19: 9K, 20: Mspl, 21: Hpall, 22: 9Y-2, 23: Mspl, 24: Hpall, M: Ladder)
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Sekil 3. CRED iPBS-2377 primerine karsi olusan amplifikasyon iiriinleri,

(M: Ladder, 1: KK-1, 2: Mspl, 3: Hpall, 4: KY-1, 5: Mspl, 6: Hpall, 7: 3K-1, 8: Mspl, 9:
Hpall, 10: 3Y-1, 11: Mspl, 12: Hpall, 13: 6K, 14: Mspl, 15: Hpall, 16: 6Y, 17: Mspl, 18:

Hpall, 19: 9K, 20: Mspl, 21: Hpall, 22: 9Y-2, 23: Mspl, 24: Hpall, M: Ladder)

M 1 2 3 4 5 & 7 &8 % 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 0 2 22 23 M M

Sekil 4. CRED iPBS-2400 primerine kars1 olusan amplifikasyon tirtinleri

(M: Ladder, 1: KK-1, 2: Mspl, 3: Hpall, 4: KY-1, 5: Mspl, 6: Hpall, 7: 3K-1, 8: Mspl, 9:
Hpall, 10: 3Y-1, 11: Mspl, 12: Hpall, 13: 6K, 14: Mspl, 15: Hpall, 16: 6Y, 17: Mspl, 18:
Hpall, 19: 9K, 20: Mspl, 21: Hpall, 22: 9Y-2, 23: Mspl, 24: Hpall, M: Ladder)

M 1 2 3 & S 6 T 8 9 10 11 12 13 M 15 18 37 18 19 20 21 22 23 M M

Sekil 5. CRED iPBS-2415 primerine karst olugan amplifikasyon {iriinleri

(M: Ladder, 1: KK-1, 2: Mspl, 3: Hpall, 4: KY-1, 5: Mspl, 6: Hpall, 7: 3K-1, 8: Mspl, 9:
Hpall, 10: 3Y-1, 11: Mspl, 12: Hpall, 13: 6K, 14: Mspl, 15: Hpall, 16: 6Y, 17: Mspl, 18:
Hpall, 19: 9K, 20: Mspl, 21: Hpall, 22: 9Y-2, 23: Mspl, 24: Hpall, M: Ladder)
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3.3. CRED-iPBS Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi, Polimorfizm
Yiizdesi ve Genomik Kalip Stabilitesi (GKS%)

CRED-iPBS (Coupled Restriction Enzyme Digestion - Inter Primer
Binding Site) teknigi bitki genomundaki metilasyon seviyelerini ortaya
¢ikarmasinda kullanilan 6nemli yontemler arasinda yer almaktadir (Kalendar vd.,
2010). Bu yontemde, metilasyon profillerine bagli olarak Hpall ve Mspl
restriksiyon  enzimleri  araciligityla DNA’min  fragmantlara  ayrilmasi
saglanmaktadir. Daha sonra, iPBS primerleri kullanilarak polimorfik bant
desenlerin ortaya cikartilmasi ile DNA metilasyon seviyelerinin belirlenmesi
miimkiin olmaktadir. Boylece s6zkonusu yontem sayesinde, bitkilerde, ¢evresel
stres faktorlerine karsi olusan epigenetik degisimlerin, incelenmesine olanak
tanimaktadir (Thiebaut vd., 2019).

