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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TUZLULUK STRESININ BUGDAYDA (Triticum aestivum L.) MEYDANA
GETIiRMIS OLDUGU RETROTRANSPOZON POLIMORFiZMi UZERINE
SALISILIK ASITIiN ETKiSININ BELIRLENMESI

Ozlem DILMEN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tahillar ve Yemeklik Baklagiller Bilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Murat AYDIN

Tim diinya niifusunun beslenmesinde kullanilan en onemli tahil bitkilerinden biri
bugdaydir. Bu 6nemli tahilin verimini sinirlandiran en 6nemli etkenlerden biri ise
tuzluluktur.

Bugday genomunda c¢esitli gevresel etmenlerden etkilenerek genomun yeniden
diizenlenmesinde oOnemli bir role sahip olan LTR retrotranspozonlarinin yiizdesi
oldukg¢a fazladir. Bu arastirmada tuzluluga hassas Kirik ekmeklik bugday (Triticum
aestivum L.) ¢esiti kullanilarak NaCl ile olusturulan tuzluluk stresinde (0 mM, 100 mM,
200 mM ve 300 mM) salisilik asit uygulamasinin (0 mM, 0,5 mM ve 1mM) bugdayda
genomik stabilite ve LTR retrotranspozon polimorfizmi {izerine olan etkisi
incelenmistir. Uygulamada 5 IRAP primeri [N-57 (Nikita), Stowaway, Sukkula, BARE-1
(0) ve E 2647 (Nikita)] ve retrotranspozona dayali yontem olan REMAP tekniginde
ISSR (UBC 811, UBC 826, 8081, 8082) primerleri kullanilmigtir. Arastirma sonucunda
tuzlulugun retrotranspozon polimorfizminde artisa ve GTS oraninda azalisa neden
oldugu, tuzluluk stresinde uygulanan salisilik asit uygulamasinin ise retrotranspozon
polimorfizminde azalisa ve ayni zamanda GTS oraninda artisa neden oldugu
belirlenmistir.

2016, 94 sayfa

Anahtar Kelimeler; Bugday, Tuzluluk Stresi, Salisilik Asit, IRAP, REMAP,
Retrotranspozon



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF EFFECT OF SALICYLIC ACID ON
RETROTRANSPOSON POLYMORPHIZM INDUCED BY SALINITY STRESS
IN WHEAT (Triticum aestivum L.)

Ozlem DILMEN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops
Cereals and Pulse Crops

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat AYDIN

One of the most important cereal plants used in the feeding of the whole world
population is wheat. One of the most important factors limiting the yield of this
important grain is salinity.

The percentage of LTR retrotransposons, which play an important role in genome
rearrangement by influencing various environmental factors in the wheat genome, is
quite high. In this study, salicylic acid application (0 mM, 0.5 mM and 1 mM) in
salinity stress (0 mM, 100 mM, 200 mM and 300 mM) induced by NaCl using Kirik
bread wheat (Triticum aestivum L.) and the effect on LTR retrotransposon
polymorphism were investigated. In the application, 5 IRAP primers [N-57 (Nikita),
Stowaway, Sukkula, BARE-1 (0) ve E 2647 (Nikita)] were used and ISSR (UBC 811,
UBC 826, 8081, 8082) primers in the REMAP technique that based on the method of
retrotransposons were used. As a result of research, it was determined that salinity
caused an increase in retrotransposon polymorphism and a decrease in GTS value, but
salicylic acid treatment caused a decrease in retrotransposon polymorphism and an
increase in GTS value under salinity stress.

2016, 94 pages

Keywords: Wheat, Salinity Stres, Salicylic Acid, IRAP, REMAP, Retrotransposon
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1. GIRIS

Bitkiler, canli yasami i¢in gerekli olan besini ve oksijeni iiretip insan sagligini korurlar
(Faydaoglu ve Siirticiioglu 2011). Arkeolojik kazilarda bulunan bulgulara gore insanlik
tarihinin ilk zamanlarinda bile besin ihtiyacinin karsilanmasi igin bitkiler kullanilmigtir

(Kogyigit et al. 2005).

Tim diinyada oldugu gibi bizim iilkemizde de gerek gilinlik besin ihtiyacimizi
karsilamasi gerek iilke gelirine sagladigi katki itibari ile hububat ve hububat iiriinlerinin
onemi ¢ok biiytiktiir. Hububatlar; maliyeti diisiik, temin edilmesi kolay, yogun bir enerji
kaynagi olmasi, biyolojik degeri oldukga yiiksek, tat ve aromasinin arzu edilen sekilde
olusu ile insan beslenmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Karaoglu ve

Kotancilar 2001).

Bugday diinyadaki insan niifusu i¢in en 6nemli ve stratejik bir tahil bitkisidir. Yaklasik
iki milyar insanin (diinya niifusunun yaklasik %36°s1) en 6nemli temel besin kaynagidir.
Bugday, diinya capinda tiiketilen kalorinin %20’sini, karbonhidratlarin ise yaklasik
olarak %55’ini karsilamaktadir. Bu yiizden diinyanin en 6nemli tahil bitkisi olarak
cesitli iklim sartlarinda tiretimi yapilmaktadir (Breiman and Graur 1995). Nitekim 2013
yil1 verilerine gore tilkemizde kisi basina yillik 213 kg bugday tiiketilmistir. 2014 yilh
verilerine gore {ilkemizde 7,9 milyon ha alanda bugday tarimi yapilmis, 22,6 milyon ton

bugday iiretilmis ve dekara verimi 287 kg olarak gerceklesmistir (TUIK 2015).

Bugdaygiller familyas1 [Poaceae (Gramineae)], en 6nemli tahil bitkisi olan bugdayi
(Triticum aestivum L.), arpayr (Hordeum vulgare L.), yulafi (Avena sativa L.), cavdari
(Secale cereale L.), misir1 (Zea mays L.) ve ¢eltigi (Oryza sativa L.) kapsar. Triticeae,
bugday ve arpayr da kapsayan 15°den fazla cins ve 300 tiirli olan en 6nemli oymagidir

(Simmonds 1989).



Bugdayn ilk siniflandirmasi Linnaeus tarafindan 1753 yilinda yapilmistir. 1918 yilinda
Sakamura kromozom dizisini bulmustur. Bu bulus, Triticum siniflandirmasinda bir
doniim noktas1 olmustur. Bugday, 2n=14 kromozomlu Diploitler (AA), 2n=28
kromozomlu Tetraploitler (AABB) ve 2n=42 kromozomlu Hekzaploitler (AABBDD)
olmak tizere 3 gruba ayrilir. Ekmeklik bugday, Triticum aestivum’dur. T.durum ve

T.compactum ise diger 6nemli tiirleridir (Briggle and Reitz 1963).

Hekzaploit bugdayin (Triticum aestivum L., 2n=42, AABBDD) haploit DNA igerigi
tahminen 1.7x10' bp biiyiikliigiindedir. Arabidopsis genomundan 10 kat, misir ve
piring genomudan 6 kat daha biiytiktiir (Bennett and Smith 1976; Arumuganathan and
Earle 1991). Ekmeklik bugday genomunun bu kadar biiyiik olmasinin nedeni, poliploid
ve tekrarlit DNA dizisindeki (genomun %85°1) fazlaliktan kaynaklanmaktadir (Flavell
and Smith 1974). Ortalama bir bugday kromozomu 810 MB civarinda yani ortalama bir
piring kromozomundan 25 kat daha biiyiiktiir. Bu biiyiiklik bugday genomunun
orijininden (Talbert et al. 1998) yani onun ti¢lii genom yapisindan (ABD genomlari) ve
yiiksek metillenmis dizilerinden, yiliksek oranda tekrarli DNA dizilerine sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir (Moore et al. 1993) (Cizelge 1.1).

Yiiksek bitkilerin gen sayisi 25.000 ila 43.000 arasinda degisiklik gostermektedir
(Miklos and Rubin 1996). Son zamanlardaki g¢alismalara gére bugdayda tahminen
30.000 gen vardir. Bunlarin sadece birkag¢ yiiz tanesi tespit edilmis, haritalanmis ve

pleiotropik etkileri belirlenmistir.



Cizelge 1.1. Arabidopsis ile diger tahil {irlinlerinin genom karakterlerinin
karsilastirilmasi (Miklos and Rubin 1996)

Tiirler DNA/ Genom Tekrar Genetik Kromozom
Hiicre Bityiikliigii Dizi Oram1 Harita Sayis1
(P9) (bp) (%) Biiyiikligi
(cM)
Arabidopsis 0.4 0.07x10° 37 501 5
thaliana
Oryza - 0.45 x 10° 58-66 1,700 12
sativa
Hordeum 13.4 5 x 10° 70-76 1,096 7
vulgare
Zea mays 11 2.7 x 10° 78 1,400- 10
1,500
Triticum 36.2 17 x 10° 83-85 3,500 7*3 (ABD)
aestivum

1 pikogram= 1 pg= 0.95 x10° bp=29 cM

Bugdayin miktar olarak verimi ¢evre sartlarmin etkisi altindadir (Yagd: and Karan
2000). Bugdaym verimine etki eden birgok faktdr bulunmaktadir. Ornegin uygun olan
glibre miktar1 ve gesidi (Kettlewell et al. 1998), yillik yagis miktart ve sicaklik (Smith
and Gooding 1999), tane doldurma donemindeki sicaklik ve nem (Peterson et al. 1998)
ile tarimsal yontemler, ekim zamani, ekilen tohumun genetik ve biyolojik 6zellikleri,

hastalik ve zararlilarla miicadele gibi faktorler verim iizerinde etkilidirler (Tayyar
2005).

Her bitkinin 6zellikleri ve verdikleri tepkilere gore iiretim siiresi boyunca bu bitkileri
etkileyen cevresel faktorler vardir. Bitkilerin gelisimi bu c¢evresel faktorlere vermis
olduklar tepkilere gore degismektedir. Bitkilerin bu gevresel faktorlerden etkilenme
durumlarma stres denir. Bu etmenler bitkileri degisik tiir ve oranda strese sokmaktadirlar.
Bitkilerin gevresel faktorlerden duyduklar stres, bitkilerde 6nemli fizyolojik ve metabolik
degisimlere yol acarak biiylime ve gelismelerini olumsuz sekilde etkilerken, iiriinde de
verim ve kalitenin diismesine, hatta bitkinin veya organlarinin Oliimiine kadar yol

acabilmektedir (Kizilaslan and Adigiizel 2009).



Stres faktorleri biyotik ve abiyotik olarak nitelendirilmektedirler (Cizelge 1.2). Abiyotik
streslerden ozellikle sicaklik, foton radyasyonu veya su ve c¢oziinen inorganik
maddelerdeki asir1 degisimler bugday (Triticum aestivum L.) gibi 6nemli tarim
tirlinlerinin ortalama verimini %50’den daha fazla oranda diisiirmektedirler (Bray et al.
2000). Diger taraftan abiyotik stres faktorlerinin en 6nemlilerinden biri olan tuzluluk, hem
tahillarin hem de yem bitkilerinin gelisimini sinirlamada giderek daha 6nemli hale
gelmistir (Tester and Bacic 2005).

Cizelge 1.2. Abiyotik ve biyotik stres faktorleri (Kocacaligkan 2005)

Abiyotik Faktorler Biyotik Faktorler
Fiziksel Kimyasal Hastalik etmenleri (Patojenler)
Kuraklik Hava kirliligi Yabani bitkiler
Sicaklik Tuzluluk Bocekler
Radyasyon Bitki besin maddeleri | Mikroorganizmalar
Isik Pestisitler Hayvanlar
Su baskini Herbisitler Insan Tahribi
Mekanik etkiler Toksinler
(Riizgar, kar, buz ortiisti) | Toprak pH’s1

Tuzluluk, diinyanin hem sulu hem susuz bdlgelerinde tarimsal {iretimi biiylik Olciide
azaltan kurak ve yar1 kurak bolgelerde diinya capindaki en biiyiik zarar sebeplerinden
biridir. Yiksek tuz konsantrasyonu bitkilerin besin aliminda azalmaya sebep olan iyon
toksisitesini arttirir (Tufail et al. 2013). Ayrica toprak tuzlulugu, osmotik stresi etkiler ve

su gegirimini azaltir (Kaydan et al. 2007).

Tuz stresi ilizerine son zamanlarda; su alimi, fotosentez, osmotik ayar ve oksidatif
metabolizma gibi fizyolojik yontem konularinda, tuz stresi yogun arastirma konusu
olmustur. Tuz stresinin etkileri i¢cin yapilan ¢aligmalarda, ¢evresel strese olaganiistii

duyarliligindan otiirii fotosentetik performans aydinlatict bir belirte¢ olarak bulunmustur.



Tuz stresi, bitkiyi tohum ¢imlenmesinden bitki gelisimine kadar olan fizyolojik siireglerde

biiylime ve verim azalmasiyla sonuglanan etkilerle etkiler (Arfan et al. 2007).

Diinyada tarimsal tiretimde tuzluluk 6énemli bir sorun olup ekili alanlarin yaklasik %20°’si
ve sulanan alanlarin %50’sinde tuzluluk sorunu bulunmaktadir (Flowers and Yeo 1995).
Tuzluluk sorununun yol actif1 stresten dolayr tarimsal iretimde %50’ye varan verim

kayb1 yasanmaktadir (Kreps et al. 2002).

Tuzluluk sorunu ve bitkilerin tuzluluktan dolayr strese girmesi Diinya’nin degisik
bolgelerinde, ozellikle topraktaki yikanmanin az oldugu kurak ve yar1 kurak bolgelerde
yetistirilen bitkilerde goriilmektedir. Tuzun topraktan uzaklastirilmasinda en 6nemli
etkenlerden birisi yagis miktaridir. Kurak ve yar1 kurak bolgelerde yagisin az diismesi
toprakta biriken tuzun uzaklastirilmasina yeterli olmamaktadir. Bu nedenle kurak veya
yart kurak iklim bdlgelerinde tuzun yagmur araciliiyla topraktan uzaklastirilmasi yok
denecek kadar azdir. Buharlasma (evaporasyon) nedeniyle su kaybinin yiiksek oldugu bu
tiir bolgelerde toprak biinyesinde veya toprak yiizeyinde tuzlar kristal halinde birikebilir.
Suyun toprak yiizeyinde akisinin iyi olmamasi veya toprak igerisinde alt katmanlara
dogru drenajiin iyi olmamasi s6z konusu olan topraklarda tuzluluk daha da artmaktadir

(Y1ldiz et al. 2008).

Ulkemiz topraklarinin yaklasik 1.5 milyon hektari, 6zellikle sulanan alanlar tuzluluk
sorunuyla daha ¢ok karsilasmaktadir. Diinyada ise tuzluluk problemi Tiirkiye’dekine
paralel olarak yaganmakta ve yaklagik 700 milyon hektardan fazla topraklarda tuzluluk
problemi yasanmaktadir. Diinyada tarimsal iiretim yapilan yaklasik 140 milyon hektar
tarim arazisinin 30 milyon hektarinda bir sekilde tuzluluk sorunu yasanmaktadir. Ekilen
veya ekilebilir alanlarda yasanan bu tuzluluk sorunu kiiresel iklim degisikliklerinin ve
cevresel olumsuzluklarin etkisiyle daha da artacag:i bir gercektir. Bu sorun gelecekte

tarimsal tiretimde 6nemli ekonomik kayiplara yol agacaktir (Yilmaz vd. 2011).

Bitkiler tuzluluga dayaniklilik diizeylerine gore iki gruba ayrilirlar. Halofit bitkiler (Halo;
tuz) toprak tuzluguna dayanikli oldugundan tuzluluk problemi olan topraklarda rahatlikla



yetisebilmektedir. Glikofit bitkiler ise tuzluluga dayanikli olmayip halofit bitkiler kadar
tuzluluga toleranslar1 yoktur. Bu nedenle tuz problemi olan topraklarda yetistirilmesi ciddi
sorunlara yol agmaktadir. Glikofit bitkiler yetistirilirken toprakta tuza karsi tolerans
smirindan daha fazla tuz birikmisse glikofit bitkilerin yetistirilmeleri zorlamakta ve
yetistirildiginde bu bitkilerde biliylimelerinde duraklama, yapraklarinda renk solgunlugu
ve bitkilerin kuru agirliklarinda azalma goriiliir. Hatta daha uzun siireli ve daha yiiksek

diizeyde tuzluluga maruz kalinca bitkinin 6liimii bile s6z konusudur (Y1ldiz et al. 2008).

Tuzlulugun ilk olumsuz etkisi fizyolojik kuraklikla kendisini gostermektedir. Fizyolojik
kuraklik, kok rizosferinde tuz miktarmin artmasiyla stres olusturmakta, bitkinin
topraktaki sudan yararlanmasi azalmaktadir. Yani tuzdan dolayr strese giren bitki
toprakta su olsa bile bu sudan yeterince yararlanamamaktadir. Bu durum ilk olarak

fizyolojik kurakliga neden olmaktadir (Culha ve Cakirlar 2011).

Topraktaki tuzluluktan dolay1 bitkilerde meydana gelen stres, hiicre boliinmesini
etkilemekte, hiicre sayisini azaltmakta ve bitki gelisimini yavaslatmaktadir. Bunun
sonucu olarak bitkilerin gévde ve kok uzunlugu azalmaktadir. Yine bitkilerin
yapraklarinda kiigiilme, incelme ve yaprak sayilarinda azalmaya yol a¢gmaktadir.
Bitkilerde meydana gelen stres, bitkilerin yapraklarimin fiziki dis etkenlerden ve ¢esitli
hastalik ve zararlilardan korunmasini saglayan kutikula ve mumsu tabakanin
incelmesine yol agmaktadir. Bu nedenle bu tiir bitkiler hastalik ve zararlilara kars1 daha

az dayanikli olurlar (Culha ve Cakirlar 2011).

Tuzlulugun, bitkiler {izerindeki dogrudan etkisi (primer etki) osmotik ve iyon stresi
seklinde meydana gelirken, dolayli etkisi (sekonder etki) stres faktorleri sonucu
bitkilerde yapisal bozukluk goriilmesi ve bir¢ok toksik maddelerin sentezlenerek bitki
biinyesinde birikmesi seklinde goriilmektedir. Tuzluluktan dolayr bitkilerde bir¢ok
fonksiyon aksamakta, fotosentez olayinda aksamalar olmakta, klorofil miktarinda
azalma ve klorofilin zarar gérmesi, potasyum ve bazi besin elementlerinin aliminda

sikintilar yasanmaktadir (Botella et al. 2005; Hong et al. 2010). Tuz stresinin bitkiler



tizerindeki etkileri; bitkinin tiirline, uygulanan sulama yontemine ve suyun kalitesi ve

miktarina, ayrica sulama yontemlerine bagli olarak degismektedir (Dajic 2006).

Tuzluluk stresi bitkilerin vejetatif ve generatif gelisim donemlerinin tamaminda etkili
olmasma ragmen, daha ¢ok generatif olgunluk doneminde O6zellikle tohum baglama
doneminde etkili olmaktadir. Bu nedenle bu donemlerde sulamaya dikkat edilmeli ve
tuzluluga yol agacak olumsuz durumlardan kaginilmalidir (Khatun and Flowers 1995).
Tuzluluk, bitkilerin ¢igeklenmesini de olumsuz etkilemekte, gerek ¢icek agma
zamaninda farklilasma gerekse cicek sayisinda anormal diisiislere yol agmaktadir. Bu
durum o6zellikle yabanci dollenmeye ihtiya¢ duyan bitkilerde meyve tutumunu olumsuz
etkilemektedir (Munns 2002).

Tuz stresi, normal enzim aktivitesi ile Kkarsilastirildiginda, protein sentezi
par¢alanmasinin Onciil sebeplerinden biridir ve oksidatif stres sebepli bu stres, yavas
biiyiime, solma, bitki 6liimiinde 6nciidiir (Li et al. 2013). Tuz stresi, bitki hiicrelerinde
reaktif oksijen tiirleri (ROT)’nin tiretiminin artisinda 6nemli bir role sahiptir. Reaktif
oksijen tiirleri, DNA igeren hiicresel 6geler, lipid ve proteinlere zararl etkileri olur ve
hiicre 6liimiine sebep olurlar. Oksidatif stres, ROT iiretimi ve antioksidan etki arasinda
fizyolojik siiregler boyunca dengesizlikler meydana getirir. ROT konsantrasyonu
bikilerde miimkiin oldugunca diisiik olmalidir fakat molekiillerin ¢oklu fonksiyonlar1 bu
orani degistirebilmektedir. Bu yilizden hiicrelerin ROT konsantrasyonunun kontroliinii
saglamaya ¢aligirlar. Ancak, onlari tamamen yok etmek miimkiin degildir (Reginato et

al. 2014; Saha et al. 2015).

