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TUZ STRESI ALTINDAKI LAHANA BITKiSINDEDNA METILASYONU
UZERINE PUTRESININETKISI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
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Danisman: Dog¢. Dr. Emine ORHAN

Lahana tiir ve cesitlerinde abiyotik stres kosullarina tolerans ile ilgili ¢aligmalar
yapilmis olsa da bu c¢alismalar genellikle tarla, sera ya da saksi denemeleri seklinde
yiirtitiilmistiir. Bu tiir ¢galigmalarda genellikle morfolojik Slgiimler ve degerlendirmeler
yapilmis olup fizyolojik ve molekiiler tespit calismalarinda eksiklikler bulunmaktadir.

Gergeklestirilen bu c¢aligma ile NaCl uygulamalar1 (tuz stresi) ve antagonist olarak
diisiiniilen Putresin uygulamalar1 sonucunda lahana fidelerinin genomunda DNA
metilasyonu yoniinden herhangi bir degisiklik meydana gelip gelmeyecegi molekiiler
diizeyde tespit edilmeye calisilmistir. Beyaz bas lahana bitkisine (Yalova-1 ¢esidi) farkl
NacCl ve Putresin konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Bu uygulamalar ¢imlenme orani, kok
uzunlugu, siirgiin uzunlugu, fide giicii indeksi ve ¢imlenme zamaninin varyasyon
katsayist istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Kullanilan RAPD primerlerinden
monomorfik bant veren 8 primer CRED-RA analizinde kullanilmistir. Her doz i¢in
polimorfizm degerleri hesaplanmis ve ortalamalar alinmistir. Calismada kullanilan Mspl
enzimin metilasyonun oldugu yerden kesim yapmasi ve Hpall enziminin ise
metilasyonun gergeklesmedigi zaman kesim yapmast bilgisine dayanarak alinan
sonuglar degerlendirilmistir. Tek bagina NaCl uygulamasinda en diisiik dozda 27,4 en
yiksek dozda ise 39,6 oraninda metilasyon olusurken; tek basina putresin
uygulamasinda en diisik dozda %32,4 en yiiksek dozda ise %20,9 metilasyon
gozlenmistir. Diger taraftan, Putresin uygulamasinin 6zellikle 100 mM ve daha yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda tuzun ¢imlenme orami iizerine olumsuz etkisini azalttid
belirlenmistir.

2018, 45 sayfa
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EFFECT OF PUTRESIN ON DNA METHYLATION IN CABBAGE PLANT
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Although studies on tolerance to abiotic stress conditions in cabbage species and
varieties have been carried out, these studies have generally been carried out in field and
greenhouse pot experiments. In such studies, morphological measurements and
evaluations have been made and there are deficiencies in physiological and molecular
detection studies.

In this study, it has been attempted to determine at the molecular level whether or not
any change in DNA methylation in the genome of the cabbage seedlings will occur with
NaCl applications (salt stress) and with Putresin applications which are thought to be
antagonists. Different concentrations of NaCl and Putresin were applied to white head
cabbage (Yalova-1 variety). Germination rate, root length, shoot length, seedling index
and variation coefficient of germination time of these applications was found
statistically significant. Eight primers producing a monomorphic band from RAPD
primers were used in the CRED-RA analysis. Polymorphism values were calculated for
each dose and averages were taken. The results obtained were based on the knowledge
that the Mspl enzyme used in the study was cut from the site of methylation and the
Hpa Il enzyme was cut when the methylation was not taking place. At the lowest dose
of NaCl alone 27,4% and at the highest dose 39,6% of methylation occurred. In the case
of putresin alone, methylation was observed at the lowest dose of 32,4% and at the
highest dose of 20,9%. On the other hand, it has been determined that the application of
Putresin reduces the negative effect on salt germination rate, especially at salt
concentrations of 100 mM and higher.
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1. GIRIS

Tarim, topluma is imkan1 saglamasi, ham madde imkani1 sunmasi, beslenmedeki degeri
ve genis yelpazede ticari degere sahip olmasi bakimindan iilkemizde ve diinyada hicbir
zaman Onemini yitirmeyecek bir sektordiir. Tarimin iki ana unsurundan biri olan bitkisel
tiretim; gida, tekstil, yakacak, yapt malzemesi, kozmetik ve saglik sektoriinde canli

materyal tiretmek i¢in kullanilir.

Lahana, diinya ¢apinda yetistirilen en Onemli sebzelerden biridir. Lahana; brokoli,
karnabahar ve Briiksel lahanasini i¢ceren Cruciferae ailesine aittir. Lahana, serin havada
en ¢ok yetisen si1g koklii, genis yaprakli en yaygin lahana grubu bitkilerinden biridir.
Bati Avrupa kaynakli oldugu diistiniilmektedir (Singh et al. 2006). Lahananin anavatani
olarak Baltik denizi ve Kuzey Avrupa iilkeleri kabul edilmektedir. Denize olan mesafesi
kisa rutubetli biitin Avrupa kiyilarinda olduk¢a genis bir alanayayilma olmustur
(Deveci ve Tugcu 2017).

Beyaz bas lahana (Brasssica oleraceae L. var. capitata sub. var. alba), Brassica cinsi
icerisinde yer alan bir sebze tiiridiir. Brassica oleraceae L. tiirii igerisinde yer alan ve
digerlerinden daha fazla yetistiriciligi yapilan beyaz bas lahanaya akraba olan diger
lahana grubu varyete ve alt varyeteler ise sunlardir: yabani lahana (Brassica oleraceae
var. silvestris), yaprak lahana (B. oleraceae L. var. acephala), kirmizi bas lahana (B.
oleraceae L. var. capitata sub. var. rubra), karnabahar (B. oleraceae L. var. botrytis),
brokoli (B. oleraceae L. var. italica), briiksel lahanas1 (B. oleraceae L. var. gemmifera),
alabas (B. oleraceae L. var. gonglodes), kivircik lahana (B. oleraceae L. var. sabauda)
(Glinay,1984).

2016 yili verilerine gore diinya lahana ekim alani 2,473 milyon ha iiretimi 71,259
milyon ton, verim ise 288,117 hg/ha’dir. Tiirkiye’de lahananin {iretim alani yaklasik

olarak 27,177 ha tiretim 785,971 ton, verim ise 289,204 hg/ha’dir (Anonymous 2018).



Zengin besin degerine sahip olan lahana grubu sebze tiirleri uzun yillardan beri insan
beslenmesinde kullanilmaktadir (Giinay 2005). Ozellikle saghk agisindan degerli
olduklar1 ifade edilmekte olan bu sebze grubunda tiirlere gére degismekle birlikte her
100 gram miktarlarinda 2,0-4,6 g karbonhidrat, 0,2-0,6 g yag, 1,0-4,6 g protein
bulundugu belirtilmektedir. Mineral maddeler (6zellikle 300-400 mg potasyum) ve
karotenoidler (44,0-41,700 pg) yoniinden de zengin olduklari bilinmekte olup bol
miktarda B, C ve E vitaminlerini igerdikleri tespit edilmistir (McDougall 2012). Diger
taraftan, Brassica sebzeleri antioksidan aktiviteye sahip olarak bilinen birgok biyoaktif
bilesikleri, Ozellikle antikarsinojenik aktiviteye sahip bilesikleri igermektedir. Bu
sebzelerin antioksidan aktivitelerinin flavonoidler ve antosiyaninler gibi fenolik
bilesiklerden kaynaklandigi belirtilmektedir (Singh et al.2006).

Tiwari et al. (2003), lahana bitkisinin 100 gr yenilebilir kisminda 29 mg Ca, 0,8 mg Fe
ve 14,1 mg Na igerdigini bildirmislerdir.

Samec et al. (2017)’e gore, beyaz lahana diinya genelinde bir besin maddesi olarak ve
geleneksel tipta ila¢ yapiminda kullanilan bir turpgil sebzedir. Lahana gida maddesi
olmasmin yani sira bag agrisi, gut, ishal, peptik {ilser ve biinyesinde indol-3-karbinol
(I3C), siilforafan ve indollerden yararli fitokimyasallar1 bulundurmasindan dolay1
kanserle miicadele eden antioksidanlart ve detoks mekanizmasini harekete gegirerek

tipta da genis bir kullanim alanina sahiptir (Singh et al. 2006).

Serin iklim sebzelerinden biri olan beyaz bas lahana, sonbaharin baslangici ile ilkbahar
sonu arasindaki serin birperiyodaraligindayetistirilir. Ulkemizde genellikle kislik olarak
yetistirilen lahana Avrupa da biitiin y1l boyunca yetistirilir. Yaz doneminde erkenci
cesitler bulunmasina ragmen bu donemdeki sicakliklarin yiiksek olmasi kaliteye zarar
verdiginden ve yazlik sebzelerin daha yogun oldugu i¢in bu donemde yetistiricilik
yapilmamaktadir. Diger lahana grubu sebzeleri gibi serin iklimden hoslananBeyaz bas
lahanalar 15,5-21,5°C arasinda sicakliklar da daha iyi bir sekilde yetistirilirler. Beyaz
baslar lahana genellikle 24°C altinda en iyi sekilde olusurlar. Uygun bas gelisimi i¢in



gece-giindiiz arasindaki sicaklik farkinin 5°C olmasi arzu edilir. Beyaz bas lahana genel

de -10°C’ye kadar diisiik sicakliklara da toleranshidirlar (Kar vd 2017).

Lahanalar, toprak konusunda se¢ici olmamasina ragmen topragin su tutabilme
kapasitesi iyi olmalidir. Buna ek olarakiyi kalitede yiiksek verim igin nemli, besin
maddesi yiiksek, tinli-killi toprak, organik maddece zengin ve derin topraklar tercih
edilir. Lahanalarin ¢ogu tuza dayaniklidir. Erkenci yetistiricilik i¢in hafif topraklar,
gecei yetistiricilik i¢in ise agir topraklar uygundur. Lahanalar i¢in optimum pH 6-6,5
arasindadir. Sonbahar ve kis yetistiricilikleri i¢in drenajin iyi yapilmasi sarttir. Ancak,
tuzlu topraklarda yetistirilen lahanalarin yapraklar1 koyu renkli olur ve yaprak kenarlari

kurur (Anonim 2017).

Aras (2017), Brassicacinsine giren lahana grubu tiirlerden olan yaprak lahananin diger
sebze tiirleri ile karsilastirmali verilen bir ¢izelgede tuza yiiksek toleransli oldugunu
vurgularken; bas lahana, karnabahar ve brokoli tiirlerinin ise tuza orta diizeyde bir

toleransta oldugunu belirtmistir.