Bu c¢alismada, tuz stresine maruz kalan A. hypochondriacus genotipinde
ortaya ¢ikan epigenetik degisimlerin incelenmesi, CRED analiz yontemiyle ve bes
farkli iPBS primeri kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda 3, 6 ve 9 giin
boyunca strese maruz birakilan bitkilerde metilasyona dayali polimorfizm
yiizdeleri kontrol bitkilerine kiyasla hesplanmistir. Bu hususta 100 x a / n formiilii

referans alinarak ortalama polinorfizim degerleri elde edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, kontrol ve farkli siirelerde strese maruz
birakilan bitki gruplari arasinda polimorfizm farkliliklart gozlenmis ve veriler

Tablo 6’da sunulmustur.
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Tablo 6. Amaranthus hypochondriacus kok ve yaprak dokularinda tuz uygulamalarinin CRED-iPBS

bant sayilar1 ve polimorfizm yiizdeleri
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Elde edilen bulgulara gore, tuz stresine maruz birakilan tiim Dbitki
gruplarinda polimorfizm oranlarinda belirgin degisiklikler gbzlemlenmis, buna
karsin kontrol grubunda bu oranin sabit kaldig1 tespit edilmistir. Ozellikle kok
dokusunda ortalama polimorfizm oranlari, 3. giinde %40,5, 6. giinde %53,9 ve 9.
giinde %58,3 ile artis gosterdigi ve bununla birlikte yaprak dokusunda ise ayni
giinlerde sirasiyla %38,3, %44,4 ve %54,2 oranlarinda artis gozlenmistir (Tablo
6). Her iki dokuda da polimorfizm oranlarinda artis belirgin olmakla birlikte, kok
dokusunda artisin daha erken ve giiglii bir sekilde ortaya ¢ikmasi, buna karsin,
yaprak dokusunun bu siireci daha diizenli ve kontrollii bir sekilde yonettigi

degerlendirilmistir.

CRED-iPBS teknigi kapsaminda Primer bazli yapilan degerlendirmelerde,
iIPBS-2075 primeriyle kok dokusunda Mspl enzim kesiminde 3. ve 9. giinlerde
%100, 6. giinde ise %60 polimorfizm orani tespit edilmistir. Ayrica Hpall kesim
enzimi agisindan, uygulama siirelerinin tamaminda %100 polimorfizm elde

edilmistir.

iPBS-2276 primeriyle kok dokusunda Mspl kesimlerinde 3., 6. ve 9.
giinlerin tamaminda %25 oraninda sabit bir polimorfizm degeri elde edilir iken
Hpall kesim enzimi sonucunda 3. giinde herhangi bir polimorfik bant
izlenilmezken, 6. ve 9. giinlerde %50 oraninda polimorfizm elde edilmistir.
Yaprak dokusunda ayni primerin, Mspl kesimlerinde her ii¢ uygulama siiresinde
%25 polimorfizm degeri izlenir iken, Hpall kesimlerinde ise yine her iig

uygulama siiresinde %50 polimorfizm gozlenmistir.

iIPBS-2377 primeri ve Mspl kesiminde, kok dokusunda 3. giinde, %12,5 6.
giinde %85,71 ve 9. giinde ise %87,5 polimrfizim gézlenmis; ayni Srneklerde
Hpall enzimi ile kesimde sirasiyla %125, %62,5 ve %50 polimorfizm elde
edilmistir. Yaprak dokusunda ayni primerin Mspl kesimlerinde 3. ve 6. giinlerde
%57,14 ayrica 9. giinde ise %87,5 polimorfizim orani izlenirken Hpall
kesimlerinde 3, 6 ve 9. giinlerde sirasiyla %66,66, %62,5 ve %66,67 oranlarinda
dengeli bir polimorfizm profilin sergilendigi izlenmistir. Yaprak dokusundaki bu
degerler, kok dokusuyla karsilastirildiginda hem Mspl hem Hpall agisindan daha
yiiksek ve daha dengeli bir varyasyon profili olusturdugu goriilmistiir.
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IPBS-2400 primeri ve Mspl kesim enzimi ile gergeklesen CRED-iPBS
analiz sonucglarina gore kok dokusunda stresin 3. ve 6. giiniinde polimorfizim
oranlar1 sirasiyla %25 ve %28,57 oraninda ayrica 9. giinde %12,5 olarak izlenir
iken Yaprak dokusunda, ise 3. giin stres uygulanmasinda %16,66 oraninda sinirl
bir polimorfizm gozlenmis, 6. ve 9. giinlerde ise her hngi bir polimorfizim yiizdesi
s6z konusu olmamistir. Ayni primerin, Hpall kesim enzimi ve yaprak
dokularindaki CRED analizi sonuglarina gore 3, 6 ve 9. Giin stres uygulamasinda
polimorfizim oranlar1 sirasiyla %0, %33,33 ve %14,29 oranlarinda oldugu tespit
edilmis iken , yaprak dokusunda 3. giinde polimorfizm tespit edilmemis (%0), 6.
ve 9. giinlerde ise %20 oraninda polimorfizm elde edilmistir. Genel olarak, iPBS-
2400 primeriyle elde edilen bulgular, kok dokusunda epigenetik yanitin dalgali bir
seyir izledigini; yaprak dokusunda ise diisiik diizeyde, bir yanitin ortaya ¢iktigini

