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Fasulye yiiksek protein, diisiik yag, yiiksek oranda vitamin ve mineral igerdigi i¢in
insan beslenmesinde kullanilan énemli bir baklagil tiiriidiir. Bitkiler yasamlar1 boyunca
cesitli biyotik ve abiyotik streslere maruz kalirlar ve streslere dayaniklilikta gesitli
mekanizmalar gelistirmistirler. Bu ¢alismada kuraklik ve tuz stresi kosullari altinda
fasulye genotiplerine ekzojen olarak uygulanan melatoninin kok ve yaprak dokularinda
biyokimyasal ve epigenetik degisimlerine olan etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Yedi
giin boyunca ¢imlendirilen tohumlar daha sonra Hoagland ¢6zeltisi iceren kaplarda 5
yaprakli doneme kadar yetistirilmis ve bu bitkilere 0 ve 200 uM melatonin piiskiirtme
yontemiyle yapraktan uygulanmistir. 24 saat sonra farkli dozlarda tuz (0 ve 150 mM) ve
PEG6000 (%0 ve %20) igeren Hoagland ¢ozeltisine alinmistir. Arastirmada biyokimyasal
MDA ve Hz20g, antioksidan enzim aktivitesi (SOD, POD ve CAT) ve DNA metilasyon
degisimleri (CRED-iPBS) tespit edilmistir. Aragtirma sonucunda her iki genotip iizerinde
uygulanan stresler MDA ve H202 miktarlarinda artisa; tuz stresinde uygulanan melatonin
ise bu parametrelerde azalisa neden oldugu belirlenmistir. Genotiplerin SOD, POD ve
CAT antioksidan aktiviteleri uygulamalara gore degiskenlik gostermistir. Diger taraftan
DNA metilasyonu sonuglaria gore hem stres kosullar1 hem de melatonin uygulamasi
DNA metilasyonlarinda degisime neden olmustur. Fasulyede tuz ve kuraklik stresi
kosullart altinda melatoninin bu etkisinin genomik ve transkriptomik seviyelerde
belirlenmesi bu ¢alismadaki bulgular1 destekler nitelikte olacaktir.
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EPIGENETIC EVALUATION OF MELATONIN APPLICATION in
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Common beans are an important type of legume used in human nutrition to obtain
high protein, low fat, high levels of vitamins and minerals. Plants are exposed to various
biotic and abiotic stresses throughout their lives, and they have developed various
mechanisms to withstand against stresses. The purpose of this study was to ascertain the
impact of exogenous melatonin application to bean genotypes on biochemical and
epigenetic alterations in root and leaf tissues under salt and drought stress conditions. The
seeds germinated for seven days were then grown in containers with Hoagland's solution
until the 5-leaf stage and 0 and 200 uM melatonin was foliar sprayed to these plants. After
24 hours, they were placed in Hoagland’s solution containing different doses of salt (0
and 150 mM) and PEG6000 (0 and 20%). Biochemical MDA and H202, antioxidant
enzyme activity (SOD, POD and CAT) and DNA methylation changes (CRED-iPBS)
were determined. The investigation revealed that the stresses provided to both genotypes
increased the levels of MDA and H20z2, but the application of melatonin during salt stress
decreased these parameters. SOD, POD and CAT antioxidant activities of the genotypes
varied according to the treatments. Furthermore, according to DNA methylation results,
both stress conditions and melatonin treatment caused changes in DNA methylation.
Determination of this effect of melatonin under salt and drought stress conditions in bean
at genomic and transcriptomic levels will support the findings of this study.
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1. GIRIS

Baklagiller (Fabaceae), icerdigi yiiksek besin degerinden dolayr insanlar igin
temel besin kaynagidir (Tharanathan and Mahadevamma 2003). Ozellikle diinya
niifusunun beslenmesinde kuru tahil olarak yaklagik 20 baklagil tiirii mevcuttur (de
Almeida Costa et al. 2006; Lin et al. 2008). Fabaceae familyasindan Leguminosae’nin bir
tiyesi olan fasulye (Phaseolus vulgaris L.), yemeklik tane baklagillerden tiir gesitliligi
yoniinden oldukc¢a zengin olan ve insan beslenmesinde 6nemli yer tutan bitkisel tirtindiir
(Bressani 1993; Graham and Ranalli 1997). Simdiye kadar bilinen 50 adet fasulye tiirii
olmasma ragmen bunlardan yalnizca bes tir (P. vulgaris, Phaseolus lunatus L.,
Phaseolus coccineus L., Phaseolus acutifolius A. Gray ve Phaseolus polyanthus
Greenm.) temelde insan gidasi olarak kullanilmaktadir. Bu tiirler arasinda en yaygin
olarak kullanilani ise P. vulgaris (2n=22 diploid)’dir (Broughton et al. 2003). Phaseolus
cinsi yaklasik 4 milyon y1l nce Mezoamerika’da ortaya ¢ikmistir ve bu bolgede oldukca

yaygin bulunmaktadir (Gepts et al. 1991; Delgado-Salinas et al. 2006).

Fasulye, icerdigi yiiksek proteinin yaninda, karbonhidrat, lif, fitik asit, lektin,
doymamis yag asitleri ve vitamince (tiyamin (B1), askorbik asit (C), niyasin (B3),
riboflavin (B2), B6 ve alfa tokoferol (E)) bakimindan zengin bir bitkisel tiriindiir. Ayn1
zamanda, fenolik asitler, flavonoidler ve proantosiyanidin gibi giiclii antioksidanlar1 da
blinyesinde barindirmaktadir (Garcia-Lafuente et al.2014; Nawaz et al. 2020).
Fasulyedeki bu fenolik bilesikler, metal larmi selatlayarak ve/veya radikal iiretim
stirecinde yer alan enzimleri inhibe ederek serbest radikal tiirlerinin gelisimini sinirlama
yetenegine sahip olduklarindan, antioksidanlar ve antimutajenik maddeler olarak hareket
etme yetenegine sahiptirler (Decker 1995; Rocha-Guzman et al. 2007). Bu fonksiyonel
ozellikleri nedeniyle fasulye saglikli beslenmenin 6nemli bir bileseni olarak kabul

edilmektedir.

Protein yetersizligi bircok iilkede 6nemli bir sorundur, 6zellikle yeterince et
tilketimi olmayan bolgelerde yasayan insanlar proteinin bir boliimiinii fasulyeden
karsilayabilmektedir (Granito et al. 2002). Giinlimiizde, fasulye, antimikrobiyal,
antikanser, antioksidan, antiobezite, diyabet ve kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi

cok cesitli kronik ve dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi ve kontroliinde yararli fizyolojik
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etkileri nedeniyle saglik alaninda oldukca ilgi gormiistiir (Jenkins 2007; Chung et al.
2008; Zou and Chang 2014).

Kuru fasulye diinyada yaklasik 126 {ilkede yetistirilmektedir ve baklagiller
arasinda en fazla ekim alanina sahiptir. FAO 2021 verilerine gore, diinya genelinde 34,8
milyon ha ekim alaninda, 27,7 milyon ton kuru fasulye iiretimi gergeklestirilmistir. Genel
olarak kuru fasulye iiretiminde yillara gore artislar meydana gelmis ancak 2016 yilindan

bu yana fasulye iiretiminde azalma ger¢eklesmistir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. 2000-2021 yillar1 arasinda kuru fasulye iiretim ve verim miktari (Anonymous
2021).

Yine, FAO 2021 verilerine gore, diinya toplam kuru fasulye tiretiminin %43, {inli
Asya, %27,5’ini Amerika, %26,8’ini Afrika, %1,5’ini Avrupa ve %0,9’unu Okyanusya
olusturmaktadir (Sekil 1.2).

Okvanusya
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—
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% 27,5

Sekil 1.2. Kuru fasulye iiretiminin kitalara gére dagilimi
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Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2020 verilerine gore kuru fasulye Tiirkiye’de,
yaklagik olarak 1,03 milyon dekar ekim alanina ve 279,51 bin ton iiretime sahiptir. Ayni

zamanda Tirkiye’de ortalama verim 271 kg/da olarak gergeklesmistir (Anonim 2023).

Giderek artan diinya niifusuna paralel olarak artan gida talebini karsilayabilmek
arastirmacilar tarafinda kiiresel bir dnceliktir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde gida
ihtiyacinin daha fazla olacagi tahmin edilmektedir (Alexandratos and Bruinsma 2012).
Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in bitkisel iirlinlerin verim ve kalitesini arttirmaya

yonelik ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir (Beebe et al. 2012).

Bitkiler dogalar1 geregi sesil organizmalar oldugundan dolay1 hareket edemezler
ve bundan dolay1 bulunduklar1 yerde biliyiime ve gelismesini olumsuz yonde etkileyen
biyotik (bocek, nematod, fungus, bakteri, viriis vb.) ve abiyotik (tuz, kuraklik, sicaklik,
soguk, sicak vb.) stres etmenlerine siirekli maruz kalabilmektedirler (Koyro et al. 2012;
Korkmaz ve Durmaz 2017) (Sekil 1.3). Bu stres etmenlerinden olan tuzluluk ve kuraklik
diinyadaki ekilebilir arazilerin %10’undan fazlasini etkilemekte ve bitkisel iirtinlerin
gelisimini, bliylimesini sinirlandirarak ciddi kayiplara yol agmaktadir (Bray et al. 2000).
Fasulye glikofit bir bitki oldugundan dolay1 yiiksek tuz stresine toleranshi degildir.
Ozellikle diinyada, tuzluluk fasulye iiretiminde ciddi azalmalara sebep olmustur (Munns
and Tester 2008).
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Sekil 1.3. Biyotik ve abiyotik stres faktorlerine genel bir bakis (Baweja and Kumari 2020)

Toprak ve/veya su tuzlulugu, tuz iceriginin oldukca yiiksek oldugu yar1 kurak ya
da kurak alanlarda yetisen bitkilerin gelisimini, verim ve kalitesini azaltan abiyotik stres
faktorlerinden biridir. Toprak tuzlulugu, iirlin verimini ve {iretkenligini azaltarak diinya
tarim1 i¢in kiiresel bir tehdit olusturmaktadir. Ayrica tuzluluk siirdiiriilebilir tarimin
gelecek yillarda zarar géormesine yol agmaktadir. Yeryliziinde sulama alanlarinin 45
milyon hektarindan daha fazlasi tuzluluktan zarar gérmekte ve her y1l yaklasik 1,5 milyon
hektar toprak, yiiksek tuzluluk seviyesinin bir sonucu olarak iiretimden ¢ikarilmaktadir
(Munns and Tester 2008). Diger taraftan, diinyadaki kara alanlarinin yaklasik %7’sinin
tuzluluktan etkilendigi tahmin edilmektedir (Rozema and Flowers 2008). Tuz stresi
bitkilerde ozmotik stres ve iyon toksisitesi olmak iizere iki temel etkiye sahiptir. Ayni
zamanda, toprakta bulunan yiiksek ozmotik basincin artmasina neden olarak bitkilerin K*

ve Ca*? gibi minerallerin almasini engellemektedir.