Abiyotik ve biyotik stres etmenlerinin etkisi altinda ikenortaya ¢ikan degisimler 'stres'
adi altinda ifade edilmektedir. Bitkilerde stres, Onemli metabolik ve
fizyolojikdegisimlere neden olmasi suretiyle bitkilerde biiylimeninve gelismenin
olumsuz sekilde etkilenmesi iiriinde nitelik ve niceligin kaybolmasina, bitkinin ve bitki
organlarinin 6lmesine neden olabilmektedir. En 6nemli stres etmenlerinden birisi olan
tuzlu toprak sartlaribitkilerin niteligini ve niceligini olumsuz etkiler. Bu diisiincedegisik
iilkeler de 6zellikle de kurak bolgelerde goriiliir. Tuzlu topraklarda genellikleNa*, Ca?*,
Mg?* ve K* katyonlar1 ile Cl', SO4*, HCO3 ve CO3? anyonlar1 bulunmaktadir. Fiziksel
yapist 1yi olan bu topraklarda pH seyrek olarak 8,0'in iizerine ¢ikmaktadir (Kagarvd
2006).

Tuzluluk, artan insan niifusu ile birlikte diinya genelinde tarimsal yetistiriciligi tehlikeye
atan ve besin Uriinii iiretimini 6nemli diizeyde azaltan gevresel etmenlerden biri olarak

ifade edilmektedir (Botellaet al.2005). Bitkiler iizerinetuz stresinin etkileri; bitkinin



cesidine bagli olarak degismekle birlikte verilen tuz c¢esidi ile miktarina ve maruz
kaldig1 siireye bagh olarak degisiklik gostermektedir. Dajic (2006), tuzlu ortamlarda
bitkilerin genotipik farkliliklara bagli olarak ¢ok farkli cevaplar verdiklerini ifade
etmektedir. Tuzluluga tepki olarak verilen farkli biiyiime cevaplar1 sadece farkl iki bitki

tiiri i¢in degil ayni tiiriin farkli ¢esitleri i¢in de gegerlidir (Munns 2002).

Diinya topraklarinin 6nemli sorunlarindan birisi de tuzluluktur (Kwiatowsky 1998).
Akgiil (2003)’tin ifade ettigine gore; diinyada her yil 10 milyon ha arazinin tuzluluk

etkisiyle elden ¢ikmasi, sorunun boyutunu daha iyi g6z oniine sermektedir.

‘Tuz stresi’, osmotik etkisi ile su igerigini kisitlayan ve iyonik etkisi ile de iyon
iceriginin toksik etki gostermesine neden olan kompleks bir abiyotik strestir (Culha ve

Cakarlar 2011).

Bitkilerde tuz stresi genellikle iki sebeple ortaya ¢ikar. Coziinmiis tuzlarin kok etki
alaninda fazlalii sonucu osmotik potansiyelin artmasi onemli nedenlerden birini
olustururken, toksik etki yapan iyon konsantrasyonlarinin yiiksekligi de oteki nedeni
olusturur. Kimi bitkiler stres kosullarina karsit mekanizmalar olustururken Kimileri de
kosullara adapte olurlar. Ancak tuza duyarli gogu kiiltiir bitkisi solma gosterirler. Ileri
asamalarda yasamlar1 sona erer ya da onemli {irlin yitmesine ugrarlar (Kagar vd 2006).
Larcler (1995)’a gore; tuz stresi bitkilerde bodur biliylimeye ve kok biiyiimesinde
azalmaya neden olur. Tomurcuklanma azalir, toprak istii gelisim olumsuz etkilenir,
yapraklar kiiciiliir. Hiicrelerin 6lmeleri sonucu koklerde, yaprak kenarlarinda,
tomurcuklarda ve biiylime uglarinda sar1 lekeler (nekrozlar) olusur. Biiylime mevsimi
tamamlanmadan sararan yapraklarda kuruma goriiliir ve en sonunda bitkinin tamami
kurur. Bu durumdaki bitkilerde sitokinin miktarinin azaldigi ve absisik asit ile etilen

miktarlariin arttig1 saptanmistir.

Tiirkiye topraklarmin toplam 78 milyon hektar oldugu, bunun %36’sinin islenebilir
arazi oldugunu bu alanlarin %3,2’sinin tuzluluk problemine sahip oldugunu belirtmistir

(Cevik 1986).



Tuzluluktan etkilenen ya da etkilenme ihtimali yiiksek olan topraklarin iyilestirilmesi
uzun siirmesi Ve pahali oldugu i¢in bu alanlarda verimli ve basarili bir iiretim i¢in tuza
tolerans1 yiiksek olan tiir ve cesitlerin kullanilmasi biiyiik bir énem kazanmaktadir.
Bitkilerin tuzluluga tolerans seviyelerinin tespit edilmesi 6nemlidir. Bozcuk (1991),
cevresel stres etmenlerinin bitkinin degisen vejetatif biiylime donemlerinde farkli etkiler
gostermekte oldugunu ifade ederek en yikici ve zararh etkinin ¢imlenme doneminde
oldugunu bildirilmektedir. Bununla birlikte, tuzlu kosullar altinda ki tohum
¢imlenmesinin tam olarak gergeklesmemesinin sebebine yonelik fizyolojik cevaplar tam

olarak aydinliga kavusturulmus degildir (Eroglu 2007).

Eroglu (2007)’de bildirildigine gore; “Tuza dayaniklilik bakimindan bitkiler arasinda
onemli farkliliklar bulunmaktadir. Cins ve tiirler arasindaki farkliliklarin yani sira, ayni
tiire ait cesitlerde bile tuza tolerans yoniinden farkliliklarin bulundugu bilinmektedir.
Baz1 kiiltiir bitkilerinin tuza tolerans durumlarina bakildiginda; arpa, pamuk, dari,
bugday, sekerpancari, hurma, ispanak ve kirmizi pancarin tuza toleransli (Ec 5-10 dSm-
1); guava, musir, geltik, seker kamisi, soya fasulyesi, yerfistigi, armut, incir, asma,
lahana, patates, domates, aygigegi, karnabahar, kabakgiller ve tatli patatesin orta
derecede toleransli (Ec 3-5 dSm-1); mercimek, bezelye, turunggiller, susam, turp, elma,
kayisi, seftali, ahududu, ¢ilek, fasulye, kereviz ve havucun tuza duyarh
(Ec 1.5-3 dSm-1) olduklar1 bildirilmektedir (Knott 1966; MaasandHoffman 1977;
Greenwayand Munns 1980)”.

Karagay (2009)'a gore, "genlerin ne kadar siire, ne zaman ve nerede calisacagini
belirleyen, DNA’nin diziliminde ve yapisinda bir degisim olmadan DNA’da kodlu olan
genetik bilginin ortaya c¢ikmasinda olusan mekanizmaya epigenetik denilmektedir".
Zhang (2007) ve Alyeaet al. (2012)'nin belirttiklerine gore; 'Epigenetik’ terimi kalitsal
fenotipik degisimlerin ¢alismasin1 ifade eder. Bu terim, genomik damgalama,

paramutasyon gibi bir dizi fenomeni kapsar.

Thiman and Palladino (2013)’ya gore; “Epigenom” terimi kromatin yapisindaki

modifikasyonlari ifade eder. Epigenetik modifikasyonlarin bazilari geri doniigiimlii iken



bazilar1 kalicidir. Bazi epigenetik modifikasyonlar kalitsalken, bazilar1 nesilden nesile
degisir. Epigenetik modifikasyonlar hem DNA'y1 hem de histon proteinleri etkiler.
Ornegin, "metilasyon" adi ile bilinen ve genellikle sitozin bazinda gériilen metil (-CH3)
gruplarinin  DNA'ya eklenmesi bir epigenetik modifikasyon oldugu gibi histon
proteinlerine de metil gruplarinin eklenmesi ile bir epigenetik degisim meydana
gelebilmektedir. Epigenom gen ekspresyonunu diizenledigi i¢in pek ¢ok biyoteknoloji

sirketi bu kavram iizerinde ¢alismalarini planlamaktadir.

DNA metillenmesi, adenin veya sitozin bazinin yapisina bir metil grubu eklenmesi ile
meydana gelir. Metillenme sonucunda 6-metiladenin (6mA) ve 5-metilsitozin (5mC)
meydana gelmektedir. Bir organizmanin 5SmC igeriginin tiire ve dokuya 6zgii oldugu ve
diger taraftan hormonlar tarafindan diizenlendigi ifade edilmektedir (Vanyushinand
Kirnos 1988). Stres kosullarinin da metillenme diizeylerini degistirebildigi ve bazi
durumlarda metillenme degisimleri ile gen anlatiminin etkilendigi bildirilmistir (Pavet
et al. 2006). Diger taraftan,“Metillenme” okaryotik canlilarda genomun
transpozonlardan korunmasini saglayan bir gen sessizlesme mekanizmasi olarak daifade

edilmektedir (Martienssen and Colot 2001).

Temel (2011)’de verilen bilgiye gore; Ilk kez 1963 yilinda varligi belirlenen DNA
metiltransferaz enzimi, verici S-adenozil-L-metionin (SAM) molekiiliinden aldig1 metil
grubunu yeni replike olmus DNA molekiiliindeki adenin veya sitozinbazlarina aktarir.
Sitozinmetillenmesi, transkripsiyonda is goren proteinlerin DNA’ya baglanmasini
engelleyerek ve metillenmis DNA’ya baglanan proteinlerin baglanmasini1 saglayarak,
gen anlatiminin baskilanmasina ve kapali kromatin yapisinin olusumuna neden olur.
Okaryotlarda sitozin metillenmesi; dokuya 6zgii gen anlatimi, X kromozomunun

inaktivasyonu, kanser, yaglanma, gelisim ve genomun stabilitesinin korunmas1 gibi pek

cok islevde etki gosterir (Gold and Hurwitz 1964; Bird 2002).