Tuzluluk stresi yapraklardaki CO, alimimi azalttigi, karbon katilasmasini engelledigi,
kloroplastlar1 fazla enerji salgisina maruz biraktigi i¢in siiperoksit (O, ), hidrojen
peroksit (H,0,), hidroksil (OH ) radikalleri gibi duyarli oksijen tiirlerinin (ROT)
iiretimini arttirdigi i¢in bitkide oksidatif strese sebep olur (Parida and Das 2005; Ahmad
and Sharma 2008; Ahmad et al. 2010,2011). Su eksikligi ROT’larin olusmasinda 6ncii
rol oynar (Halliwell and Gutteridge 1985; Elstner 1987). Cogu bitki iizerinde yapilan

calismalarda tuzluluk sartlari altinda ROT {iretimi incelenmistir (Hasegawa et al. 2000)



ve celtik, domates, bezelye, turunggil ve hardal bitkilerinde tuzlulugun hiicresel
toksisiteye neden oldugu bulunmustur (Gueta-Dahan et al. 1997; Mittova et al. 2004;
Ahmad et al. 2009, 2010). Uzun donem tuzluluk stresine maruz birakilmis bugday
tohumlarinin hassas tiirleri toleransh tiirlerle kiyaslandiginda H,O, ve lipidperoksit
artig1 gozlenmistir (Sairam et al. 2002). ROT’lar niikleik asitler ve proteinler, lipidlerin
oksidasyonu boyunca hiicreleri etkiler (Pastori and Foyer 2002; Apel and Hirt 2004;
Ahmad et al. 2010).

Cevresel stres etmenlerine karsi bitki hiicresinde meydana gelen molekiiler diizeydeki
degisimlerden biri de; bir kromozomdan digerine, ayn1 kromozom iizerinde bir
bolgeden baska bir bolgeye, kromozom ile plazmid veya iki plazmid arasinda kendinin
transferini saglayabilen kiiciik, lineer, cift iplik¢ikli ve hareketli DNA sekanslarinin
diger bir ifadeyle transpozonlarin yer degistirmesi olmustur. Transpozonlar (genetik
mobil elemanlar) ilk defa misir bitkisinde Barbara McClintock tarafindan 1948 yilinda
kesfedilmistir (McClintock 1948). Transpozonlarin bugiin ki siniflandirilmasinin temeli,
Finnegan tarafindan ilk defa 1989 yilinda yapilmistir. Bu sistem transpozonlari,
kullandiklar1 transpozisyon aracilarina gore ikiye ayirmaktadir. Bunlardan ilki RNA ara
tirlinii araciligiyla hareket eden Smif I elementleri olan retrotranspozonlardir (Wicker et
al. 2007). Retrotranspozonlar, hiicre iginde RNA’larinin reverz transkripsiyonu sonucu
olusan cDNA’nin genom i¢inde farkli bir bolgeye integrasyonu vasitasiyla ¢ogalirlar.
Bu mekanizma yaygin olarak kopyala-yapistir (‘copy-paste’) mekanizmasi olarak bilinir
(Casacuberta and Santiago 2003; Marco and Marin 2005; Wicker et al. 2007; Huang et
al. 2009). ikincisi ise; transpozisyon araci olarak RNA’y1 kullanmayan, bulunduklar:
kromozomal boélgeden ¢ikarak yeni hedef bdlgeye insersiyon yapan Smuf II
transpozonlart yani DNA transpozonlaridir. DNA transpozonlarinin bu hareket
mekanizmas1 yaygin olarak kes-yapistir (‘cut-paste’) mekanizmasi olarak bilinir

(Wicker et al. 2007; Huang et al. 2009).

Retrotranspozonlar, bitkiler alemi boyunca genis yayilim gostermekte ve bol miktarda
bulunmaktadir. Neredeyse tiim bilinen bitki retrotranspozonlart normal biiylime ve

gelisme boyunca inaktif durumda olup farkli abiyotik ve biyotik stres faktorleri



tarafindan aktive edilebilir ve harekete gegirilebilirler. Boylelikle bu hareketlilikleri
mutasyon oranini artirmakta ve yeni genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikarmaktadir.
Retrotranspozonlar pek ¢ok genomik lokus igine girebilmekte ve bdylelikle
mutasyonlart ve yeni Ozellikleri iceren bireyler arasinda insersiyonel polimorfizm
olusturmaktadirlar (Kumar and Bennetzen 1999). Bu durum yaralanma, patojen ataklari,
melezleme, protoplast izolasyonu ya da in vitro hiicre veya doku kiiltiirii gibi faktorler

tarafindan da uyarilmaktadir (Grandbastien et al. 2005).

Retrotranspozonlara bagli olarak meydana gelen polimorfizmin belirlenmesinde IRAP
(Inter-Retrotransposons  Amplified Polymorphisms), REMAP (Retrotransposon-
Microsatellite Amplified Polymorphism), RIBP (Retrotansposon Based Insertional
Polymorphizm) ve S-SAP (Sequence-Spesific Amplified Polymorphism) gibi molekiiler
markirlar yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Kalendar et al. 2011).

Transpozonlarin neden oldugu insersiyon polimorfizmleri molekiiler teknikler
kullanilarak belirlenmekte, boylelikle transpozonlar; DNA parmakizi, ¢esitlilik filogeni
arastirmalart ve genetik haritalamaya yonelik olarak birer markir olarak
kullanilmaktadirlar. Bunun disinda; gen klonlama, transgenik organizmalarin eldesi,

mutasyon O6rnek algilayicisi ve mutasyon araci olarak da kullanilir (Queen et al. 2004).

Retrotranspozonlar  kopyala-yapistir mekanizmasi araciligiyla hareket etmeleri
nedeniyle genomda fazla sayida bulunmalari ve primer dizaynmiyla ilgili spesifik
ozellikleri tagidiklar1 icin markir sisteminin geligsimi i¢in miikemmel bir temel saglarlar.
Transpozonlarin farkli spesifik 6zelliklere sahip olmasi ve hareketli bolge igin
kullanilan primerlerin PCR’da ¢ogaltilan bolgelerinin ve 6zelliklerinin farkli olmasi bu
tekniklerin kullaniminda biiyiik 6nem tasir. Cogu hareketli element temelli markirlar
Siif I Retrotranpozonlarin1 kullanirlar ve retrotranspozonlarin uzun ug tekrarlarina
sahip olan sinifinda LTR bdlgeleri herhangi bir proteini kodlamaz, bunun yerine
transkripsiyon i¢in promotdr ve terminator bolgelerini igerir ve bu bdlgeler bircok

teknik i¢in primer baglanma bdélgelerini barindirmaktadir (Poczai et al. 2013).



Retrotranspozon temelli molekiiler markirlarinin ¢aligma prensipleri asagidaki gibidir.

1.1. IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism)

DNA parmakizi olusturmak i¢in tanimlanmis hareketli element temelli bir markar
sistemidir. 100-1500 bp biiyiikliigiinde degisiklik gosteren uzun ug¢ tekrarlar (LTR)
iceren retrotranspozon grubunu hedefler ve kullanilan primerler bu bolgelere baglanarak
iki uzun ug tekrar (LTR) sekansi arasindaki DNA segmentini ¢ogaltir (Sekil 1.1). Uzun
uc tekrar bolgeleri icin 6zel olarak tasarlanan bir veya iki primer ayn1 PCR’da kullanilir
(Kalendar et al. 1999). Hedeflenen Sinif 1 elemanlari, her iki yonde de gergeklesebilen
(5°-3° veya 3’-5’) kopyala-yapistir transpozisyon metodunu kullanirlar. Bu durum
bastan basa, kuyruktan kuyruga ve bastan kuyruga yonde bulunan farkli sekilde
yonlendirilen gen (kopya) kiimelerine yol acar (Poczai et al. 2013).

SLTR = 5LTR
_— %
Internal domain @Uﬁ R U3 Ui [R| U5 Inlernaldarnain

LTR retrotransposon LTR retrotransposon

IRAP products

Sekil 1.1. IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) (Alzohairy et al.
2014).

1.2. REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism)

IRAP yontemine ¢ok benzer olan bu yontemde iki primerden biri bir mikrosatellit motif
ile eslesir. Cogu genomda bulunan mikrosatellitler veya basit dizi tekrarlar
retrotranspozonlar ile iligkili gibi gériinmektedir. REMAP, bir LTR sekans1 ve adaptor
takilmis tek dizi tekrarlar arasinda ¢ogaltilmis bolgeler icindeki polimorfizmi kullanir.

Ozel olarak tasarlanmis bir LTR primeri diger rastgele secilen bir primer ile karistirilir.
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Bir REMAP reaksiyonunda primerlerden biri, bir IRAP primeri ile baglantili bir ISSR
(Inter-Simple Sequence Repeat) primeridir (Sekil 1.2). IRAP ve REMAP giivenilir ve
tekrarlanabilir bant profilleri olusturduklarindan ¢ogu bitki cinsinde genetik cesitliligi

belirlemede birlikte veya ayr1 ayr1 kullanilmaktadirlar (Poczai et al. 2013).

Microsatellite 5LTR LR Microsatellite
— + = + = —
1 U3 |R| Us Internal domain U3 |R| U5 |
. <— LTR retrotransposon —=
I —
| [—————
3 e
| |
REMAP products REMARP products

Sekil 1.2. REMAP (Retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism)
(Alzohairy et al. 2014)

1.3. IPBS (Inter-Primer Binding Site Amplification)

Molekiiler markir olarak retrotranspozonlarin kullanilmasini sinirlayan faktorlerden biri
LTR bolgelerinin sekanslarinin bilinmesi gerektigidir. Eger 6nceden bu bolgeye ait bir
bilgi yok ise LTR boélgeleri klonlanmali ve sekans analizi yapilmalidir. Bu teknik
Kalendar et al. (2010) tarafindan sekans bilgisi gerekliligini ortadan kaldirmak igin
gelistirilmistir. Kalendar ve ark. IPBS tekniginde LTR retrotranspozonlar: tarafindan
paylasilan retrotranspozonlarin primer baglanma bolgelerini kullanarak 18 niikleotidik
tamamlayic1 ve sinirli sayida tRNA ile bu sorunu ¢ézmiislerdir. Geleneksel parmakizi
analizi tekniklerine (IRAP ve REMAP) ihtiya¢ duyuldugunda ve hatta hareketli element
cesitliligini belirleme ¢alismalarinda bu teknik oldukg¢a kullanisli olabilmektedir (Poczai
et al. 2013).

LTR retrotranspozonlart ve tiim retroviriisler tRNA i¢in korunmus baglanma bdlgeleri
igerirler. Bunlar genellikle tRNA-met (metiyonin) dir. Bunun yaninda tRNA-lys, tRNA-

pro, tRNA-trp ve tRNA-asp de bulunmaktadir. Bu ydntem igin retrotranspozonlar
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intergenik bolgeleri ¢ogaltmak icin birbirine yeterince yakin ve ters yonlii olmalidir

(Sekil 1.3) (Alzohairy et al. 2014).

S5LTR 5LTR
s —
Internal domain ﬂ U%T 'TéJS - Internal domain

.
" b

LR Retrotransposon | | LTR Retrotransposon

R ————
— -
— - —_—

gataCCA-NNN-TG
qygetotgataCCA-NNN-TG
togoaatogaalCA-NNN-TG
gataCCR-HNN-TG

= -
ﬁ-tﬂ-‘ﬂ-'l‘ﬁ@La'.l:a[;e.g:cL
CR-NNH-TGEELLceatbgoea
CA-HMN-TGGtatcogoaagy
CA=NNN-TEEcatogtyagot
1q -ma tgCCA- NN - TG I C 1 - 1N -TEGa tcatgages
ggoteatoatgCCh- NN - TG I -2 - 1M - TEG g cogttgoca
LggeaacggegCCRA-NNN-TG I CR - NN -TEGogactcagaly
cageggagt caCCA- NN -1 N CA -1/} 166t 2 cagageat

Primer sequences IPBS products Primer sequences

aggct

oty

Sekil 1.3. iPBS (Inter-Primer Binding Site Amplification) (Alzohairy et al. 2014)

1.4. S-SAP (Sequence-Spesific Amplified Polymorphism) / TD (Transposon
Display)

S-SAP ilk olarak arpada BARE 1 retrotranspozonunun yerini incelemek igin
kullanilmigtir. Prensip olarak, AFLP protokoliiniin modifikasyonudur. Genomik DNA
bir kesim enzimi (Msel veya Pstl) ile kesilir. Kesimden sonra sekanslari bilinen kisa
cift zincirli adaptorler kesilmis DNA fragmentlerine baglanir. Adaptér homolog
primerlerle 6n segici bir PCR amplifikasyonu yapilir. Bunun amaci genom
karmagikligin1 azaltmak ve daha yliksek bir tekrarlanabilirliktir. Bir sonraki adim
adaptOr primer yerine transpozona 0zgli bir primerle secici bir amplifikasyondur.
Primerler genellikle retrotrasnpozonlarin LTR bdlgelerine veya i¢ kisimlarina baglanir

(Sekil 1.4) (Gutierrez et al. 2012).
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Sekil 1.4. S-SAP (Sequence-Spesific Amplified Polymorphism) (Alzohairy et al. 2014)

1.5. RBIP (Retrotansposon Based Insertional Polymorphizm)

RBIP; retrotranspozona baglanan bir primer ile retrotranspozonun yerlestigi genomun
yanagma bdlgesine ait ikinci bir primer kullanilarak retrotranspozon insersiyonunu
belirlemeye yarayan basit PCR temelli bir yontemdir. RBIP, transpoz olabilen element
insersiyonunun hem varligin1 hem yoklugunu ortaya ¢ikarir ve tek lokuslu kodominant
markirlar1 meydana getirir. Bu yOntem, amplifikasyon i¢in iki komsu primer
kullanimiyla sonug¢lanan bir dominant markir tipi de meydana getirir (Sekil 1.5). RBIP,
belli bir lokusta bulunan bir hareketli element integrasyonuna yonelik polimorfizmi
tespit etmek icin tasarlanmis bir retrotraspozon yontemidir. Bu yontem ayni zamanda
insersiyon sekans temelli polimorfizm olarak adlandirilmistir. RBIP, ¢eltik bitkisinde
celtik c¢esitlerinin evrim sorununu gidermek ic¢in kullanilmistir. Bu teknik tim sekans
bilgisi gerektirdigi i¢in diger tekniklere gore cok pahali ve karmasiktir (Paux et al.
2010).
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Sekil 1.5. RBIP (Retrotansposon based insertional polymorphizm) (Alzohairy et al.
2014).

Bitkiler tiirlerine gére maruz kaldiklar: biitiin stres etkilerini azaltmak {izere bu streslere
kars1 bir tepki vermektedir. Bu tepki oranlar bitkilerin stres faktorlerine, bunun igerisinde
tuzluluk stresi i¢in de farklilik gdstermektedir. Bitkiler tuzdan dolay1 yasadiklar strese
kars1 ya gelistirdikleri savunma mekanizmasiyla yada gosterdikleri tolerans dogrultusunda
kars1 koymakta, savunmalarini ve yasamlarini bu sekilde idame ettirmektedirler

(Kazilaslan 2004).

Antioksidan koruma mekanizmasi bitkileri oksidatif stres etkilerine kars1 korur. Bitkiler,
enzimatik [(stiperoksit dismutase (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX),
glutathione reductase (GR), monodehidroaskorbat reductase (MDHAR), dehidroaskorbat
reductase (DHAR), glutathione peroksidaz (GPX)] ve enzimatik olmayan [(askorbik asit
(ASH), glutathione (GSH), fenolik bilesenler, alkaloidler, protein olmayan aminoasitler
ve a-tokoferoller)] antioksidan koruma sistemleri ile ROT’larin temizlenmesi yoluyla

oksidatif etkilerden bitki hiicrelerini korurlar.
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Bitki tiirleri, c¢evresel streslerle bas edebilmek igin g¢esitli mekanizmalar
gelistirmislerdir. Ornegin; dondurucu etkinin sonuglarmni azaltmak ve mekanizmayi
temizlemek i¢in enzimatik antioksidan (siiperoksit, peroksidaz, katalaz) veya askorbik
asit gibi enzimatik olmayan metabolitler, salisilik asit (SA) gibi bitki biiyiime
diizenleyiciler ya da osmoprotektantlar gibi stres isaretleyici maddeler salgilarlar. Bu
kimyasallar gevresel streslerin sebep oldugu zararli etkilerden membran ve fotosentetik

maddeleri korurlar (Ahmad et al. 2014).

Son yillarda, baz1 bitki gelisim diizenleyicilerinin bitkilerin tuza kars1 direncini
artiracagl lizerinde durulmustur. Bunlardan salisilik asit, poliaminler, absisik asit ve
jasmonik asit gibi bitki gelisim diizenleyicilerinin bu konuda bitkilere uygulanabilecegi
tizerinde durulmakta ve uygulanmasinin yararli olacagi 6ne siiriilmektedir (Yoon et al.
2009; Roychoudhury et al. 2011; Singh and Gautam 2013; Sripinyowanich et al. 2013).
Bitkilerin ¢esitli gelismelerini ve biyo aktivitelerini olumsuz etkileyen stres, yukarida
belirtilen bitki gelisim diizenleyicileriyle 6nlenebilmektedir (Wang 2005; Ashraf and
Khan 2008). Bitkilerde genel olarak, tuzluluk stresinden dolayi sentezledikleri bitki
gelisim diizenleyicilerinin miktarinda azalma olabilir. Bu azalma bitkilerin tuza karsi
direnclerini de azaltmakta, disaridan bitki gelisim diizenleyici uygulamasini gerekli
kilmaktadir. Bu nedenle uygulanan bitki gelisim diizenleyicileri bitkinin tuza karsi
direncini artirmakta ve tuzluluk sorununu biraz daha azaltmaktadir (Kuiper et al. 1988).
Biitiin bunlara ragmen bu caligmalardan tam bir sonu¢ alinamamis, uygulamalarin

etkileri tam olarak bilinmemektedir (Ashraf and Khan 2008).

Bitki proteinleri, absisik asit (ABA) ve salisilik asit (SA) gibi fitohormonlar, biyotik ve
abiyotik strese tepkiye karsi uyarici etkiye sahiptir. SA, birgok bitki tarafindan
sentezlenebilmekte ve olumsuz abiyotik faktorlerin etkisi altinda tuzluluga karsi bitkinin

direncini artirmak tizere bitki biinyesinde depo edilebilmektedir (Kaydan et al. 2007)

Salisilik asit, birgok metabolik olayr diizenleyerek bitkinin tuza karsi toleransini
artirmakta ve bircok metabolik olay1 diizenleyerek bitkinin stresini azaltmakta ve

normal gelisimini saglamaktadir (Ashraf et al. 2010; Hussain et al. 2011). Bitkilere
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uygulanan salisilik asit, bitkinin hastalik ve zararlilara kars1 direncini de artirmakta,
birgok patojene karst koymasini artirmakta ve dayanikliligint saglamaktadir (Snyman
and Cronjé 2008). Yine salisilik asitin tuzluluk, kuraklik, asir1 sicaklik ve topraktaki
bircok agir metale karsi bitkinin dayanikliligini artirmakta, uygulanmasi halinde sayilan
bu olumsuz sartlardan bitkinin daha az etkilenmesini saglamaktadir (Hayat et al. 2010).
Salisilik asitin bu olumlu etkileri tek basmna sagladigi gibi diger ajanlarla etkilesim
suretiyle olumlu etkilerini artirdigi da bilinmektedir (Husaain et al. 2011). SA aymi
zamanda, tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicaklik, su, agir metal, don ve kuraklik stresi gibi
abiyotik stres sartlarinda bitkilerin toleransin1 artirmaktadir. Yapilan ¢alismalar,
bugdayda tuz (Shakirova and Bezrukova 1997) ve su stresine (Singh and Usha 2003),
celtikte agir metal stresi (Pal et al. 2002; Mishra and Choudhuri 1999), fasulye ve
domateste kuraklik ve don (Senaratna et al. 2000) stresine salisilik asit uygulamalarinin

bitkilerde toleransi arttirdigi bildirilmistir (Kaydan ve Yagmur 2006).

1.6. Salisilik Asit Biyosentezi

Bitkilerde salisilik asit (SA) olusumu i¢in iki yolun bulundugu iddia edilmektedir. Bu
yollarda, salisilik asidin B-oksidasyon ve orto-hidroksilasyon reaksiyonlarinin meydana
gelme siralarinin farkli oldugu bulunmustur. Bu sebeple, saglikli ve viriis bulastirilmis
titlin bitkilerinde salisilik asitin, benzoik asit araciligiyla sinnamik asitten meydana
geldigi ispatlanmistir. Bu sonuca goére, Agrobacterium tumefaciens ile enfekte olmus
geng domates fidelerinde, sinnamik asitin orto-kumarik asite orto- hidroksilasyonunun
arttig1 ve sonra kumarik asitin B-oksidasyonu ile salisilik asit olustugu bulunmustur.
Saglikli bitkilerde 1ise, salisilik asitin yaygin biyosentez yolunun, Sinnamik

asit—Benzoik asit—Salisilik asit seklinde gerceklestigi bulunmustur (Ozeker 2005).
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Sekil 1.6. Salisilik asit biyosentezi (Ozeker 2005)

1.7. Salisilik Asit Metabolizmasi

Salisilik asit, bitkilerde aktif olan serbest formunun disinda, esterler ve glukozidler
olarak bagli formlarda da bulunabilir. SA, bitkilerde genellikle inaktif bir formda (depo
formu) olan ve bir seker bilesigi olan salisilik asit-B-glukozit (SAG) seklinde
bulunmaktadir. B-glukozidaz enzimi, bitkilerde fitohormonlarin sinyal aktivitelerini
kontrol etmekte ve salisilik asidin bagli formdan serbest forma gecisini katalize ederek,
bitkide serbest salisilik asit diizeyini diizenlemektedir (Ozeker 2005). Tiitiinde yapilan
bir ¢alismada, bitki yapraklarina disaridan salisilik asit uygulamasiyla, yapraklarin
hiicreleraras1 bosluklarinda salisilik asit-B-glukozidaz aktivitesinin meydana geldigi
bulunmustur. SAG’1in ¢ogunlugu hiicrelerarasi bosluklarda bulunurken, salisilik asitin
cogunlugu ise hiicrelerin icinde yer almistir. Ciinkii SAG’in salisilik asitten
sekillenmesi, hiicrelerin i¢ginde meydana gelmektedir. Bu durum da digaridan uygulanan
salisilik asittin direk olarak hiicrelere girdigini gostermektedir. Sonugta, SAG’in
hiicreleraras1 bosluklar yoluyla uzak dokulara tasiman bir sinyal rolii oynayabilecegi

goriisii ortaya ¢ikmustir. Salisilik asittin uzun mesafeli taginimi i¢in uygun yolunun SAG
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oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii SAG hem salisilik asitten daha fazla ¢6ziinebilir, hem

de daha az toksiktir (Ozeker 2005).