Tuzluluk stresi, bitkilerde hiicre genislemesi ve membran fonksiyonunun

bozulmasinin yani sira sitozolik metabolizmanin azalmasina da yol agmaktadir (Gull et
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al. 2019). Ayn1 zamanda, tuzluluk sonucunda olusan tuz iyonlari bitkilerde toksik etkiye

neden olmaktadir (Purty et al. 2008).

Iklim degisikligi ile ortaya ¢ikan kurakligin giderek artmasi tarimsal uygulamalar
onemli Ol¢iide etkilemektedir. Bitkilerin tiim gelisme safhalarinda kurakligin meydana
getirdigi olumsuz etkiler ortaya ¢ikmaktadir (Iwuala et al. 2019). Giiniimiizde, sicaklik
ve atmosferik CO2 seviyelerindeki siirekli artig1 diinya genelinde iklim degisikligine yol
acmustir. Sicaklik artisi ile yeryliiziine diisen ortalama yagis miktarinin azalmasi kuraklik
oranini artirmigtir. Siddetli kuraklik kosullar: nedeniyle bitkilerin kullanabilecegi toprak
suyu giderek azalmaktadir (Trenberth et al. 2014; Gull et al. 2019). Kuraklik stresi,
bitkilerde biyokiitleyi azaltip, bitkinin biiylimesini ve gelisimini sinirlandirmaktadir.
Kurak sartlarda, ilk olarak topragin, daha sonra da bitkinin su alma potansiyeli azalir ve
ilerleyen donemlerde turgor basincinda diisiis meydana gelir. Bu diislis stomalarin
kapanmasina neden olarak yaprak biliylimesinin durmasina yol acar ve boylece

fotosentezde ciddi diisiis meydana gelir (Anjum et al. 2011; Liu et al. 2018).

Tuz ve kuraklik stresi bitkilerde fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler degisiklikler meydana getirmektedir (Nabi et al. 2019). Stres etmenleri
sonucunda, stoma agikligi, azalan CO2 seviyesi ve fotosentez olaylarinin zarar gérmesi
Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) iiretilmesine neden olmaktadir. Calvin dongiisiinde
elektron tasinmasinda herhangi bir aksaklik fotosentez sirasinda yiiksek bir elektron
sizintisina yol acarak abiyotik stres kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini
arttirmaktadir (Nadarajah et al. 2020).

ROT, redoks (indirgeme-oksidasyon) reaksiyonlarina girebilen ve biyolojik
makromolekiiller tizerinde oksidatif modifikasyonlar olusturabilen ve bdylece redoks
sinyaline katkida bulunabilen reaktif nitrojen, kiikiirt, karbon, selenyum, elektrofil ve
halojen (RHS) tiirleri dahil olmak iizere reaktif tiirler ailesinin bir pargasidir (Sies et al.
2022) ROT’lar, atmosferik oksijenin kismen indirgenmis veya uyarilmis formlaridir.
ROT’lar normal siire¢lerde mitokontri, kloroplast, apoplast, endoplazmik retikulum ve
peroksizom gibi hiicre organellerinde sinyal molekiilleri olarak islev gormektedirler
(Mitler 2017). ROT’larin bir¢ok formu [hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikalleri
(OH"), tekli oksijen (*O2) siiperoksit anyonu (O2"")] bulunmaktadir. Stres etmenleri
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altinda bitkilerde ROT {iretimi artmaktadir. Artan ROT’lar fotosentetik pigmentleri,
niikleik asitleri, proteinleri ve hiicre membran lipidlerini pargalayarak bitkilerde oksidatif
strese neden olmaktadir. ROT’lar son derece reaktiftir ve hiicrelerde ciddi hasara neden
olup bitkilerde 6lime yol agabilmektedir (Gill and Tuteja 2010; Moustafa-Farag et al.
2020). Diger taraftan, hiicrede artan ROT un membranlara verdigi hasar sonucunda lipit
peroksidasyonunun son tiiriinii olan malondialdehit (MDA) tiretilmektedir (Wang et al.
2019; Laxa et al. 2019). MDA ’daki artis hiicre membran hasarinin bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir (Godoy 2021).

Bitkiler oksidatif hasara fizyolojik, molekiiler ve hiicresel seviyelerde yanit
vermektedir (Godoy et al. 2021). Bitkiler oksidatif hasar karsisinda dogal bir savunma
mekanizmas1  gelistirmektedirler. Bu savunma stres sonucu artan ROT’larin
temizlenmesine dayanmaktadir. Bu savunma mekanizmasi, bitkiler tarafindan
antioksidanlarin {retilmesi yoluyla gelistirilmektedir. Bitkilerde enzimatik [katalaz
(CAT), peroksidaz (APX), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX),
glutatyon rediiktaz (GR), dehidro askorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon askorbat
monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR), -S-transferaz (GST)] ve enzimatik olmayan
[a-tokoferol, askorbat (AsA), fenolik bilesikler, karotenoidler, alkaloidler, glutatyon
(GSH), flavonoidler ve prolin] antioksidan savunma mekanizmalari ile hiicresel hasar
azaltilabilmektedir (Caverzan et al. 2016; Ali et al. 2021).

Stres sartlarinda bitkilerde antioksidanlardan farkli olarak koruma mekanizmalari
gelistirilmektedir. Kuraklik, tuzluluk, soguk gibi ¢esitli abiyotik bitkilerde, absisik asidin
(ABA) yiikselmesine neden olur. ABA, stoma acilmasi, tohum gelisimi, embriyo
morfogenezi, dormansi, proteinleri depolama ve lipidlerin sentezi gibi bitki gelisiminin
cesitli fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde gorev alan bir fitohormondur (Sreenivasulu
et al. 2012). Bu 6zellikler bakimindan ABA, bitkilerin yasamsal dongiilerinde birden ¢cok
fonksiyona sahiptir. Bununla birlikte, stres toleransindaki temel rolii ile stres hormonu
olarak da bilinmektedir. Ayn1 zamanda, bitkilerin abiyotik ve biyotik streslere karsi
adaptif tepkisinde yer alan temel bir haberci olarak kabul edilir. Gegmisten beri, kuraklik
ve soguk gibi cesitli abiyotik stresler sirasinda ABA’nin yiiksek oranda artmasinin,
ABRE ve DRE yoluyla abiyotik stres transkriptomunun tetiklenmesinde rol oynadigi
ortaya ¢ikmistir (Posmyk and Janas 2009; Arnao and Hernandez-Ruiz 2019).
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ABA kuraklik stresi altinda ilk sentezlendigi yer olan kok kisimlarindan fazlasiyla
uretilip, sirasiyla koklerden gévde ve yapraklara tasinarak stomalarin kapanmasini
saglamaktadir (Vishwakarma et al. 2017). Yine, kuraklik stresinde ozmotik stres ve su
dengesini diizenleyen ABA kuraklikta gorev alan bircok genin indiiklenmesini

saglamaktadir (Banks 2018).

Bitkilerin strese karsit bir diger cevabi olan molekiiler tepkiler, genetik ve
epigenetik olmak tizere 2’ye ayrilmaktadir. Bitkilerde stres kaynakli fenotipik tepkinin
epigenetik kontrolii, esas olarak gen ifadesinin diizenlenmesini igermektedir. Stres
faktorlerinde epigenetik diizenleme, kiicik RNA tiirlerini ve kromatinin yeniden
modellenmesi gibi siiregleri igeren bir sinyal yoluyla ger¢ceklesmektedir (Covelo-Molares
et al. 2018). Baska bir ifadeyle epigenetik mekanizmalar, genlerin kromatin durumunu
degistirerek transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi seviyelerde strese duyarli genlerin
diizenlenmesine katilmaktadir. Epigenetik mekanizmalar genel anlamda, DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 [asetilasyon, deasetilasyon, fosforilasyon, histon
metilasyonu (lizin ve arjinin metilasyonu) vb.] ve kromatinin yeniden modellenmesini
kapsamaktadir (Bannister and Kouzarides 2011). DNA metilasyonu Hotchkiss tarafindan
1948 yilinda gelistirilen ve ilk kesfedilen epigenetik markordiir. DNA metilasyonu,
sitozin halkasimin 5-karbonuna bir metil (CHs) grubunun kovalent eklenmesi yoluyla
gerceklesmektedir. Bu durum transkripsiyonu degistirmektedir. Ayni zamanda meydana
gelen cogu DNA metilasyonu, bir guanidin niikleotidinin yaninda bir sitozin
niikleotidinin bulundugu CpG boélgesinde meydana gelmektedir. Bir genin promotor
bolgesinde metillenmis bir CpG adasi bulundugunda, o genin ifadesi baskilanmaktadir
(Mandal et al. 2017). DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar (DNMT’ler) ad1 verilen
bir metiltransferaz enzim ailesi tarafindan gergeklestirilmektedir. Okaryotik hiicrelerde,
DNMT’ler metiltransferaz 1 (DNMT1) ve de novo metiltransferazlar (DNMT3A,
DNMT3B ve DNMT3L) olmak iizere 2 ana sinifa ayrilmaktadir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. DNA metilasyonunun sematik gosterimi (Mandal et al. 2017)

Kromatin yeniden modellemesi esas olarak DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlart ile iligkilidir. Bitkilerin normal gelisim siiregleri ve islevleriyle birlikte
cesitli cevresel streslere yanit vermek i¢in karmasik gen diizenleyici mekanizmalar
gelistirdigini gosteren cok sayida calisma mevcuttur (Roy 2016). Ayni zamanda bu
mekanizmalar, genlerin kromatin durumunu degistirerek transkripsiyonel ve
transkripsiyon sonrasi seviyelerde strese duyarli genlerin diizenlenmesinde 6nemli rollere

sahiplerdir.