Metillenmedeki artisin kromozom kiriklarina da neden olabilecegi ileri siirtilmiistiir.
Heterokromatin, hemen hemen tiim bitki dokularinda metillenmis durumda

bulunmaktadir (Bennetzen et al. 1994). Phillips et al.(1994) tarafindan metillenmede ki



artisin DNA replikasyonunu geciktirebilecegini ve bu durumun kromozom kiriklari gibi
anomalilere yol agabilecegi diisiiniilmiistiir. Johnson et al.(1987)’nin misir ve yulaf
doku Kkiiltiirlerinde yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda kromozom kiriklarinin genellikle

heterokromatinde gerceklestigi bildirilmektedir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar sonucu poliaminlerinbiyotik ve abiyotik stres
mekanizmasinda Onemli fonksiyonlarinin oldugu tespit edilmistir. Alcazar et
al.(2010)'m vurgusuna gore; yapilan c¢alismalar farkli bitki gruplarina gesitli abiyotik
streslerin (kuraklik, tuzluluk, sicaklik, soguk, agir metal, ozon, radyasyon, herbisit)
uygulanmasi, poliamin seviyesinin yiikselmesine sebep oldugunu gostermistir. Ancak
bu artisin, stres sonrasi bitkinin zarar gdérmesiyle mi arttig1 yoksa bitkinin kendini
koruma i¢giidiisiiyle strese cevap niteliginde mi bu hormonu arttirdig1 hususunda net bir
bilgiye ulasilamamistir. Noceda (2009)’nin bildirdiklerine goére ise; poliaminlerin
molekiiler diizeyde bitkileri nasil etkiledigine dair yapilan ¢aligmalarda, poliaminlerin
DNA metilasyonu iizerine de etkili olduklar1 saptanmistir. Bu etkilesimin her ikisinin de
dSAM  (S-adenosilmetiyonindekarboksilaz) {irlinliniin  olustugu metabolik yolu
kullanmalar1 ile olabilecegi One siiriilmiistiir. Nitekim yapilan arastirmalar bu kaniy1
dogrulamistir. Pinusradiata’da yaslanmaya bagli olarak dSAM seviyesinde bir diisiis
goriilirken DNA metiltransferaz aktivitesinde ise artis gozlenmistir. dSAM, DNA
metiltransferaz’in yarigmali inhibitoriidiir. Dolayisiyla dSAM seviyesinin azalmasiyla
DNA metiltransferaz’in aktivitesi artmis ve metilasyon orani da buna paralel olarak
yiikselmistir. Bu sonuca dayanarak dSAM seviyesinin poliamin miktartyla ve DNA

metilasyonu ile iligkili oldugu kanisina varilmistir (Arslan2012).

Bir aminoasit tiirevi olan poliaminler; Spermin, Kadaverin, Spermidin ve Putresin
olmak tizere dort tipi mevcuttur. Bunlardan Kadaverin ve Putresin bir diamin olup
Spermidin bir triamin ve Spermin ise bir tetraamin'dir (Liu et al. 2000). Poliaminlerin
hiicre igerisindeki seviyelerindeki artis 6zellikle susuzluk, tuzluluk, asit stresi, potasyum
eksikligi, oksijen yoklugu ve cevresel streslere karsi yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir

(Flores and Galston 1989).



Yildiz vd (2017)’de belirtildigi iizere; Poliaminlerin harici uygulamasi Stres
kosullarinda bitki biiylime ve gelismesini 6nemli 6lgiide iyilestirmistir(Roychoudhury et
al. 2011; Xu et al.2011; Shi et al. 2013). Disaridan poliamin uygulamalari, abiyotik
strese kars1 cevaplarim1 kapsayan genlerin bir elisitorii olarak etki etmektedir (Gilland
and Tuteja 2010).Ali (2000), harici Putresin uygulamasimin tuz stresine maruz kalan
Atropabelladonna'nin organlarinda Na® ve Cliyonlarinin birikimini azalttigin
bildirmistir. Putresin (Put), ¢imlenme ve erken fide biiylimesi sirasinda NaCl'nin
olumsuz etkisini azaltmis ve A. belladonna'nin ig¢sel Putresini kadar alkoloidlerini de
arttrmustir. Lutts et al. (1996), Putresinin Oryzasativanin tuzluluk uygulanmis tim

cesitlerinde yaprak canliligini ve biiylimeyi arttirdigini bildirmistir.

Bu caligmada, tuz stresi altindaki lahana bitkisinde DNA metilasyonu iizerine putresinin
etkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amagla, tuz stresi icin NaCl uygulamalari ve
antagonist olarak diigiiniilen Putresin uygulamalar1 sonucunda lahana genomunda DNA
metilasyonu olup olmadigi molekiiler diizeyde tespit edilmeye g¢alisiimistir. Boylece,
morfolojik Ol¢glim sonuglarma daha kesinlik ve giivenilirlik kazandirilmasi

hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

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

etkiler biraktig1 da tespit edilmistir.

Wang et al. (2016), pamuk bitkisinde tuzluluk etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada, hibrit
cesit (CCRI29) ile birlikte her iki ebeveynine 100 mL NaCl soliisyonu uygulamasi
yapmiglardir. Metilasyon seviyesi degisimini tespit etmek amacglh gergeklestirdikleri
calismada MSAP analizi sonucunda tuzluluk sartlarindaki hibrit ¢esitte ebeveynlere

gore belirgin seviyede bir metilasyon artis1 oldugu tespit edilmistir.

Farkli bitki tiirlerinde (1spanak, marul, kavun, biber, brokoli, pancar ve domates)
tuzlulugun etkilerini tespit etmek amaciyla ¢imlenme orani, fide biiylimesi, etilen
tiretimi solunum orani ve poliamin seviyesi lizerine bir ¢alisma yapilmistir. Kontrol
uygulamasi (1 mM NaCl) ve 100 ya da 150 mM NaCl uygulamalar1 altinda tohum
cimlendirmesi yapilmistir. Ispanak haricindeki tiirlerde fide agirligt ve ¢imlenme
yiizdesi tuzlulukla azalma gostermistir. Cimlenme orani iizerine tuzlulugun en diisiik
etkisi marulda tespit edilmistir. Ispanak hari¢ tiim tiirlerde tuzluluk artistyla birlikte
solunum oraninin artig gosterdigi belirlenmistir. Diger taraftan, etilen {iretiminde ise

bazi tiirlerde artis gozlenirken digerlerinde azalis tespit edilmistir (Zapata et al. 2004).
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Yine, Zapata et al. (2007)'m yaptiklar1 bir ¢aligmada, farkli bitki tiirlerinin vejetatif
gelismesinin erken evrelerinde etilen metabolizmasi {izerine tuz uygulamasinin (100
mM) etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada, biber (Capsicum annum L. cv Pairal),
domates (Lycopersicon esculentum Mill. cv Malpica), Brokkoli (Brassica oleraceae L.
var. lItalica Plenk cv Marathon F1), marul (Lactuca sativa var. longifolia Lam cv
Inverna), kavun (Cucumis melo L. cv Ruano FI, Rochetype), fasiilye (Phaselous
vulgaris L. cv Gator Green 15), 1spanak (Spinacia oleraceae L. cv Boeing) ve pancar
(Beta vulgaris L. var. crassa cv Detroit) tiirlerini kullanmislardir. Tuz uygulamasi
sonrasinda etilen liretimi biber siirgiinlerinde 4,2 kat artis gostermis olup dnemli artiglar
domates, brokoli ve fasulyede de tespit edilmistir. Ayrica, tuzluluk ile kavun, 1spanak ve
pancar tiirlerinde siirgiin etilen iiretiminde azalis oldugu da belirlenmistir. Koklerde ise,
tuzlulugun genel etkisi, 6zellikle brokoli ve fasulyede etilen tiretiminde azalis seklinde
tespit edilmistir. Domates koklerinde etilen liretimi keskin bir artis gostermistir.
Gergeklestirilen bu calisma ile ¢alisilan tiirlerin ¢ogunda tuz uygulamasi sonucunda;
genellikle etilen biyosentezinde 6nemli olan toplam ACC konsantrasyonunun hem
siirgiin hem de koklerde arttigi tespit edilmistir. Ornegin, biber siirgiinleri tuz
uygulamasina ¢ok duyarli bulunmus olup siirglin biiylimesinde azalisin yaninda ACC
konsantrasyonu en yiiksek (8,5 kat) tiir olarak kaydedilmistir. Pancar ise tuzluluktan en
az etkilenen tiir olarak belirlenmis ve tuz uygulamasi sonrast ACC oraninin

etkilenmedigi belirlenmistir.

Lahana grubu sebze tiirlerinde de tuzluluga toleranslilik ve hassasiyet konusunda ¢ok
sayida morfolojik degerlendirme ile birlikte fizyolojik diizeyde ¢alismalar yapilmistir.
Giuffrida et al. (2017)1in yapmis oldugu bir galigma ile karnabaharin (Brassica
oleraceae var. botrytis) biiyiime ve gelismesi ile iliskili olarak diigiik kalitede su ile
yapilan sulamanin en uygun oldugu biiyiime doneminin tespiti amaglanmistir. Biiylime
donemi olarak, fide dikiminden ciceklenmeye kadar olan biliylime donemi ile
ciceklenmeden bas hasadina kadar olan biiyiime donemi esas alinmis ve bu iki biiyiime
doneminde tuzlu su ile sulama yapilmistir. Tuzluluk, 6zellikle ilk biiylime dénemi i¢in

etkili olup biiyiimede azalisa neden olmustur. Tuz icermeyen su ile sulama sonucunda
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ise, her iki biiyiime doneminde de tuzlulugun olusturdugu hem toksik etki hem de

osmotik etkide azalis tespit edilmistir.

Lahana grubu bitki tiirlerinden birisi olarak taninan Salgam bitkisinde (Brassica rapa),
Jan et al. (2016)’in yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 0-50-100-150 mmol
konsantrasyonlarinda NaCl’iin siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu, prolin, klorofil a,
klorofil b ve klorofil (a+b) iizerine etkileri ¢alisilmistir. Calisma sonucunda, artan tuz
konsantrasyonunun siirglin uzunlugu, kok uzunlugu ve klorofil a, b, a+b miktar1 lizerine
azaltict etkisi belirlenirken; prolin miktar1 iizerine ise arttirict etki yaptigi tespit

edilmistir.

Sun et al. (2016), turp bitkisini 48 saat boyunca 0-100-200 mM NaCl
konsantrasyonlarinda tutmuslardir. Bitkide metabolik, biyosentez ve sinyal iletiminde
meydana gelen degisiklikleri miRNA diizeyinde arastirmislar ve sonug olarak 200 mM

NaCl seviyesinin bitki tizerine sinirlayici bir etkide bulundugunu tespit etmiglerdir.