Tuzluluk problemi yasanan topraklarda vyetistirilen bitkiler, almis olduklar1 tuzu
vakuollerinde biriktirip sitoplazmada elektrolit dengesini kurarlar. Notral organik
¢Ozlinir maddelerle de sitoplazmanin su potansiyelini korurlar. Sitoplazmada organik
¢oziinlir maddelerin birikimi i¢in iki fonksiyon vardir. 1) Elektrolitler sitoplazmada
vakuolden daha diisiikk diizeyde oldugunda ozmotik dengeye yardimci olurlar, 2)

Sitoplazmada yiiksek elektrolit varliginda enzimleri korurlar (Oncel ve Keles 2002).

Diinya niifusunun hizla artmasi sonucu gida verimliliginin gesitli abiyotik stres etkisi ile
azalacagi belirtilmistir. Aslinda abiyotik stresler diinya capinda iiriin kaybinin baglica
nedeni olup; tarimsal agidan 6nemli olan iirlinlerin ortalama verimini %50 den daha
fazla oranda diisiirmektedir (Bray et al. 2000). Bundan dolay1 biyotik ve abiyotik stres
faktorlerinin bitki iizerindeki etkisinin minimize edilmesi saglanmalidir. Tuz stresine
kars1 tolerans1 yiiksek bitkilerin iretilmesi ve gelistirilip yayginlastirilmasi gerek
geleneksel seleksiyon ve 1slah yontemleri gerekse modern molekiiler biyoloji teknikleri
ile saglanabilmektedir. Bitki islahgilar1 geleneksel 1slah yontemleri veya transgenik
yaklagimlar ile tuza toleransli genotipler iiretmis olmasina ragmen (Ashraf and Akram
2009), abiyotik stres toleransmin genetik olarak karmasik mekanizmalar1 bu durumu

oldukca zorlastirmaktadir (Vinocur and Altman 2005).

Bu calismada, iki komsu retrotranspozon arasinda kalan intergenomik bolgenin PCR ile
cogaltilmasina dayanan ve polimorfizmin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan
“Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism” (IRAP) ve ‘“Retrotransposon—
Microsatellite Amplified Polymorphism” (REMAP) markir teknikleri kullanilarak,
tuzluluga bagl olarak meydana gelen retrotranspozon polimorfizmi ve bu polimorfizme

salisilik asit (SA) etkisinin belirlenmesi amaglanmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Artan niifusun beslenmesinde en 6nemli bitkilerden biri bugdaydir. Bugday tanesi insan
beslenmesinde; saplar1 ise hayvan beslenmesinde ve kagit sanayinde kullanilmaktadir.
Bugday iiretimindeki azalma, ekmek fiyatlari ve undan yapilan gida maddelerinin

fiyatlarini yiikselmektedir (Stizer 2004).

Biyotik ve abiyotik ¢evre etmenlerinin etkisi altinda bitkilerde ortaya ¢ikan degisimler
stres olarak ifade edilirler. Stres bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz yodnde
etkilerken iirlinde kalite ve verimin azalmasina, bitki ve bitki organlarinin 6liimiine
neden olabilirler. Stres etmenlerinin olusturdugu zarar bitkinin ¢evreye genetik

adaptasyon derecesine bagli olarak degisir (Singh and Dubey 1995).

Tohum ¢imlenmesi, bitki biiyiime dongiisiiniin en temel ve en hayati sathasidir. Bir¢ok
bitki {lizerinde yapilan calismalar tuzlulugun tohum ¢imlenmesi iizerine olumsuz
etkisinin oldugunu goéstermistir (Essa 2002; Ibrar et al. 2003; Jabeen et al. 2003; Ulfat
et al. 2007; Mutlu and Bozcuk 2007; Carpict 2009; Xu et al. 2011; Akbari et al. 2011;
Khodarahmpour et al. 2012). Tuzluluk, ¢ok farkli yollarla ¢imlenme siirecini etkiler.
Tuz, ¢imlenme ortaminin osmotik potansiyelini etkileyerek tohumun su emilimini
etkiler (Khan and Weber 2006), niikleik asit metabolizmasmin enzim aktivitesini
degistiren toksisiteye neden olur (Gomes-Filho et al. 2008), protein metabolizmasini
degistirir (Yupsains et al. 1994; Dantas et al. 2007), hormonal dengeyi bozar (Khan and
Rizvi 1994) ve bitkinin tohum baglama oranim1 azaltir (Promila and Kumar 2000;

Othman et al. 2006).

Arfan et al. (2007) bugdaya uygulanan 150 mM NaCl konsantrasyonunun tohum
cimlenmesinden bitki gelisimine kadar olan fizyolojik siirecte yas agirlik, kuru agirlik
ve yaprak miktarinda azalmaya sebep olarak bitkinin yillik tane ve tahil veriminde

diisiise sebep oldugu sonucunu bulmuslardir.
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Sayar et al. (2010) tuz ve kuraklik streslerinin makarnalik bugday gelisimi iizerine olan
etkisini incelemek icin yaptiklar bir ¢calismada tuzluluga ve kurakliga toleransli olan iki
makarnalik  bugday (Triticum durum L.) ¢esidini (BD290273 ve Omrabia)
kullanmislardir. NaCl ve PEG 8000 ile olusturulan farkli osmotik potansiyellerin (-0.2, -
0.4, -0.6 ve -0.8 MPa) ¢imlenme, ¢imlenme giicli ve ¢im gelisimi {izerine olan etkisini
incelemislerdir. NaCl’nin, ¢imlenme ve slirme hizina olumsuz yonde etkisinin oldugunu

bildirmislerdir.

Kumar et al. (2012) tuzlulugun bugdayda ¢imlenme, biiyiime, verim ve verim 6geleri
tizerine olan etkisini ¢aligmislardir. Bu c¢alismada 8 bugday genotipinin (KRL1-4,
K8434, K88, K9644, K9465, K9006, HD 2733 ve HD 2329) tuza tolerans (3, 6, 9 ve 12
dsm™) diizeyleri incelenmistir. En diisiik tuz konsantrasyonun (3 dSm™), cimlenme,
bliylime ve verim parametrelerini etkilemedigi daha yiliksek tuz konsantrasyonlari
cimlenme, biiyiime ve verimi azalttigin1 belirlemislerdir. K9644 ve K9465
genotiplerinin tuz stresine hassas, K9006, K8434, KRL1-4, K88 ve HD2733
genotiplerinin ise daha yiiksek tuz konsantrasyonlarmma karst dayaniklilik

gostermislerdir.

Yine diger bitki tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir.
Solanum lycopersicum (domates) iizerinde yapilan bir c¢alismada tuzun yiiksek
konsantrasyonunun (150 mM NaCl) ¢imlenme oranini azalttigi bildirilmistir (Foolad
and Lin 1997, 1998). Yine S. lycopersicum iizerinde yapilan bir baska ¢alismada
tuzluluk ve bitkideki ¢imlenme yilizdesi arasinda olumsuz yonde bir iliskinin oldugu
gosterilmistir (Kaveh et al. 2011). Yine ayni bitkide Cuartero and Fernandez-Munoz
(1999) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise tuz konsantrasyonundaki artisa bagl
olarak ¢imlenme i¢in gerekli olan siirenin arttigi belirlenmistir. Neamatollahi et al.
(2009), Foeniculum vulgare bitkisinde NaCl konsantrasyonundaki artisin ¢imlenme
yiizdesini azalttigini bildirmislerdir. Lombardi and Lupi (2006) tarafindan ytiriitiilen bir
calismada arpa (Hordeum secalinum) bitkisine 10 giin boyunca uygulanan 400 ve 500
mM NaCl konsantrasyonlari, sirasiyla ¢imlenme oranini %38 ve %40 azaltmistir. Bordi

(2010) tarafindan yapilan bir caligmada 150 ve 200 mM NaCl uygulamasi kanola
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(Brassica napus L.) bitkisinin ¢imlenmesinde énemli oranda azalmaya sebep olmustur.
Bu calismalara gore tuzluluk konsantrasyonundaki artisa bagli olarak c¢imlenme
oraninda azalis oldugu goriilmektedir. Bu azalmanin sebebi olarak iyon dengesizligi,
ozmotik diizensizlik ve tohumlar tarafindan alinan suyun azligindan kaynaklandigini

bildirmislerdir.

Dort celtik ¢esidi kullanilarak yapilan bir ¢calismaya gore ¢esitli tuz konsantrasyonlarina
(30-150 mM) maruz birakilan bitkilerin ¢imlenme oranlarinda 6nemli miktarda azalislar
goriilmiistiir. Hassas gesitlerin tuzluluk sartlar1 altinda ¢imlenme oraninda daha fazla
azalma gorlilmistir (Hasanuzzaman et al. 2009). Vigna radiata’da 250 mM NaCl
uygulamasiyla ¢imlenme yiizdesi %55 azalmistir (Nahar and Hasanuzzaman 2009). 240
mM NaCl uygulamas: yapilan misir bitkisinde ise ¢imlenme oran1 %32, kdk uzunlugu
%380, fide boyu %78 ve tohum canlilig1 %98 azalma gostermistir (Khodarahmpour et al.
2012).

Tuz stresinin bitki iizerindeki en énemli etkilerinden biri de biiylime hizini azaltmasidir.
Tuzluluk bitki biliylimesini cesitli sekillerle etkiler. Gelismenin ilk safhasindaki bu
tepkinin nedeni tuz igeren toprak sollisyonunun ozmotik etkisindendir. Bu etki su
stresinin neden oldugu etkiyle aymidir (Munns 2002). Bir bitkinin biiylimesine
tuzlulugun etkisi, bitkiyi tuzluluga maruz birakma siiresine baglidir. Munns (2002)’ye
gore tuzluluga maruz birakilan bitkilerin ilk birka¢ saniye ve dakikasinda hiicrelerden su
kaybedilir ve hiicre kiiciiliir. Saatler sonra hiicreler orijinal hacmine kavusmasina
ragmen tuz stresi hiicrelerin uzama oranin azaltir ve bu da kok ve yaprak biliylimesinin
azalmasina neden olur. Giinler sonra hiicre boliinmesi sathalar1 da etkilenir. Haftalar
sonra vejetatif gelisme degisir ve aylar sonra ise bu degisim lireme doneminde goriiliir.
Munns (2005) tuzlulugun bitkiler {izerindeki etkisini iki farkli siirecte incelemistir.
Bunlardan birincisi, osmotik etki nedeniyle ortaya ¢ikan hizli siire¢ (ozmotik stres),
digeri ise bitkilerde tuz toksisitesine neden olan yapraklarda tuz birikimi nedeniyle
olusan yavas siire¢ (tuza spesifik stres)’tir. Bu siire¢ler sonunda yaprak 6liimii, toplam
fotosentetik yesil alan azalmasi ve nihayetinde verimde diisiis meydana gelmektedir

(Munns 2002).
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Yiiksek tuz konsantrasyonuna uzun siire maruz kalan bitkilerde Na* ve CI" birikimi
yaprak Oliimlerine neden olur. Yaprak hasar1 ve 6limii vakuollerde biriken tuz
miktarinin {istlindeki yiiksek tuz konsantrasyona baghdir. Cok sayida yapilan
caligmalarda bitkilerin 6zellikle cimlenme ve erken vejetatif gelisme donemlerinin tuz
stresine ¢cok daha hassas oldugu bildirilmistir (Munns 2002, 2005). Khatun and Flowers
(1995) tarafindan yapilan bir ¢aligmaya gore tuzluluga (10 mM NaCl) maruz birakilan
celtik (O. sativa) bitkisinde tohum tutma oraninda %38 azalma oldugu gozlenmistir.
Yine Suaeda salsa bitkisinde yapilan ¢alismada siirgiin ¢apinin, dal uzunlugunun, dal
sayisinin ve bitki boyunun 6nemli sekilde tuz stresinden etkilendigi belirlenmistir (Guan
et al. 2011). Yine Glycine max bitkisinde yapilan bir ¢alismada Dolatabadian et al.
(2011) tuz stresinin siirglin ve kok agirligini, bitki boyunu ve yaprak sayisini dnemli

derecede azalttigin1 ancak yaprak alanini etkilemedigini belirlemislerdir.

Kaydan ve Yagmur (2006) bugday bitkisine uyguladiklar: 8 dSm™ tuz dozunun fidelerin
cikis orani, fotosentetik pigment icerikleri, toprak alt1 ve toprak tistli kuru agirliklarini

azalttigini bulmuslardir.

Moud and Maghsoudi (2008) ekmeklik bugdayda yaptiklari bir ¢alismada iki farkli tuz
konsantrasyonunun (9 ve 15 dSm™~ NaCl) koleoptil ve kok gelisimi iizerine olan etkisini
incelemislerdir. Arastirma sonucunda tuz stresinin koleoptil ve kok gelisimini azalttiginm

belirlemislerdir.

El-lethy et al. (2013) tuzluluk stresi altinda makarnalik bugday cesitlerine potasyum
uygulamasinin etkisini incelemek i¢in 3 farkli konsantrasyonda NaCl (40, 80, 120 mM
NaCl) ve 2 dozda potasyum (25, 150 mg K,O/kg) uygulamiglardir. Calisma sonunda
elde edilen verilere gére 120 mM NaCl uygulamasi yapilan bitkilerde kuru ve yas

agirlik ve bitki boyu 6zelliklerinde 6nemli azaliglar goriilmiistiir.

Akhtar et al. (2015), tuz stresi altinda bugdayin verim, fizyolojik 6zellikler ve biiyiime
gelisimi lizerine olan ektisini incelemek icin ylriittiikleri bir calismada bitkiler 3 farkl

tuz konsantrasyonuna (0, 25, 50 mM NaCl) maruz birakilmistir. Calisma sonunda en
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yiiksek tuz konsantrasyonu ile (50 mM NaCl) sulamas1 yapilan tiim bitkilerin 6ldiigi

gorilmiistiir.

Tuz sartlar1 altindaki bitkilerin fotosentezindeki azalma su potansiyeli azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Fotosentez, kloroplastlarda yiiksek Na* ve CI” birikimiyle kisitlanir.
Fotosentetik elektron tasinimi, tuz stresine nispeten duyarsiz oldugu i¢in ya karbon
metabolizmasi yada fotofosforilasyon tuzluluk stresinden daha fazla etkilenebilmektedir
(Sudhir and Murthy 2004). Fotosentez ve verim arasinda pozitif bir iliski vardir
(Pettigrew and Meredity 1994). Fisarakis et al. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada
tuz stresinin fotosentezde azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Tuzlulugun bitki
tizerindeki etkisi tuz konsantrasyonuna, bitki tiiriine ve genotipe baglidir. Diisiik tuz
konsantrasyonlarinin fotosentezi tesvik edici etkisinin oldugunu gosteren caligmalar da
vardir. Ornegin; Parida et al. (2004)’nun Bruguiera parviflora bitkisi iizerinde
yaptiklari bir ¢calismada diisiik tuz konsantrasyonlar1 stoma iletkenligini arttirmaktadir.
Tuzlulugun; bitki yashiligini hizlandirici, enzim aktivitesini degistirici ve stoplazmik
yapinin degigmesi yoniinde etkilerinin oldugu bildirilmistir (Iyengar and Reddy 1996).
Tuz stresi sartlar1 altindaki stoma iletkenligindeki azalma karboksilasyon dongiisii i¢in
kullanilabilir CO; kisitlamasiyla sonug¢lanir (Brugnoli and Bjorkman 1992). Bu da
stomal kapanmayla sonuglanir ve terleme boyunca atilmasi gerecken su atilamaz ve
kloroplast aktivitesi degisir. Bitkilerdeki yiiksek stoma kapanmasi, yapraklarda CO;
tutulumu artisina sebep olur ve bu da fotosentetik dongiiyii zorlagtirir (Maxwell and
Johnson 2000). Celtik (Oryza sativa) bitkisinde yapilan bir ¢alismada tuzun (200 mM
NaCl) yapraklardaki Klorofil (b) igerigini %41, Klorofil (a) icerigini ise %33 azalttig
belirlenmistir (Amirjani 2011). Yine celtik lizerinde yapilan bagka bir ¢aligmaya gore
100 mM NaCl uygulamas1 yapilan bitkilerde kontrolle karsilastirildiginda Klorofil(a),
(b) ve Karotenoid (Car) igeriklerinde sirasiyla %30, %45 ve %36 azalma gozlenmistir

(Chutipaijit et al. 2011).

Romero-Aranda et al. (2001)’e gore koklerdeki tuz oranindaki artis yapraklardaki su
potansiyeli azalisina neden olur ve bu da ¢ogu bitki biiyiime asamasini etkiler.

Tuzlulugun bitkiler {izerindeki ozmotik etkisi bitkinin kok bdlgesinde ¢Oziinmiis
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konsantrasyon artis1 yoluyla topraktan alinan su miktarinin azalmasina sebep olur.
Diisiik tuz konsantrasyonlari, ¢6ziinmiis madde emilimini ve bitki su alimint etkiler.
Seker pancar1 varyetelerinde tuz uygulamalar1 nispi su igeriginde 6nemli azalmalara
sebep olmustur (Ghoulam et al. 2002). Katerji et al. (1997)’ye gore nispi su igerigi

oranindaki azalma turgor kaybina neden olur.

Cogu arasgtirmaya gore tuzluluk, bitkilerde besin elementi dengesizligine yol
agmaktadir. Ancak tuzluluk ile mineral besinler arasindaki iliski ¢ok karmasiktir
(Grattan and Grieve 1999). Besin elementi dengesizliginin muhtemel sebebi tuz
stresinin besin elementlerinin alimina, elverisliligine ve bitki igerisindeki taginimina ve
dagilimi iizerine olan olumsuz etkisinden kaynaklanmaktadir. Bir¢ok arastirmaya gore
tuzluluk, bitkiye besin alimi ve besin birikimini azaltmaktadir (Rogers et al. 2003; Hu
and Schimidhalter 2005). Bu azalma, iirlin cinsine ve ¢evresel sartlara bagl olarak {iriin
verimi ve Kkalitesini azaltmaktadir. Calismalar tuzlulugun, bitkide N birikiminde
azalmaya neden oldugunu gostermistir. Tuzluluk sartlar1 altinda N alimindaki azalma
CI” ve NO; ve/veya Na' ve NH;" arasindaki etkilesim yoluyla iiriin verim ve
biiyiimesinde azalmaya sebep olur. Ozellikle NO3~ ve Cl™ arasinda antagonistik bir etki
olup tuzlu kosullar altinda su alimini da azaltmaktadir (Rozeff 1995). PO4O3 ’iin
aktivitesini azaltan iyonik kuvvet etkisi, toprak soliisyonundaki sorbsiyon tarafindan
sik1 bir sekilde kontrol edilmesi ve Ca-P minerallerinin diisiik ¢oziiniirliigii nedeniyle
tuzlu topraklarda fosfor yarayishligi azalmaktadir (Qadir and Schubet 2002). Farkli
bitki tiirlerinde yapilan ¢alismalar ekstra Na“’nin yiiksek seviyesinin hem K hem de
Ca”’nin bitki dokularinda konsantrasyonunda azalmalara neden oldugu belirlenmistir
(Asch et al. 2000; Hu and Schmidhalter 1997, 2005). Bitki dokularindaki K
konsantrasyonundaki azalmanin ana nedeni koklerin alim bolgelerindeki Na ve K’nin
antagonistik etkisi nedeniyle meydana gelmektedir. Yine Hu and Schmidhalter (1997)
Triticum aestivum L. yapraklarinda tuz stresinin Mg konsantrasyonunda azalmalara
neden oldugunu bildirmislerdir. Tuzlu topraklarda mikro elementlerin yarayisliligi,
mikro elementlerin ¢oziinebilirligine, toprak soliisyonun redoks potansiyeline ve
organik ve inorganik parcgacik yiizeylerindeki baglanma bdlgelerinin dogasina baghdir.