Gecmisten giiniimiize kadar stres faktorleri altinda bitkilerde meydana gelen
epigenetik degisikliklerin analizinde mevcut olan bircok teknikle tespit edilebilmektedir.
[k ¢aligmalarda genellikle Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) yontemi
kullanilmigtir. Ardindan Enzimle Kesim-Rastgele Amplifikasyon (CRED-RA) teknigi
gelistirilmistir. Giinlimiizde ise birgok yeni yontem ile genomdaki metilsitozin seviyesi
veya metilasyon orani belirlenebilmektedir (Altunkaynak et al. 2016). CRED-RA teknigi,
genom metilasyon durumunu incelemek i¢in giiglii bir tekniktir ve Cai et al. (1996)
tarafindan gelistirilmistir. Bu teknikte 5'-CCGG-3’ dizisini taniyan restriksiyon enzimleri
(RE) (Mspl ve Hpall), kullanilmaktadir. Mspl ve Hpall enzimleri metil grubu sitozinde
bulundugunda DNA’dan keser, ancak metil grubu dis sitozinde bulunursa DNA’y1
parcalamazlar. Genellikle Hpall enzimi Mspl enziminden daha az aktiftir (Rai et al.
2018). CRED-RA sonucunda elde edilen DNA pargalart PCR temelli marker teknikleri
kullanilarak ¢ogaltilabilir.
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Retrotranspozonlar, biiyiik bitki genomlarinda yer alan sayica nispeten fazla olan
islevsel genlerden oldukca fazla bulunan, RNA’nin transkripsiyonu ve ardindan bu
RNA’nin ters transkripsiyonu, bunu takiben olusan cDNA’nin genomda yeni bir yere
eklenmesi ile olusan yer degistirebilen elementlerdir. Gelisim siire¢lerinde ¢ogu zaman
inaktif haldedirler fakat stres kosullarinda aktif halde bulunurlar. Bu elementler genomda
bulunduklar1 yerdeki genlerin ifadesini tamamen degistirebilme potansiyeline sahip olup
bitisigindeki gen veya genlerin ifadesini etkilerler. Ayrica, bu elementlerin epigenetik
diizenlenmeleri de yine ayn1 sekilde bitisigindeki gen/genleri etkilemektedir. Kodlanan
bolgelerde ya da yakinindaki bir bolgede yeni dizi eklenmeleri veya epigenetik
aktivasyonu gen ifadesini degistirmekte ve genomun hem yapisal hem de islevsel olarak
farklilagsmasina neden olmaktadir. Bu sebeplerden otiiri aym1 zamanda da
retrotranspozonlarin  bitki  gelisimi ve evriminde Onemli rollerinin oldugu

distintilmektedir (Vitte and Panaud 2005; Kashkush et al. 2003; Mansour 2007).

iPBS isaretciler genetik ¢esitlilik ve popiilasyon yapisinin belirlendigi
caligmalarda basaril1 bir sekilde kullanilmistir (Karik et al. 2019; Karagoz et al. 2020).
IPBS (inter priming binding sites), transpoz elementlerin LTR bolgesi dizi bilgisine gerek
duymanin ortaya ¢ikardig1 zorlugun tistesinden gelmek i¢in tasarlanmistir (Kalendar et
al. 2010). LTR transpozonlar1 tarafindan paylasilan bu boélgelerin arasinda kalan
intergenik DNA bolgelerini hedef alan primerler ile birbirine yakin iki PBS’nin (primer

baglanma bolgesi) PCR ile gogaltilmasi teknigidir.

Bitkiler dogal savunma mekanizmalari ile yliksek stres kosullarina kargi koruma
saglayamamaktadir. Bu nedenle giinlimiizde, bitki biyostimiilanlar1 stres altindaki
bitkilere ekzojen olarak uygulanip, stres toleransini iyilestirmektedirler (Khripach et al.
2000). Ozellikle ekzojen olarak uygulanan bitki biiyiime diizenleyicileri (BBD) bitkilerin
strese karsi savunma mekanizmasini yonetmektedir (Bashir et al. 2020). Son zamanlarda
stres ¢aligmalarinda BBD’lerden biri olan melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) (Sekil
5) uygulamalar1 sonucunda bitkinin strese karsi tolerans gosterdigi bildirilmistir.
Melatonin, kuraklik gibi olumsuz kosullar altinda biiyiiyen bitkilere stres toleransi da
saglayan bir biiylime diizenleyicisidir (Zhao et al. 2019). Melatonin diisiik molekiil
agirhigina sahip ve bu aktivitelerin bazilarini membran reseptdrleri, niikleer reseptorler ve

reseptorler araciligiyla yapmaktadir (Reppert 1997).
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Sekil.1.5. Melatonin’in genel yapisi (Anonymous 2023)

Posttranslasyonel seviyede gen ifadesi, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar bitkilerde strese bagli olarak meydana gelen epigenetik degisikliklerdir
ve bu degisiklikler ayn1 zamanda bitkilerin strese yanitlarini da etkilemektedir (Sahin
2014). Bitkilerde melatoninin ekzojen olarak kullanildigi ¢alismalarda, melatoninin
tohum ¢imlenmesi, fotosentez, meyve olgunlasmasi, membran biitiinligi,
osmoregiilasyon ve yaprak yaslanmasinda énemli roller oynadig1 ve antioksidan savunma
mekanizmasinda gorev alan genlerin ifadesini diizenleyerek bitkiyi strese karst korudugu
bilinmektedir (Hassan et al. 2022; Zeng et al. 2022). Bu ¢alismada kuraklik ve tuz stresi
kosullart altinda fasulye genotiplerine ekzojen olarak uygulanan melatoninin kok ve

yaprak dokularinda biyokimyasal ve epigenetik degisimlerinin izlenmesi amaglanmistir.
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Son 50 yilda artan diinya niifusu ve ekonominin siirekli gelismesiyle birlikte,
baslica iiriinlerin tarimsal verimliligi talebe uygun olarak giderek artmigtir (Simkin et al.
2019; Zhang et al. 2021). Bu art1s, agronomik yaklasimlarla klasik 1slahtaki gelismelerden
kaynaklanmistir. Ancak son yillarda birgok tilkede, bitkisel iirlin verimindeki artis yillara
gore duraksamaya ve hatta azalmaya baslamistir (Fischer and Edmeades 2010; Ray et al.
2013; Long et al. 2015; Zhang et al. 2021). Bu azalma, arastirmacilar tarafindan artan
kiiresel 1sinmayla birlikte, ortaya ¢ikan iklim degisikliklerinin bir sonucu olarak kabul
edilmektedir. Diger taraftan, Ma et al. (2020) gevresel streslerin (biyotik ve abiyotik)
tarimsal liretimde c¢ok biiyiik kayiplara neden oldugunu bildirmislerdir. Tuzluluk ve
kuraklik diinya genelinde bitkisel iiriin tiretimi ve verimliligini ciddi sekilde azaltan en

onemli iki abiyotik stres faktorleridir (Kaushal and Wani 2016; Singh et al. 2018).

Tuzluluk, tarim arazilerinin asir1 sulanmasi sonucunda tarimsal arazi yapisinin
bozulmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Tuzluluk genel olarak primer (kaya asinmasi ve siklik
tuzlar) ve sekonder (sulama, drenaj vb.) tuzluluk olarak ikiye ayrilmaktadir (Dogru vd
2020). Toprak tuzlulugu, tarih boyunca tarimin en énemli sorunlarindan biri olarak kabul
edilmektedir (Nandal and Hooda 2013). Diinyada ekili alanlarin yaklasik 1125 milyon ha
tuzlulukla miicadele etmektedir (Wicke et al. 2011). Sulanan her bes araziden biri
tuzluluktan etkilenmekte ve her yil 1,5 milyon ha tarim arazisi tarimsal iiretime
uygunlugunu kaybetmektedir. Toprakta asir1 tuz birikmesi bitkinin ihtiyaci olan suyu
kokleri ile alamamasina ve bunun sonucunda ozmotik ve iyon dengesinin bozulmasiyla
bitkilerde strese yol agmaktadir (Hussain et al. 2019). Ayn1 zamanda, toprakta artan tuz
miktarinin neden oldugu ozmotik stres, bitkinin kullandig1 su miktarin1 azaltarak ve
fizyolojik kurakligin olusmasina neden olmaktadir. Diger taraftan, iyon dengesinin
bozulmasi ile bitkide iyonik stres meydana getirmektedir. Iyonik stres ile ortamda artan
Na* ve CI iyonlari, bitkide hayati 6neme sahip Ca?', K* ve Mg?" gibi makro besin
elementlerinin alinmasini engelleyerek bitkide besin noksanligina yol ag¢maktadir
(Heidari and Jamshid 2010). Ozellikle Na* iyonlar1 hiicre igine girmek i¢in K* gecisini
engeller ve hiicre i¢inde K* iyonunun diisiisiine sebep olur. Bu durum stomalarin
kapanmasina, fotosentetik aktivitenin azalmasima, ROT’larin olusumuna yol acarak

programlanmis hiicre Sliimlerine sebep olmaktadir. Ayn1 zamanda hiicre biiylimesi ve
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genislemesine, hiicre zarmin yapisinin bozulmasina ve c¢imlenme, kok, silirgiin
uzunlugunun azalmasi gibi olumsuz fizyolojik etkilere neden olmaktadir (Yildiz et al.

2020).

Baklada yapilan bir ¢alismada (Abdel Latef et al. 2021), tuz stresi altinda mineral
homeostaz dengenin bozuldugu ve bunun sonucunda bitki gelisiminin yavasladigi
bildirilmistir. Yine bu arastirmada, Na*’nin siirglin, kok, govde gibi organlarda asiri
birikmesiyle Ca*?, K*, ve Mg*? igerigini azalttig1; Na* ve CI™ iyonlarinin hizli absorpsiyon

edilmesiyle birlikte, diger iyonlarda 6nemli bir diisiis oldugu vurgulanmaistir.

Fasulye gibi glikofit bitkiler tuz stresine karsi oldukca hassastir. Fasulye, yliksek
protein igerigine sahip temel bitkisel tirlindiir. Ayrica fasulye amino asit, demir, kalsiyum,
fosfor ve vitamin (B1, B2 vb.) minerallerince zengin oldugundan 6nemli bir yere sahiptir.
Diger taraftan icerdigi antioksidan igerigiyle kanser riskini azaltmakta ve bir¢ok

hastalikta tercih edilmektedir (Odabas1 2021).