Reich et al. (2017)’in Salgam (Brassica rapa) bitkisinde gerceklestirdikleri bir
calismada, salgam fidelerinde farkli tuzlarin anyonlarinin toksisite etkisi arastirilmistir.
Salgam fidelerine NaCl, NaSOs, KCI ve KSO4 uygulanmistir. Tuzlarin neden oldugu
farkli iyonik ve osmotik stresi belirlemek i¢in biomass iiretimi, stomatal diren¢ ve
Fv/fm degerleri ol¢lilmiistiir. Mineral besin kompozisyonu ICP-AES ile anyon igerigi
HPLC ile, siilfat tasiyicilart ve siilfiir asimilasyon enzimlerinin gen ekspresyonu
RealTime-PCR ile analiz edilmistir. Na2SOs, biiylimede NaCl'ye gore daha fazla
geciktirici etki yapmistir. KSO4, NaCl'ye gore biliylimede daha fazla miktarda azalisa
neden olmustur. Bitki dokularindaki mineral besin maddesi igerigi ile tuzluluk
toksisitesi arasinda bir iliski tespit edilememistir. Siirglinlerin Ca, Mg, P igerigi Na2SQg,
uygulamasi ile kuvvetli bir azalig gdstermistir. Siilfat tagima ve siilfiir asimilasyonundan
sorumlu proteinleri kodlayan genlerin ifade seviyesi farkli tuz uygulamalarinda farkli
etkide tespit edilmistir. Calisma sonucunda, Brassica rapa'da Na;SO4'iin toksisite etkisi
NaCl'den daha yiiksek oranda tespit edilirken benzer sekilde KSO4'lin toksisite etkiside
KCl'den daha yiiksek oranda tespit edilmistir
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Kolza (Brassica napus ssp. oleifera L.), yag salgami (Brassica campestris L.) ve lahana
(Brassica oleracea L.) tiirlerine ait tohumlarin ¢imlenmesi ve siirgiin ¢ikisi lizerine
NaCl’tn etkilerini belirlemek amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada Capitol,
Bristol ve Orkan kolza c¢esitleri ile Agat, Mammut ve Harmoni yag salgami,
Mohrenkopf, Bayrakli ve Yalova-1 lahana ¢esitlerinde farkli tuz yogunluklari (0, 5, 10
ve 20 dS/m NaCl) kullanilmistir. Sonug olarak, tiir ve gesitlerin NaCl yogunluklarina
farkli tepkiler gosterdigi tespit edilmistir. Tirler igerisinde yag salgami NaCl
yogunluklarindan en az etkilenen tiir olmustur. 10 dS/m’ye kadar hem ¢imlenmede hem
de fide gelisiminde ciddi azalmalar olmadig1 saptanmistir. Bu ilaveten NaCl seviyeleri
¢imlenmeden c¢ok fide gelisimini olumsuz yonde etkiledigi sonucuna varilmistir. 20
dS/m NaCl uygulamasinda ¢alismadaki tiim tiir ve ¢esitlerde belirgin bir etkilenme
tespit edilmistir. Ornegin, Yalova-1 lahana ¢esidinde kontrol uygulamasinda ¢imlenme
yiizdesi ve ¢ikis degerleri kontrolde sirasiyla %89,3 ve %93,3 iken 20 dS/m NaCl
uygulamasinda sirasiyla %80,0 ve %70,7 olarak tespit edilmistir. Fide gelisimi
degerlendirmelerinden olan kok uzunlugu, siirgiin uzunlugu ve bitki yas agirhig
degerleri kontrol grubunda sirasiyla 5,4 cm, 5,63 cm ve 57,4 mg/bitki olarak
kaydedilirken; 20 dS/m NaCl uygulamasinda bu degerler 3,57 ¢cm, 2,83 cm ve 38,9
mg/bitki olarak belirlenmistir (Kaya vd 2005).

Gu et al. (2016)’nin yaptig1 bir ¢alismada, Lahana (Brassic aoleracea L.) fidelerine
litrede 0-4-5-6 gram deniz tuzu soliisyonu uygulanmis ve bitkinin biiyiimesi ile kok, sap
ve yapraklarda ki iyon tasinmasi Ve dagilimindaki degisim belirlenmeye calisiimistir.
Deniz tuzunun, lahana fidelerinin sap ve yapraklarinda Mg®* konsantrasyonunu arttiric
etkisi tespit edilmistir. Kok, gévde ve yapraklarda ki Na+ ve Cl'konsantrasyonunda da

artis belirlenmistir.

Sanoubar et al. (2016), White (Brassica oleracea var. Capitata L.) ve Savoy (Brassica
oleracea var. Sabauda L.) isimli iki kivircitk lahana varyetesinde bir
calismayapmiglardir. Bu ¢alismada, tuz stresine yanit ile ilgili olarak morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal elementlerin fonksiyonlar1 gibi degerlendirmeler esas

almmistir. Iki deney kurulmus olup birinci deneyde 13 farkli tuz konsantrasyonu (0-300
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mmol/L NaCl araliginda) denenmistir. Ikinci deneyde ise 0, 100 ve 200 mmol/L NaCl
olmak iizere 3 konsantrasyon esas alinmistir. Calisma sonucunda birinci deney ile 100
mmol/L NaCl ve 200 mmol/L NaCl olmak {izere iki tuz konsantrasyonu esik degeri
belirlenmistir. Ikinci deneyle ise, 100 mmol/L NaCl uygulamasinin Savoy varyetesinin
verimi lizerine White varyetesine gore daha diisiik oranda bir etki yaptigi tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda, yine 100 mmol/L NaCl uygulamas: ile antioksidatif enzim
aktivite degerleri bakimindan Savoy varyetesinde daha yiiksek degerler tespiti olmustur.
Tuz stresi altinda doku osmotik diizenleyicilikte iyon birikiminin anahtar belirleyici

oldugu (6zellikle Savoy varyetesinde) ifade edilmistir.

Tugcu (2016) tarafindan yaprak lahana (karalahana) yerli ¢esidinin (Brassica oleracea
var. acephala cv. Yerli) kullanildig1 bir ¢alismada, degisik vejetasyon zamanlarina
kadar uygulanan farkli tuz yogunluklarmim morfolojik, fizyolojik ve kimyasal
degisikliklere kars1 olan etkileri tespit edilmistir. Deneme de 0, 50, 100 ve 200 mM
NaCl uygulamasi, iki farkli uygulama zamani i¢in (8 gergek yaprakli ve hasat donemine
kadar) test edilmistir. Calisma sonucunda, ele alinan farkli vejetatif donemlerden hasat
donemine kadar tuz uygulamasi ile yaprak hiicrelerinde membran zararlanmasi, yaprak
sicakligl ve hasar indeksi kriterlerinde en yliksek ortalamalara ulasilmistir. Farkli tuz
yogunluklar1 sonucunda ele alinan verilerden yaprak hiicrelerinde membran
hasarlanmasi, yaprak sicakligi ve hasar indeksi miktarlarinin tuz stresi arttikca arttigi
belirlenmistir. Diger tim kriterlerde, tuzun 0 mM'dan 200 mM'edogru artmasiyla
ortalamalarin azaldig1 tespit edilmistir. Yaprak su potansiyeli ac¢isindan tuz
konsantrasyonu arttikca giin ortasi yaprak su potansiyelinin (Wgo) diistiigli yani

yapraklarin su stresinin arttig1 sonucuna varilmistir.

Deveci ve Tugcu (2017), yaprak lahana bitkisinin yerli g¢esidinde yaptiklari bir
aragtirmada NaCl uygulamasini bitkinin 4-5 yaprakli déneminde uygulamaya
baslayarak 8 yaprakli hasat donemine kadar siirdiirmiislerdir. Uyguladiklar1 0, 50, 100,
150, 200 mM NaCl konsantrasyonlarina gore yaprak agirligi (gr), yaprak nisbi su igerigi
(%), yaprak sayis1 (adet), hasar indeksi, yaprak kalinligi (mm), yaprak alani (cm?)

degerleri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda NaCl konsantrasyonlar1 ile
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hasar indeksi arasinda dogru orantilt bir sekilde arttig1, diger kriterlerin ise tuzlulugun 0

mM’dan 100 mM’ye artmasi ile azaldigini tespit etmislerdir.

Cin lahanasinda molibdenin tuz stresi altinda uygulanmasi, taze agirlig1 onemli olgiide
artirmig; stiperoksitdismutaz (SOD), peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerini 6nemli Olgiide iyilestirmis; glutatyon (GSH),
karotenoid (CAR) ve askorbik asit (ASA) gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin
igeriklerini 6nemli olglide artmistir. Coziiniir seker, ¢oziinebilir protein ve prolin gibi
diisiik molekiillii ozmotik ayar {iriinlerinde de 6nemli bir artis oldugu dahasi, molibden
potasyum iyonu (K) igerigini ve azalan sodyum iyonu (Na*) igerigini 6nemli dlgiide
arttirmig, bu da sonunda K'/Na® oranlarimi iyilestirmistir. Bu ¢alisma, molibden
uygulamasinin, aktif oksijeni ve osmotik ayarlama yetenegini ortadan kaldirma
kapasitesini artirarak Cin lahanasinda tuz stres toleransini arttirdigini gostermistir

(Zhang et al. 2012).

Jamil et al. (2007), lahana (Brassica olerace acapitata), karnabahar (Brassica oleracea
botrytis) ve kanola (Brassica napus) gibi Brassica tiirleri i¢in ¢imlenme ve erken fide
biiyiimesi sirasinda tuzluluk toleransini arastirmak amaciyla bir ¢alisma yapmislardir.
Ozellikle 14.1 dS m™NaCl'de, tiim tiirlerin kok ve siirgiin uzunlugu onemli &lgiide
azalmistir. Ug bitki tiiriiniin bilyiime hizi, tiim tuzluluk seviyelerinde kdk biiyiimesine
kiyasla daha fazla etkilenmistir. Kok agirligi, yaprak alani ve yaprak sayist da tiim

tuzluluk islemlerinde ciddi sekilde etkilenmistir.