gostermistir.

IPBS-2415 primeri ve Mspl kesimlerinde, kok dokusunda 3., 6. ve 9.
giinlerde sirasiyla %40, %70 ve %66,67 oranlarinda polimorfizm elde edilmistir.
Ayni orneklerde, Hpall kesiminde ise sirasiyla 983,33, %100 ve %83,33
polimorfizm oranlar tespit edilmistir. Yaprak dokusunda ise Mspl kesimlerinde
3., 6. ve 9. giinlerde sirasiyla %42,85, %60, %58,33 oranlarinda polimorfizm
tespit edilmistir. Hpall kesimlerine ait oranlar ise sirasiyla %53,84, %100 ve
%90,91 olarak izlenilmistir. Boylece, kok ve yaprak dokusunda heriki Mspl ve
Hpall kesimlerinde polimorfizim degerlerinin birbirine yakin seyrettigi tespit

edilmistir.

Yapilan ¢alismalara bakildiginda, bitkilerde meydana gelen epigenetik
degisimlerin farkli tiir, genotipine ayrica stres tipine ve siiresine bagli olarak
degisiklik gosterdigi belirlenmistir. (Zhong vd., 2009; Wang vd., 2011;
Ghaffarian ve Sara, 2020; Yung vd., 2023).

Marconi vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, domates bitkisine 250
mM tuz stresi uygulanmis ve ardindan metilasyon degisimlerini izlemek iizere
CRED-RA analizi gergeklestirmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore polimorfizm
oran1 %51 olarak tespit edilmistir (Hosseinpour vd. 2020). Yapilan bagka bir
calismada, kolza (rapeseed) bitkisine ait Exagone (tuza toleransli) ve Toccata
(tuza hassas) ¢esitlerinde uygulanan tuz stresinin DNA metilasyonu tizerindeki

etkileri, MSAP yontemiyle analiz edilmistir. Calisma sonuglarina gore kontrol
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grublar1 ile kiyasen metilasyon diizeylerinde farkliliklar ortay ¢iktigini ayrica
Exagone ¢esittinde metilasyon oranlar1 azilir iken Toccata'da arttigi izlenilmistir.
Calisma bulgulari, tuz stresinin gen ifadesi ve DNA metilasyonu tizerinde anlamli

etkiler yarattigini ortaya koymustur (Marconi vd. 2013).

Ferreira vd. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada, tuz stresine maruz kalan
celtik bitkisinin kok ve govde kisimlarinda farkli metilasyon diizeyleri tespit
edilmistir. Mousavi vd. (2019) tarafindan gergeklesen c¢alismada, Zeytin
agaclarinda uygulanan tuz stresin DNA metilasyonu iizerine etkileri incelenmistir.
Calisma sonuglarina gore tuz stresi metilasyon seviyelerinde artisina neden
oldugunu ve s6z konusu artisin tuza toleransh cesitlerde daha belirgin oldugu

rapor edilmistir.