Gama et al. (2007) tuzluluk stresinin bes fasulye cesidi iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin yaptiklar1 ¢alismada, c¢imlenmeden 3 hafta sonra farkh
konsantrasyonlarda (0, 50 ve 100 mM NaCl) tuz stresi uygulanmigtir. Calisma sonucunda
tuzlulugun yalnizca biyokiitle verimi ve bagil biiylime hizi iizerine, ayni zamanda
morfolojik parametreler {izerinde de olumsuz etkilerinin oldugunu bildirmislerdir. Yine
bu arastirmada, yiiksek tuz konsantrasyonunun, fotosentez, terleme hizi ve stoma

iletkenligini, yaprak ozmotik potansiyeli ve yaprak turgorunu azalttigin1 belirtmislerdir.

Tohum ¢imlenmesi, bitkinin gelisim fazindaki ilk 6nemli agamasidir. Tuzluluk
bitkinin ¢imlenmesini olumsuz yonde etkilemektedir (Bewley et al. 2012). Al-huraby and
Bafeel (2022) fasulye {izerine yaptiklari ¢alismada, NaCl’nin artan konsantrasyonlarinda
(0, 50, 100, 150 ve 200 mM) ¢imlenme oraninin azaldigini bildirmislerdir. Yine bu
calismada, yiliksek tuz konsantrasyonunun fotosentetik aktiviteyi simirladigi ve
fotosentetik pigmentlerin azaldigim1 rapor etmislerdir. Yapilan farkli bir ¢alismada
(Sitohy et al. 2020), fasulye, 1,3, 3,9 ve 7,8 dS m™! tuz konsantrasyonlarinda strese maruz
birakilmigtir. Caligmanin sonucunda fotosentetik pigment, temel besin maddeleri, yaprak

su tutma kapasitesi ve membran stabilite indeksi tizerine olumsuz etkileri tespit edilmistir.
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Bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi igin optimum su seviyesi mevcudiyeti gereklidir.
Toprak neminde azalma tane verimini ve kalitesini onemli Olciide etkilemektedir
(Elemike et al. 2019; Bal et al. 2021). Ote yandan, rizosferde optimumun altindaki su
mevcudiyeti, bitkilerin gelisimi {izerinde olumsuz etki meydana getirmekte ve bitkilerde
kuraklik stresine neden olmaktadir (Bal et al. 2021). Giderek artan kiiresel 1sinmayla bu
durum iyice artmaktadir. Kuraklik stresi diinya ¢apinda {iriin verimini etkileyen ciddi bir
abiyotik strestir (Seleiman et al. 2021). Li et al. (2018), kuraklik stresi altinda bitkilerin,
fide govdesi ve kok uzunluklarinin ve toplam kuru agirliklarinin azaldigini bildirmistir.
Ayni zamanda, siddetli kuraklik stresi hiicre membraninda hasara ve membran

biitlinliigiinlin bozulmasina yol agmaktadir.

Arteaga et al. (2020) yaptiklar1 calismada, 47 fasulye (P. vulgaris L.) genotipinde
kuraklik ve tuz stresinin bitki biiyiimesi lizerine etkilerini arastirmislardir. Calisma

sonucunda tuz ve kuraklik altinda genotiplerin biiyiimesinin azaldigini bildirmislerdir.

Genel olarak abiyotik stresler ilk olarak hiicre membranma etki etmektedir
(Mansour 2013). Tuzluluk ve kuraklik stresleri, hiicrelerde ROT iiretiminde artisa neden
olmaktadir. Hiicre icinde artan ROT’lar, membran lipidlerini ve proteinlerini
parcalayarak lipid peroksidasyonuna ve oksidatif hasara neden olmakta ve bunun
sonucunda da membran yapis1 bozulmaktadir. Rawat et al. (2021), kurakliga toleransl
bitki tiirlerinin, kuraklik stresinde membran stabilitesini, akiskanligini ve biitlinliiglinii
koruyabilmesine ragmen kurakliga hassas bitki tiirlerinde onemli seviyede membran
hasarinin meydana geldigini bildirmislerdir. Svetleva et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada,
20 farkli fasulye genotipinin kuraklik toleransini tespit etmek i¢in, biyokimyasal
aktivitelerini (malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit (H202) ve prolin) 6l¢gmiis ve bu
Ol¢iimler sonucunda MDA ve H202 seviyesi diisiik olan genotipleri toleranshi olarak

degerlendirmislerdir.

Bitkilerin biiylime, gelisme ve fotosentetik yeteneklerini engelleyen 6nemli
etkilerden biri de ROT ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengenin

bozulmasi ve hiicre membranina zarar veren ROT larin birikmesidir (Farooq et al. 2009).
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Nagesh Babu and Devaraj (2008), tuz stresi altinda fasulye fidelerinin
antioksidanlar ve antioksidan enzimler agisindan degerlendirilmistir. Calisma sonucunda
yiiksek tuz stresi altinda H202 miktarinin arttig1 glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz
(CAT) miktarmin degiskenlik gosterdigini rapor etmislerdir.

Saeidi-Sar et al. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, 200 mM NaCl ve 1 mM Askorbik
asitin (AsA) biiylime parametreleri, fotosentetik ve fotosentetik olmayan pigmentler,
potasyum igerigi, MDA ve H20:2 {izerine etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda
tek basma 200 mM NaCl uygulamasinda tiim biiylime parametrelerini, fotosentetik
pigmentleri, antioksidan icerigini azalttigi, MDA ve H202 igerigini ise arttirdigini
bildirmislerdir. Buna karsin, ASA uygulamasinin tek basina incelenen tiim parametreler
tizerinde iyilestirici etkisinin oldugunu, 6zellikle NaCl ile uygulamasinin, MDA ve H202
igerigini azalttigi ve NaCl’nin tek basina meydana getirdigi olumsuz etkilerini ortadan

kaldirdigini rapor etmislerdir.

Yine, yapilan farkli ¢alismada (Farhangi-Abriz and Torabian 2017), fasulyede
farkli konsantrasyonlarda (0, 6 ve 12 dS m™) NaCl ve biyokémiir (%10 ve %20 toplam
kap kiitlesi) uygulamalarinin fizyolojik (siirgin ve kok agirligi) ve biyokimyasal
parametreler (H202, 02", MDA, CAT, POD, APX ve SOD) iizerine etkisi incelenmistir.
Calisma sonucunda fasulyenin siirgiin ve kok kuru agirliklarinin her iki tuz
konsantrasyonunda azald181, azalmani 12 dS m™ NaCl uygulamasinda daha fazla oldugu
bulunmustur. Yine NaCl uygulamalarimin her iki konsantrasyonunda katalaz (CAT),
askorbat peroksidaz (APX), peroksidaz (POD), polifenol oksidaz (PPO) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitelerinin azaldigi, MDA, O2" ve H20:2 igeriginin azaldigi
belirlenmistir. Buna karsin NaCl ile biyokomiir uygulamalarinin MDA, O2" ve H202

icerini azalttig1, diger parametreleri arttirdig1 bildirilmistir.

Kul et al. (2021) fasulyede yaptiklart ¢alismada, 100 mM NaCl uygulamasinin
bliylimede, klorofil igeriginde ve yaprak su igeriginde dnemli bir azalmanin oldugunu,

H202, MDA, prolin ve sakkaroz i¢eriginde ise onemli bir artisin oldugunu bildirmislerdir.

Terzi et al. (2010) yaptiklar1 calismada, Gdyniik 98, ES 855 Sehirali 90,
Karacasehir 90 ve Yunus 90 fasulye (P. vulgaris L.) cesitlerine kurakliga dayanikli
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cesitleri belirlemek amaciyla kuralik stresine maruz birakarak, fizyolojik (yaprak su
igerigi, stoma iletkenligi, klorofil igerigi) ve biyokimyasal (H202, CAT, APX ve GPX)
siirecleri incelemislerdir. Calisma sonucunda hassas olarak belirlenen Karacasehir 90
cesidinde yaprak su igerigi, stoma iletkenligi ve klorofil igerigi azaldigini H202 igeriginin

arttigini tespit etmislerdir.

Yang et al. (2010), fasulyede hidroponik sistemde, PEG6000 (polietilen glikol)
uygulamasinin etkilerini incelemislerdir. Arastirma sonunda PEG6000 uygulamasinin

fasulyede ozmotik strese yol a¢tigini bildirmislerdir.

Sadeghipour et al. (2012), fasulyede g¢evresel streslere karsi bitki tepkilerini
modiile eden 6nemli sinyal molekiillerinden biri olan salisilik asidin (SA) ve kurakligin
lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim aktiviteleri ve prolin igerigi lizerindeki etkisini
degerlendirmek i¢in bir ¢alisma yapmislardir. Arastirmada, kurakligin kontrole gore
MDA igerigi, bazi antioksidan enzim aktivitesi (SOD, CAT, APX) ve prolin seviyesini
arttirarak membran lipit peroksidasyonuna yol ac¢tigini bildirmislerdir. Yine bu
calismada, kuraklikla birlikte 0,5 mM SA uygulamasinin MDA igerigini azaltmasi sonucu
lipid peroksidasyonunun azalmasi, antioksidan enzim aktivitelerinin (6zellikle SOD) ve
prolin seviyesinde daha fazla artis oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglar ile SA gibi
sinyal molekiillerinin uygun konsantrasyonlarinin stresin meydana getirdigi olumsuz

etkileri azaltacagi ya da ortadan kaldirabilecegini rapor etmislerdir.