Salmon et al. (2008)’un yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Brassica oleraeceae tiirlerinde
DNA metilasyonu tizerine MSAP teknigi ile yapmis olduklar: tespitlerde yiiksek oranda
metilasyondan bahsetmislerdir. Csitlere gore degismekle birlikte DNA metilasyonunu
Mspl enzimi kullaniminda %52-60 oraninda ve Hpall enzimi kullanimiyla % 17-27

oraninda ifade etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali ve denemenin kurulmasi

Bitki materyali olarak Yalova-F1 adli beyaz bas lahana ¢esidinin ticari olarak piyasada
bulunan tohumlarindan faydalanilmistir. Calismada farkli konsantrasyonlarda tuzluluk
sart1 (0, 50, 100, 150, 200 mg/L NaCl) olusturulmustur. Bu ortamlara farkli
konsantrasyonlarda putresin ilave edilerek farkli kombinasyonlar denenmistir. Boylece
farkli tuzluluk seviyelerinin tohum ¢imlenmesi ve olusacak olan fideler {izerine olan
etkileri ile birlikte putresinin tuzlu kosullardaki etkisinin ne olacagi tespit edilmeye

calisilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Yalova F1 lahana g¢esidinin tohumlarina uygulanan tuz (NaCl) ve
putresinin miktar ve kombinasyonlar1

NaCl (mM) Putresin (mM)
0
50
100 0,00
150
200
0
50
100 0,01
150
200
0
50
100 0,10
150
200

50
100 1,00
150
200
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3.1.2. Cozeltilerin hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan ¢6zeltilerin kimyasal icerikleri asagida verilmistir.

3.1.2.a. Putresin (Put) ¢ozeltisinin hazirlamsi

Putresinin 0-0,01-0,1-1,0 mM’lik ¢ozeltilerinin igerikleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Putresin ¢ozeltilerinin igerigi

Putresin doz Putresin (mg)
0mM 1000 ml saf su
1mM 88,15 mg Put

0,1 mM 8,815 mg Put
0,01 mM 0,8815 mg Put

3.1.2.b. Kullamilan NaCl stok soliisyonun hazirlanisi

Tuz stresi olusturmak i¢cin 1 M NaCl (1 litrede 58,4 g NaCl) stok soliisyonu hazirlanmis
olup Cizelge 3.3 de farkli konsantrasyonlarda ki NaCl igerikleri verilmistir.

Cizelge 3.3. NaCl ¢ozeltilerinin igerigi

Konsantrasyon (mM) 1 M NacCl (mg/l)
0 0
50 50
100 100
150 150

200 200




17

3.2. Yontem

3.2.1. Morfolojik degerlendirmeler

Baslatilan deneme, giinliik olarak takip edilerek diizenli kayitlar alinmistir. Giinliik
olarak ¢imlenen tohum sayisi her bir uygulama i¢in kaydedilmistir. Deneme sonunda
cimlenme gosteren tohumlardan elde edilmis olan fidelerde kok uzunlugu, siirgiin
uzunlugu ve kok sayimi gibi morfolojik 6l¢iim ve degerlendirmeler gergeklestirilmistir.
Morfolojik 6lgtimlerde 0.05 mm duyarli milimetrik dijital kumpas (Mitutoyo, Absolute,
CD-15CPX) kullanilmustir.

3.2.2. Molekiiler analizler

3.2.2.a. DNA izolasyonu

Farkli tuzluluk sartlar1 ve putresin uygulamalarinin kombinasyonlarini temsil edecek
bitki 6rnekleri sivi azot ile par¢alandiktan sonra bu orneklerde Li and Quiros (2001)’in

DNA izolasyon protokolil agagidaki adimlarda gergeklestirilmistir.

— Calisma aninda hazirlanmig DNA ekstraksiyon tamponu dnceden 65°C’ye 1sitilmis
su banyosunda bekletilir. Bitki materyaline ilave edilmeden oOnce ekstraksiyon
tamponuna %0,2 (v/v) oraninda B-merkaptoetanol ilave edilir.

— Daha sonra sivi azotta parcalanip 2ml’lik tiiplere alman 0,3 g bitki materyali
tizerine 1000 pl DNA ekstraksiyon tamponu eklenir ve alt iist ederek karistirilir.
Onceden 65°C’ye 1s1tilmis su banyosunda her 10 dk’da alt iist edilip karistirilarak 60 dk.
bekletilir.

— Su banyosu agamasindan sonra 10 dakika oda sicakliginda sogumaya birakilir ve bu
siire sonunda her 6rnege 750 pl kloroform izoamil alkol eklenerek tiim 6rnekler 15 dk.

yavasega alt list etme islemi ile karistirilir.
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— 14000 g ve 24°C’de 20 dk. santrifiijleme yapilir ve {ist faz yeni bir tiipe aktarilir.
Alinan oranda kloroform izoamil eklenir.

— 14000 g ve 4°C’de 20 dk. santrifiijleme yapilir ve iist faz dikkatli bir sekilde yeni
bir tiipe aktarilir.

—  Ust faza 2,5 pul RNaz ve 8 pl proteinaz K eklenir ve 45 dk. 37°C’de bekletilir.

— DNA’y1 ¢oktiirmek igin her tiipe 100 pul amonyum asetat, 100 pl sodyum asetat
(3M), ve hacmin iki buguk kat1 kadar -20°C‘de muhafaza edilen izopropanol eklenir.
Yavasca alt iist etme islemi yapilir ve bu esnada DNA gozlenir.

— 14000 g ve 4°C’de 20 dk. santrifiijleme yapilir ve iist faz atilir. Tekrar 1 dk.
santrifiij yapilarak kagitta ters ¢evrilerek kurutulur.

— 37°C’de 15 dk. kurutulur ve tizerine 100 ul 1% TE eklenir.

— 24 saat +4°C’de dinlendirildikten sonra kullanilincaya kadar -20°C’de saklanur.

3.2.2.b. DNA konsantrasyonu ve safhiginin belirlenmesi

Izolasyon sonrasinda izole olan DNA’larin miktar1 ve kalitesi optik dansite (OD) ile
kontrol edilmistir. Bunun i¢in 260 (OD260) Ve 280 (OD2go) nanometre optik dansitede ki
spektrofotometre nanodrop okumalart yapilmistir. Caligmadaki 6rneklerin DNA miktar

ve safliklar belirlenmistir.

3.2.2.c. RAPD-PCR analizi

Calismada, toplam 32 RAPD primeri denemistir (Cizelge 3.4). Bunun i¢in asagida
aciklanan RAPD-PCR adimlar1 gergeklestirilmistir.

0,2 mI’lik PCR tiiplerinin her birine, 3 ml 10X PCR tamponu, 1,8 ml BSA (10 mg/ml),
1,2 ml dNTP (10 mM), 1,2 ml MgCl. (25 mM), 3 ml DNA (100 ng/ml), 1,2 ml primer
(5 uM), 0,4 ml 5 Unit/ml Taq DNA polimeraz ve 17,4 ml saf su ilave edilerek hacim 30
ml’ye tamamlanmistir. Buharlasma olmamasi i¢in her reaksiyon tiipline mineral yag

damlatilmistir. Bu islemlerin ardindan Ornekler PCR Thermal Cycler cihazina
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yerlestirilmistir. PCR dongiisii: 2 dakika 95°C; 4 dongii olacak sekilde sirasiyla 30
saniye 95°C, 1 dakika 37°C, 2 dakika 72°C’de tutma; 41 dongii olacak sekilde sirasiyla
30 saniye 94°C, 1 dakika 35°C, 2 dakika 72°C’de islem; son olarak 5 dakika 72°C’de
tutma ile stirecin tamamlanmasi seklinde olmustur. PCR Ornekleri 4°C’de muhafaza

edilerek caligilmustir.

Cizelge 3.4. RAPD primerleri ve baz dizilimleri (5’— 3’)

Primer Baz siras1 (5°— 3°) Primer Baz siras1 (5°— 3°)
OPWO01 CTCAGTGTCC OPA13 CAGCACCCAC
OPWO04 CAGAAGCGGA OPH14 ACCAGGTTGG
OPWO05 GGCGGATAAG OPH16 TCTCAGCTGG
OPWO06 AGGCCCGATG OPH17 CACTCTCCTC
OPWO07 CTGGACGTCA OPH18 GAATCGGCCA
OPWO08 GACTGCCTCT OPH19 CTGACCAGCC
OPW11 CTGATGCGTG OPYO01 GTGGCATCTC
OPW13 CACAGCGACA OPY06 AAGGCTCACC
OPW17 GTCCTGGGTT OPYO07 AGAGCCGTCA
OPW18 TTCAGGGCAC OPY08 AGGCAGAGCA
OPW?20 TGTGGCAGCA OPY11 AGACGATGGG
OPAO1 CAGGCCCTTC OPY13 GGGTCTCGGT
OPAO02 TGCCGAGCTG OPY15 AGTCGCCCTT
OPA04 AATCGGGCTG OPY16 GGGCCAATGT
OPAO06 GGTCCCTGAC OPBO08 GTCCACACGG
OPA12 TCGGCGATAG OPB10 CTGCTGGGAC

PCR isleminden sonra drnekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir ve olusan
bantlara gore primerlerin hibridize olup olmadig1 tespit edilmeye calisiimistir. Jel
icerisinde %]1,5 konsantrasyon olacak sekilde agaroz tartilip 0,5X Tris-Borate EDTA
(TBE) tamponu igerisinde mikrodalga firinda hazirlanmis ve igerisine 0,5 mg/ml olacak

miktarda Ethidium bromid eklenmistir. Hazirlanan jel, orneklerin yiiklenecegi
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kuyucuklar i¢in tarak yerlestirilerek hazirlanan elektroforez tankina dokiilmiis ve jel
donduktan sonra her bir kuyucuga ayri bir 6rnek (3 ml bromfenol mavisi + 7 ml PCR
tirlinli) yiiklemesi yapilmistir. Jelin ilk kuyucuguna elektroforez islemi sonucunda
olusacak bantlarin dogru sekilde yorumlanmasini saglayacak olan 1 kb DNA markor
(Ladder, 0,5-10 kb) yiiklenmistir. Elektrik akimi verilerek 70 Volt degerinde 150 dakika
sire ile DNA’lar elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez tankindan
cikarilan jel, goriintiileme cihazinda UV 1sik altinda incelenerek fotografi ¢ekimleri

yapilmustir.

3.2.2.d. CRED-RA analizi

DNA’larin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

Genomda metilasyon Ozelliklerinin gozlenmesi i¢in; Mspl (Promega) ve Hpall
(Promega) enzimleri kullanilmistir. Bu islem i¢in 0,5ml’lik tiipe son hacmi 20ul olacak
sekilde 16,3l sterile su, 2ul RE 10XBuffer, 0,2ul BSA (10ug/ul), 1ul DNA (1pg/ul),
0,5ul Restriksiyon enzimi ilave edilmistir. Enzim kesimi i¢in tipler 37°C’de ki etiivde 4
saat inkiibe edilmistir. Enzim aktivitesini durdurmak i¢in etiivde 65°C’de 15 dakika bir
bekletme iglemi yapilmistir. Elde edilen iiriinleri kontrol etmek amaciyla 4ul alinarak
lul 6X yiikleme tamponuyla karistirildiktan sonra %1°lik agaroz jelde 70V da yiirtitme

yapilmis ve goriintiileme sistemiyle goriintiiler degerlendirilmistir.