Gao vd. (2013) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, Chloris virgata
tohumlarinin farkli tuz ¢ozeltileri (NaCl, Na2SO4, NaHCOs ve Na.COs) ile 5
glinlik tuz stresine maruz birakilmasinin ardindan epigenetik diizeydeki
degisimler MSAP teknigi kullanilarak incelenmistir. Bulgular, yapraklardaki
toplam metilasyon seviyesinin koklere kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya
koymustur. Uygulanan tuzlarin etkisine bakildiginda; NaCl uygulamasinin
yapraklardaki metilasyon diizeyinde 6nemli bir degisiklige yol agmadigi, ancak
ozellikle Na2COs uygulamasinin bu dokuda metilasyon seviyesinde bir azalmaya
neden oldugu belirlenmistir. Koklerde ise farkli bir patern izlenmis; NaCl ve
Na:SOs uygulamalar1 metilasyon diizeyini diisiiriirken, Na:COs uygulamasi
anlamli bir artisa yol agmustir. EK olarak, tiim tuz stres kosullar1 altinda hem
yaprak hem de koklerde hipermetilasyon ve hipometilasyon degisimleri
gozlemlenmekle birlikte, tespit edilen degisimlerin biiyilk bir kisminin

hipometilasyon yoniinde oldugu belirtilmistir.

Altunkaynak vd. (2016) tarafindan gergeklestirilen bir ¢calismada, domates
bitkisinde (Lycopersicum esculentum L.) tuz (NaCl) ve kuraklik (PEG) stres
kosullarinin  DNA  metilasyonu iizerindeki etkileri CRED-RA yontemi
kullanilarak  incelenmistir. Bu  arastirma  kapsaminda, 100 mM
konsantrasyonundaki NaCl ve PEG c¢ozeltileri bitkilere O ile 24 saat arasinda
degisen farkl siirelerde uygulanmistir. Yapilan detayli incelemeler sonucunda, en

belirgin hipometilasyonun uygulamanin 9. saatinde meydana geldigi ve PEG
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kaynakli stresin, NaCl stresine kiyasla DNA metilasyonunda daha fazla

degisiklige yol actig1 tespit edilmistir.

Gutiérrez-Velazquez vd. (2024) tarafindan Rorippa nasturtium-aquaticum
(su teresi) bitkisinde uygulanan tuz stresi sonrast DNA diizeyinde metilasyon
seviyelerini MSAP yontemi kullanilarak incelenmislerdir. Arastirma kapsaminda,
bitkiler 0, 60, 80 ve 100 mM diizeylerinde sodyum kloriir (NaCl) uygulamasina
tabi tutulmus ve sonrasinda metilasyon profilleri analiz edilmistir. Elde edilen
bulgular, kontrol kosullarindaki bitkilerde %12,16 olarak belirlenen metilasyon
oraninin, 100 mM NaCl uygulamasinda %21,84 olarak onemli o6lgiide
ylikseldigini ortaya koymuslardir. S6z konusu artisin, tuz stresinden kaynakli
oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte, bant profillerinde ¢esitli
hipermetilasyon, hemimetilasyon ve demetilasyon olaylarmin mevcudiyetini

izlemislerdir.

Demirkiran vd. (2013) tarafindan yiiriitillen ¢alismada, arpa bitkisinde
(Hordeum vulgare L. cv. Tokak) farkli dozlarda (50 ve 100 mM NacCl)
uygulamasindan sonra DNA metilasyon seviyelerini degerlendirmislerdir. Bu
kapsamda, CRED-RA yo6ntemi kullanilmis ve 100 mM NaCl uygulamasinda

metilasyon diizeylerinde belirgin bir artis (hipermetilasyon) saptanmustir.