Kurakliga toleranslar1 farkli olan iki soya fasulyesi (Glycine max (L.) Merr.) gesidi
izerine yapilan bir ¢alismada (Guler and Pehlivan 2016), ekzojen olarak H202’nin
kuraklik toleransini iyilestirmedeki rolii degerlendirilmistir. Calismada, kuraklik stresi
uygulandiktan sonra 1 mM H20z2 bitki yapraklarina piiskiirtme yolu ile uygulanmistir. Bu
aragtirmada, kurakligin yaprak su potansiyeli, bagil su icerigi ve fotosentetik pigment
verileri 6l¢iilmiistiir. Yine kurakligin 4. ve 7. giinlerinde yaprak ornekleri hasat edilmis
ve SOD, CAT, APX, GR, MDHAR, dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), H202 ve MDA
icerikleri 6lgtilmistiir. Calisma sonucunda kuraklik stresinin, yaprak su potansiyeli, bagil
su igerigi ve fotosentetik pigment icerigini azalttigi, ancak lipid peroksidasyonunu
(MDA) ve endojen H202 konsantrasyonunu artirdigini, buna karsin, ekzojen olarak

uygulanan H202’nin diisiik konsantrasyonunun, su durumunu, pigment igerigini ve lipid
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peroksidasyonunu iyilestirdigini tespit edilmistir. Bu c¢alisma sonucunda, H202’nin
antioksidan sistemi diizenleyerek abiyotik ve biyotik stres altindaki bitkilerde sinyal
molekiilii olarak iglev gordiigii rapor edilmistir. Keshavarz and Khodabin (2019),
fasulyede kuraklik stresinin lipid peroksidasyonunu (siiperoksit dismutaz, peroksidaz ve

katalaz) artirdigini bildirmislerdir.

Yapilan fakli ¢alismada (Yildiztugay et al. 2020), fasulyede (P. vulgaris) tuz (100
mM NaCl), polietilen glikol (PEG6000 (%10)) ve ekzojen olarak bir flavonoid olan
naringenin farkli konsantrasyonlart (0,1 mM ve 0,4 mM) uygulanmis, fizyolojik ve
biyokimyasal etkileri incelenmistir. Arastirmada hem NaCl hem de PEG6000’de ozmotik
potansiyel, klorofil fliioresansi1 (Fv / Fm) ve potansiyel fotokimyasal etkinlikte (Fv / Fo)
azalmaya neden oldugu, tuz ve kurakligin naringenin ile birlikte uygulanmasiyla bu
parametreleri tuz ve kurakligin tek uygulamalarinin aksine arttig1 bildirilmistir. Yine bu
calismada, naringenin tuz ve kuraklik tarafindan azaltilan kloroplastik SOD, POX APX
GR MDHAR ve DHAR aktivitelerini artirdig1 rapor edilmistir.

Bitkiler stres kosullarinda ¢evreye daha iyi uyum saglamak ve hayatta kalma
olasiligmi artirmak i¢in antioksidan savunma mekanizmalarinin yaninda, son yillarda
kesfedilen ve bitkinin dis streslere verdigi tepkileri diizenleyen epigenetik mekanizmaya
sahiptir (Sun et al. 2022). Epigenetik mekanizmalar, stres altindaki bitkilerde mahsuliin
tyilestirilmesi icin potansiyel bir bitki yetistirme araci olarak kullanilabilmektedir.
Abiyotik stresler bitkide epigenetik degisikliklere neden olabilmektedir. DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlari, gen ifadesindeki temel rolleri nedeniyle en ¢ok
bilinen epigenetik mekanizmalardir (Liu and He 2020; Gupta and Garg 2023). Akhter et
al. (2021), DNA metilasyonunun stres altindaki bitkilerde abiyotik strese yanit olarak gen
ifadesini modiile ederek, fenotipik degisiklikleri indiikleyebilen epigenetik varyasyon
icin birincil mekanizma oldugunu bildirmislerdir. Gupta and Garg (2023), tuz stresi
altinda hassas ve toleransli nohut genotiplerinde meydana gelen metilasyon oranlarini
arastirmiglardir. Caligma sonucunda hassas genotipte toleransh genotipe gore daha fazla
hipermetilasyonun meydana geldigini bildirmislerdir. Yine, yapilan farkli bir calismada
(Wang et al. 2011), kurakliga toleransli olarak yetistirilen ¢eltikte DNA metilasyon orani

arastirilmig, hiper metilasyonun olmadigi rapor edilmistir.
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Bitkilerin genom ¢apindaki metilasyon modelindeki degisiklikleri tespit etmek
icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (Fulnecek and Kovatik 2014). Bu yontemlerden
Cogaltilmig Parga Uzunlugu Polimorfizm (AFLP), Metilasyona Duyarli Amplifikasyon
Polimorfizm (MSAP) teknigi, sitozin metilasyonunu saptamak icin Yiiksek Performansli
Kapiller Elektroforez (HPCE) ve Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)
basariyla kullanilmaktadir (Renau-Morata et al. 2005; Smykal et al. 2007; Tiirkoglu et al.
2022).

Ayn1 zamanda, enzimle kesim-rastgele amplifikasyon (CRED-RA) ve
retrotranspozon temelli olan primerler arast baglanma bolgesi (iPBS) markorleri (CRED-
1PBS), bitkilerde metilasyon seviyesini Olgmek i¢in kullamilan bir diger tekniktir
(Hosseinpour et al. 2022). Diger taraftan, iPBS markoriiniin kullanimi, bitkilerin DNA
profilindeki degisiklikleri izlemek i¢in kolay ve hizli bir yontemdir (Nemli et al. 2015).
Jeydar et al. (2023), CRED-iPBS tekniginin, farkli bitki tiirlerinin metilasyon modellerini
belirlemek i¢in birgok ¢aligmada basartyla uygulandigini bildirmislerdir. Ayrica CRED-
RA teknigi bitki genomundaki sitozin metilasyonunun, tuzluluk, kuraklik, agir metal gibi

abiyotik streslerin neden oldugu toksisitenin belirlenmesinde basariyla kullanilmaktadir.

Hosseinpour et al. (2019), yaptiklar1 ¢alismada, ii¢ bugday ¢esidinde (Haymana
79, Kilgiksiz ve Bezostaja) farkli konsantrasyonlarinda Al toksisitesinde CRED-iPBS
teknigini kullanarak DNA metilasyonu seviyelerini incelemislerdir. Arastirma
sonucunda, en yliksek Al konsantrasyonunun DNA metilasyonuna neden oldugu

bildirmislerdir.

Hosseinpour et al. (2022), bugdayda (Triticum aestivum L.) tuz stresinde (250 mM
NaCl), fakli konsantrasyonlarda bakir (IT) oksit nanoparg¢aciklarin (CuO-NP) (0, 50 ve
100 mg/ L ve bitki biiyiimesini tesvik eden bakteri (PGPB) (bakteri yok, Bacillus subtilis,
Lactobacillus casei, Bacillus pumilus) uygulamalarinda polimorfizm oranini iPBS teknigi
ile ve ayrica sitozin metilasyonunu CRED-iPBS teknigi kullanarak arastirmislardir.
Caligsma sonucunda, 250 mM NaCl uygulamasinda polimorfizm oraninin olduk¢a yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin CuO-NP ve PGPB uygulamalarinin bu olumsuz
etkiyi azalttigini rapor etmislerdir. Ayrica CRED-iPBS sonuglarina gore, 250 mM NaCl
stresi ve CuO-NPs uygulamalar1 ile PGPB’lerde Mspl polimorfizm yiizdesinin Hpall
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polimorfizm ylizdesinden daha yiiksek oldugu ve tiim uygulamalarda DNA hipo-

metilasyonunun meydana geldigini bildirmislerdir.

Tiirkoglu et al. (2022) fasulyede yaptiklar1 ¢aligmada, farkli konsantrasyonlarda
(0, 10%, 10° ve 10 mM) memeli cinsiyet hormonlarinin (B-estradiol, Ostrojen,
progesteron ve testosteron) DNA metilasyonu iizerine etkisini degerlendirmek igin
CRED-iPBS teknigi kullanmisladir. Arastirmada, CRED-iPBS sonucunda 107* mM

Ostrojen hormonunun hipermetilasyona yol agtigini bildirmislerdir.

Bugdayin Karasu 90 ¢esidinde yapilan farkli bir ¢alismada (Arslan et al. 2019),
farkli konsantrasyonlarda kuraklik (-2, -4, -6 bar PEG6000) ve putresin (0,01, 0,1, 1 mM)
uygulamalarinin DNA metilasyonu iizerine etkilerini RAPD ve CRED-RA teknigi ile
incelemislerdir. Calismada, kuraklik stresinin DNA metilasyonuna neden oldugu, bunun

aksine putresin uygulamasinin DNA demetilasyonuna yol actigini rapor etmislerdir.

Aydin et al. (2020) yaptiklar1 ¢alismada, tuz stresine maruz birakilan bugdayda
(T. aestivum), B-estradioliin uygulanmasi ile DNA hasar seviyelerini ve DNA metilasyon
modelindeki degisiklikleri tanimlamak i¢cin RAPD ve CRED-RA yontemlerini
kullanmiglardir. RAPD ve CRED-RA c¢alismalar1 sonucunda tuz stresinin DNA
metilasyonunu artirdigi, buna karsin tuzluluk stresinin neden oldugu artan metilasyon
seviyesi, farkli konsantrasyonlarda [-estradiol ile muameleden sonra azaldigini

belirlemislerdir.

Fasulye iizerine yapilan bir calismada (Aydin et al. 2021), herbisit olarak farkl
konsantrasyonlarda (5, 10, 20 ve 40 mg/L) uygulanan 2,4-D (2,4-diklorofenosi asetik asit)
stresine karst humik asitin (HA) farkli konsantrasyonlarinin (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/L)
DNA hasar seviyeleri ve DNA metilasyon degisiklikleri iizerindeki etkileri RAPD ve
CRED-RA teknikleri kullanilarak arastirilmistir. Arastirmada RAPD ve CRED-RA
sonuglarina gore, 2,4-D’nin yliksek konsantrasyonlarinda yliksek DNA metilasyonunun
meydana geldigi, buna karsin HA nin artan konsantrasyonlarinda, 2,4-D uygulamalarinin

neden oldugu DNA metilasyon seviyesinde genel olarak bir azalma oldugu bildirilmistir.
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Gegmisten glinlimiize kadar yapilan birgok calisma abiyotik stresin bitkilerde
meydana getirdigi hasarin iyilestirilmesine yonelik biyolojik uyaricilarin kullanilmasina
odaklanmaktadir. Melatonin dogal bir biyo-uyarict madde olup, bitki biiylimesinin
uyarilmasinda onemli rol oynamaktadir. Son yillarda tuzluluk ve kuraklik stresinin
bitkilerde yikici etkisini azaltan umut verici bitki biiyiime diizenleyicisi olarak kabul
edilmektedir. Zulfigar et al. (2022), melatoninin tuz stresi atindaki bitkilerde, iyilestirici

etki gosterip bitki biiylimesi ve gelismesini olumlu yonde etkiledigini bildirmislerdir.