CRED-RA primerleri

Enzimlerle kesim islemi sonrasinda RAPD primerler kullanilarak metilasyon tespiti
tizerinde durulmustur. Calismada kullanilan RAPD primerleri Cizelge 3.4'de verilen
primerlerden 6n ¢alismalarla denenerek belirlenmis olup 6zellikle monomorfik bant

veren primerler kullanilmistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5.CRED-RA analizlerinde kullanilan RAPD primerleri ve baz dizilimleri

Primer Ad1 | Baz dizilimi (5°— 3°)
OPB-8 GTCCACACGG
OPB-10 CTGCTGGGAC
OPW-4 CAGAAGCGGA
OPW-8 GACTGCCTCT
OPW-17 GTCCTGGGTT
OPW-18 TTCAGGGCAC
OPY-8 AGGCAGAGCA
OPY-16 GGGCCAATGT
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cimlenme orani (%)

Lahana tohumlarinin ¢imlenme orani iizerine tuz stresinin ve putresin uygulamasinin
ana etkileri ve bunlarin interaksiyonlarinin etkisinin ¢ok o6nemli (p<0,01) oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

Tuz stresi altinda en yiiksek ¢imlenme oraninda NaCl konsantrasyonundaki artiga bagh
olarak azalma meydana gelmistir. Stressiz sartlarda ¢imlenme orami %99,1 olarak
belirlenmis, bu oran 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl uygulamalarinda sirastyla %96,9,
%82,7, %59,9 ve %5,1 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Diger taraftan, putresin
uygulamasi ¢imlenme oranini pozitif yonde etkilemistir. En yliksek ¢imlenme orani
%71,8 ile 0,1 mM putresin (Put) uygulamasinda elde edilirken bunu sirastyla %70,9 ile
1 mM Put, %66,9 ile 0,01 Put ve %65,4 ile 0,0 mM Put uygulamalari takip etmistir.

Cizelge 4.1. Yalova-1 lahana cesidinde tuz stresi (NaCl) ve putresin uygulamalarinin
¢imlenme orani iizerine etkisi (%)*

. NaCl (mM)
Putresin
(mM) 0 50 100 150 200 Ortalama
0,00 99,0 96,8 77,84 53,5¢ 0,0° 65,49
0,01 99,0 96,8 80,5° 58,0° 0,0° 66,9¢
0,10 99,0 97,0 83,0° 59,5° 20,32 71,82
1,00 99,3 97,3 89,52 68,5° 0,0° 70,9°
Ortalama 99,14  96,9® 82,7¢ 59,9P 51F
F Degeri (Putresin) (P) 1,09 0,333% 64,573** 111,706**  6561,00** 250,132**
F Degeri (NaCl) (N) - - - - - 31872,511**
F Degeri (PXN) - - - - - 158,181**
Varyasyon Katsayisi (%) 0,8 0,9 15 1,78 15,5 1,3

1 Ayni siitundaki farkl kiigiik harfle ve aym satirdaki farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar %5 ihtimal seviyesinde 6nemlidir.

**. Cok 6nemli (p<0,01)

6d: Onemsiz (p>0,05)
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Cimlenme orani iizerine tuz stresinin etkisi Put uygulamasina gore degisiklik
gostermistir (Sekil 4.1). Put uygulamasinin 0 ve 50 mM NaCl o6nemli etki
gostermezken; 100, 150 ve 200mM NaCl uygulamalarindaki etkisi ¢gok 6nemli (p<0,01)
olmustur. 0, 50, 100 ve 150 mM NaCl uygulamalarinda en yiiksek ¢imlenme orani 1,0
mM Put uygulamasinda elde edilirken, 200 mM NaCl uygulamasinda ise 0,1 mM Put
uygulamasinda elde edilmistir. Putresin uygulamasinin 6zellikle 100 mM ve daha
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda tuzun ¢imlenme orami iizerine olumsuz etkisini

azalttig1 belirlenmistir.

100 o
Put
konsantrasyonu
(mh)
807 0,00
— 0,
0,10
_ —1,00
g
= 60
£
[=]
=
g \
S 40 \
E \!
O AN
\\
\\
".:-__\I
20 W
i\
\
- \-

0 a0 1L!ID 1:%0 2L!ID
NaCl (mM)

Sekil 4.1. Tuz stresinin (NaCl) ve putresin uygulamasinin Yalova-1 ¢esidinin ¢imlenme
oranina etki (%)grafigi
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4.2. Kok Uzunlugu (mm)

Cizelge 4.2 incelendiginde kok uzunlugu (mm) lizerine tuz stresinin ve putresin
uygulamasinin ana etkileri ve bunlarin interaksiyonlarinin etkisinin ¢ok énemli (p<0,01)

oldugu belirlenmistir.

Tuz stresi altinda ¢imlenen bitkilerin kdk uzunluklart degisen tuz konsantrasyonlarina
bagli olarak degisiklik gostermistir. Stressiz sartlarda (0 mM) 51,56 mm olan kok
uzunlugu, 50 MM NaCl uygulamasinda 64,50 mm olarak belirlenmis ve bu dozda kok
uzunlugunda artis gézlenmistir. Buna karsin0 ve 50 mM NaCl uygulamalarina gore 100,
150, 200 NaCl uygulamalarinda kok uzunlugunda azalma belirlenmis ve bu dozlarda
kok uzunlugu sirasiyla 51,62mm, 50,15mm, 0,15mm olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Putresin uygulamasinin ana etkisi incelendiginde ise Put uygulamasimin kok uzamasini
tesvik ettigi; en yiikksek kok uzunlugunun ImM Put konsantrasyonunda (47,45 mm)
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2.). Bu deger 0,1mM Put uygulamasinda 42,78 mm,
0,01lmM Put uygulamasinda 43,23 mm ve 0,0 Put uygulamasinda ise 40,92 mm olarak
tespit edilmistir.

Kok uzunlugu iizerine tuz stresinin etkisi Put uygulamasina gore degisiklik gostermistir
(Sekil 4.2). Kok uzunlugu tizerine putresin uygulamasmin 50 ve 200 mM NaCl’deki
etkisi istatistiksel olarak O©nemsiz olurken (p>0,05),0, 100 ve 150mM NaCl
uygulamalarindaki etkisi ¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur. 0, 100 ve 150 mM NaCl
uygulamalarinda en yiiksek kok uzunlugu 1 mM Put uygulamasinda elde edilirken, 50
MM NaCl uygulamasinda 0,01 mM Put uygulamasinda, 200 mM NaCl uygulamasinda
ise 0, mM Put uygulamasinda elde edilmistir (Sekil 4.2). Ozellikle putresin
uygulamasinin 100 ve 150 mM tuz konsantrasyonlarinda tuzun kok uzunlugu iizerine

olumsuz etkisini azalttig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Yalova-1 lahana ¢esidinde tuz stresi (NaCl) ve putresin uygulamalarinin
kok uzunlugu iizerine etkisi (%)*

NaCl (mM)
Putresin
(mM) 0 50 100 150 200  Ortalama
0.00 49.45° 64,14  46,60° 4439 0,00 40,92¢
0.01 52,24% 6579 47,33 50,81 0,00 43,23P
0.10 50,77 62,75 47,98 51,822 0,60 42,78°
100 53,77° 6531 64,58 53,58 0,00 47 45°
Ortalama 51,568 64,50~ 51628 50,15 0,15°
F Degeri (Putresin) (P) 7.435%% 1438% 66,029%* 14,158** 0,0% 47,317
F Degeri (NaCl) (N) - - 4 " - 3104,705**
F Degeri (PXN) - - Y - - 18,152**
Varyasyon Katsayisi (%) 2,65 3,50 4,12 4,24 0,1 4,10

1. Aym siitundaki farkl kiigiik harfle ve aym satirdaki farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar %5 ihtimal seviyesinde 6nemlidir.

**: Cok dnemli (p<0,01)

6d: Onemsiz (p>0,05)
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Sekil 4.2. Tuz stresinin (NaCl) ve putresin uygulamasinin Yalova-1 ¢esidinin kdk
uzunluguna (mm) etki grafigi

4.3. Siirgiin Uzunlugu (mm)

Siirglin uzunlugu (mm) iizerine tuz stresinin ve putresin uygulamasinin ana etkileri ¢ok

onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3).

Tuz stresi altinda ¢imlenen bitkilerin siirglin  uzunluklar1 degisen tuz
konsantrasyonlarina bagli olarak degisiklik gdstermistir. Stressiz sartlarda siirgiin
uzunlugu 35,22 mm iken 50 mM NaCl konsantrasyonunda 38,70 mm’ye ¢ikmuistir. 100,
150, 200 NaCl konsantrasyonlarinda ise siirgiin uzunlugu konsantrasyon artisina zit bir
tepki gostererekbu dozlardaki siirgiin uzunlugu sirasi ile 32,88 mm, 28,61 mm ve 0,29
mm olarak belirlenmistir. Putresin miktarlarindaki degisiklik siirglin uzunlugunda da

degisikliklere sebep olmustur. 0,0mM Put uygulamasinda 23,88mm olan siirgiin
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uzunlugu Put uygulamasiyla artmistir. Siirgiin uzunlugu 1 ve 0,01 mM Put
uygulamalarinda 28,94mm olarak belirlenirken, 0,Imm Put uygulamasinda ise 26,80

olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Yalova-1 lahana ¢esidinde tuz stresi (NaCl) ve putresin uygulamalarinin
siirgiin uzunlugu iizerine etkisi (mm)*

Putresin Nactmih
(mM) 0 50 100 150 200  Ortalama
N 27.36° 3536° 3321 2350  0,00° 23,88¢
b1 4173 4314° 32,250 27,58 0,000 28,042
o 3465b 3840 2035¢ 30422  1,16° 26,800
y 37,156 37,88" 36,71* 3293 0,000 28,94
-, A 35208 3870 32,88C 28610 0,29

F Degeri (Putresin) (P) ~ 20,810%* 26,161** 31,688%* 20,752** 5502,23**  44,520%*

F Degeri (NaCl) (N) - - - - - 1483,381**
F Degeri (PXN) - - - - - 17,062**
Varyasyon Katsayisi (%) 7,47 417 3,54 11,04 0,1 59

1. Aym siitundaki farkli kiigiik harfle ve aymi satirdaki farkli bilyiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar %5 ihtimal seviyesinde 6nemlidir.