Ayrica bitki tlirline ve tuz stresinin seviyesine bagli olarak tuz stresi mikro element
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konsantrasyonunu farkli bir sekilde etkileyebilir (Oertli 1991). Mikro besin elementi
eksikligi yiiksek pH nedeniyle tuz stresi altinda ¢ok yaygindir (Zhu et al. 2004).

Akbari Ghogdi et al. (2012) ekmeklik bugdayda tuzlulugun baz1 fizyolojik 6zelliklerine
olan etkisini incelemek icin yiirtittiikleri ¢alismada tuz stresi bitkiye, kalsiyum klorid ve
sodyum kalsiyum (1:10) yoluyla, 4 dozda (kontrol 1,3 dSm™ ve 5, 10, 15 dSm)
uygulanmistir. Arastirmada bitki materyali olarak tuza toleransli Sistani ve Neishabour
cesitleri ve tuza hassas olan Tajan ve Bahar ¢esitleri kullanilmistir. Klorofil (b) igerigi,
yaprak su igerigi, sodyum ve potasyum icerikleri ve K*/Na" orani, toplam tane verimi ve
tanelerin kimyasal igerikleri belirlenmistir. Tuz stresi su icerigi, K igerigi, K'/Na" orani
ve tane verimini azaltmis ancak Na® igerigini tiim genotiplerde siirgiin olusumu ve
ciceklenme safhalarinin her ikisinde de artirmistir. Ciceklenme orami diisiis
gostermesine ragmen klorofil icerigi artig gostermistir. Sistani ve Neishabour
cesitlerinde tuz sartlart altinda K' igerigi, K'/Na" oram1 ve su igerigi daha fazla
bulunmustur. Bahar ve Tajan ¢esitlerinde ise her iki safhada da klorofil b ve sodyum

icerikleri daha fazla gézlenmistir.

Eker et al. (2006) tuz stresinin hibrit musir g¢esitlerinde kuru madde iiretimi ve iyon
birikimi {izerine etkisini incelemek icin yiiriittiikleri ¢calismada toplam 19 adet hibrit
misir ¢esidini bliylimenin erken doneminde tuz stresine maruz birakmiglardir. Besin
¢ozeltisine 250 mM NaCl uygulanmis ve bu uygulama hasattan 6 giin 6nce yapilmigtir.
Ardindan 17 giinliik yetisme siiresinden sonra yesil aksam ve kuru kok madde verimi,
yaprak zarar orani, yesil aksam ve kokte potasyum, sodyum ve kalsiyum
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Yaprak zarar siddetine gére Maverik en toleransli,
C.7993 ise en duyarh cesitler olmustur. Tolerans1 en diisiik olan C.7993 hatt1, en
dayanikli olan Maverik ¢esidine gore yesil aksaminda 4 kat daha fazla Na

konsantrasyonuna sahip olmustur.

Akram and Ashraf (2011) aygigeginde yaptiklari bir ¢alismada yiiksek tuz (NaCl)
konsantrasyonunun iyon toksisitesine neden oldugunu bildirmislerdir. Yine, Tufail et al.

(2013) yaptiklar1 bir ¢alismada musir bitkisine uygulanan 120 mM’lik tuz (NaCl)
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konsantrasyonunun bitkilerin besin aliminda azalmaya sebep olarak iyon toksisitesini

arttirdigin1 belirlemislerdir.

Li et al. (2013) bugday fideleri lizerinde tuz konsantrasyonuyla (250 mM) yaptiklar1 bir
calismada tuzlulugun fide yapraklarinda akrilonitril stiren akrilat ve glutatyon
bilesenleri birikiminin artisina ve bitkide su ve iyon toksisitesi diisiisiine sebep

oldugunu bildirmislerdir.

Tarimda tuzlulugun sayilabilir 6nemli etkilerinden biri de iirlin verimi iizerine olan
etkisidir. Bazi1 halofitler disinda tuz stresinden dolay1 bitkilerin iirlin veriminde dnemli
azalmalar olmaktadir. Tolerans ve verim stabiliteleri ¢okgenli bir 6zellik olup tolerans
olusumu karmasik bir olaydir (Yokoi et al. 2002). Uriin tiir ve gesidi tuzluluga kars
cesitli toleranslar olusturmaktadir. Tuz toleransi, elektriksel iletkenlik esik degeri ile bu
degerin iizerindeki her elektrik iletkenlik degeri i¢in verimdeki yiizde azalisla belirlenir.
Yapilan calismalar verimdeki cesitliligin tolerans derecesi ve tuz konsantrasyonuna
bagli oldugunu gostermistir (Mass 1986). Nahar and Hasanuzzaman (2009) tarafindan
yapilan bir ¢alismaya gore V. radiata bitkisinin tiim verim 6geleri iizerine tuzlulugun
olumsuz etkisinin oldugu bildirilmistir. 250 mM NaCl uygulamas: V. radiata bitkisinde
kontrolle karsilastirildiginda BARI mung-2, BARI mung-5 ve BARI mung-6
cesitlerinin veriminde sirasiyla %77, %73 ve %66 azalmaya sebep olmustur (Nahar and
Hasanuzzaman 2009). Tuzluluk sartlar1 altinda verimdeki bu azalmanin nedeni,
yaslanma ve ¢imlenmedeki fizyolojik aktivitelerdeki azalmaya baglhidir (Wahid and
Rasul 1997), O. sativa L. gesitlerinde verim kayb1 150 mM NaCl uygulamasindan sonra
kontrolle karsilagtirildiginda BR11, BRRI dhan41, BRRI dhan44 ve BRRI dhan46
cesitlerinde sirasiyla %50, %38, %44 ve %36 olmustur (Hasannuzzaman et al. 2009).
Greenway and Munns (1980) tarafindan yliriitiilen bir calismada tuza toleranslh bir seker
pancari tiiriine uygulanan 200 mM NaCl, bitki kuru agirliginda %20 azalmaya sebep
olmustur. Tuza toleransli pamuk bitkisi tiiriine uygulanan 200 mM NaCl ile verimde
%60 azalma olurken ayn1 dozun hassas soya bitkisi tiirlerine uygulanmasi sonucu tiim

bitkiler 6lmiistiir (Flowers and Yeo 1986).
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Akram et al. (2002) farkli tuz konsantrasyonlarinin (2, 5, 10, 15, 20 dSm™) bugdayda
verim ve verim Ogeleri lizerine olan etkisini incelemek igin yiiriittiikleri ¢alismada
tuzlulugun basak boyunu, basaktaki c¢igek sayisini, tane sayisini, bin tane agirligini ve
tane verimini azalttigin1 belirlemislerdir. Yine ayni ¢alismada bu azalma oraninin tuz

konsantrasyonu ve genotipe gore farklilik gosterdigini bildirmislerdir.

Qados (2009) tarafindan yapilan bir calismada tuz stresi sartlarinda Sakha61 bugday
genotipinin kimyasal bileseni ve verimi iizerine Arjinin etkisinin calisildig1 bir
calismada ekim topraklar1 4 farkli tuz konsantrasyonu (2000, 4000, 6000 ve 8000 ppm)
iceren su ile sulanmistir. 8000 ppm’lik uygulama yapilan bitkilerde kuru ve yas
agirliklar 6nemli 6lclide azalma gostermistir. 6000 ve 8000 ppm’lik konsantrasyonlarla
uygulama yapilan bitkilerin tim verim Ogelerinde kontrol bitkileri ile

karsilastirildiginda 6nemli azalmalar goriilmiistiir.

Zheng et al. (2010) ekmeklik bugdayda tuza toleransli (DK961) ve tuza hassas (JN17)
cesitlerini kullanarak yaptiklari bir ¢alismada, tuz stresinin (0, 50, 100 ve 150 mM
NaCl) tane verimine ve kaliteye olan etkisini incelemislerdir. Aragtirma sonunda, JN17
genotipinin tane verimi ve bin tane agirligi kontrol uygulamasina gére 150 mM NaCl’de
tane veriminde %79,6, bin tane agirliginda %28,3 azalis belirlenirken, DK961
genotipinde 150 mM NaCl’de tane veriminde %40,0, bin tane agirliginda ise %11,96
azalis oldugu belirlenmistir. Yine aynm arastirmada, kalitenin tuz stresinden etkilendigi

bildirilmistir.

Turki et al. (2012), 39 tane yazlik, 16 tane kislik olmak iizere toplam 55 adet
makarnalik bugday genotipi kullanarak tuz stresinin tane verimine ve kaliteye olan
etkisini incelemistir. Aragtirma sonunda tuz stresine bagli olarak 45 genotipin veriminde
ve kalitesinde onemli oranda azalislar gozlemlenirken, 10 tanesinin ise tuz stresine
toleransli oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni arastirmada, kislik cesitlerin yazlik

gesitlere gore tuz stresine daha toleransli oldugunu bildirmislerdir.
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Nia et al. (2012), tuzlu (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 mol/L) ve tuzsuz topraklarda
tuzlulugun etkisinin bugday verim ve verim 6geleri lizerine olan etkisini incelemek i¢in
yaptiklar1 bir caligmada tuz stresinin bitkilerin saman agirligl, tane verimi, bitki ve
basak boyu, kok ve kardeslenme sayisi, basak agirligi, tohum sayis1 ve bin tane agirlig

gibi 6zellikleri azalttigini gézlemlemisglerdir.

Shamsi and Kobraee (2013) yaptiklart bir ¢alismada ii¢ bugday ¢esidinin (Chamran,
Marvdasht ve Shakryar) tuz stresine karsi verdigi biyokimyasal ve fizyolojik tepkiyi
calismislardir. Ug dozda yiiriitiilen (0, 6, 8 ve 16 dSmfl) tuz stresi faktorlerine karsi
alian sonuglara gore tuzluluk konsantrasyonundaki artig basaktaki yiizde tane oranini,
bitkideki ylizde tane oranini, dol veren bitki sayisini ve kardeslenme sayisini, bin tane
agirligini, bitki boyunu, tane verimini, biyolojik verimi, iirlin indeksini ve bitkideki su
icerigini azaltmistir. Fakat prolin ve suda ¢oziinen karbonhidrat oranini arttirmistir.
Tuzlulugun bitkideki olumsuz etkilerinden biri olarak ise Na" igerigindeki artisa karsi

yapraklardaki K* bilesenlerinin azalmasi olmustur.

Tuz stresi; iyonik dengenin bozulmasi, enzimatik aktivasyonun engellenmesi, osmotik
dengesizlik, membran hasari, hiicre boliinmesinin engellenmesi, fotosentezde azalmanin
yani sira reaktif oksijen tiireleri (ROT) nin iiretimine neden olurlar (Mahajan and Tuteja
2005). ROT’lar oksidatif etki yoluyla niikleik asitleri etkiler. DNA’da baz
modifikasyonun DNA’nin tek veya cift ipliginde kirilmalara ve sitozin metilasyonuna

neden olurlar (Demirkiran et al. 2013).

Tuzluluk stresinin yani sira diger abiyotik stresler de oksidatif stresle sonug¢lanan DNA,
karbonhidrat, lipit ve proteinin olumsuz etkilenmesine sebep olan reaktif oksijen tiirleri
(ROT)’nin fazla iretimine sebep olur. ROT’lar iki serbest radikal (O;" , sliperoksit
anyon radikalleri; OH , hidroksil radikali; HO;", perhidroksi radikali ve RO, alkoksi
radikalleri) ve radikal olmayan molekiiler formlar (H,O,, hidrojen peroksit ve 'O,, tekli
oksijen) igerirler. Kloroplastlarda, fotosistem I ve II (PSI ve PSII)’de 'O, ve O, ’nin
biiyiik ¢ogunlugu iretilir. Mitokondride, elektron taginim zincirinde, O, iiretimi

yapilir (Gill and Tuteja 2010).
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ROT’lar gen ifadesini de etkiler ve bu yiizden biiyiime, hiicre ¢eperi, programlanmis
hiicre 6liimii, abiyotik stres tepkileri, patojen etkileri, sistematik sinyal ve gelisme gibi

cogu siireci kontrol ederler (Gill and Tuteja 2010).

Tuz stresinin genetik modifikasyonu uyarict ve NaCl konsantrasyonuna bagli DNA
hasaria neden oldugu bilinmektedir. Yine tuzlulugun bitkilerde DNA metilasyonunun
hipermetilasyon ve hipometilasyon evrelerinin her ikisinin de degisimine neden oldugu

bilinmektedir (Demirkiran et al. 2013).

Stres faktorleri DNA’y1 etkileyerek DNA kalibinin oksidasyon ve alkillesmesine,
pirimidin dimerleri ve abazik kisimlarin olusmasina, DNA’da tek ve c¢ift zincir
kirilmalaria (SSBs ve DSBs), DNA iplikleri aras1 ¢apraz degisimlere neden olurlar ve
bu yiizden bitki genomu ciddi bir tehlike altina girer. DNA’nin fiziksel ve kimyasal
yapisindaki hasarlarin bir sonucu olarak gesitli zararli ajanlar tarafindan meydana gelen
DNA hasarlart, DNA’nin fiziksel ve kimyasal yapisindaki degisimlere neden olur.
Boylece bitki biiylimesi ve gelismesini olumsuz etkileyen sitotoksik ve genotoksik
etkiler meydana gelir (Balestrazzi et al. 2011). Bitkiler bu nedenle ekstrem ¢evresel
stres kosullar1 altinda yasamlarin1 siirdiirebilmek i¢in, bitki hiicreleri genom
stabilitelerini devam ettirmek icin ve genetik degisimleri elemine etmek icin DNA
hasarinin tamirini yapmak ve belirlemek icin yaygin ve etkili mekanizmalara sahiptir

(Roy 2014).

Agar et al. (2016) tarafindan bugdayda tuz stresinin genomik kalip kararliligi (GTS) na
olan etkisini belirlemek icin yaptiklar1 bir ¢alsmada tuz konsantrasyonundaki artigin
genomik stabiliteyi azalttigim1 belirlemislerdir. NaCl’nin en diisiik (50 mM) dozunda
GTS degeri %37.8 iken en yiiksek (150 mM) dozunda GTS’nin en diisiik degeri %29.3
olarak tespit edilmistir. Yine, arpada (Hordeum vulgare L. cv. Tokak) in vitro sartlar
altinda tuz stresinin bitkide meydana getirdigi morfolojik, fizyolojik ve molekiiler
ozelliklerine olan etkisi incelenmistir. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda kiiltiire
aliman olgun embriyolara 20 giin boyunca 0 (kontrol), 50 ve 100 mM NaCl

konsantrasyonlart uygulanmistir. Her iki konsantrasyonda da siirgiin biiylimesi
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kisitlanmis, protein igerigi azalmis ve SOD miktar1 tuzun konsantrasyonuna gore
degisim gosterdigi tespit edilmistir. Yine ayni ¢alismada, tuzluluk, koklerde baslica
hipermetilasyon olmak iizere metilasyon degisimlerine sebep oldugu belirlenmistir

(Demirkiran et al. 2013).

DNA metilasyonu stres adaptasyonunda kritik bir rol oynar (Mirouze and Paszkowski
2011). DNA metilasyonundaki degisimler hem dokuya spesifik hem de populasyon
basamaklarinda tek bir gen ifadesindeki kalibin onciiliigiinde olur. Bu degisimler
ozellikle bireysel organizmalarin cevresel sartlara karsi tepkisinde gecici cesitlilik
meydana getirdigi zaman populasyon seviyesinde olduk¢a Onemlidir. Bazi cevresel
kanitlar genomun yeniden diizenlenmesini kolaylagtiran spesifik mahallerin
hipometilasyon oldugunu gostermektedir ve yeni gen fonksiyonlarinin gelisimi ve
uyusmazlik geni 6nciiliik etmektedir (Boyko et al. 2007; Bassing et al. 2002; Chen and
Ni 2006). Somatik dokularda DNA metilasyonundaki azalma ile strese spesifik genlerin
hazirhginda cogunlukla iliski bulunmaktadir. ki bagimsiz calisma demetilasyon
stireglerinin aktivasyonu ile biyotik ve abiyotik stres tesvikli kopya birikiminin birbirine
bagli oldugunu gostermistir. Tiitlin bitkilerinin aliiminyuma maruz birakilmasi
demetilasyon ile sonuglandigi gibi (bir saat civarinda maruz kalmistir) transkripsiyonel
aktivasyonda goriilen tiitlin mozaik viriisii ile tiitiin bitkilerinde enfeksiyona sebep olan
NtGPDL geninin transkripsiyonel aktivasyonu ve spesifik patojen duyarli NtA-lix1
geninin metilasyonunda azalmaya neden olmustur (Wada et al. 2004; Choi and Sano
2007).

DNA metilasyonunda transgenerasyonel degisimlerinin anlatilmasi strese tepkide
olduk¢a zordur. Boyko et al. (2010) genomdaki DNA metilasyon kaliplarindaki
degisimler ve tekrar eden elementlerin DNA hipermetilasyonunu igeren tuz stresine
tepki transgenerasyonunu anlatmistir. DNA metilasyonundaki degisimler strese
toleranstaki artisla DNA transkripsiyonu ve onarmminda gelistirilen genlerin
ekpresyonunda goriilen onemli bir artig tarafindan olur. Strese maruz birakilan
apomiktik karahindiba popiilasyonunda biyotik stres ve tuz stresini de iceren c¢esitli

abiyotik strese DNA metilasyon kaliplarinda onemli degisimler goriilmiistiir. Cogu
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modifikasyonlara karsin strese maruz kalan bitkilerin soylarinda meydana gelen

metilasyona ek olarak bunlarin déllere iletiminde degisimler gozlenmistir.

Stres sartlar1 altinda metiltransferaz tarafindan yapilan DNA metilasyonu, RNA
interferans gibi mekanizmalara baghdir ve bitki DNA genomunu hizli ve ters
cevrilebilir sekilde degistirebilme 6zelligine sahiptir. Bu modifikasyon ¢esidi DNA’nin
karisik ¢evreye adaptasyonunu saglar. Bitki strese ugradiktan sonra somatik hiicreler
stres tecriibesini epigenetik mekanizmalar1 tarafindan hatirlar. Son zamanlarda yapilan
calismalar, anlamli GC dizilerinin ¢ogu epigenetik mekanizmanin merkezini
olusturdugunu ve bitki i¢in hafiza rolii oynadigini1 gostermektedir (Peng and Zhang
2009).

Biyotik ve abiyotik stresler bitki ve alglerde epigenetik reaktivatorler gibi rol alarak
bitki LTR (Long Terminal Repeat) retrotranspozonlarinin iiretimini tesvik ederler
(Mansour 2007, 2008; Alzohairy et al. 2012, 2013). In vitro doku kiiltiirlerinde;
sicaklik, kuraklik ve tuz stresi, hibridizasyon, double haploidlerin iiretimi ve X-ray
1sinlar1 bu retrotranspozon hareketlerine neden olabilmektedirler (Hirochika 1995;
Hagan and Rudin 2002; Hagan et al. 2003; Grandbastien 2003; Grandbastien et al.
2005; Cheng et al. 2006; Mansour 2007, 2008, 2009; Salazar et al. 2007, Alzohairy et
al. 2012; Butelli et al. 2012; Karan et al. 2012; Novikov et al. 2012). Genomun yeniden
diizenlenmesinde gen kopya sayisindaki varyasyon genetik farkliliga neden olur. De
Bolt’'un ¢aligmalar1 biyotik ve abiyotik stresin gen kopya sayisini degistirdigini
gostermistir. Gen varyasyon sayist baslatma bolgelerinin ¢ogunlukla transpozable
elementler igerisine yerlesmis ve strese tepki genleri LRR (leucine-rich repeat-16since

zengin tekrar) proteinlerine sahiptir (Boyko and Kovalchuk 2011).

Biyotik ve abiyotik strese neden olan bazi g¢evresel nedenler DNA demetilasyonu
yoluyla transpozonlari harekete gecirebilir (Chinnusamy and Zhu 2003). Antirrhinum
majus bitkisinde soguk stresi DNA hipometilasyonuna ve Tam-3 transpozonunun
taranspozisyonuna neden oldugu bildirilmistir. Arastiricilar, Tam3 transpozonunun

15°C’de hareketli oldugunu ve bu sicaklikta Tam 3 transpozaz (TPase)’in transpozonun
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subterminal bolgesine baglanarak metilasyon oranimi diisiirdiigiinii sicakligin 25°C’ye
cikarilmasiyla olusturulan stres ile transpozonun hareketinin  baskilandigini
gozlemlemiglerdir (Hashida et al. 2006). Steward et al. (2000), Ac/Ds
retrotranspozonun soguk stresinin etkisiyle DNA metiltransferazi baskilayarak
transpozonda hipometilasyona yol agtigini bildirmislerdir. Misir bitkisinde yapilan bir
calismada (Tan 2010), wuygulanan NaCl’iin olusturdugu osmotik stresin

retrotranspozonlarin metillenmesine yol agtig1 bildirilmistir.

Ozellikle birgok bitki tiiriinde bulunan uzun ug¢ tekrarli (LTR) retrotranspozonlar,
transkripsiyonda rol oynayan LTR dizilerindeki yiiksek degiskenlik derecesi ile
karakterize edilirler ve farkli stres uyarilarina cevap vermekle iliskili yeni ifade sekilleri
kazanarak evrimlesmislerdir. Bitki LTR retrotranspozonlarinin birgogu, biyotik ve

abiyotik stres uyarilarina cevap olarak daha genis transkript havuzlar tiretirler (Mansour

2007).