Cao et al. (2019) arastirmalarinda, soya fasulyesinde melatoninin kuraklik
toleransindaki roliinii arastirmislardir. Kurakligin H202 ve MDA igerigini artirarak lipid
peroksidasyonuna ve oksidatif hasara neden oldugunu, melatonin uygulamasiyla bu

hasarin olumsuz etkilerini iyilestirdigini kaydetmislerdir.

Yan et al. (2021) yaptiklar1 c¢alismada, celtikte tuz stresi ve melatonin
uygulamalarinin antioksidan kapasitesi lizerindeki etkisini incelenmislerdir. Arastirmada
tuz stresinde melatonin uygulamasindan sonra daha diisik ROT (H202, O2", OH")
birikiminin oldugunu ve antioksidan enzim aktivitesinde giiclii bir artis gosterdigini

bildirmislerdir.

ElSayed et al. (2021) yaptiklar1 ¢alismalarinda tuz stresi (200 mM NaCl) altinda
fasulyede ekzojen melatonin (150 uM) uygulamasinin fizyolojik, morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler parametreler {izerine etkilerini aragtirmislardir. Tuz stresinin
fotosentetik aktivitede (fotosistem II (PSII)), klorofil iceriginde azalmaya, ROT
igeriginde ise artmaya yol agtigini bildirmislerdir. Buna karsin ekzojen melatonin
uygulamasinin fotosentetik aktiviteyi iyilestirdigi ve antioksidan enzim aktivitelerini
artirarak oksidatif hasar1 azalttigin1 rapor etmislerdir. Yine bu arastirmada tuz stresi
uygulamasinda kontrole kiyasla SOD, APX GR, CAT, peroksiredoksin Q (PrxQ) ve 2-
sistein peroksiredoksin (2-Cys-Prx) kodlayan gen ifadelerinin arttigini, melatonin ile

birlikte bu genlerin daha yiiksek transkript seviyesine sahip oldugunu kaydetmislerdir.

Yine fasulyede yapilan farkli bir ¢aligmada (Alinia et al. 2022), melatonin ve
rhizobacterium (RS") uygulamalarinin tuzluluk toleransini artirmadaki olumlu etkileri

incelenmistir. Caligma sonucunda melatonin ve RS’nin, antioksidan enzim aktivitesini
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(SOD, POD, CAT ve APX) artirarak MDA igerigini azalttig1, klorofil a, b, karotenoid ve
fotosentetik aktiviteyi korudugu, bu bakimdan tuz stresinde artan ROT’larin meydana

getirdigi hasar azalttig1 kaydedilmistir.

Azizi et al. (2022) yaptiklari1 ¢alismalarinda melatoninin  farkl
konsantrasyonlarinin (0, 100 ve 200 uM), tuzluluk altinda (0, 100 ve 200 mM NaCl)
bliylime parametreleri tizerine ve antioksidan savunma sistemindeki roliinii
aragtirmiglardir. Tuzlulugun siirglin ve kok kuru agirhigini, fotosentetik aktiviteyi
azaltigl, MDA, H202, prolin ve buna bagli olarak antioksidan enzim aktivitesini
artirdigini bildirmislerdir. Tuzluluk altinda ekzojen melatonin uygulamasinin antioksidan
enzim aktivitesini artirdigi ve buna bagl olarak H202 ve MDA igerigini azaltarak

oksidatif hasar1 iyilestirdigi rapor edilmistir.

Baska bir ¢aligmada (Aygoren et al. 2022), fasulyede tuz ve kuraklik stresine kars1
uygulanan melatoninin SABATH genlerinin ifade seviyeleri iizerine etkileri in siliko
olarak incelemis ve karsilastirilmistir. Arastirma tuz stresine karst melatonin

uygulamasimin SABATH genlerin ifadesini etkiledigi bildirilmistir.

Yine fasulyede yapilan bir bagka calismada (Asan 2022) tuz stresi (0, 100 ve 200
mM NaCl) altinda Serra ve Elkoca 05 ¢esitlerinde melatonin (0, 100, 150 ve 200 uM)
uygulanmasimin morfolojik, fizyolojik ve molekiiler parametreler iizerine etkisi
arastirilmistir. Arastirma sonucunda her iki ¢esitte de bagil su igerigi, klorofil igerigi ve
mitotik indekste azaligsa neden oldugu; hiicre membrani hasarinda ise artisa neden oldugu
bildirilmistir. Stresin bitkide yol ag¢tigt bu olumsuz etkilerin ekzojen melatonin

uygulamasiyla azaldigi bildirilmistir.

Melatonin epigenetik siiregleri etkileyerek gen ifadesinin diizenlenmesinde
anahtar role sahiptir (Linowiecka et al. 2023). Shan et al. (2022), domateste 0,5 mM
melatonin uygulamasi1 sonucunda DNA metilasyon seviyeleri iizerine etkisini
incelemislerdir. Calisma sonucunda melatonin uygulamasiyla DNA metilasyon
seviyelerinde azalma oldugu ve bu azalma ile SIACS10, SIEIN3, SIERF-A1 ve SIERT10

genlerinin ifade seviyelerinin arttigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Calismada Elkoca 05 ve Serra cesitleri bitki materyali olarak kullanilmistir.
Cesitler Erzurum Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Boliimiinden temin edilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan cozeltiler ve kimyasal icerikleri

Sterilizasyon amaciyla kullanilan c¢ozeltiler

e Etil alkol (EtOH) %70’ lik
e Sodyum hipoklorit (NaOCl) %10’ luk
e Dietil pirokarbonat (DEPC) 0,1°lik

Bitki ¢cimlendirilmesi ve biiyiitillmesinde kullanilan kimyasal icerikleri

Calismada bitki ¢imlendirilmesi ve biiylitiilmesinde besin ¢ozeltisi olarak
Hoagland ve Arnon (1938) besin ortami kullanilmistir. Hoagland ve Arnon (1938)

¢ozeltisine ait kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Hoagland ve arnon (H2395) ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlari
(Hoagland and Arnon 1938).

Kimyasal Miktar (mg/l)
Ca (NOs), 656,4
NH;H2PO4 115,03
CuSO04 *5H20 0,08
Fez(C4H406)3 5,32
MgSO4 240,76
CuSO0O4 *5H20 0,08
ZnS0O4 *7H0 0,22
MoOs 0,016
H3BO:3 2,86
MgCl; «4H,0 1,81
KNO:s 606,6
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Stres ajam ve iyilestirici olarak kullamlan kimyasallar

e (ve 150 mM Sodyum kloriir (NaCl)
e %0 ve %20 PEG6000
e 0 ve 200 uM melatonin

Enzim aktivitesi 6l¢iimii amaciyla kullanilan ¢o6zelti ve kimyasallar

Enzim aktivitesi 6l¢iimii i¢in kullanilan ¢6zelti ve kimyasallar Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Enzim aktivitesi 6l¢timii amaciyla kullanilan kimyasallar

Kimyasallar

Nitro blue tetrazolium (NMT)
L-methionine

Guaiakol

Polivinilpirolidon

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)
L-askorbik asit

Potasyum fosfat monobasic
Potasyum iyodid

Potasyum fosfat dibasic (K2HPOa)
Sodyum fosfat dibasic anhydrous (NazHPOa)
Potasyum hidroksit

2-thiobarbiturik asit

Riboflavin

Hidrojen peroksit (H202)
Trikloroasetik asit

CRED-iPBS PCR ¢alismasinda kullanilan ¢ozelti ve kimyasallar

DNA izolasyonu, CRED, iPBS PCR ve jel elektroforez ¢alismalarinda kullanilan

cozelti ve kimyasallar Cizelge 3.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. DNA izolasyonu, CRED, iPBS PCR ve jel elektroforez calismalarinda
kullanilan ¢ozelti ve kimyasallar.

DNA izolasyonunda kullanilan c¢ozelti ve kimyasallar
0.5M EDTA PH=0,8

5 M NaCl

1M Tris-HCI

3 M Sodyum Asetat (PH=5,2)

DNA ekstraksiyon tamponu (CTAB)

10 M Amonyum Asetat

Kloroform: izoamil alkol

1X TE Buffer

10X TE Buffer

2-propanol (izopropanol)

Riboniikleaz (RNaz)

Proteinaz K

CRED icin kullanilan ¢ozelti ve kimyasallar
Hpall (NEB, R0171)

Mspl (NEB, R0106)

1X CutSmart® Buffer

iPBS PCR ¢alismasi icin kullamilan kimyasallar
MgC|2

Primer

dNTP

Tag DNA polimeraz

dH,O

Jel elektroforez icin kullanilan ¢ozelti ve kimyasallar
0,5X TBE tamponu

10X TBE tamponu

Agaroz

6x Loading buffer

Etidyum bromiir

iPBS ¢alismasinda kullanilan primerler

iPBS ¢alismasinda kullanilan primerler ve bu primerlere ait baglanma sicakligi ve

baz dizisi Cizelge 3.4’te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. IPBS calismasinda kullanilan primerleri, baglanma sicaklig1 ve baz dizisi

Primer Baz Dizisi 5'-3' Baglanma Sicakhigi (°C)
2400 CCCCTCCTTCTAGCGCCA 57,4
2075 CTCATGATGCCA 50,0
2083 CTTCTAGCGCCA 50,0
2415 CATCGTAGGTGGGCGCCA 50,0
2394 GAGCCTAGGCCA 51,3
2387 GCGCAATACCCA 50,0
2081 GCAACGGCGCCA 55,0
2395 TCCCCAGCGGAGTCGCCA 48,4
2226 CGGTGACCTTTGATACCA 50,0
2377 ACGAAGGGACCA 50,0
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3.2. Yontem

3.2.1. Arastirmada kullanmilan ¢ézeltilerin hazirlanmasi

Sterilizasyon islemi i¢cin kullanilan ¢ozeltiler

Sodyum hipoklorit (NaOCI) (%1): %5 NaOCI igeren ¢amasir suyundan (ticari
ACE® marka) 200 mL alinmis ve 1.000 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmustir.

EtOH (%70): Etanolden (%99,8) 700 mL alinarak, saf su yardimiyla 1.000 mL’ye

tamamlanmustir.

Tohum ¢imlendirme ve bitki biiyiitme besin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Ticari Hoaglang ve Arnon karisimindan (Sigma H2395-1L) 1,6 g alinarak 1 L saf

suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

3.2.2. Calismada kullanilan stres ajanlari ve iyilestirici kimyasallarin hazirlanisi

NaCl stok ¢ozeltisinin hazirlanisi

Calismada kullanilmak tizere 1 M NaCl (58,44 g/mol) stok soliisyonu
hazirlanmistir. Calismada hazirlanmis olan stok soliisyonundan kullanilacak olan NaCl

konsantrasyonlar1 i¢in alinan miktarlar Cizelge 3.5’te gdsterilmistir.