Al-Lawati vd. (2016), yonca (Medicago spp.) bitkisinde tuz stresine bagli
DNA metilasyon degisimlerini incelemis ve yiiksek tuzluluk (6zellikle 20 dS/m
NaCl) kosullarinda DNA metilasyon diizeyinin belirgin sekilde arttigin
gosterilmistir. Bulgular, MSAP analizi sonucuna goére metillenmis bdlgelerin
sayist artarken, hemimetillenmis ve metillenmemis bdlgelerin  azaldigini
izlemislerdir. Ayrica, DNA metilasyon oraninda %26°lik artigin gézlendigini ve
metiltransferaz genlerinin ekspresyon diizeylerinde de yiikselme oldugunu tespit

etmislerdir.

Genomik Kalip Stabilitesi (GKS %), stres kosullarinda yetisen bitkilerde
DNA’nin yapisal biitiinliigiinii ne derece korudugunu dolayli olarak yansitan bir
Olgiit olarak one ¢ikmaktadir (Atienzar ve Jha, 2000). Bu baglamda, GKS
degerleri, polimorfizm oranlariyla birlikte ele alindiginda, 6zellikle metilasyon
desenlerindeki degisimlerin kapsami ve yonii hakkinda daha biitiinctl bir

degerlendirme yapilmasina olanak tamimaktadir. Bu ¢ergevede polimofizm ve
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GKS oranlari, metilasyona bagli epigenetik yanitlarin dokuya ve zamana bagl

farkliliklar iizerine degerlendirilebilmektedir.

Calisma kapsaminda, farkli siirelerde uygulanan tuz stresi sonucunda
yiiksek polimorfizm oranlarinin ortaya ¢ikmasi DNA metilasyon kaliplarinda
degisiklere yol agmis ve bu da GKS (%) degerlerinin diigmesine
yorumlanmaktadir. Bunun tersine, ortalama polimorfizm oranlarinin sinirli oldugu
durumlarda ise metilasyon profillerinde degisimlerin azaldigi, bu da GKS oraninin
yiiksek  kalmasmma ve  yalmizca  smirli  bolgelerde  gergeklestigine

yorumlanabilmektedir.

Calisma bulgularina gore, farkl siirelerde (3, 6 ve 9) uygulanan tuz stresi
sonucunda, kok ve yaprak dokularinda Mspl kesimleriyle artan siireye bagli olarak
polimorfizm oranlarinda yiikselis izlenmis, bu durum da GKS (%) oraninin
azalmasina ayrica en diisik GKS oraninin 9. giinde olabildigi distintilmiistiir.
Ayrica, Hpall kesimlerine polimorfizm oranlarina bakildiginda, her iki dokuda da
6. glin ve 9. gilinde tuz stresi uygulamasi 3. giine nazaran artis ancak 9. giin siirede
6. giine nazaran azalis izlenmis, bu da GKS oraninin en yiiksek 3. giin
uygulamasinda ve en diisik GKS orani ise 6. giin uygulamasinda izlenilmistir.
Boylece, goriilen degisimlerden yola ¢ikarak epigenetik yanitlarin stres siiresine

ve dokuya, ayrica kullanilan kesim enzimine bagli olarak farklilik gostermistir.

Pour vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, ti¢ farkli bugday cesidinde
(Haymana 79, Kilgiksiz ve Bezostaja 1) farkli 7,5; 15; 22,5 ve 30 mM dozlarinda
aliminyum (Al) uygulanmis ve epigenetik diizeydeki degisimleri CRED-IPBS
yontemiyle belirlemislerdir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda, uygulanan Al
dozunun artmasiyla birlikte polimorfizm oranlarinin yiikseldigi, buna karsilik
genomik kalip stabilitesinin (GKS) azaldiginmi belirtmislerdir. Ayrica, epigenetik
temelli farkli hipometilasyon ve hipermetilasyon profillerinin oldugunu tespit

etmislerdir.