**. Cok 6nemli (p<0,01)

6d: Onemsiz (p>0,05)

Stirgiin  uzunlugu {izerine tuz stresinin etkisi Put uygulamasina gore degisiklik
gostermesi PxN interaksiyonunun etkisinin ¢ok Onemli ¢ikmasina neden olmustur
(Cizelge 4.3) (Sekil 4.3). Putresin uygulamasinin 0, 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl
uygulamalarindaki etkisi ¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur. 0 ve 50 mMNaCl uygulamalar
inda en yiiksek siirgiin uzunlugu 0,01 Put uygulamasinda elde edilirken, 100 ve 150 mM
NaCl uygulamasinda 1 mM Put uygulamasinda elde edilmistir. Diger taraftan 200 mM
NaCl uygulamasinda ise sadece ¢imlenmenin gerceklestigi 0,1 mM Put uygulamasinda

elde edilmistir.
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Sekil 4.3. Tuz stresinin (NaCl) ve putresin uygulamasinin Yalova-1 ¢esidinin siirgiin

uzunluguna etki (mm)grafigi

4.4. Fide Giicii Indeksi (SV1)

En yiiksek SVI i¢in putresin tedavisinin farkli seviyelerinde karsilastirma yapildiginda
ImM putresin digerlerine oranla daha iyi sonug vermistir. NaCl konsantrasyonu
yoniinden bakildiginda ise S0mM NaCl degerinde en yliksek sonug¢ elde edilmistir.
NaClxPut eslesmesinde en yiiksek SVI degeri 50mM NaCl X 0,0lmM putresin
uygulamasinda elde edilmistir (Cizelge 4.4). Putresin uygulamasi 0, 50, 100, 150, 200

mM NacCl i¢in ¢ok 6nemli (p<<0,01) etki gdstermistir.
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Cizelge 4.4. Tuz stresinin (NaCl) ve putresin uygulamasinin fide giicii indeksi agisindan
degerlendirmesi

_ NaCl (mM)
Putresin
(mM) 0 50 100 150 200  Ortalama
0,00 76042c 96247c 62055b 36299c  00b  5412,9d
0,01 930252 1053922 64048 45481b  00b 615890
0,10 845660 9811,9bc 64192b 48944b  356a  5923,5¢
1,00 9023,8a 100330b 90650a 59246a  00b  6809.3a
Ortalama 8506,88 100022A 70236C 47493D  89E  6076,2

F Degeri (Putresin) (P)  24,462** 11,265** 133,979** 70,018** 6898,582** 132,145**

F Degeri (NaCl) (N) 4818,607**
F Degeri (PXN) 35,391**
Varyasyon Katsayist (%) 3,52 2,35 3,33 4,77 4,81 3,71

1. Aym siitundaki farkli kiigiik harfle ve aymi satirdaki farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar %5 ihtimal seviyesinde 6nemlidir.

**: Cok onemli (p<0,01)

6d: Onemsiz (p>0,05)
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Sekil 4.4. Tuz stresinin (NaCl) ve putresin uygulamasinin fide giicli indeks grafigi

4.5. Ortalama Cimlenme Zamaninin Varyasyon Katsayis1 (OCZVK) (%)

Ortalama ¢imlenme zamani varyasyon kat sayist putresin konsantrasyonu ile ters
orantili olarak azalmaktadir. Ancak NaCl konsantrasyonu ile dogru orantili olarak
artmaktadir. Varyasyon katsayisindaki azalmanin anlami ¢imlenmenin birbirini takip
eden gilinlerde daha sik ve yiiksek oranda oldugunu gosterir. Cizelge 4.5’e gore en 1yi

¢imlenme durumu 0 NaCl X 0,10 Put eslesmesinde gozlenmistir.
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Cizelge 4.5. Tuz stresinin (NaCl) ve putresin uygulamasinin ortalama ¢imlenme zamani
varyasyon kat sayist

NaCl (mM)
Putresin
(mM) 0 50 100 150 200
0,00 250 233 317 1373 -
0,01 074 221 340 942 -
0,10 030 192 311 951 1509
1,00 08 066 28 671 -

Put
Konsantrasyonu
()

Moo
Moo
Oo,10
W100

20,00+

15,00

10,00

OCZVK (%)

5,004

0,00~

100 200
NaCl (M)

Sekil 4.5. Tuz stresinin (NaCl) ve putresin uygulamasinin ortalama ¢imlenme zamant
varyasyon kat sayis1 grafigi
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4.6. CRED-RA Analizleri ve % Polimorfizm

Putresin ve NaCl konsantrasyonlari, beyaz bas lahana bitkisinin Yalova-1 ¢esidine
uygulanarak genomu {izerine epigenetiksel degisiklikleri test etmek amaciyla 6nce 32
sonra bunlardan 16 adet primer denenmis ve bunlarin iginden 8 tanesi monomorfik bant
vermesi sonucu CRED-RA analizinde kullanilmistir. Her doz i¢in polimorfizm degerleri
hesaplanmis ve ortalamalar1 alinmistir. % polimorfizm degerini hesaplamak igin;
100*a/n formiilii kullanilmistir. DNA metilasyonun olustugu goézlenmistir. Msp |
enzimin metilasyonun oldugu yerden kesim yapmasi ve Hpa II enziminin ise
metilasyonun gerceklesmedigi zaman kesim yapmasi bilgisine dayanarak alinan

sonuclar asagida siralanmistir.

Tek basina NaCl uygulamasi en diisiik dozda %27,4 en yiiksek dozda ise %39,6
oraninda metilasyon olustururken (Cizelge 4.6), tek basina put uygulamasi en diisiik
dozda %32,4 en yiiksek dozda ise %20,9 oranda metilasyon tespit edilmistir (Cizelge
4.6).

En diisiik NaCl dozu olan 50 mM NacCl ile birlikte verilen 0,01mM, 0,1mM, 1mM put
dozlarinda olusan polimorfizm yiizdesi sirasiyla %29.9, %28.8, %27,0’dir. Bu degerler
bize stresin olusturdugu metilasyon oranini artan putresinin azalttigi gostermektedir

(Cizelge 4.6).

100 NaCl dozunda ise putresin uygulamalarinin gosterdigi polimorfizm degerleri ise

sirastyla %33,1, %30,9, %29,1 oranlari ile azalis gostermistir (Cizelge 4.6).

En yiiksek NaCl dozu olan 150 NaCl ile birlikte uygulanan 0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM
putresin dozlarinda ise olusan polimorfizm ylizdesi sirasiyla %35,2, %31,6, %30,6

olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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Fakat yapilan analiz de en yiiksek NaCl ve en yiikksek put kombinasyonunda Ki
metilasyonun (%30,6) tek basina 150 NaCl’nin olusturdugu orandan (%39,6) bile diisiik
oldugu tespit edilmistir.



Cizelge 4.6. NaCl-Put uygulamalart CRED-RA % Polimorfizm

Toplam bant sayilar Polimorfik Bantlar
Primerler
6—3)
Kontrol - 0 mM PUT 50 mM NaCl| 0mM PUT 100 mM NaCl 0 mM PUT 150 mM NaCl 0,01 mM PUT 0 mM NaCl 0,1 mM PUT 0 mM NaCl 1 mM PUT 0 mM NaCl
Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall
+ 1306 2667 2667 2612 2612 2667 2612 - - - 2769 -
OPB-8 7 7
2437 2376
. 1547 2437 2376 1376 1547 2437 2376 324 2376 935 3046 -
Class I Class | Class Il Classl| Classl| Class | Class 11
OPB-10 2 2 + . 3 . 3 3 . - . - - . .
Class IV - Class | Class | Class | Class | Class | Class |
6234 6785
N 5173 525 gggs’ ; 5000 3000 L ;gig 320 384 - 282
OPW-4 7 7 1673 1635
7701 7701 6499
R 5370 2101 2644 2101 2644 2101 848 5086 7701 6499 7701 -
Class Il Classl Classl|I Classl| Class 11 Classl Classl
959 2790
. 2790 - - - - 716 662 - 1649 2892 1799 -
OPW-8 5 5
- 3113 - - - - 1446 3113 - 3113 1690 3113 -
905 905
Class | Classl| Class | Class I Classl| Class | Classl|
OPW-17 4 4 * i - i - - i i i _ i i i
a 1000
) - - - - - - - - c07 1085 806 -
Class | Class | Class | Class | Class | Class 11 Classl|

ve



Cizelge 4.6. (devam)

Polimorfik Bantlar

Toplam Bant Sayisi
Primers 0mM PUT 0 mM PUT 0 mM PUT 0,1 mM PUT
(5-3) Kontrol m m m 0,01 mM PUT LM 1 mM PUT
- 50 mM NacCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 0 mM NaCl 0 mM NaCl 0 mM NaCl
Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Mspl Mspl Mspl Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall
+ 2000 - - 3640 547 4540 4000 1281 - 287 340 -
OPW-18 5 5 1248 22
R 1736 1707 1000 - 1000 1707 1000 1707 1736 1707 1756 862
692
Class Il Class 11 Class 11 Classl|I Class | Class 11 Class 11
+ 1879 2456;2222 2163;1865 2456;2222 . 2567
1524 1617 1571;1418 1617;1428 2051;1626 578912456 2167 2284 1564 1617 2369 2456
oPY-8 5 5 1438 1418 1418 163;1556 2434 1602
; - - - - - - - - 1357 1357 - -
Class IV Class IV Class | Classl| Class Il Class | Class |
1478 1521 1521 1563 1563 1563 1607 1607 1563 1563
+ 1318 1318 1341 1411 1388 1341 1411 1411 1223 1246 - -
OPY-16 ; 7 1000 1000 1062 1084 1000
Class Il Class | Class | Classl| Class | Class | Class |
Polimorfizm (%) 27,4 22,4 33,5 24,9 39,6 39,2 32,4 249 27,6 27 20,9 6,7

Ge



Cizelge 4.6. (devam)