Tim bilinen bitki retrotranspozonlari normal biiyiime ve gelisme boyunca inaktif
durumda olup farkli abiyotik ve biyotik stres faktorleri tarafindan aktive edilebilir ve
harekete gegirilebilirler. Boylelikle bu hareketlilikleri mutasyon oranini arttirmakta ve
yeni genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikarmaktadir. Retrotranspozonlar pek ¢ok genomik lokus
icine girebilmekte ve mutasyonlara ve yeni Ozellikleri iceren bireyler arasinda
insersiyonel polimorfizm olusturmaktadirlar (Kumar and Bennetzen 1999). Bu durum
soguk, yaralanma, patojen ataklari, mekanik hasar, melezleme, protoplast izolasyonu ya
da in vitro regenerasyon, gibi faktorler tarafindan uyarilmaktadir (Hirochika 1995;
Grandbastien et al. 2005; Salazar et al. 2007). Misirdaki ZmMI1, sogukta aslanagzi
bitkisinde goriilen PAL/Tam3 (Harrison and Fincham 1964; Hashida et al. 2006),
limonda tuz stresi veya yaralanmada goriilen CLCoil elementleri (De Felice et al. 2009)
ve son zamanlarda Arabidopsis’te sicaklik stresi tarafindan ortaya ¢ikan ONSEN diye
adlandirilan LTR retrotranspozon familyasindan (ATCOPIA78), Tyl/copia ¢esidi bir

retrotranspozon bulunmustur (Pecinka et al. 2010; Tittel-Elmer et al. 2010)
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Hirochika and Hirochika (1993), tiitiinde doku kiiltiiriinde meydana gelen yaralanmalara
bagli olarak olusan Ttol, Tto2 ve Tntl retrotranspozonlarinin hareket ederek genom
tizerinde yeni yerlere lokalize olduklarini ve mutajenik etkiye sebep oldugunu
gostermistir. Yine Tntl retrotranspozonun fungal uygulamalarda aktivitesinin arttigi
belirlenmistir (Melayah et al. 2001). Grandbastien et al. 1997, Tnt 1la
retrotranspozonunun promotoriiniin ¢esitli stres faktorleri tarafindan aktive edildigini
bildirmislerdir. Woodrow et al. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, Triticum durum L. bitkisine
uyguladiklar1 tuz ve 1s1k stresinin Ttdla retrotranspozonunun aktivitesini artirarak
diren¢ geninin yanina yerlesmesine neden oldugunu ve bu sekilde bitkiyi strese karsi

korudugunu bildirilmislerdir.

Diger bir retrotranspozon olan TLCI1 yaralanma, protoplast izalasyonu, yiiksek tuz
konsantrasyonunda aktive oldugu bildirilmistir (Mansour 2007). Ayrica, TLC1.1
retrotranspozonunun stresle ilgili bazi sinyal molekiillerine (etilen, metil jasmonat,
salisilik asit ve 2,4-diklorofenoksaketik asit) cevap olarak aktive oldugu bildirilmistir
(Salazar et al. 2007) .

Monokotiledonlarda Tos17 retrotraspozonunun doku kiiltiirli, sitozin demetilasyonu,
gelisim ve patogen girisi gibi farkli biyotik ve abiyotik stres faktorleri tarafindan aktive
edildigi bildirilmistir (Liu et al. 2004; Sha et al. 2005). Yine bugdayda Wis 2-1aA
retrotranspozonunun bugday evriminde dnemli bir retrotraspozon oldugu belirlenmistir

(Kashkush et al. 2002; 2003).

BARE-1, Copia benzeri retrotranspozondur. Standart bir BARE-1 elementi 8.9 kb
uzunlugundadir (Vicient et al. 2000). Cesitli streslerin BARE-1’in hareketini uyardigi
bilinmektedir (Grandbastien 1998; Kalendar et al. 2000; Mansour 2008, 2009;
Alzohairy et al. 2012). BARE-1’in aktivasyonu RNAI, antisens RNA, hiicre dongiisii ve
DNA metilasyonu tarafindan epigenetik sessizlestirme gibi mekanizmalar tarafindan
kontrol edilmektedir (Liu et al. 2004; Shi et al. 2007; Matsuda and Garfinkel 2009;
Mirouze et al. 2009; La et al. 2011).
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Molekiiler markirlar teknolojisi; DNA parmakizi analizi, genetik haritalama, molekiiler

bitki 1slah1 ve filogenetik ¢alismalarda hayati role sahiptir.

Bitki genomlarmin biiyiik boliimiinde retrotranspozon molekiilleri bulunur (Queen et al.
2004). Retrotranspozonlar yogunluklarindan dolay1 her zaman bulunabilmeleri, genom
icerisinde yayilmis olmalar1 ve buradaki dagilimlarindan dolayr markir sistemlerinde
etkin bir rol oynarlar (Flavell et al. 1998). Retrotranspozonlara bagli olarak meydana
gelen polimorfizmin belirlenmesinde IRAP, REMAP, RBIP, IPBS ve S-SAP gibi

molekiiler markirlar yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Kalendar et al. 2011).

IRAP teknigi, onemli retrotranspozon temelli markir sistemlerinden biridir (Kalendar et
al. 1999). PCR temelli molekiiler markir sistemlerinden IRAP yontemi, iki retroelement

arasinda bulunan DNA pargasinin g¢ogaltilmasi ile insersiyonal polimorfizmi tespit

etmektedir (Kalendar et al. 2011).

Alacam et al. (2014), kiiltiire alinmas olgun embriyolardan elde edilen 40 ve 80 giinliik
kalluslardan meydana gelen retrotranspozon kaynakli polimorfizm tespitinde IRAP ve
iIPBS teknikleri ile Sukkula’ya ozel iki farkli primer kullanilmasi sureti ile
gerceklestirilmistir. Arastirma sonunda, doku kiiltlirii sartlar1 ve kallus yaslarinin
Sukkula retrotranspozon hareketlerinde etkili oldugunu ve tiim bireyler {izerinde ayni

etkiyi gostermedigini ortaya koymustur.

Sigmaz (2015) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, bugday 4 ayrnn tuz
konsantrasyonuna maruz birakilmistir. Tuz stresi ile aktif hale gelen baz1
retrotranspozonlarin (E-2647 (Nikita), Sukkula, Stowaway, WLTR2105 ve 5'LTR)
polimorfizmi ile bu polimorfizme farkli dozlarda (0.01, 0,1 ve 1 mM) putresinin etkisi
incelenmistir. Caligma sonunda tuz stresi altinda retrotranspozon kaynakli
polimorfizmin oranmin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, Sukkula retrotranspozonunda
goriilen polimorfizmin yiiksek oldugu ve en yiiksek putresin dozunda (I mM) en iyi

korunan retrotranspozon olarak belirlenmistir.
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Yaprak (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, sentetik oksinlerden igerisindeki 2,4-D ve
dikambanin 4 farkli konsantrasyon (250, 500, 750 ve 1000 ppm) ile aktive olan bazi
retrotranspozon (WLTR2105, N-57 (Nikita), Sukkula, E2647 (Nikita), Stowaway,
BARE-1(0)) polimorfizmi ve olusan DNA hasarlar1 arastirilmistir. Retrotranspozonlarin
polimorfizminin ve DNA hasarmin belirlenmesi i¢gin IRAP ve REMAP teknikleri
kullanilmistir. ~ Yapilan ¢alisma  sonucunda, sentetik oksin  uygulamasiyla
retrotranspozon polimorfizminin arttigt ve DNA hasarinin olustugunu goézlemistir.
Bunun disinda polimorfizm gostergesi olan GTS oranmin artan sentetik oksin

konsantrasyonuna bagli olarak diistiigii belirlenmistir.

Yagci (2015) bugday 4 ayr1 tuz konsantrasyonda strese (0, 200, 300 ve 400 mM NaCl)
maruz birakmigtir. Stres sartlarina maruz kalmis bitkilerde retrotranspozon kaynakli
polimorfizmi belirlemek i¢in IRAP ile REMAP tekniklerini kullanmistir. Calisma
sonucunda, tuz stresi uygulamasiyla retrotranspozon kaynakli polimorfizmde yilikselme
meydana gelmis ve DNA hasarinin olustugu belirlenmistir. Polimorfizm gostergesi olan
genomik kararlililk sabitliligi'nin  (GTS) tuz konsantrasyonu arttikca diistiigi

belirlenmistir.

Retrotranspozon kaynakli molekiiler markirlar biyocgesitlilik ¢alismalarinda basarili bir
sekilde kullanilmaktadirlar. Nitekim; Nemli et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada,
Ulkemiz ve Diinyada kullanilan 67 ayr1 fasulye gesidine LTR-retrotranspozon kaynakl
IPBS markir teknikleri uygulanmis, molekiiler diizeyde tanimlama yapilmistir. IPBS
markir analiz yonteminde, 47 primerden 180 tane polimorfik bant olusturulmustur. Bu
yontemle elde edilen en yiiksek PIC degeri [IPBS-2394 primeri kullanildiginda 0.94
bulunmus, en diisiik PIC degeriyse IPBS-2375 primeri kullanildiginda 0.03 tespit

edilmistir.

Bitkiler, tuzun etkilerinden sakinmasina ragmen tuzlu habitatlarda yetisebilirler ve bunu
tuzluluga kars1 gelistirdikleri ¢esitli biyokimyasal ve molekiiler tolerans mekanizmalari
ile gercgeklestirirler. Bu biyokimyasal mekanizmalari; segici olarak iyonlarin

biriktirilmesi veya atimi, kdkten iyon aliminin ve siirgiine iletiminin kontrolii, tim
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bitkide ve hiicrelerde iyonlarin belirli boliimlerde biriktirilmesi ve osmotik
diizenleyicilerin sentezi ile antioksidan sistemler olusturur (Parida and Das 2005; Dajic

2006).

Bitki tiirleri ¢evresel stresle bas edebilmek icin ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir.
Ormegin; dondurucu etkinin sonuglarmi azaltmak igin, mekanizmay temizlemek icin
enzimatik antioksidan (siiperoksit, peroksidaz, katalaz) veya askorbik asit gibi
enzimatik olmayan metabolitler, salisilik asit (SA) gibi bitki biliylime diizenleyiciler ya
da osmoprotektantlar gibi stres isaretleyici maddeler salgilarlar. Bu kimyasallar gevresel
streslerin sebep oldugu zararl etkilerden membran ve fotosentetik maddeleri korurlar

(Ahmad et al. 2014).

Salisilik asit (SA), biyotik ve abiyotik strese tepki olarak bitkiler tarafindan dogal olarak
sentezlenen (Tufail and Arfan 2013); bitki biiylimesi, gelismesi ve olgunlagmasinda rol
oynayan Onemli bir fenolik bilesen (Kang et al. 2012) ve bitki sinyal molekiiliidiir
(Cameron 2000). Salisilik asit (SA), tohum ¢imlenmesini etkileyen, iyon akigini,
membran gecirgenligini ve fotosentezi etkileyen hormon benzeri bir bitki
diizenleyicidir. SA, fizyolojik ve biyokimyasal siire¢lerin diizenlenmesi i¢in abiyotik ve
biyotik streslere kars1 bitki savunma aktivasyonunda kritik 6nemli role sahiptir. SA’nin
bitkilerdeki etkisi konsantrasyona, islem siirekliligine, bitki tiiriine, bitki yasina baglidir
(Alavi et al. 2015). SA ozellikle soguk, sicak, tuz, kuraklik, UV ve diger abiyotik
streslere kars1 bitki toleransini arttirmaktadir (Arfan et al. 2007; Kang et al. 2012).

Tuzluluk stresi sartlar1 altinda ¢eltik bitkisi lizerinde yiiriitiilen bir ¢alismada (Sawada et
al. 2006) bitki fidelerinde igsel salisilik asit dozlarindaki artis biyosentetik enzim
aktivitesinde de artisa neden olmustur. Arabidopsis bitkisinin tuzluluga olan direncinin
calisildigr bir calismada (Jayakannan et al. 2013) SA, membran stabilitesine ve K*
kanali yoluyla hiicre disina dogru olan K+ kaybini 6nledigi goriilmiistiir. Arpa bitkisi
tizerinde tuzluluk toleransinin calisildig: bir calismada SA uygulamasinin klorofil II ve

karotenoid igeriginde artisa sebep oldugu ve membran yapisini saglamlastirdig
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goriilmiistiir (E1-Tayeb 2005). Ashraf et al. (2010), brassinosteroidler ve SA’nin bitkide

birlikte bulunmasinin tuzluluk stresinin zararli etkisini azalttiklarini bildirmislerdir.

SA antioksidan enzimlerin aktivitesini degistirmesi yoluyla bitkilerin antioksidan
kapasiteyi tesvik edici role sahiptir. Cogu fizyolojik caligmalar SA tarafindan meydana
gelen abiotik stres korumasinin gelismis bir antioksidan sistemi, ozmolit birikimi
(6rnegin; prolin, gliitation), mineral besin artirnmi (azot, fosfor, potasyum, kiikiirt
asimilasyonu) ve diger hormonlara olan (6rnegin etilen) hassasligi artirmasiyla ilgili
oldugunu gostermistir (Horvath et al. 2007; Ashraf et al. 2010; Hayat et al. 2010; Khan
et al. 2010, 2013; Syeed et al. 2011). Enzimatik (SOD, CAT ve Peroksidaz) ve
enzimatik olmayan (ASA ve GSH) antioksidant sistemleri ROT’lara karsi bitki
savunmasinda etkilidirler (Mittler 2002). Fizyolojik olarak SA uygulamasinin
antioksidant enzimlerinin aktivitesini ve enzimatik olmayan bilesiklerin miktarini
artirdigi ve malondialdehit konsantrasyonu azalttig1 ve abiyotik stres toleransini 6nemli

oranda artirdig1 bulunmustur (Ashraf et al. 2010; Hayat et al. 2010).

Tufail et al. (2013), musir bitkisi iizerinde yaptiklari bir ¢alismayla SA’nin katalaz
(CAT), peroksidaz (POD) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzim
aktivitelerinin artisina neden olarak tuz toleransini arttirdigini bulmuslardir. Li et al.
(2013), bugday fideleri iizerinde yaptiklar1 bir calismayla tuz stresi sartlar1 altinda
SA’nin bugday fidelerinin yapraklarinda askorbat (ASA) ve glutatyon (GSH)
bilesenlerini arttirdigini bulmuslardir. Molekiiler seviyede Chen and Murata (2011),
Kang et al. (2013) ve Li et al. (2013) sogukta, kurakta ve tuz stresindeki bitkilerde SA
on uygulamasmnin ASA-GSH dongiisii enzimlerini (GSH-transferaz, fosfolipid
hidroperoksit GSH peroksidaz, GSH sentetaz, monodehidro-askorbat rediiktaz, GSH
rediiktaz ve dehidroaskorbat rediiktaz) kodlayan genlerin zamansal transkripsiyonunu
diizenledigini gostermislerdir. Arastirma sonuglarina gore SA tarafindan gelistirilen
abiotik toleransin ASA ve GSH ile ilgili olabilecegi belirlenmistir. Yine, Li et al. (2013)
bugdayda, 250 mM NaCl stresinde 0,5 mM SA uygulamasinin askorbik asit ve
glutatyon dongiisii enzimlerini kodlayan genlerin transkript seviyeleri ile askorbik asit

ve glutatyon igeriklerinin arttigini bildirmislerdir. Diger taraftan Ding et al. (2002) 10
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uM SA uygulamasinin domates meyvelerinde soguk zararini azalttigit CAT mRNA
seviyesinin SA uygulan bitkilerde kontrol bitkilerine gore daha yiiksek oldugunu

belirlemislerdir.

Nazar et al. (2011) Vigna radiata bitkisinde tuz stresinde SA uygulamasinin (0,5 mM)
azot ve silfiir asimilasyonunu, glutatyon miktarini, askorbat peroksidaz ve glutatyon

rediiktaz aktivitesini arttirdigini tespit etmislerdir.

Liu et al. (2014), tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada 100 mM tuz (NaCl) stresi altinda
nitrik oksit (NO) ve salisilik asit (SA) uygulamalarinin pamuk (Gossypium hirsutum L.)
fidelerinde biiylime, fotosentetik performans ve antioksidatif enzim aktivitesini

tyilestirici ve koruyucu etkisinin oldugu bulunmustur.

Triticum polonicum L. iizerinde yapilan bir ¢alismada (Sheng et al. 2015) SA’nin
patojen diizenleyici genlerinin uyarilmasi, antioksidan enzimlerin uyarimi ve farkli stres
tiirleri altinda membran dengesini saglamada 6nemli roliiniin oldugu kanitlanmistir. Bu

calisma sonucunda, SA bitkileri oksidatif stresten korudugu belirlenmistir.

Is1 sok proteinleri (HSPs: Heat Shock Protein) prokaryotlarda ve Okaryotlarda ¢ogu
cevresel faktorlere tepki olarak uyarilan ve ifade olan korunmus proteinlerdir. HSP’ler
zarar gormils ve olgunlagsmamis proteinlerin birlesiminde ve katlanmasinda saperon
islevleri araciligiyla hiicresel homeostasisin korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar
(Boston et al. 1996). HSPs molekiiler agirliklarina gore HSP60, HSP70, HSP9O,
HSP100 ve sHSP gibi smiflandirlabilirler. Soguk stresi altinda SA, HSP100
ekspresyinonu uyarmis ve seftali meyvelerinde HSP73 mRNA miktarinda artisa neden
oldugu belirlenmistir (Wang et al. 2006). HSP ekspresyonu 1s1 sok faktorleri tarafindan
yonetilmektedir. Domatesde yliksek sicaklik stresinde yapilan ¢aligmada SA
uygulamasinin Hsf-DNA baglanmasini, HSP70 transkripsiyonunu ve hsfAl, hsfA2 ve
hsfB1lekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir (Snyman and Cronje * 2008).
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LEA (late embryogenesis abundant protein) ilk olarak tohum embriyolarinda
tanimlanmis LEA proteinlerinin de bitkilerde stres savunmasinda koruyucu etkilere
sahip oldugu diistiniilmektedir. Stres altinda LEA genleri tarafindan ifade edilen
hidrofilik LEA proteinleri suyu baglama kapasiteleri dolayisiyla su eksikligi etkilerini
azaltmada ve hiicresel biitiinliigiin korunmasinda etkin rol oynamaktadirlar (Xu et al.
1996; Chinnusamy et al. 2006). Arabidopsiste tuz stresinde yapilan ¢aligmalarda SA 6n
uygulamasimin LEA ve stresle ilgili diger proteinlerin miktarinda artisa neden oldugu

belirlenmistir (Rajjou et al. 2006; Kang et al. 2012).

Histon proteinleri histonlarin modifikasyonunda ve kromatitlerin paketlenmesinde
onemli bir role sahiptir. SET domain proteinleri hayvanlarda histon metilasyonu
tarafindan gen ekspresyonunun transkripsiyonel diizenlemesinde gorev almaktadir.
Yiiksek bitkilerde onun fonksiyonu tam olarak belirlenmemesine ragmen SET domain
proteinleri abiotik stres altinda aktive olmaktadir (Slotkin and Martienssen 2007).
Bugdayda kuraklik stresinde yapilan bir ¢alismada kuraklik + SA uygulanan bitkilerde
sadece kuraklik stresi uygulananlara gore bir tane SET domain transkripsiyonel

diizenleme fazlalig1 belirlenmistir (Kang et al. 2012).

Salisilik asit bitkilerde tuz stresinde biiyiime ve gelisme, ciceklenme, stoma
diizenlemesi, fotosentez, solunum, ozmolit diizenleme (glukoz, fruktoz, sorbitol ve

prolin), senesens ve iyon aliminda 6nemli rollere sahiptir (Vicente and Plasencia 2011).

Tuz stresinde uygulana SA’nin bugdayda oksin ve sitokinin miktarinin degismemesine,
kok apikal meristeminde hiicre boliinmesinin ve verimliligin artmasina neden oldugu

belirlenmistir (Shakirova et al. 2003).

Misir (Khodary 2004) ve Aygiceginde (Noreen and Ashraf 2008) yapilan ¢aligmalarda
SA uygulamasinin tuzun zararl etkisine karsi bitkiyi korudugu ve fotosentetik kapasite,
fotosentetik etkinlik, RuBisco aktivitesi ve biiyiimede artisa neden oldugu

belirlenmistir.
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Gunes et al. (2005) misir bitkisinde tuz stresinde uyguladiklari SA’nin N, Mg*?, Fe*?,
Cu* ve Mn*? birikimini arttirtigimi, Na® ve CI birikimini ise azalttigim

belirlemislerdir.

Kaydan ve Yagmur (2006), farkl salisilik asit dozlar1 ve uygulama sekillerinin bugday
(Triticum aestivum L.) ve mercimekte (Lens culinaris Medik.) verim {izerine etkilerini
incelemislerdir. Yapilan ¢aligmaya gore salisilik asitin 12.810 g/da ' dozunun bugdayda
bitki boyu, bagsak uzunlugu, basakta tane sayisi, basakta tane verimi ve birim alan tane
verimini arttirdigi bulunmustur. Mercimekte ise yapraga piiskiirtme seklinde yine ayni
dozda ayni degerlerin arttigi gozlenmistir. Yine, Kaydan et al. (2007), tuz stresi
altindaki bugday fidelerinde salisilik asit uygulamasi ile ¢ikis orani, osmotik potansiyel,
toprak alt1 ve toprak iistii kuru agirhiklari, K'/Na* oran1 ve fotosentetik pigmentlerin

icerigini olumlu yonde etkiledigini bildirmislerdir.