3.4. Kok ve Yaprakta Metilasyon Siniflarinin Dagilim ve Toplam

Metilasyon Oranlar:

Epigenetik diizenlemelerinin niteligini ortaya koymak amaciyla, Zhang vd.
(2016) metodu baz alinarak metilasyon smiflart (Swuf 1, I, 1 ve V)

degerlendirilmis ve dagilimlar1 belirlenmistir. Bununla birlikte, Toplam
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Metilasyon Orani (TMOQO), Tam Metilasyon (FMO) ve Yari Metilasyon (HMO)
seviyeleri belirlenmistir. Bu kapsamda, Fulnecek ve Kovatik (2014) ve Orhan vd.
(2020) tarafindan belirlenen metod baz alinmistir. Elde edilen sonuglara gore, kok
ve yaprak dokularindaki metilasyon tiplerinin sayisal dagilimi ve FMO, HMO,

TMO degerlerin yiizdesel gosteren veriler Tablo 7'de sunulmustur.

Tablo 7. Amaranthus hypochondriacus kok ve yaprak dokularinda (tuz stresi uygulamalari)
CRED-iPBS sinif tiirlerinin olusumlar1 ve % HMO, FMO ve TMO degerleri

KOK YAPRAK

KONTROL |3G |6G |9G |KONTROL |3G |6G |9G
Siif | 24 26 28 26 30 27 31 28
Smif 11 11 11 7 9 6 6 5 4
Suif 1M1 6 6 5 1 4 4 7 5
Simif \V 35 33 36 40 36 39 33 | 39
Toplam 76 76 76 76 76 76 76 | 76
%HMO 14,47 1447 | 921 | 11,84 7.89 789 | 658 | 526
%FMO 53,95 51,32 | 53,95 | 53,95 52,63 56,58 | 52,63 | 57,89
%TMO 68,42 65,79 | 63,16 | 65,79 60,53 64,47 | 59,21 | 63,16

Sinif I, her iki kesim enzimine (Mspl, Hpall) ait bandin olmadigin1 belirtir
ve bu durum metilenmenin gergeklesmedigini veya yalnizca tek bir DNA

zincirinde metilasyonun gergeklestigini temsil etmektedir.

SimifII, Hpall enzimine ait bandin olmadigini1 fakat Mspl enzimine ait
bandin varligini ifade etmekte ayrica metilasyonun sadece DNA’nin tek zincirinin

dis sitoznine baglandigini géstermekedir.

Simf III, Mspl enzimine ait bandin olmadigin1 fakat Hpall enzimine ait
bandin izlenildigini, bununla birlikte her iki DNA zincirinin i¢ sitozinine yonelik

metilasyonun gergeklesdigini gostermektedir.

Simif IV, her iki enzime ait (Mspl, Hpall) bant durumunun varlig1 ayrica
her iki DNA zincirinin dis sitozinine bagli metilasyon durumunu ifade etmektedir
(Yang vd., 2011).

Elde edilen sonuglara gore, 3, 6 ve 9 giin siireyle uygulanan tuz stresinde
ve kok dokularinda, Sinif 111 metilasyon tipinin kontrol ve uygulama gruplarinda
diger siniflara kiyasla en disiik diizeyde seyrettigi izlenilmis ve ayni1 sinifa ait bant
sayist en yiiksek 6 adet ile kontrol ve 3. giin stres uygulama gruplarinda
gozlemlenmis ve en disiik ise 1 adet ile 9. giin uygulamasinda oldugu izlenmistir.

Sinif IV metilasyon tipinin kontrol ve uygulama gruplarinda diger siniflara kiyasla
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en fazla bant sayisina sahip oldugu gézlemlenmis ve ayni sinifa ait bant sayisi en
fazla 40 adet ile 9. giin uygulamasinda ve en diisiik ise 33 adet ile 3. giin
uygulamasinda tespit edilmistir (Tablo 7).

Bununla birlikte, Sinif 1 metilasyon tipinde en fazla 28 adet ile 6. giin
uygulamasinda bant sayis1 gézlemlenmis ve en az Sinif | tipi bant sayis1 24 adet
ile kontrol grubunda tespit edilmistir. Siif |1 metilasyon bant tipi en fazla kontrol

ve 3. giin uygulamalarinda 11 adet ile ve en diisiik 6. giinde 7 adet ile izlenilmistir.