Toplam . .
Bant Polimorfik Bantlar
Sayisi
Primers
(5—>3) Kontrol 0,01 mM PUT 0,1 mM PUT 50 1mM PUT 0,01 mM PUT 0,1 mM PUT 1mM PUT 0,01 mM PUT 0,1 mM PUT 1mM PUT
50 mM NacCl mM NaCl 50 mM NacCl 100 mM NaCl 100 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 150 mM NaCl 150 mM NacCl
+/-
Mspl :’i Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall
OPB-8 7 7
2376 2437 864 1000 2376 2437 3046 2437
: 305 304 305 304 305 324 305 304 305 935 305 935 2376 2437 2376 2437 2376
Class Il Class | Class | Class | Class | Class | Class | Class | Class | Classll
OPB-10 2 2
Class IV Class | Class | Class | Class | Class | Class | Class | Class | Class |
+ 2101 10000 - 320 256 256 474 6499 - - - - - 2101 256
OPW-4 7 7 - - -
7701 6499 7701 - - - 7701 2487 525 - 525 517 848 - - - 848 -
Class 111 - Class | Class | Class | Class | Class Il Class IV Class 11 Class | Classl|
1883 1799
+ 2361 - 1649 2892 1833 3354 2603 716 1690 3609 1690 3113 2694 702 1740 3232 1833 3113
OPW-8 5 5 1833
_ 3113 - 3113 1690 3113 1690 3113 1446 3113 1690 3113 1690 3113 905 3113 1690 3113
Class | Class 11 Class | Class | Class 11 Class | Class 11 Class | Class | Classl|
OPW-17 4 4
R - - 871 1085 806 1074 - - 1000 1085 1000 1085 1000 1085 1000 1074 - -
Class | Class | Class | Class | Class | Class | Class | Class | Class | Classl

9¢



Cizelge 4.6. (devam)

Toplam Bant Sayist Polimorfik Bantlar
Primers
(5’-3) Kontrol 0,01 mM PUT 0,1 mM PUT 1mM PUT 0.01 mM PUT 0,1 mM PUT 1mM PUT 0,01 mM PUT 0,1 mM PUT 1mM PUT
i 50 mM NaCl 50 mM NaCl 50 mM NaCl 1‘00 mM NaCl 100 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 150 mM NaCl 150 mM NaCl
Mspl Hpall Mspl  Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall | Mspl Hpall
1315 265 351 361 276
N 234 234 297 340 340 319 234 287 234 382 234 382 234 - 276 - 786 372
5 5
OPW-18 1736 1707;1169 1736
1707 1707 1707 : 1707
) 1000 1707 1736 1707 1736 1707 1736 1169 1736 1169 1736 1169 1609020 1001%,6652 1609020 1000 1736 1000 1707
Class 111 Class 111 Class | Class | Class | Class 11 Class 111 Class | Class | Class 1l
2478 2656 2854 2369 2500
Yo a3 sz | D0 ame | D0 26 g,  ZTS ) 2L 2| ke 1609 1602 - 2105 2369 oo 2369
5 5 1428 2284 1428 1428 1428
OPY-8
2678
- - - - - - - - - 1234 Toe 1234 - - - 1983- 1983 1234
Class IV Class | Class Il Class | Class Il Class I11 Class Il Class Il Class I1 Class 11
1607 1607 1456 1478 1521 1521
ol wn |16 1223 | o120 120 | 2990 BB usp0 1456 . 1563 b 1007 | 14781486 1563 1584
OPY-16 7 7 1129 1129 960 960 906 906 1478
Class 111 i Class | Class | Class | Class | Class | Class 111 Class | Class | Class 11
Polimorfizm(%) 29,9 27,5 28,8 26,3 27,0 26,9 331 28,1 | 30,9 29,1 29,1 234 35,2 25,9 31,6 34,1 30,6 17,8

LE



38

5. TARTISMA ve SONUC

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

dogada en sik rastlanilant sodyum kloriirdiir (Deveci ve Tugcu 2017).

Tuz stresinin siiresi ile tuzluluk miktar ve yogunluguna bagli olarak bitkilerde
¢imlenme, fotosentez, biiylime-gelisme ve hiicre boliinmesi gibi pek ¢cok metabolik ve
fizyolojik olayin etkilendigi saptanmistir (Yilmaz vd 2011). Tuz baskisina maruz kalan
bitkilerde ilk olarak osmotik basing artmakta ve buna bagli olarak toprak suyu
potansiyeli azalmaktadir. Ayrica Na ve/veya ClI iyonlarinin yiiksek konsantrasyonuna
karsiik K ve Ca iyonlari eksik gostermektedir. Na iyonlarmin agirt birikimi K
iyonlarinin alimini; Cl ise NOs alimi engelleyerek bitkide ki iyon dengesine olumsuz
etki yapabilmektedir (Erdal vd 2000).

1800’1 yillarda kesfedilen poliaminler; spermidin, spermin, kadaverin ve putresin
hormon gruplarindan olugmaktadir. Bu hormon gruplari organogenesis, embriyogenesis,
hiicre boliinmesi ve ¢igek olusumu gibi pek c¢ok olayda gorev aldigi bilinmektedir.
Poliaminler  serbest radikallerin  uzaklastirilmasinda, membran stabilitesinin
korunmasinda, protein ve niikleik asit sentezinde, RNaz, proteaz gibi enzimlerin ve
fitokrom, etilen gibi ¢esitli hormonlarin biyosentezin de dnemli gorev aldigi ortaya
cikmistir (Arslan 2012). Poliaminlerle ilgili son yillarda yapilan ¢aligmalarda biyotik ve
abiyotik stres mekanizmalarinda dnemli géreve sahip olduklar tespit edilmistir. Yapilan
bu calismalarda farkli bitki gruplarina abiyotik streslerin (tuzluluk, sicaklik, agir metal,
radyasyon) uygulanmasi poliamin seviyelerinde yiikselmelere neden oldugunu

gostermistir. Fakat poliamin seviyesinde ki bu artisin stres sonrasi bitkinin zarar
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gormesinden mi yoksa bitkinin strese kars1 kendini korumaya almayi istemesi sonucu
cevap niteliginde olup olmadigi konusunda net bir kaniya ulasilamamistir. Ancak
bitkilerin abiyotik strese cevabinda poliaminlerin koruyucu rolii oldugu yapilan

calismalarla desteklenmistir (Alcazar et al. 2010).

DNA metilasyonu eriskin somatik dokularda CG diniikleotit dizilerinde gergeklesir.
Metilasyonda; DNA metiltransferaz enzimi ve S-Adenozil Metiyonin (SAM) gorev
alarak DNA’nin sitozin bazinin 5 numarali karbonuna metil grubu eklenerek gerceklesir

ve DNA’y1 inaktive ederek protein ekspresyonunu engellen bir sistemdir (Izmirli 2013).

Yiiksek oranda DNA metillendiginde gen aktivitesinin azaldigi, metilasyondaki bir
azalmanin gen aktivitesini arttirdigini bildirilmistir. Ayrica degisken olan metilasyon
durumunun bitkiyi strese sokarak veya sok gecirmesine sebep olarak hiicre fizyolojisini
etkilemesinin genetik varyasyona sebep oldugu ifade edilmistir (Korkmaz ve Colgecen

2013).

Olduk¢a fazla tiir ve ¢esit zenginligine sahip olan lahana grubu sebzeler, diinyada
oldugu kadar iilkemizde de genis alanlarda yetistirilmekte ve biiyiik ekonomik dneme
sahip tiirler arasinda yer almaktadir. Lahana tiir ve gesitlerinde abiyotik stres kosullarina
tolerans ile ilgili caligmalar yapilmis olsa da bu calismalar genellikle tarla, sera yada
saks1 denemeleri seklinde yiiriitiilmiistiir. Lahana grubu sebze tiirlerinde tuzluluga
toleraslilik ve hassasiyet konusunda bir¢ok morfolojik degerlendirme ve fizyolojik
diizeyde caligmalar yapilmistir. Ancak, molekiiler diizeyde DNA esasli genetik ve
epigenetik degisimlerin tespiti konusunda ¢ok az bir ¢alismaya rastlanilmistir. Ornegin;
Salmon et al. (2008)’un yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, Brassica oleraeceae tiirlerinde
DNA metilasyonu tlizerine MSAP teknigi ile yapmis olduklar tespitlerde yiiksek oranda
metilasyondan bahsetmislerdir. Cesitlere gore degismekle birlikte DNA metilasyonunu
Mspl enzimi kullaniminda %52-60 oraninda ve Hpall enzimi kullanimiyla % 17-27

oraninda ifade etmislerdir.
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Yapmis oldugumuz bu tez ¢alismasi ile beyaz bas lahana tiiriiniin Yalova-1 isimli ticari
degeri olan bir ¢esidinde molekiiler diizeyde bir tespit yapilmis olup literatiirde ki
eksiklige katki saglayacak bilgiler elde edilmistir. Calismamizda, sadece metilasyon
meydana gelip gelmediginin tespitine ilave olarak putresin uygulamalarinin epigenetik
degisim tiizerine olumlu bir katkida bulunup bulunmamasi durumu da tespit edilmeye

calisilmigtir.

Gergeklestirilen bu calisma ile NaCl uygulamalar1 (tuz stresi) ve antagonist olarak
diisiiniilen Putresin uygulamalar1 sonucunda lahana fidelerinin genomunda DNA
metilasyonu yoniinden herhangi bir degisiklik meydana gelip gelmeyecegi molekiiler
diizeyde tespit edilmeye calisilmistir. Beyaz bag lahana bitkisine (Yalova-1 ¢esidi) farkl
NaCl ve Putresin konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Kullanilan RAPD primerlerinden
monomorfik bant veren 8 primer CRED-RA analizinde kullanilmistir. Her doz i¢in
polimorfizm degerleri hesaplanmis ve ortalamalar alinmistir. Caligmada kullanilan Mspl
enzimin metilasyonun oldugu yerden kesim yapmasi ve Hpall enziminin ise
metilasyonun ger¢eklesmedigi zaman kesim yapmast bilgisine dayanarak alinan
sonuclar degerlendirilmistir. Tek basina NaCl uygulamasinda en diisiik dozda 27,4 en
yiiksek dozda 1se 39,6 oraninda metilasyon olusurken; tek basina putresin
uygulamasinda en diisik dozda %32,4 en yiiksek dozda ise %?20,9 metilasyon
gozlenmistir. Diger taraftan, Putresin uygulamasinin 6zellikle 100 mM ve daha yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda tuzun ¢imlenme orani {izerine olumsuz etkisini azalttif

belirlenmistir.
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