Igbal and Ashraf (2006) bugdayda tuz stresinde SA uygulamasmin klorofil igeriginde

artisa neden oldugunu bildirmislerdir.

Tohma (2007) cilekte yapmis oldugu calismada tuz stresinde uygulanan SA’nin
membran stabilitesini, protein, prolin ve klorofil miktarinda artisga neden oldugunu
belirlemislerdir. Gautam and Singh (2009) Misirda tuz stresinde SA uygulamasinin

prolin miktarin arttirdigini bildirmislerdir.

Ahmad et al. (2009) tuz stresinde domates bitkilerine uygulanan SA’nin membran
stabilitesi ve fotosentetik pigment igerigini korudugu belirlenmistir. Yine ayni
arastiricilar, K*, Ca™ ve Mg*? aliminda artisa ve Na* ve Cl” aliminda ise bir azalisa

neden oldugunu belirlemislerdir

Barakat et al. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada bugdayda tuz stresinde SA uygulamasinin
antioksidant kapasiteyi, fotosentetik pigment biyosentezini, bitki karbonhidrat miktarini

ve toksik olmayan metabolitlerin birikimini arttirdigini belirlemislerdir.
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Baran ve Dogan (2014) soyada tuz stresine karsi uygulanan SA’nin klorofil miktarinda

artisa neden oldugunu gostermislerdir

Liu et al. (2014), tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada salisilik asit (SA)’in 0.1 mM’lik
dozunun tuz stresi altinda pamuk bitkisine yapraktan uygulanmasi sonucu, biiyliime ve
fotosentez net fotosentez ve transpirasyon oraninda artisa ve H,O, birikiminde azalmaya

sebep oldugu bulunmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal

Aragtirmada bitki materyali olarak Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden
temin edilen tuza hassas oldugu bilinen (Senay vd. 2005) Kirik ekmeklik bugday

(Triticum aestivum L.) ¢esidi kullanilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmastir.

-Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

-Sogutmal1 Santrifiij (Hettich, Mikro 22R, M10, SN 0001279-03-00)
-Santrifiij (Hettich, GERMANY, EBA-20)

-PCR (Sensoquest GmbH, Labcycler Gradient, GERMANY)

-Elektroforez Tank1 (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

-Elektroforez Akim Saglayici (OWL OSP300-2Q, U.S.A.)

-Jel Gortintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)
-Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

-Otomatik Pipetler (Eppendorf, GERMANY)

-Nanodrop (Qiogen, Qiaxpert Instrument, GERMANY)

-Magnetik Karistirici (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

-pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

-Derin Dondurucu (Nuarie, U.S.A. , -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-PK)
-Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

-Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE, 8190NF)

-Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)
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-Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)
-Mikrodalga Firin (Arcelik, TURKIYE, MD 592)
-Kar makinesi (Scotsman, U.S.A. , AH 19828 5)

3.1.3. Kullanilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Caligsma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kimyasal igerikleri asagida belirtilmistir

3.1.3.a. Besi ortami

Denemede besi ortami olarak Hoagland ve Arnon (1938) (Sigma H2395) soliisyonu

kullanilmuastir.

3.1.3.b. Tuz stresi ve tuz stresine karsi kullamilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Tuz stresini olusturmak i¢cin sodyum kloriir (NaCl) ve tuz stresine karsi salisilik asit
kullanilmistir. Calismada kullanilan kimyasallarin konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Tuz stresi ve tuz stresine kars1 kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Kullanilan Kimyasallar Konsantrasyonlar
Sodyum Kloriir (NaCl) 0 mM, 100 mM, 200 mM ve 300 mM
Salisilik Asit (SA) (Sigma S6271) | 0 mM, 0,5 mM ve 1,0 mM

3.1.3.c. DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez islemleri icin kullamilan kimyasallar

ve cozeltiler

- 1M Tris-HCI
-0.5 M EDTA
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-5 M NaCl

-10X TE Buffer

-1X TE Buffer

- 3 M Sodyum Asetat (PH=5.2)

-10 M Amonyum Asetat

-CTAB (Setil trimetil amonyum bromtir) (Sigma 855820)
-B-merkaptoetanol (v/v) (Sigma M6250)
-Kloroform: izoamil alkol (Sigma 288306)
-2-propanol (izopropanol) (Sigma 19516)

- Proteinaz K (Sigma P2308)

- Riboniikleaz (RNaz) (Sigma R5503)

- Sodyum bisiilfit (Sigma S8890)

-%70’lik Etil Alkol

-Etidyum Bromiir (Sigma E1510)

-1X TBE tamponu

-10 X PCR tamponu (MgCl,) icermeyen

-25 mM MgC1, (Sigma M8266)

-Primer

-10 mM dNTP (Sigma D7295

- Tag-DNA polimeraz (5 U/ ul; Sigma, D 6677)
-Agaroz (Sigma A9539)

-Loading buffer (6X) (yiikleme buffer) (Thermo Fisher, R0611)
-Marker (BioLab N3231)

3.2. Yontem

Bu calismanin yiiriitiilmesi sirasinda asagida belirtilen islemler uygulanmistir.
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3.2.1. Kullamilan ¢ozelti ve soliisyonlarin hazirlanisi

3.2.1.a. Besi ortamin hazirlanisi

Denemede besi ortami olarak hazir olarak saglanan Hoagland ve Arnon (1938) (Sigma

H2395-10L) tuzu 10L saf su igerisinde ¢oziilmiistiir.

3.2.1.b. Kullamlan NaCl stok soliisyonunun hazirlanisi

Tuz stresi olusturmak i¢in NaCl deneme planina gore tartilmis ve Hoagland ve Arnon

(1938) s1vi1 kiiltiir ortamina eklenmistir.

NaCl Konsantrasyonu Miktar (g/L)
0 mM 0,0

100 mM 5,8443

200 mM 11,6886

300 mM 17,5323

3.2.1.c. Salisilik Asit soliisyonunun hazirlanmsi

Oncelikle 1 M salisilik asit stok soliisyonu hazirlanmistir. Bunun icin 10 ml saf etil
alkolde 1,3812 gram salisilik asit ¢oziilmistiir. Bu stok soliisyondan 0,5 mM SA igin
125pL, 1mM i¢in 250 pL alinarak toplam hacim 250 mL tamamlanmistir (pH=5,8).

3.2.1.d. DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltilerin hazirlamsi

1M Tris-HCI (1000 ml)

121,1 g Tris-base

700 ml dH,0

42 ml konsantre HCI (%37,2-12,1 M)
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700 ml su igerisine 121,1 g Tris-base eritilmis ve iizerine 42 ml konsantre HCI

eklenerek toplam hacim 1 litreye tamamlanarak otoklavlanmistir.

0.5M EDTA PH=0.8 (1000 ml)

136,1 g EDTA

20 g NaOH

800 ml dH,O

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

ayarlanmistir. Filtreden geg¢irilerek otoklavlanmistir.

5 M NaCl (500 ml)

146,1 g NaCl

450 ml dH,0

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

sicakliginda saklanmugtir.

10X TE Buffer (1000 ml)

100 ml 1 M Tris-HCI pH=8.0

20ml 0.5 M EDTA

880 ml dH,0 kullanilarak hazirlanmistir.

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

3 M Sodyum Asetat (PH=5.2)(100 ml)
40.8 g Sodyum Asetat (NaOAc.3H,0) 80 ml ultra saf suda iyice eritilmis ve pH= 5.2

oluncaya kadar glasiyel asetik asit eklemis ve toplam hacim 100 mI’ye tamamlanmuistir.

10 M Amonyum Asetat
77 g Amonyum asetat
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800 ml dH,0
77 g Amonyum asetat 800 ml distile su igerisinde ¢ozlilmiistiir. Distile su kullanarak
hacmi 1 litreye tamamlanarak stok hazirlanmistir. Calismada 250 mM olacak sekilde

seyreltilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

DNA ekstraksiyon tamponu (50 6rnek icin):

1 g toz CTAB (Setil trimetil amonyum bromiir)

0.5 g (%0,1) Sodyum bisiilfit (NaHS3 ve Na;S,0s karisimi)(Sigma, 243973)
5 ml Tris-HCI (1 M)

14 ml NaCl (5 M)

2ml EDTA (0.5 M)

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

Kloroform: izoamil alkol:

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

2-propanol (izopropanol)

Hazir olarak kullanilmistir (Sigma, 19516).

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

3.2.1.e. PCR ve elektroforez islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

Etidyum Bromiir Cozeltisi:
500 ml 0,5X TBE tamponu igerisine 300 pl etidyum bromiir ilave edilerek hazirlanmis

ve karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

10X TBE tamponu:
108 g Tris-base
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55 g Borik asit

40ml 0,5 M EDTA

700 ml dH,0

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

¢Oziilmiis ve toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmis ve otoklavlanmustir.

1X TBE tamponu:
Bu arastirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak hazirlanmis ve seyreltilerek

(100 ml 10X TBE Tamponu + 900 ml saf su) 1X TBE tamponu hazirlanmistir.

Primerlerin Hazirlanmasi:
Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu, daha
sonra da uygun hesaplamalar ile 5 pM olacak sekilde calisma soliisyonlari

hazirlanmstir.

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

%70’lik Etil Alkol:

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

3.2.2. Bitkilerin yetistirilmesi ve NaCl ile SA uygulamasi

Bitkilerin yetistirilmesi ve NaCl ve SA uygulamas1 hidroponik sistemde yiiriitiilmiistiir.
3 L kapasiteli plastik kaplarin kapaklar1 51 mm capindaki file saksilarin girecegi sekilde
6 tane delik acilmis ve file saksilarin igerisine hidroton eklenmistir. Hidrotonun
soliisyonla temas edecek sekilde plastik kaplara soliisyon eklenmistir. Hidroponik

sistem kesintisiz bir sekilde elektrikli hava motoru kullanilarak havalandirilmistir.
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Her NaCl ve SA uygulamasi i¢in 1 plastik kap kullanilmig ve her saksi 1 tekerriir olarak
kabul edilmistir (toplam 12 plastik kutu). Tohumlar %10’luk ¢amasir suyunda 10
dakika siireyle steril edildikten sonra steril saf su ile 3 kez yikanmis ve steril safsu ile
nemlendirilmis ¢imlendirme kagidi iceren petri kutularuna birakilarak homojen bir
¢imlenme saglamak i¢in +4°C’de 48 saat silireyle bekletilmistir. Bu tohumlardan Y2
dozda Hoogland and Arnon (1938) soliisyonu igeren (pH=5,5-5,7) plastik kaplar
tizerindeki her saksiya 10 tane olacak sekilde birakilmis ve 20+1°C’de 16 saat 11k
(Floresans lambasi-300 Imol/ m?') 8 saat karanlik sartlarda 14 giin siireyle
biiyiitiilmiigtiir. Cimlenen tohumlardan gelisen fidelerden her saksida 5 tane kalacak
sekilde homojen biliyiime gosteren fideler birakilarak bu fidelere NaCl ve SA
uygulamas: yapilmistir. 14 giinliik fidelere yapraktan spreyle SA uygulamasi (0, 0,5
ve 1,0 mM) miitakiben iki giin sonra NaCl ile hazirlanan biri kontrol olmak {izere dort
farkli NaCl konsantrasyonu igeren (0, 100, 200 ve 300 mM) "2 Hoogland and Arnon
(1938) soliisyonuna aktarilmis ve yine ayni kiiltiir sartlarinda 10 giin siireyle tuz stresine
maruz birakilmistir. Bu siirenin sonunda bitki ornekleri alinarak -80°C’de calisma

yapilacag giine kadar bekletilmistir.

3.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyon protokolii icin Yagcr (2015) esas alinmis ve birka¢c maddesinde
degisiklik yapilmistir.

a. Taze olarak hazirlanan DNA Izolasyon tamponu 6nceden 65°C’ye 1sitilmis su
banyosunda bekletilmistir. Bitki materyaline ilave edilmeden 6nce izolasyon tamponuna
9%0.2 (v/v) oraninda B-merkaptoetanol eklenmistir.

b. Siv1 azotta pargalanan 0.3 g bitki materyali 2 ml’lik tiiplere alinarak iizerine 1000 pl
DNA ekstraksiyon tamponu eklenmis, alt iist edilerek karistirilmis ve dnceden 65°C’ye
1sitilmis su banyosunda her 10 dk’da bir alt iist edilip karistirilarak 60 dk siire ile
bekletilmistir.

c. Siire sonunda ornekler 10 dk oda sicakliginda sogumaya birakilmigtir. Ardindan her

ornege 750 pl fenol kloroform izoamil alkol eklenip 15 dk alt {ist ederek karigtirilmastir.
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d. 14000 g ve 24°C’de 20 dk santrifiij edilen 6rneklerin iist fazlari 2 ml’lik yeni tiiplere
aktartlmistir.

e. 1000 ul Kloroform izoamil alkol eklenerek birkag kez alt {ist edilerek karistirilmastir.
14000 g ve 4°C’de 20 dk santrifiij edilip lst faz dikkatli bir sekilde yeni tiiplere
aktartlmistir.

f. 2,5 ul RNaz ve 8 pl proteinaz K ilave edilmis ve 45 dk 37°C’de bekletilmistir.

g. Her tiipe 100 pl amonyum asetat, 100 pl sodyum asetat, 800 pul soguk izopropanol
eklenerek DNA nin ¢oktiiriilmesi saglanmistir.

h. 14000 g ve 4°C’de 20 dk santrifiij edilerek iist faz atilmistir.

I. Pelet 6nce %100°1ik sonra %70’lik soguk etanol ile yikanmustir.

J. Yikanan pelet 37°C’de 15 dk bekletilerek kurutulmustur.

k. Kurutulan DNA 100 pl TE tamponunda fingerprint yapilarak ¢oziilmiistiir.

|. 24 saat +4°C’de dinlendirildikten sonra kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

Elde edilen DNA nanodropta spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda
okunmustur. OD (okuma degeri) 260/280 degeri 1,1-1,8 arasinda olmasit DNA’nin saf
oldugunu gostermektedir. 50 (DNA i¢in multifikasyon katsayis1) x 250 (seyreltme
katsayisi) x OD260 (260nm’de okuma degeri) formiiliinden faydalanilarak stoktaki
DNA miktar1 hesaplanmistir. Stok DNA’dan 50 ng/ul DNA iceren ¢alisma soliisyonu

hazirlanmstir.

3.2.4. IRAP yontemi

3.2.4.a. IRAP primerleri

Calismada kullanilan IRAP primerlerinin (Metabion International AG Lena-Christ-
Strasse 44/1 D-82152 Martinsried, Deutschland) baz dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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3.2.4.h. IRAP-PCR Protokolii

Cizelge 3.2. IRAP-PCR’da kullanilan primer dizileri

No | Primer RTA Tm | Dizisi (5’9 3°) Kaynak
adi

1 |WLTR2105| WLTR [61.0 |(ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA) Alavi et al. 2008

2 Nikita-57 Nikita 60.0 | (CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC) Alavi et al. 2008
(N57)

3 |Sukkula Sukkula |71.0 |(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC) Alavi et al. 2008

4 Nikita- Nikita 62.0 | (ACCCCTCTAGGCGACATCC) Alavi et al. 2008
E2647

5 Barel(0) |Barel 53.0 [(CTAGGGCATAATTCCAACA) Evrensel et al. 2011

6 Stowavay |Stowaway |62.0 [(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT) Baumel et al. 2002

7 5'LTR Bare 1 63.0 |(ATCATTGCCTCTAGGGCATAATTC) Alavi et al. 2008

8 6149 Bare 1 61.0 | (CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT) Alavi et al. 2008

9 6150 Bare 1 62.0 | (CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA) | Alavi et al. 2008

10 | LTR7286 |Barel 66.0 | (GGAATTCATAGCATGGATAATAAACGATTATC) Kalendar et al. 1999

IRAP-PCR islemi icin gerekli olan bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.3. IRAP-PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesenin Adx Miktar (ul) Son
konsantrasyonu

Steril distile su 13ul -

10X PCR tamponu (MgCl; igermeyen) 2ul 1X

25 mM MgCI2 2ul 2,5mM

5 uM primer 1ul 0,25uM

10 mM dNTP 0,5ul 0,25mM

50 ng/ul Kalip DNA 1ul 50ng

5 U/ul Tag-DNA polimeraz (Sigma, D6677)  0,3ul 15U

Toplam

20ul

Yukarida verilen standart degerlere gore her bir 6rnekten izole edilen genomik DNA ve

Cizelge 3.2°de verilen IRAP primerleri ile her bir 6rnek icin ayr1 PCR tiipii

hazirlanmuistir.
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Bu islemlerin ardindan 6rnekler PCR otomatik termoddngii aletine (Sensoquest GmbH,

Labcycler Gradient, GERMANY) yerlestirilmis ve asagidaki dongiiye tabi tutulmustur.

1) PCR aleti otomatik olarak 5 dakika 95°C tutmus (6n denatiirasyon i¢in tutulmustur),
2) 42 dongii olacak sekilde sirasiyla,

a. 1 dakika 94°C

b. 1 dakika baglanma sicakligi (Degisken)

C. 2 dakika 72°C

3) 15 dakika 72°C

4) Son olarak 10 dakika 4°C tutulmus, PCR aletinden ¢ikarilan ornekler +4°C’de

saklanmustir.

3.2.5. REMAP

3.2.5.a. REMAP primerleri

Calismada REMAP ve (Metabion International AG Lena-Christ-Strasse 44/1 D-82152
Martinsried, Deutschland) ISSR primerleri (UBC 811-UBC 826-8081-8082) ile

kombinlenerek kullanilmigtir. Bu primerlerin baz dizileri Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.4. REMAP-PCR’da kullanilan primer dizileri

No | Primer ad1 Dizisi (5’ *3°)
1 E 2647 (Nikita)+ ISSR UBC|(ACCCCTCTAGGCGACATCC)+
826 (ACACACACACACACACO)
2 BARE 1 (0) + ISSRUBC 811 |(CTAGGGCATAATTCCAACA)+
(GAGAGAGAGAGAGAGACQ)
3 BARE 1(0) + ISSR 8081 (CTAGGGCATAATTCCAACA)+
(GAGAGAGAGAGAGAGAGAC)
4 E 2647 (Nikita) + ISSR UBC|(ACCCCTCTAGGCGACATCC)+
811 (GAGAGAGAGAGAGAGACQ)
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Cizelge 3.4. (devam)

5 N-57 (Nikita) + ISSR UBC |(CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC)+
811 (GAGAGAGAGAGAGAGAC)

6 | N-57 (Nikita) + ISSR 8082 | (CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC)+
(CTCTCTCTCTCTCTCTCTG)

7 Sukkula + ISSR UBC 826 (GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC)+
(ACACACACACACACACC)

8 Sukkula + ISSR 8082 (GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC)+
(CTCTCTCTCTCTCTCTCTG)

9 Stowaway + ISSR UBC 811  |(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT)+
(GAGAGAGAGAGAGAGAC)

10 | Stowaway + ISSR 8082 (CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT)+
(CTCTCTCTCTCTCTCTCTG)

3.2.5.b. REMAP-PCR protokolii

REMAP-PCR islemi i¢in gerekli olan bilesenler (Cizelge 3.2) ve miktarlari ile PCR
dongii islemleri IRAP teknigindeki ile aynidir.

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi

PCR islemi tamamlandiktan sonra ornekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve
olusan bantlara gore primerlerin hibridize olup olmadig: tespit edilmeye calisilmistir.

Islem siras1 asagidaki gibidir;

a. Jel igerisinde agaroz kimyasalinin konsantrasyonu %2.0 konsantrasyon olacak
sekilde agaroz tartilip sonrasinda 0,5X TBE tamponu icerisinde mikrodalga firinda
hazirlanmastir.

b. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 0,5X TBE + agaroz ¢6zeltisi igerisine 1.0 pg/mL

olacak miktarda etidyum bromiir eklenmistir.
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Cc. Hazrlanan jel katilagmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan 6nce jel
tizerine tarak konularak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayr1 bir 6rnek (3 uL Loading buffer +5 uL
PCR iiriinii) yliklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 60 V-180 dk. siire ile PCR firiinleri elektroforez islemine
tabi tutulmustur. Siire sonunda elektrik akimi kesilmistir.

f.  Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel UV 151k altinda incelenmis ve degerlendirilmek

tizere fotograflar ¢cekilmistir.