Yaprak dokularinda elde edilen sonuglara gére, kok dokusuyla benzer bir
profil gostermis ve Simif Il metilasyon bant tipinin kontrol ve uygulama
gruplarinda diger siiflara kiyasla en diisiik diizeyde oldugu izlenilmistir. Ayn1
metilasyon tipinde en yiiksek bant sayis1 6. giinde 7 adet, en az ise kontrol ve 3.
giin uygulama grubunda 4 adet olarak belirlenmistir. Sinif IV metilasyon tipi diger
smiflara kiyasla en fazla bant sayisina sahip oldugu gozlemlenmis ve ayni
metilasyon tipinde en fazla bant sayist 3. ve 9. giin uygulama gruplarinda 39 adet
ile ayrica en diisiikk bant sayis1 ise 6. giin uygulama grubunda 33 adet ile tespit
edilmistir (Tablo 7).

Bununla birlikte, Smif | metilasyon bant tipine bakildiginda en fazla bant
sayis1 31 adet ile 6. giin uygulama grubunda ve en az bant sayis1 27 adet ile 3. giin
uygulamasinda izlenilmistir. Simif Il metilasyonun bant tipinde ise kontrol ve
3.glin uygulamasinda diger gruplara kiyasla daha fazla bant sayisina sahip oldugu

ve en diisiik bant sayisi ise 9. giinde 4 adet oldugu gozlemlenmistir.

Ayrica, DNA metilasyon siniflar1 Yar1 Metilasyon Oran1 (%HMO),
Toplam Metilasyon Orani (%TMO) ve Tam Metilasyon Oran1 (%FMO) olarak
degerlendirilmis ve Tablo 7°de sunulmustur. Elde edilen sonuglara bakildiginda,
kok dokusunda HMO oranlart %9,21 ile %14,47, FMO oranlar1 %51,32 ile
%53,95 ve TMO oranlar ise %63,16 ile %68,42 olarak degisim gostermistir.
Yaprak dokusunda ise, HMO oranlar1 %5,26 ile %7,89, FMO oranlar1 %52,63 ile
%57,89, TMO oranlar1 ise %59,21 ile %64,47 olarak degisim gosterdigi

izlenilmistir.

Aydinyurt vd. (2025) tarafindan fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
genotiplerinde (Serra ve Elkoca-05) CRED-iPBS yontemiyle yiiriitiilen ¢alismada,

tuz ve kuraklik stresi kosullar1 altinda melatonin uygulamasinin DNA metilasyon
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smiflar1 tizerindeki etkilerini incelemistir. Sadece tuz (150 mM NaCl)
uygulamasinda Serra gesidinin kok dokusunda HMO, FMO ve TMO oranlari
sirasiyla; %7,59, %74,48 ve %82,07 olarak belirlenmistir. Ayni ¢esidin yaprak
dokusunda oranlar sirasiyla; %8,51, %70,21 ve %78,72 olarak gozlenmistir.
Elkoca-05 gesidinin kok dokusunda sadece tuz uygulamalarinda HMO, FMO ve
TMO oranlan sirasiyla; %14,6, %58,39 ve TMO %72,99 olarak belirlenmistir.
Aym ¢esidin yaprak dokusunda oranlar sirasiyla; %10,71, %67,14 ve %77,86