Cizelge 3.5. Stok ¢ozeltiden alinan NaCl miktarlart

Konsantrasyon (mM) 1MNaCl/1L
0 0
150 150 mL
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PEG6000 cozeltisinin hazirlams:

Calismada kuraklik stresi PEG6000 kullanilarak olusturulmustur. 1 L’lik %20°1lik
PEG6000 hazirlamak i¢in 200 g PEG6000 (Sigma, 1546580)’den aliip 800 mL saf suda

¢Ozdiiriilmiis ve 1.000 mL’ye yine saf su ile tamamlanmustir.

Melatonin (1mM) stok cozeltisinin hazirlanisi

1 mM melatonin (232,28 g/mol) 23,228 mg melatonin tartilarak 50 mL etanolde
¢Ozdiirtilmiis ve 100 mL’ye saf su ile tamamlanmistir. Calismada kullanilan melatonin

konsantrasyonu (0 ve 200 uM) stok ¢ozeltiden elde edilmistir.

3.2.3. Biyokimyasal analiz amaciyla Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmisi

Potasyum hidroksit (KOH) (0,2 M) ¢ozeltisi

11,22 g/l KOH tartilarak saf suda ¢ozdiiriilmiis ve son hacim 1000 mL’ye

tamamlanmistir.

Potasyum fosfat (KH2POg4) (0,1 M) cozeltisi

0,1 M potasyum fosfat (KH2PO4) ¢ozeltisi bitki orneklerinin 6giitiilmesinde
kullanilmaktadir ve bu ¢ozelti, 0,1 mM EDTA ve 1 M KH2POas, %0,3’liik PVP ve
icermektedir. 11k olarak 0,68 g KH2POs saf su yardimiyla ¢dzdiiriilmiis ve bu ¢ozeltinin
pH: 6,75’e KOH (0,2 M) ile ayarlanmistir. Ardindan karisima 0,014 g EDTA ve 0,15 g

PVP ilave edilerek tekrar ¢ozdiiriilmiis ve son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlanmaistir.

Trikloroasetikasit (TCA) (%5) cozeltisi

50 mL saf suda 5 g TCA ¢ozdiiriilerek, son hacim 100 mL’ye saf su ile

tamamlanmistir.
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Tiyobarbiitirik asit (TBA) (%0,5) + TCA (%20) ¢ozeltisi

20g TCA ve 0,5 g TBA 50 mL saf suda ¢ozdiiriilmiis ve hacim 100 mL’ye saf su

ile tamamlanmustir.

Riboflavin (100 pM) ¢ozeltisi

2 uM riboflavin ¢ozeltisi SOD enzim aktivitesi Ol¢limiinde kullanilmaktadir.
Riboflavinden 0,038 g tartilarak 1.000 mL olacak sekilde saf suda ¢ozdiriilmiis ve 151k

almayacak sekilde aliiminyum folyo ile kaplanarak +4°C’de muhafaza edilmistir.

Hidrojen peroksit (H20,) reaksiyon cozeltisi

H202 analizinde kullanilmak {izere ilk olarak 1 M potasyum iyodiir (KI) ve 10
mM KH2POs igeren ¢6zelti hazirlamistir. KH2PO4’den 0,0272 g tartilarak saf suda
¢Ozdiirtilmiis ve pH: 7,0’a KOH ile ayarlanmistir. Ardindan ¢ozeltiye KI’den 3,32 g

eklenerek ¢ozdiirliilmiis ve toplam hacim 10 mL’ye tamamlanmigtir.

Siiperoksit dismutaz (SOD) reaksiyon ¢ozeltisi

Bu reaksiyon ¢ozeltisi 50 mM K2HPO4, 13 mM L-Metiyonin, 75 uM NMT ve 0,1
mM EDTA igermektedir. ilk olarak K2HPO4’den 2,61 g tartilip, bir kisim saf suda
¢cozdiiriilmiis ve pH:7,8’e KOH (0,2 M) kullanilarak ayarlanmistir. Sonrasinda bu
soliisyona 0,018 g NMT, 0,0087 g EDTA ve 0,58 g L-metiyonin ilave edilerek son hacim
300 mL’ye saf su kullanilarak tamamlanmistir. Cozelti 151k almayacak sekilde aliiminyum

folyo ile kaplanarak +4°C’de muhafaza edilmistir.

Peroksidaz (POD) reaksiyon cozeltisi

Bu reaksiyon ¢ozeltisi 1 mM 0,014 EDTA, 0,1 M Na2HPOs, 6 mM gayakol, 4
mM H202, %0,3 PVP icermektedir. Bu c¢ozeltinin hazirlanmasi icin ilk olarak
Na2HPOs’den 0,89 g tartilmis ve bir miktar saf su ile ¢ozdiiriilerek, pH:5,5’e
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ayarlanmustir. Sirastyla 0,014 g EDTA ve 0,15 g PVP ¢ozelti i¢ine ilave edilmis ve toplam

hacim 50 mL’ye tamamlandiktan sonra +4°C’de saklanmustir.

Katalaz (CAT) reaksiyon cozeltisi

CAT enzim reaksiyon ¢ozeltisi, 100 mM KH2POs4 (pH=7.0) ve 10 mM H202
iceren ¢ozelti i¢in 6,8 g KH2PO4 ¢ozdiiriilerek pH=7.0’ye ayarlanmis, son hacmi 500

mL’ye tamamlanmistir.

3.2.4 CRED-iPBS ¢alismasinda kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanis

DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Calismada DNA izolasyonu asamasinda kullanilan tiim ¢ozeltilerin hazirlanist

asagida gosterilmistir.

Tris-HCI (1 M) (pH = 8,0) (1.000 mL)

700 mL saf suda 121,1 g Tris-base tartilarak ¢ozdiiriilmiis ve konsantre HCI

(%37,2-12,1 M)’den 42,0 mL eklenerek toplam hacim 1.000 mL’ye tamamlanmis ve

otoklavlanmaistir.

EDTA (0.5 M) (pH = 8,0) (1.000 mL)

136,1 g EDTA hassas terazide tartilarak bir miktar saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve
20,0 g NaOH bu ¢ozeltiye ilave edilmistir. Sonrasinda pH = 8,0’a ayarlanmis ve toplam

hacim 1.000 mL’ye tamamlanmis ve otoklavlanmustir.

NaCl (5 M) (500 mL)

NaCl’den 146,1 g tartilarak 450 mL saf suda ¢ozdiiriilerek toplam hacim 500

mL’ye tamamlanmis ve otoklavlanmuistir.
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TE Buffer (10X) (1.000 mL)

0,5 M EDTA’dan 20,0 mL 880 mL saf su i¢erisine eklenmis ve daha sonra 100
mL Tris-HCI (1 M) (pH = 8,0) eklenmis ve 1.000 mL’ye tamamlanmuistir.

TE Buffer (1X) (1.000 mL)

1X TE Buffer elde etmek i¢in 6nceden hazirlanan 10X TE Buffer’dan 100 mL
alinarak 1 L’lik siseye aktarilmis ve iizeri saf su yardimiyla 1.000 mL’ye tamamlanmaistir.

(1X TE Buffer DNA o6rneklerinin ¢ozdiiriilmesi asamasinda kullanilmistir).

Sodyum Asetat (3 M) (pH =5,2) (100 mL)

80 mL saf su iginde 40,8 g sodyum asetat (pH = 5,2) ¢ozdiiriilmiis ve 100 mL saf

su ile tamamlanistir. (pH ayarlamasi glasiyel asetik asit (GAA) yardimiyla saglamistir).

Amonyum Asetat (10 M)

Amonyum asetat’dan 77,0 g tartilarak 800 mL saf suda ¢ozdiiriilmiis ve 1.000

mL’ye tamamlanmstir.

DNA ekstraksiyon tamponu (50 mL)

1,0 g toz CTAB 20,0 mL saf suda manyetik karistirici iizerinde 1sitilarak
¢Ozdiiriilmiis ve iizerine 0,5 g sodyum bisiilfit (%0, 1 eklenerek ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan
¢ozeltiye 14 mL NaCl (5 M), 2,0 mL EDTA (0.5 M), 5,0 mL Tris-HCI (1 M), ve 0,1 mL
(%0,2) B-merkaptoetanol ilave edilmis son hacim 50 mL’ye saf su ile tamamlanarak su
banyosunda yaklasik 65°C’de 40 dk boyunca bekletilmistir.

Riboniikleaz (RNaz) (10 mg/ mL)

Riboniikleaz’dan 100 mg tartilip 10,0 mL saf su ile ¢ozdiirilmiistir.
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Proteinaz K (10 mg/ mL)

Proteinaz K’dan 100 mg tartilip 10,0 mL saf su ile ¢ozdiirtilmiistiir.

3.2.5. Jel elektroforez islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

10X TBE tamponu

Tris-base’den 108,0 g ve borik asit’den 55,0 g tartilarak bir miktar saf su ile
¢ozdiiriilmiis ve ¢ozelti tizerine 40,0 mL EDTA (0,5 M) eklenip toplam hacim 1.000

mL’ye saf su yardimiyla tamamlanmistir.

0,5X TBE tamponu

0,5X TBE tamponu elde etmek i¢in 6nceden hazirlanan 10X TBE’den 50,0 mL
alimarak siseye aktarilmis ve {izerine 950 mL saf su eklenerek 1.000 mL’ye

tamamlanmuistir.