3.2.7. IRAP, REMAP analizleri ve genomik kararhhk sabitliginin (%GTS)

belirlenmesi

Caligmada kullanilan her bir primer i¢in tiim 6rneklerde amplifiye olan DNA bantlarinin
varhigr ve yoklugu, negatif kontrol IRAP ve REMAP profillerine goére bant
yogunluklarindaki azalma ve artmalar temin edilmis olan agaroz jel goriintiileme cihazi
ile belirlenmistir. Ortaya ¢ikan bu jel goriintiileri TotalLab TL120 programi ile
degerlendirilmistir. GTS degerleri yani genomik kararlilik sabitliligi (%) her bir primer
iriinii i¢in Atienzar (1999)’a gore 100-(100*a/n) formiiliinden yararlanilarak
hesaplanmistir. Formiildeki a her bir uygulama 6rnegi i¢in tespit edilen IRAP ve
REMAP polimorfik profillerinin ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda elde edilen
DNA toplam band: sayisini1 gostermektedir. Uygulama gruplarina ait IRAP ve REMAP
profillerinde gozlenen polimorfizm negatif kontrol grubuna gore yeni bir bandin ortaya

¢ikmas1 veya mevcut bir bandin kaybolmasini kapsamaistir.

3.2.8. Verilerin degerlendirilmesi ve istatiksel analizi

PCR firiinlerinin degerlendirilmesi asamasinda her bir bireyde her primer i¢in bantlarin
varligi (1) ya da yoklugu (0) seklinde ifade edilmistir. Olugsan bu bantlara gore de
primerlerin hibridize olup olmadig: tespit edilmeye calisiimistir. Bantlarin var olmasi
durumu primerlerin hibridize oldugu anlamima Degerlendirme asamas1 TotalLab TL120

kullanilarak tamamlanmuistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu aragtirmada NaCl ile olusturulan tuzluluk stresinde salisilik asit uygulamasinin
retrotranspozon temelli polimorfizme olan etkisi IRAP ve REMAP teknikleri

kullanilarak belirlenmistir. Bu tekniklerden elde edilen bulgular asagida verilmistir.

4.1. IRAP Analizleri ve Genomik Kalip Sabitliligi (Genomik Template Stability;
GTS%)

Kirik ekmeklik bugday cesidinde NaCl ile olusturulan tuzluluk stresinde salisilik asit
uygulamasinin genom {iizerindeki genetiksel etkilerini test etmek i¢in hesaplanan GTS
degerleri i¢in toplam 10 IRAP primeri (Cizelge 3.1) denenmis ve bunlar arasindan en
iyi amplifikasyon veren 5 primer (N-57 (Nikita), Stowaway, Sukkula, BARE-1 (0) ve E
2647 (Nikita)) segilerek degerlendirilmeye alinmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

0 mh NaCl 100 mhd NaCl 200 mh MaCl 500 mh NaCl
Marker Kontrol 05mMM ImM OmM 05mM ImM OmM 05mM ImM OmM 05mMM 1mM
SA SA SA SA SA SA SA SA SA

sa 54
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Sekil 4.1. E 2647 (Nikita) primerinde olusan IRAP amplifikasyon iriinleri
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Sekil 4.2. Sukkula primerinde olusan IRAP amplifikasyon iiriinleri

Kontrole goére tuzluluk stresi ve salisilik asit uygulamasinda yeni olusan bantlarin
molekiiler araligi 396 bp ile 13714 bp (E2647-Nikita) (Cizelge 4.1) arasinda; kaybolan
bantlarin molekiiler agirli ise 384 bp (Stowaway) ile 12571 bp (E2647) arasinda degisim
gostermistir. Primerlerin tuzluluk stresi ve salisilik asit uygulamasina gore yeni olusan
ve kaybolan bantlarin molekiiler agirligi kontrolle kiyaslandiginda N57 (Nikita)
primerinde 574 bp (kaybolan bant)-1517 bp (yeni olusan bant), Stowaway primerinde
384 bp (kaybolan bant)-1298 bp (yeni olusan bant), Sukkula primerinde hi¢ kaybolan
bant bulunmazken yeni olugan bantlar 1095 bp ile 1675 bp, BARE-1 (0) primerinde
1336 bp (yeni olusan bant)-1829 bp (yeni olusan bant) ve E2647-(Nikita) primerinde
396 bp (yeni olusan bant)-13714 bp (yeni olusan bant) arasinda degisim gdstermistir
(Cizelge 4.1).

TotalLab TL120 programinin kullanilmasiyla alinan verilere dayanarak (Cizelge 4.2)
GTS oraninda tuzluluk stresinin siddetine bagli olarak bir azalis gdzlemlenmis ve yine
salisilik asit uygulamasinin her iki dozunda da (0,5 mM ve 1 mM salisilik asit) GTS

oraninda azalig goriilmiistiir.



Cizelge 4.1. IRAP molekiiler markir yonteminde NaCl ve SA uygulamasinda kontrole gére meydana gelen yeni (+) ve kaybolan (-)
bantlarin molekiiler agirliklart (bp)

Primerle 0 mM NaCl 100 mM NaCl 200 mM NaCl 300 mM NaCl
Kontro
(5°—>3) ! 0,5 mM 1mM 0mM 0,5 mM 1mM 0mM 0,5 mM 1mM 0mM 0,5 mM 1mM
SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA
+ - - 1429 1479 - 1461 - - 1005 1479 1517
N-57 13 - - - 1145 779 965 1314 574 965 1145 1206 1206
(Nikita) 965 779 1200 779 965 779 965
965 779 620
693
+ - - 1162 1200 668 1278 713 1278 1288 1248 1298
749 594 778 713
- 915 915 1048 1048 - 1048 - 1048 1048 915 915
Stowaway 9 733 915 639
733 426
384
+ 1635 1635 1675 1625 1655 1625 1606 1606 1625 1625 1665
Sukkula 8 1130 1130 1095 1109 1145 1159
+ - - 1336 1809 - 1768 1788 1587 1809 1829 1829
BARE10) 4 - - - - - - 1665 - - 1665 - -
+ - - 1133 - - - 1172 13714 - -
396
E 2647 - - - 12571 12571 12571 12571 1005 12571 12571 12571 12571
(Nikita) 17 1000 867 1091 1091 1091 1091 1091 1091
489 631 1005 1005 1005 1005 1005 1005
673 771 771 771

673

LS



Cizelge 4.2. IRAP molekiiler markir yonteminde NaCl ve SA uygulamasina gére GTS orani1 (%)

. 0 mM NaCl 100 mM NacCl 200 mM NaCl 300 mM NaCl
Primerler
sy Kontrol
(5°—3) 0,5mM 1mMm 0omM 0,5mM 1mM 0mM 0,5mM 1mMm 0mM 0,5mM 1mM
SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA
N-57 (Nikita) 100 100 100 76,9 84,6 84,6 69,2 84,6 92,3 61,5 69,2 76,9
Stowaway 100 88,8 88,8 66,6 66,6 88,8 55,5 77,7 77,7 44,4 66,6 66,6
Sukkula 100 87,5 87,5 87,5 87,5 87,5 75 75 75 75 75 75
BARE 1(0) 100 100 100 75 75 100 50 75 75 50 75 75
E 2647 (Nikita) 100 100 100 76,4 82,3 82,3 76,4 82,3 82,3 64,7 76,4 76,4
GTS % 100 95,2 95,2 76,4 79,2 88,6 65,2 78,9 80,4 59,2 72,4 73,9
Polimorfizm % 0 48 4,8 23,5 20,8 11,3 34,7 21,0 19,5 40,8 27,5 26,0

89
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Kontrole kiyasla en disik GTS degeri 9%59,2 ile salisilik asit uygulamasinin
yapilmadigr 300 mM NaCl stresinde belirlenirken en yiiksek GTS orani ise %95,2 ile
0,5 mM ve 1mM salisilik asitin uygulandig stressiz sartlarda belirlenmistir. Salisilik
asitin uygulanmadigi 100 mM NaCl, 200 mM NaCl ve 300 mM NaCl uygulamasindaki
GTS oranlar sirasiyla %76,4, %65,2 ve %59,2 iken; bu deger 0,5 mM salisilik asit
uygulamasinda %79,2, %78,9 ve %72,4 olup, 1 mM salisilik asit uygulamasinda ise
%88,6, %80,4 ve %73,9 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Polimorfizm oranlar1 ise
tuzluluk stresinin uygulanmadigi (0 mM NaCl) ve 0,5 mM ve 1 mM salisilik asit
konsantrasyonlarinda en diistiik (%4,8) iken, tuzluluk stresinin en yiiksek (300 mM
NaCl) ve salisilik asit uygulamasinin yapilmadigi (0 mM) konsantrasyonda ise

polimorfizm orani en yiiksektir (%40,8) (Cizelge 4.2).

Calismada kullanilan IRAP primerleri dikkate alindiginda Kirik ¢esidinde en yiiksek
polimorfizm Stowaway primerinde belirlenmistir. Bunu sirasiyla Bare 1(0), Sukkula, N-

57 (Nikita) ve E2647 (Nikita) primerleri izlemistir.

4.2. REMAP Analizleri ve Genomik Kalip Sabitliligi (Genomik Template Stability;
GTS%)

Arastirmada kullanilan retrotranspozon temelli yontemlerden biri olan REMAP
tekniginde retrotranspozon primerleri ile ISSR primerleri kombinasyonundan olusan 9
primerin [E 2647 (Nikita) + ISSR UBC 826, BARE 1 (0) + ISSR UBC 811, BARE 1(0)
+ ISSR 8081, E 2647 (Nikita) + ISSR UBC 811, N-57 (Nikita) + ISSR UBC 811, N-57
(Nikita) + ISSR 8082, Sukkula + ISSR UBC 826, Sukkula + ISSR 8082, Stowaway +
ISSR UBC 811] sonuglar1 degerlendirmeye alinmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Tuzluluk stresi ve salisilik asit uygulamasinda REMAP markirinda kontrole gore yeni
olusan bantlarin molekiiler agirligi 88 bp ile Stowaway + ISSR UBC 811 primerinde ve
1731 bp olarak BARE-1 (0) + ISSR 8081 primerinde, kaybolan bantlarin molekiiler
agirliklart ise 207 bp ile E 2647 (Nikita) + ISSR UBC 811 ve 1833 bp ile BARE-1 (0) +

ISSR 8081 primerinde gozlenmistir. Primerlerin tuzluluk stresi ve salisilik asit
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uygulamasina goére yeni olusan ve kaybolan bantlarin molekiiler agirlig
karsilagtirildiginda E 2647 (Nikita) + ISSR UBC 826 primerinde 379 bp ile 1405 bp
biiyiikliigiinde kaybolan bant gdzlenirken yeni olusan bant gézlenmemistir (Cizelge
4.3).

0 M NaCl 100 mM NaCl 200 s\ NaCl 300 mM NaCl
Marker Koatrol CSeaM 1mM O0mM O0S5SmM I1mM OmM 05aM ImM OmM 0S5mM 1mM
SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA

10.000

Molecular Welght

200

100

Sekil 4.3. BARE 1 (0) + ISSR 8081 primerine kars1 Kirik ¢esidinde olusan REMAP
amplifikasyon {irtinleri



61

MON: 100 g NaCl 200 oM NaCl 3 A N
Marker Kontrol 05mM 1M OmM O0SmM 1mM OmM O05a™M 1M OmM 0S5SmM s

SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA

Molecular Weight

Sekil 4.4. E 2647 (Nikita)+ ISSR UBC 811 primerine karsi Kirik ¢esidinde olusan
REMAP amplifikasyon iirtinleri

BARE-1 (0) + ISSR UBC 811 primerinde 268 bp (kaybolan ve yeni olusan bant)-600 bp
(kaybolan bant), BARE-1 (0) + ISSR 8081 primerinde 488 bp (yeni olusan bant)-1833
bp (kaybolan bant), E 2647 (Nikita) + ISSR UBC 811 primerinde 190 bp (yeni olusan
bant)-860 bp (yeni olusan bant), N-57 (Nikita) + ISSR UBC 811 primerinde hig
kaybolan bant gozlenmemisken 222 bp-402 bp biyiikliiglinde yeni olusan bant
gozlenmistir. Yine N-57 (Nikita) + ISSR 8082 primerinde 396 bp (kaybolan bant)-715
bp (kaybolan bant), Sukkula + ISSR UBC 826 primerinde 243 bp (kaybolan bant)-853
bp (kaybolan bant), Sukkula +ISSR 8082 primerinde 451 bp (kaybolan bant)-1041 bp
(yeni olusan bant) ve Stowaway + ISSR UBC 811 primerinde 88 bp (yeni olusan bant)-
574 bp (yeni olusan bant) arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.3).

Total/Lab TL120 programinda elde edilen verilere gore salisilik asitin uygulanmadigi
100 mM NaCl, 200 mM NaCl ve 300 mM NaCl uygulamasindaki GTS oranlari
strastyla %83,3, %72,7 ve %64,9 iken; bu deger 0,5 mM salisilik ait uygulamasinda
%83,6, %81,1 ve %83 olup 1 mM salisilik asit uygulamasinda ise %86,6, %87,2 ve
%85,5 olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Polimorfizm oranlar ise tuzluluk stresinin

uygulanmadig 0,5 mM ve 1 mM salisilik asit konsantrasyonlarinda en diisiik %5,7 ve
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%3,7 iken tuz stresinin en yiiksek (300 mM NaCl) ve salisilik asit uygulamasinin

yapilmadig1 konsantrasyonda polimorfizm orani en yiiksektir (%35,1) (Cizelge 4.4).

Kontrole kiyasla en diisiik GTS degeri %69,7 ile BARE-1 (0) + ISSR 8081 primerinde
gozlenirken en yiiksek GTS degeri %95 ile N-57 (Nikita) + ISSR UBC 811 primerinde
gbzlenmistir. Calismada kullanilan tiim REMAP primerleri dikkate alindiginda Kirik
¢esidinde en yiiksek polimorfizm BARE 1(0) + ISSR 8081 primerinde belirlenmistir.
Bunu sirasiyla E 2647 (Nikita) + ISSR UBC 826, Stowaway + ISSR UBC 811, BARE
1(0) + ISSR UBC 811, Sukkula + ISSR UBC 826, E 2647 (Nikita) + ISSR UBC 811,
Sukkula + ISSR 8082, N-57 (Nikita) + ISSR 8082 ve N-57 (Nikita) + ISSR UBC 811

primerleri izlemistir (Cizelge 4.4).



Cizelge 4.3. REMAP molekiiler markir yonteminde NaCl ve SA uygulamasinda kontrole gére meydana gelen yeni (+) ve kaybolan (-)
bantlarin molekiiler agirliklar1 (bp)

0 mM SA 0.5 MM SA 1mM SA
REMAP Primerleri 100mM  200mM 300 mM OmM  100mM  200mM 300 mM OmM  100mM 200 mM 300 mM
Kontrol  +/- NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
(5—3)
+ - - - - - R - - - - -
. 857 857; 1405;
E 2647 (Nikita)+ ISSR UBC 826 0 750; 750; 857; 857  857; 1405; 857; - 857, 1405 1405
673 a71; 750; 750 857 623 750 857 857
379 673
T - - - 268 434 - - - 202 5 -
BARE 1(0) + ISSR UBC 811 600,434, 600; _ 600;
B 600 472'6%06' 404:306, - 600 470 470; - 600 i%%’ 470;
268 434 434
1638, _ .
+ 1554: 1731 816; . 1781 yg3g, 1517 1683 1683 1594 1517
488 867 832
BARE 1(0) + ISSR 8081 9 : :
1833; 1833; 1833; 1833; 1833
- 529 659; ' - 1833 ; 1833 1833 1833 1833
529 586 529
529
336 _ ] 860; ]
E 2647 (Nikita)+ ISSR UBC 811 . - 190 330; 388 336 39% 30 34 388
625;
- yoo - - 482 - 207 - - - ; 482
— 243
N-57 (Nikita) + ISSR UBC 811 o * 222 236 - 252 402 - - - ; -
N-57 (Nikita) + ISSR 8082 . - 426 442 - - - - - - -
: 715 715 396 715 715 715 : : 715 - -
+ . i%i? 336 . - ; - - - ; -
Sukkula + ISSR UBC 826 16 N 262 336 762:690; 853 853;762; 853;762; 762;690; ) 336:322  853:762 853;762;
322 397:243 600; 690397 322 ' ; 690
1032,
1037 : ) 1041; ) 1037;
Sukkula + ISSR 8082 . * - 757 %%71 703 1028 768 42 955 1032

- 451 - - - - - - - - -

€9



Cizelge 4.3. (devam)

, 544;
Stowaway + 155R UBC 3] . + 88 , 544;506 574 566 477 350 206
] d 314,  350;314; ) ] ] 350 ] ] ] ]
230 282
Cizelge 4.4. REMAP molekiiler markir yonteminde NaCl ve SA uygulamasina gore GTS orani (%)
Brimerler 0 mM SA 05 MM SA 1 mM SA
(5—3") Kontrol 100 mM 200 mM 300 mM 0mM 100 mM 200 mM 300 mM 0mM 100 mM 200 mM 300 mM
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
E 2647 (Nikita)+
ISSR UBC 826 100 70 60 60 90 80 80 80 100 80 80 80
BARE 1(0) +
ISSR UBC 811 100 92,4 77 61,6 92,4 84,7 92,4 77 100 84,7 84,7 77
BARE 1(0) +
ISSR 8081 100 66,7 55.6 445 100 66,7 55,6 66,7 77.8 778 778 778
E 2647 (Nikita)+
ISSR UBC 811 100 77,8 77,8 88,9 88,9 778 778 88,9 88,9 88,9 88,9 88,9
N-57 (Nikita) +
ISSR UBC 811 100 88,9 88,9 88,9 100 88,9 88,9 100 100 100 100 100
N-57 (Nikita) +
ISSR 8082 100 834 66,7 66,7 834 83,4 83,4 100 100 83,4 100 100
Sukkula +
ISSR UBC 826 100 938 75 68,8 93,8 81,3 75 81,3 100 87,5 87,5 813
Sukkula +
ISSR 8082 100 88,9 778 66,7 100 88,9 88,9 778 100 88,9 778 88,9
Stowaway +
ISSR UBC 811 100 87,5 75 375 100 100 87,5 75 100 87,5 87,5 75
GTS 100 833 72,7 64,9 94,3 83,6 8Ll 83 96,3 86,6 87,2 85,5

Polimorfizm % 0 16,7 27,3 35,1 57 16,4 18,9 17 3,7 13,4 12,8 14,5

¥9
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5. TARTISMA ve SONUC

Bugday diinyada oldugu gibi ililkemizde de en fazla {iretimi yapilan tarim trtintidiir.
Diinyada besinlerden saglanan kalorinin %20’si bugdaya aittir. Tariminin kolay ve

tamamen makineye dayali olusu, yetistiricileri bugday tarimina yoneltmektedir (Stizer

2004).

Bugday tiim diinya iizerinde tarim1 yapilan tahillar ig¢erisinde ekilis ve tiiketim miktari
acisindan ilk siralarda bulundugundan, bitkiden alinacak verimde stres kaynakli

olabilecek bir diisiis ekonomik anlamda da biiyiik bir diisiise sebep olacaktir (Siizer

2004).

Dogadaki ¢ok cesitli biyotik ve abiyotik ¢evre etmenleri bitkilerde strese neden
olabilmektedir. Stres, 6nemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agarak bitkilerde
bliylime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, iiriinde nitelik ve nicelik kaybina
(iirtin kalitesinin ve miktarin azalmasina), bitkinin veya organlarinin 6liimiine yol

acabilmektedir (Munns 2002).

En O0nemli stres faktorlerinden biri olan tuzluluk stresi; 6zellikle kurak ve yar1 kurak
iklim boélgelerinde yikanarak yer alt1 sularia karisan ¢oziinebilir tuzlarin yiiksek taban
suyuyla birlikte kapillarite yoluyla toprak yiizeyine ¢ikmasi ve buharlasmasi sonucu
suyun u¢mastyla toprak yiizeyinde birikmesinden dolay1 bitkilerde yarattiklar: strestir

(Levitt 1980).

Kiiltiir bitkilerinin ¢ogu topraktaki yiiksek tuz konsantrasyonlarinin sebep oldugu
tuzluluk stresine duyarli oldugu icin tuzluluk verimi smirlayan en Onemli cevre
faktorlerinden biridir. Diinyadaki 6nemli miktarda tarim arazileri her gegen giin artan
tuzluluktan etkilenmektedir (Pitman and Lauchli 2002; Munns and Tester 2008). Diger
taraftan tarim arazilerinde artan tuzlulugun kullanilabilir topraklarda %50’ye varan

kayba neden olmasi beklenmektedir (Mahajan and Tuteja 2005). Yapilan ¢alismalarin
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¢ogunda tuzlulugun farkli bitkilerde bitkinin hayatta kalmasi i¢in kritik kosullara neden
olan Na* ve Cl artisina neden oldugu bildirilmistir. Hem Na* hem de Cl *deki bu artig
bitkilerde bir¢ok fizyolojik bozukluga neden olmasina ragmen bunlarin en tehlikelisi
Cl *dir (Tavakkoli et al. 2010). Yiiksek seviyedeki tuzluluk hem hiperiyonik hem de
hiperozmotik strese neden olur. Tuzun bu etkileri membran hasarina, besin
dengesizligine, bitki biiylime diizenleyicilerinin seviyelerinin degismesine, enzimatik
inhibisyona ve metabolik islev bozukluguna ayrica fotosentezde azalmaya ve hatta bitki
6liimiine neden olur (Mahajan and Tuteja 2005; Hasanuzzaman et al. 2012). Topraktaki
veya sulama suyundaki yiiksek tuz konsantrasyonu, bitki metabolizmasi lizerinde yikici
bir etkiye sahip olup, fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri birbirinden ayirarak hiicresel
homeostazi bozabilir. Biyokimyasal ve molekiiler calismalar tuz stresinin siiperoksit
(072 ), tekli oksijen (*Oy), hidroksil radikali (OH’) ve hidrojen peroksit (H,O;) gibi bazi
ROT g¢esitlerinin artisina neden oldugu bildirilmistir (Tanou et al. 2009; Ahmad et al.
2010, 2012; Ahmad and Umar 2011). Ancak, tuz stresinin bitkiler iizerindeki etkisi tuz
konsantrasyonu ve maruz kalma siiresine, bitki genotipine ve gevresel faktorlere

baghidir.