olarak gbzlenmistir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda, Amaranthus hypochondriacus bitkisinin in vitro
kosullarda tuz stresine kars1 gelistirdigi epigenetik yanitlar CRED-iPBS
yontemiyle degerlendirilmis; 6zellikle kok ve yaprak dokularindan elde edilen
polimorfizm oranlar;, GKS% degerleri ve metilasyon siniflarinin dagilimlar
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, tuz stresinin bu tiirin genomunda kayda
deger epigenetik yeniden diizenlemelere yol agtigin1 ve bu diizenlemelerin hem
doku tipi (kok-yaprak) hem de uygulama siiresi (3, 6 ve 9 giin) bakimindan
farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Ozellikle kok ve yaprak dokularinda ve 6.
giin uygulama siiresinde en yiiksek polimorfizm orani elde edilmistir. Ayrica, bant
profillerindeki kayiplar ya da yeni bantlarin ortaya ¢ikisi ise stres kosullarina karsi
gelisen epigenetik yanitlarin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir. S6z konusu
epigenetik degisimler bitkilerin olumsuz kosullara kars1 adaptasyon saglamasinda
onemli rol istlendigini ve farkli bitki tiirlerinin genetik altyapisinda bulundugu
anlasilabilmektedir. Bu bulgular yalnizca A. hypochondriacus’un stres kosullarina
verdigi epigenetik yanitlart anlamamiza katki sunmakla kalmamis, ayn1 zamanda

tarimsal agidan dnemli yeni yaklasimlara da zemin hazirlamistir.

Bu calismada elde edilen sonucglarin ortaya koydugu genel ¢ikarimlar ve
konunun tasidigi ehemmiyet dikkate alindiginda, artan diinya niifusu ve iklim
degisikligiyle birlikte yayginlagan tuzlu topraklar, gida gilivenligi agisindan
dayanikl bitki tiirlerinin anlagilmasini ve gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu
calisma, tuzlulugun sorun olusturdugu topraklarda daha iyi yetisebilecek

genotiplerin islahinda yol gosterici ipuglart sunmaktadir.

Gelecekte yiiriitillecek ¢aligmalarda, CRED-iPBS teknigiyle belirlenen
genel metilasyon degisimlerini tamamlayict nitelikte bisiilfit dizileme ya da
yiksek ¢oztnirlikli metilasyon profilleme yontemleri kullanilarak hangi gen
veya gen bolgelerinde degisiklik yasandigi daha tespit edilebilir. Bu sayede, DNA
metilasyonundaki dalgalanmalarin hangi genlerin ifadesini etkiledigi ve bunun
bitkinin fizyolojik tepkileri (iyon birikimi, ozmotik diizenleme ya da fotosentetik
performans vb.) ile nasil iligkili oldugu ortaya konarak epigenetik mekanizmalarin
islevsel onemi netlestirilebilir. Ayrica, farkli tuz konsantrasyonlar1 ve daha uzun
stres siireleri altinda epigenetik yanitin siddet ve siireye bagh gelisimi

incelenebilir; ¢igcek, tohum veya geng¢ siirgiin gibi baska doku tiplerinin de
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metilasyon dinamikleri incelenebilir. A. hypochondriacus igerisinde farkli
ekotiplerin veya yakin akraba tiirlerin epigenetik tepkilerini kiyaslamak ise, tiir igi
ve tiirler arasi genetik ¢esitliligin epigenetik diizeydeki yansimalarmi anlamak
acisindan yararli olacaktir. Benzer bi¢imde, stres kosullarinin ortadan kalkmasiyla
epigenetik profillerin ne kadar siirede ve ne 6lgiide eski haline dondiigi, ayrica
degisimlerin sonraki nesillere (transgenerasyonel) aktarilma potansiyeli de daha

uzun vadeli ¢alismalarla aydinlatilabilir.

Bu dogrultuda yiiriitilecek ileri ¢alismalar, A. hypochondriacus’un
abiyotik stres kosullarindaki epigenetik diizenlemelerini daha net kavramamizi
saglayacak olup, diger bitki tiirlerine yonelik karsilastirmali arastirmalara da yeni
ufuklar agmasi disiiniilmektedir. Boylelikle elde edilen veriler, hem temel
bilimsel arastirmalar hem de bitki 1slah1 ve biyoteknolojik uygulamalar agisindan

degerli bir rehber niteligi tasiyacaktir.
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