Tuz tolerans mekanizmalari, heniiz tam olarak aciklanamamakla birlikte iyon
homeostazisi, ozmolit biyosentezi, toksik radikal temizleme ve su tasinmasi gibi bazi
stres efektorleri ile bir dereceye kadar agiklanabilmektedir (Hasegawa et al. 2000).
Bununla birlikte, stres kosullar1 altinda bitki gelisimiyle verimi artirmaya yonelik
caligmalar adaptif tepkilerin ¢coklu gen orjinli olmasi nedeniyle biiyiik dl¢iide basarisiz
olmustur. Bu nedenle, tuz toleransinin molekiiler, fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik
yonlerini birlestiren iyi odaklanmis bir yaklasim kullanilarak tuza dayanikli bitki

cesitleri gelistirmek esastir.

Tuz sresine karsi uygun iyilestiricileri (ameliorant) ve/veya hafifleticileri (alleviant)
arastirmak bitki biyologlarinin gérevlerinden biridir. Son yillarda yapilan ¢alismalara
gore osmoprotektanlar (prolin, glisin betain, trehaloz vb.), bitki hormonlar1 (giberellik
asitler, jasmonik asitler, brasinosterioidler, salisilik asit vb.), antioksidanlar (askorbik

asit, glutatyon, tokoferol vb.), bitki sinyal molekiilleri (nitrik oksit, hidrojen peroksit,
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salisilik asit vb.), poliaminler (spermidin, spermin, putresin) ve iz elementlerin
(selenyum, silikon vb.) bitkide tuz kaynakli hasari hafifletilmede etkili oldugu
bulunmustur (Hoque et al. 2007; Ahmad et al. 2010, 2012; Azzedine et al. 2011;
Hasanuzzaman et al. 2011; Hayat et al. 2010; Hossain et al. 2011; Poor et al. 2011;
loannidis et al. 2012; Nounjan et al. 2012; Rawia et al. 2011; Igbal and Ashraf 2013;
Tahir et al. 2012; Yusuf et al. 2012). Bu koruyucular, bitki bilylime ve verimin yansira

stres toleransini arttirmaktadir.

Bitkiler etkisinde kalmis olduklar1 tuzluluk stresinin olumsuz etkilerine karsi
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde uyum, dayaniklilik ve tolerans mekanizmasi
gelistirmislerdir. Biyokimyasal diizeyde meydana gelen degisimleri; kokte iyon alinimi
ve iletiminin kontrollii bir sekilde yapilmasi, alinan iyonlarin segici olarak biriktirilmesi
veya atilimi yollar1 ile iyon dengesinin saglanmasi, ozmolit ve antioksidan enzimlerin
sentezlerinin arttirilmasi, endojen bitki hormon sentezinin uyarimi, fotosentetik yolun
ve hiicresel membran yapisinin degisimi ve fonksiyonel ve diizenleyici proteinlerin
sentezi seklinde siralayabiliriz. Molekiiler diizeyde meydana gelen degisimler ise tuz

toleranst ile ilgili genlerin aktiflestirilmesidir (Mirouze and Paszkowski 2011).

Tuzluluga diren¢ genlerinin aktiflestirilmesinin yan1 sira molekiiler diizeyde meydana
gelen degisimlerden biri de normal biiylime donemlerinde inaktif halde bulunan bitki

retrotranspozonlarinin farkli stres etkenleriyle aktif hale geg¢mesidir (Grandbastien
1998).

LTR retrotranspozonlari, bitki genomunda en fazla aktif halde bulunan hareketli
elementlerdir. Arabidopsis thaliana genomunun yaklasik %15’ini, bugdaygiller
genomunun %50-%80’nini, zambakgiller genomunun ise %90’nin1 olusturmaktadirlar
(Feschotte et al. 2002; Sabot and Schulman 2006).

Bu bilgiler dogrultusunda bu arastirmada tuzluluk (NaCl) stresinin ve SA
uygulamasinin retrotranspozon kaynakli polimorfizme olan etkisi IRAP ve REMAP

molekiiler yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Arastirmada, her iki yontemde de



68

kontrole gore stressiz sartlarda SA uygulamasinin retrotranspozonlar1 aktive ettigi
belirlenmistir. Arastirmamizdaki bu bulguya benzer olarak Salazar et al. (2007) TLC1.1
retrotranspozonunun stresle ilgili ¢esitli sinyal molekiilleri (SA, ABA, MeJA, H,0, ve
sentetik oksin 2,4-D) tarafindan aktive edildigini bildirmislerdir. SA’nin buradaki etkisi
H,0, konsantrasyonunda bir artisa sebep olmasi olabilir. Bir ROT tiirii olan H,0O, diisiik
konsantrasyonlarda, bir¢cok biyotik ve abiyotik strese karsi tolerans uyandiran bir sinyal
molekiilii gibi davranir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda apoptoz benzeri ve otofajik
hiicre 6liimiinii tetiklemektedir (Love et al. 2008; Quan et al. 2008). Cesitli abiyotik ve
biyotik streslerde SA ve H,0, arasindaki etkilesim "kendi kendini yiikselten
geribildirim dongiisii-self-amplifying feedback loop" ile agiklanmaktadir. Buna gore
H202 SA'nin birikmesine neden olur ve SA, HyO; konsantrasyonunu arttirir (Shirasu et
al. 1997; Harfouche et al. 2008). Endojen SA konsantrasyonunda H,O, aracili artis,
benzoik asidin SA'ya doniistliriilmesinde rol oynayan BA2H enzimi {iizerindeki H,0O;
katalitik aktivitesi ile (Dempsey and Klessig 1995); SA tarafindan H,0;
konsantrasyonundaki artis ise SA’nin katalaz ve askorbat peroksidaz enzimlerine
baglanmasi yoluyla bu enzimlerin aktivitesinin engellenmesiyle ag¢iklanmaktadir

(Durner and Klessig 1995; Durner and Klessig 1996; Horvath et al. 2002).

Biyotik ve abiotik stres faktorleri bitki ve alglerde LTR retrotranspozonlarini uyarmada
epigenetik reaktivator olarak etki etmektedir (Flavell et al. 1992; Voytas et al. 1992;
Mansour 2007, 2008, 2009; Alzohairy et al. 2012, 2013). Patojen enfeksiyonlari,
mekanik hasarlar, in vitro doku kiltiirii, 181, kuraklik, tuz stresi, melezleme, doubled
haploitlerin olusumu veya X-151m1 radyasyonu LTR retrotranspozonlarini harakete
gecirebilmektedir (Hirochika 1995; Hagan and Rudin 2002; Hagan et al. 2003;
Grandbastien 2004; Grandbastien et al. 2005; Cheng et al. 2006; Mansour 2007, 2008,
2009; Salazar et al. 2007; Alzohairy et al. 2012; Butelli et al. 2012; Karan 2012).
Nitekim, ¢calismamizda uygulanan 3 farkli tuz konsantrasyonuna (100 mM, 200 mM ve
300 mM NaCl) bagli olarak retrotranspozon hareketinin arttig1 ve buna bagl olarak da
uygulanan en yiiksek dozda en diisiik GTS oranmi (%59,2) gozlenmistir. Ayn1 sekilde
genomdaki bu hareketli elementlerin ¢evresel ve populasyon faktorleri tarafindan bir¢ok

organizmada stres ile uyarildigi bildirilmistir. Arastirmamizdaki bulgulara benzer
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olarak, Alzohairy et al. (2012), arpada (Hordeum wvulgare L.) LTR
retrotranspozonlarinin digsal g¢evresel stresler (tuz, soguk, 1sik, enfeksiyon, mekanik
hasar ve in vitro rejenerasyon) araciligiyla uyarildigimi rapor etmislerdir. Ayrica,
makarnalik bugdayda (Triticum durum L.) tuz ve 1sik stresinin Ttdla retrotranpozon
hareketini artirdigt ve tuz stresinin insersiyonel polimorfizmi artirdigi belirlenmistir
(Woodrow et al. 2010). Tiitiin bitkisinde yapilan bir ¢alismada (Grandbastien et al.
1997) Tntl ve Ttol retrotranspozonlarinin ifadesinin hiicre kiiltiirii, CuCl, ve tuz stresi
altinda buylk olgiide arttig1 goézlenmistir. Yine, Beguiristain et al. (2001) tiitiin
bitkisinde patojenlerin olusturdugu stresin retrotranspozonlarin  hareketliliginin
tesvikine neden oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan, Hirochika and Hirochika
(1993), doku kiiltiirii ¢aligmalarinda olusan yaralanmalara bagl olarak meydana gelen
stresle Ttol, Tto2 ve Tntl retrotranspozonlarinin hareketinin arttigini, genom tiizerinde
yer degistirerek yeni yerlere lokalize olduklarini ve bu nedenle mutajenik etkiye yol

actiklarint gostermislerdir.

DNA metilasyonu ve kromatin paketleme ve yogunlagmasindaki degismeler
transpozonlarin yiiksek mutasyon ozelliklerini engellemektedirler (Grandbastien et al.
2005). DNA metilasyonu sitozin halkasinin besinci karbonunda meydana gelen bir
modifikasyondur. Hem bitkiler hem de hayvanlarda sitozin ilk olarak CG niikleotidi
durumunda metillenir. Bununla birlikte bitkilerde sitozin CG, CHG (H: A, C veya T)
ve CHH durumlarinda metillenir (Chen et al. 2010; Zemach et al. 2010). CG
metilasyonu, DNA Metiltransferaz 1 (MET1 veya DMT1) tarafindan CHG metilasyonu,
bitkiye spesifik bir DNA metil transferaz olan Kromometilaz 3 (CMT3) tarafindan
stirdiirtiliir (Gehring and Henikoff 2007; Law and Jacobsen 2010; Chen et al. 2010).
DNA metilasyonunun giderilmesi, DNA replikasyonu sirasinda metillenmis sitozinlerin
normal sitozinlerle degistirilmesiyle ve DNA glikosilazlar (DME, DML2, DML3 ve
ROS1) tarafindan sitozinlerin metil grubunun ¢ikarilmasi yoluyla gergeklesir (Tarig and
Paszkowski 2004). Gen ekspresyonunun diizenlenmesi bitkilerin stres toleransi i¢in
onemlidir. Bu baglamda, metilasyon aklimasyon yanitlarinda 6nemli bir role sahip olan
genlerin ekspresyonunu diizenleyebilecegi icin ilgi kazanmaktadir. Buna ek olarak,

transpozonlarin dogrudan dogruya metilasyon ile diizenlendigi ve strese bitki



70

tepkimesinde 6nemli bir rol oynayabilecegi iyi bilinmektedir. Bitkiler soguk, tuzluluk,
sicaklik, kuraklik ve patojenlere maruz kaldiginda gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in
bitki hiicrelerinden ¢esitli sinyaller iiretilir ve yorumlanir. Genlerin diizenlenmesi,
kromatin yeniden modelleme ile tesvik edilebilir. Transposonlar, tekrarlar ve genler,
Kryptonite tarafindan H3K9Me2’nin artisint indiikleyen MET1, CMT3 ve DRM
tarafindan DNA sitozinlerin hipermetilasyonu yoluyla susturulabilir ve heterokromatin
olusumunu artirir (Liu et al. 2010). Bununla birlikte, H3K9Me2 ve CMT3'lin LHP1
tarafindan etkilesimi sonucunda CNG bolgelerinde H3K9Me2 DNA metilasyonunu
indiikleyebilir. (Jackson et al. 2002; Malagnac et al. 2002). LHP1 proteini CHG
metilasyonunu yonlendirmek ve heterokromatin olusumunu indiiklemek i¢cin H3K9Me?2
ve CMT3 arasinda bir kopri gorevi gorir (Tariq and Paszkowski 2004).
Arastirmamizda tuz stresine bagli olarak retrotranspozonlarin hareketinin nedeni
epigenetiksel degisik kaynakli olabilir. Epigenetik oranlar arasindaki degisim, bitki
genomlarinda ¢ok miktarda bulunan DNA transpozonlarin ve retroelementlerinin
hareketini tesvik edebilir (Reinders et al. 2009; Mirouze and Paszkowski 2011).
Transposon agisindan zengin bdlgelerde, CHG metilasyonu ve H3K9Me bol miktarda
bulunur ve transpozonlarin aktivasyonunu onler (Soppe et al. 2000; Lippman et al.
2003; Lisch 2009). Grandbastien et al. (2005) biyotik ve abiyotik strese neden bazi
cevresel faktorlerin DNA demetilasyonu yoluyla transpozonlart harekete gecirdigini

bildirmislerdir.

LTR retrotranspozonlarinin, biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki adaptasyonunu
diizenleyen promotorleri bulunmaktadir. Ozellikle retrotraspozonlarin uzun ug tekrar
dizilerine (LTR) sahip olan ¢esitlerinin (LTR retrotranspozonlari) sekanslar1 ¢evresel
streslere yanit elementleri icermektedir (Niinemets and Valladares 2004). Bu
transpozonlarda bulunan cis-diizenleyici elementlerin bitki stres yanit genleriyle
benzerlik gosterdigi ve aktivitelerinin bu nedenle arttigi ve LTR’ler ile benzer
sekanslara sahip ¢ok sayida stres indiikleyici gen promotdrii belirlenmistir (Dunn et al.
2006). Yine, bu hareketli elementlerin yer degistirmeleleri sonucunda genomda
meydana gelen degisime bagl olarak organizmanin strese olan tepkisinde yararl etkiler

saglayabilecegi bildirilmistir (Capy et al. 2000). Nitekim, Woodrow et al. (2010),
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makarnalik bugdayda tuz stresinde Ttd1a retrotranpozonun diren¢ geninin yakinina yeni
bir insersiyon gergeklestirdigini ve bunun sonucu olarak Ttdla retrotranspozon
hareketinin ¢evresel streslere kars1 savunma mekanizmasinda énemli bir rol oynadigini
bildirmislerdir. Arastirmamizda ¢alismis oldugumuz Stowaway, BARE-1 (0), Sukkula

hareketlerinin daha yiiksek olmasinin sebebi bu olabilir.

Arastirmamizda, tuzluluk stresine karsi bitkide meydana gelen retrotranspozon kaynakli
polimorfizim oranindaki artisin SA uygulamasiyla iyilestigi gozlenmistir. SA’nin bu
etkisi antioksidan 06zelligi ile agiklanabilir. Tiim biyotik ve abiyotik stresler ROT
konsantrasyonu artis1 ile iligkilidir. Stiperoksit (02'7), tekli oksijen (10;), hidrojen
peroksit (H20,) gibi bazi ROT c¢esitlerinin tiretimi tuz stresi ile artar (Parida and Das
2005). ROT’lar niikleik asitler ve proteinler, lipidlerin oksidasyonu boyunca hiicreleri
etkiler (Pastori and Foyer 2002; Apel and Hirt 2004; Ahmad et al. 2010). ROT’lar DNA
sekansinda degisiklige neden olmasinin yani sira DNA sekansinda degisiklige neden
olmadan epigenetik degisikliklere neden olmaktadir (Creppy et al. 2002; Marnett et al.
2003; Valinluck et al. 2004).

Bitkilerdeki redoks homeostazi, ROT iiretimi ve temizleme arasindaki uygun denge ile
korunur (Apel and Hirt 2004). Genel olarak, diisiik konsantrasyonlarda SA abiyotik
streslere karsi toleranst kolaylastirirken yliksek konsantrasyonlarda ROT g¢esitlerinin
artmasi nedeniyle oksidatif stres olusturarak hiicre 6liimiine yol agar (Shirasu et al.

1997; Lee et al. 2010; Poo'r et al. 2011; Miura and Tada 2014).

ROT’lar bitkiyi tuz stresinden korumak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidantlar tarafindan temizlenirler (Bose et al. 2014). Gergekte de antioksidatif
sistem etkinligi artis1 ile tuz stresine tolerans arasinda olumlu iliski vardir (Horva’th et
al. 2007; Munns and Tester 2008; Ashraf et al. 2010). Fizyolojik olarak ilgili
konsantrasyonlardaki ekzojen SA uygulamasi tuz stresine aklimasyon sirasinda
enzimatik (stiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz ve glutatiyon peroksidaz)
ve enzimatik olmayan antioksidanlar (glutatyon, askorbik asit, karotenoidler ve

tokoferoller) da dahil olmak {izere anti-oksidatif savunma sistemini indiikleyen H,0;
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tiretimine neden olmaktadir (Durner and Klessig 1995; Durner and Klessig 1996; Gill
and Tuteja 2010). Enzimatik antioksidan sistemleri [Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve peroksidaz] ve enzimatik olmayan [askorbat (ASA) ve glutatyon (GSH) vb ]
bilesikler ROT’lara karsi bitki savunmalarinda yer alirlar (Mittler 2002). Fizyolojik
diizeyde, ekzojen SA uygulamasi, antioksidan enzimlerin ve az miktarda enzim
icermeyen bilesiklerin aktivitelerini 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi ve artmis abiyotik stres
tolerans1 ile sonug¢lanan malondialdehit (MDA) konsantrasyonlarini azalttifi olarak
bulunmustur (Ashraf et al. 2010; Hayat et al. 2010). Yine molekiiler seviyede, Chen et
al. (2011), Kang et al. (2013) and Li et al. (2013), soguk, kuraklik ve tuz stresine maruz
kalan bitkilerde, SA 6n muamelesinin gegici olarak GSH-S-transferaz (GST1 ve GST2),
GSH peroksidaz (GPX1), fosfolipid hidroperoksit GSH peroksidaz (GPX2), GSH
sentetaz, monodehidroaskorbat rediiktaz, GSH rediiktaz ve dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR) iceren ASA-GSH dongiisii enzimlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunu
gecici olarak diizenledigini ve sonugta GSH ve ASA igerigini artirdigi ve soguk,
kuraklik ve tuz toleranslarinda iyilesme oldugunu bildirmislerdir. Yiiksek bitkilerdeki
ASA-GSH dongiisii enzimlerini kodlayan genlerin asir1 ekspresyonu, GSH ve ASA'nin
daha yiiksek varligint muhafaza ederek abiyotik streslere (6rn., tuz, sogutma) daha fazla
tolerans kazandirdig1 belirlenmistir (El-tayeb et al. 2005; Duan et al. 2012; Sultana et
al. 2012). Diger taraftan OSAPX2 mutantlarinin diisiik askorbat peroksidaz (APX)
aktivitesine sahip oldugu ve bu mutantlarin kurakliga, tuza veya soguk streslerine karsi
hassas oldugu ve yine OSAPX2'nin fazla ekspresyonun APX aktivitesini artirdigl ve bu
bitkilerin streslere toleranslarini arttirdigi bildirilmistir (Zhang et al. 2013). SA
tarafindan gelistirilen abiyotik toleranslar, antioksidan enzimleri sifreleyen genlerin
ifadesinin diizenlenmesiyle iligkilendirilebilir. Ding et al. (2002) SA uygulamasinin
domates meyvelerinde soguk zararini azalttigini bildirmistir. Yine ayni ¢alismada 10
uM  SA uygulanmig bitkilerde CAT mRNA seviyesinin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Proteomik c¢alismalar, SA 6n muamelesi ile tuz stresine maruz birakilan
Arabidopsis fidelerinde iki SOD seviyesinin belirgin sekilde indiiklendigini veya
arttigin1 gostermistir. Ayn sekilde sirasiyla APX ve Peroksiredoksin (Prx)'in tuzluluga
ve kuraklia maruz kalmis bugday fidelerinde belirgin sekilde artigi belirlenmistir
(Rajjou et al. 2006; Kang et al. 2012). Bu veriler, SA kaynakli gelistirilmis abiyotik

stres toleransinin ASA ve GSH ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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5.1. Sonug¢ ve Oneriler

Bu arastirmadan elde edilen sonuglar, tuz stresinin retrotranspozonlar1 aktive ettigi ve
retrotranspozonlara bagli olarak tuz stresinde polimorfizmin meydana geldigi, salisilik
asitin tuz stresine bagl olarak meydana gelen retrotranspozon kaynakli polimorfizmi
azaltarak genetik kararhilikta etkili oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore salisilik
asitin tuz stresi altinda yetistirilen bitkiler i¢in adaptif bir etkiye sahip oldugu ve tarimda
tuzlulugun olumsuz etkilerini 6nlemek amaciyla kullanilmasi Onerilebilir. Bunun
disinda retrotranspozon hareketi tespiti igcin IRAP, DNA hasar1 ve retrotranspozon
hareketinin ayni anda tespiti icin REMAP molekiiler tekniklerinden yararlanilabilecegi

sonucuna varilmistir.
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