3.2.6. Tohumlarin sterilizasyonu ve c¢imlendirilmesi, bitkilerin yetistirilmesi ve

kimyasal ajanlarin uygulanmasi

Tohumlar 5 dakika siireyle NaOCI (%1°lik)’de bekletilmis ve siire sonunda saf su
ile durulanarak yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Ardindan tohumlar ¢imlendirme i¢inde
amaciyla perlit bulunan saksilara 15’er adet gelecek sekilde ekilmis ve 16 saat 151k (200
umol/m?s?) § saat karanlik sartlarda 25+1°C°de 7 giin bekletilmistir. Kotiledon yapraklari
bliyliyilip yatay hale gelen ve ilk gergek yapraklari olusmaya baslayan fasulye fideleri
hidroponik sisteme aktarilmistir. Ardindan Hoaglang besin ¢6zeltisi hidroponik sistemde
kap igerisine uygulanmistir (Kaya ve Dasgan 2013). Ardindan fasulyenin 2. {i¢ yapraklar1
goriilene kadar biiyiitiilmistiir. Fideler tuz stresine maruz birakilmadan 24 saat once
melatoninin farkli konsantrasyonlar1 (0 ve 200 uM) yapraktan homojen olacak sekilde
uygulanmistir. 24 saat sonunda sonra farkli konsantrasyonlarda NaCl (0 ve 150 mM)

iceren Hoaglang ¢o6zeltisi hidroponik sisteme aktarilmis ve ayni kiiltiir sartlarinda 7 giin
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boyunca (Stoeva and Kaymakanova 2008) tuz stresine birakilmistir. Diger taraftan farkli
bir uygulama olan kuraklik stresi olusturmak i¢in yine 24 saat nce melatonin uygulanmis
fasulye fidelerine farkli konsantrasyonlarda PEG6000 (%0 ve %Z20) iceren Hoaglang
¢ozeltisi hidroponik sisteme aktarilmis ve ayni kiiltlir sartlarinda 24 saatlik siireyle
kuraklik stresine birakilmistir. Calismada oksijen kaynagi saglamak igin hava pompa
sisteminden yararlanilmistir. Ayn1 zamanda kokleri 1siktan korumak amaciyla kullanilan
kaplar aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Arastirma tam sansa bagli deneme planina gore
3 tekerriirlii ve her tekerriirde 5 bitki olacak sekilde kurulmus olup, uygulama sonunda
bitkilerde asagida ayrintili olarak verilen biyokimyasal ve molekiiler incelemeler
yapilmistir. Calismada CRED-1PBS calismasinda kullanilan 6rneklere ait siralar Cizelge

3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.6. Calismada kullanilan 6rneklerin jel yiikleme sirasi

Ornek no | Cesit Doku tipi | Uygulama Kesilen enzim
1 Serra Kok 0 mM NaCl/ 0 uM MEL
1H Serra Kok 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Hpall
1M Serra Kok 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Mspl
2 Serra Kok 0 mM NaCl/ 200 uM MEL
2H Serra Kok 0 mM NaCl/ 200 uM MEL | Hpall
2M Serra Kok 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Mspl
3 Serra Kok 150 mM NaCl/ 200 uM
MEL
3H Serra Kok 150 mM NaCl/ 200 uM | Hpall
MEL
3M Serra Kok 150 mM NaCl/ 200 uM | Mspl
MEL
4 Serra Kok 150 mM NaCl/ 0 uM MEL
4H Serra Kok 150 mM NaCl/ 0 uM MEL | Hpall
4M Serra Kok 150 mM NaCl/ 0 uM MEL | Mspl
5 Elkoca 05 | Kok 0 mM NaCl/ 0 uM MEL
5H Elkoca 05 | Kok 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Hpall
5M Elkoca 05 | Kok 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Mspl
6 Elkoca 05 | Kok 0 mM NaCl/ 200 uM MEL
6H Elkoca 05 | Kok 0 mM NaCl/ 200 uM MEL | Hpall
6M Elkoca 05 | Kok 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Mspl
7 Elkoca 05 | Kok 150 mM NaCl/ 200 pM
MEL
7H Elkoca 05 | Kok 150 mM NaCl/ 200 pM | Hpall
MEL
™ Elkoca 05 | Kok 150 mM NaCl/ 200 puM | Mspl
MEL
8 Elkoca 05 | Kok 150 mM NaCl/ 0 pM MEL
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Cizelge 3.6. (devam)

8H Elkoca 05 | Kok 150 mM NaCl/ 0 uM MEL | Hpall
8M Elkoca 05 | Kok 150 mM NaCl/ 0 uM MEL | Mspl
9 Serra Kok %0 PEG/ 0 uM MEL
9H Serra Kok %0 PEG/ 0 uM MEL Hpall
oM Serra Kok %0 PEG/ 0 uM MEL Mspl
10 Serra Kok %0 PEG/ 200 uM MEL
10H Serra Kok %0 PEG/ 200 uM MEL Hpall
10M Serra Kok %0 PEG/ 200 uM MEL Mspl
11 Serra Kok %20 PEG/ 0 uM MEL
11H Serra Kok %20 PEG/ 0 uM MEL Hpall
11M Serra Kok %20 PEG/ 0 uM MEL Mspl
12 Serra Kok %20 PEG/ 200 uM MEL
12H Serra Kok %20 PEG/ 200 uM MEL Hpall
12M Serra Kok %20 PEG/ 200 uM MEL Mspl
13 Elkoca 05 | Kok %0 PEG/ 0 uM MEL
13H Elkoca 05 | Kok %0 PEG/ 0 uM MEL Hpall
13M Elkoca 05 | Kok %0 PEG/ 0 uM MEL Mspl
14 Elkoca 05 | Kok %0 PEG/ 200 uM MEL
14H Elkoca 05 | Kok %0 PEG/ 200 uM MEL Hpall
14M Elkoca 05 | Kok %0 PEG/ 200 uM MEL Mspl
15 Elkoca 05 | Kok %20 PEG/ 0 uM MEL
15H Elkoca 05 | Kok %20 PEG/ 0 uM MEL Hpall
15M Elkoca 05 | Kok %20 PEG/ 0 uM MEL Mspl
16 Elkoca 05 | Kok %20 PEG/ 200 uM MEL
16H Elkoca 05 | Kok %20 PEG/ 200 uM MEL Hpall
16M Elkoca 05 | Kok %20 PEG/ 200 uM MEL Mspl
17 Serra Yaprak 0 mM NaCl/ 0 uM MEL
17H Serra Yaprak 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Hpall
17M Serra Yaprak 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Mspl
18 Serra Yaprak 0 mM NaCl/ 200 uM MEL
18H Serra Yaprak 0 mM NaCl/ 200 uM MEL | Hpall
18M Serra Yaprak 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Mspl
19 Serra Yaprak 150 mM NaCl/ 200 uM
MEL
19H Serra Yaprak 150 mM NaCl/ 200 uM | Hpall
MEL
19M Serra Yaprak 150 mM NaCl/ 200 uM | Mspl
MEL
20 Serra Yaprak 150 mM NaCl/ 0 uM MEL
20H Serra Yaprak 150 mM NaCl/ 0 uM MEL | Hpall
20M Serra Yaprak 150 mM NaCl/ 0 uM MEL | Mspl
21 Elkoca 05 | Yaprak 0 mM NaCl/ 0 uM MEL
21H Elkoca 05 | Yaprak 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Hpall
21M Elkoca 05 | Yaprak 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Mspl
22 Elkoca 05 | Yaprak 0 mM NaCl/ 200 uM MEL
22H Elkoca 05 | Yaprak 0 mM NaCl/ 200 uM MEL | Hpall
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Cizelge 3.6. (devam)

22M Elkoca 05 | Yaprak 0 mM NaCl/ 0 uM MEL Mspl
23 Elkoca 05 | Yaprak 150 mM NaCl/' 200 puM
MEL
23H Elkoca 05 | Yaprak 150 mM NaCl/ 200 uM | Hpall
MEL
23M Elkoca 05 | Yaprak 150 mM NaCl/ 200 uM | Mspl
MEL
24 Elkoca 05 | Yaprak 150 mM NaCl/ 0 uM MEL
24H Elkoca 05 | Yaprak 150 mM NaCl/ 0 uM MEL | Hpall
24M Elkoca 05 | Yaprak 150 mM NaCl/ 0 uM MEL | Mspl
25 Serra Yaprak %0 PEG/ 0 uM MEL
25H Serra Yaprak %0 PEG/ 0 uM MEL Hpall
25M Serra Yaprak %0 PEG/ 0 uM MEL Mspl
26 Serra Yaprak %0 PEG/ 200 uM MEL
26H Serra Yaprak %0 PEG/ 200 uM MEL Hpall
26M Serra Yaprak %0 PEG/ 200 uM MEL Mspl
27 Serra Yaprak %20 PEG/ 0 uM MEL
27H Serra Yaprak %20 PEG/ 0 uM MEL Hpall
27TM Serra Yaprak %20 PEG/ 0 uM MEL Mspl
28 Serra Yaprak %20 PEG/ 200 uM MEL
28H Serra Yaprak %20 PEG/ 200 uM MEL Hpall
28M Serra Yaprak %20 PEG/ 200 uM MEL Mspl
29 Elkoca 05 | Yaprak %0 PEG/ 0 uM MEL
29H Elkoca 05 | Yaprak %0 PEG/ 0 uM MEL Hpall
29M Elkoca 05 | Yaprak %0 PEG/ 0 uM MEL Mspl
30 Elkoca 05 | Yaprak %0 PEG/ 200 uM MEL
30H Elkoca 05 | Yaprak %0 PEG/ 200 uM MEL Hpall
30M Elkoca 05 | Yaprak %0 PEG/ 200 uM MEL Mspl
31 Elkoca 05 | Yaprak %20 PEG/ 0 uM MEL
31H Elkoca 05 | Yaprak %20 PEG/ 0 uM MEL Hpall
31M Elkoca 05 | Yaprak %20 PEG/ 0 uM MEL Mspl
32 Elkoca 05 | Yaprak %20 PEG/ 200 uM MEL
32H Elkoca 05 | Yaprak %20 PEG/ 200 uM MEL Hpall
32M Elkoca 05 | Yaprak %20 PEG/ 200 uM MEL Mspl

3.3. Arastirmada incelenen konular

3.3.1. Biyokimyasal analizler

Malondialdehid (MDA, Lipid peroksidasyon) 6l¢iimii

MDA 6lgiimii i¢in her tekerriirden toplam 0,2 g bitki 6rnegi alinarak soguk havan

icinde siv1 azot ile 6giitiilmiis ve ardindan 2 mL TCA (%0,1) kullanilarak homojenize
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edilmistir. Daha sonra homojenize edilen 6rnekler yeni 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplere
alinarak 4°C 15.000 rpm’de 15 dk siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiiplere
1 mL olacak sekilde TCA (%20) igeren TBA (%0,5) c¢ozeltisi ilave edilmis ve 6rnekler
1-2 dk siireyle oda sicakliginda ve siire bu sonunda 10 dk soguk su i¢inde sogutularak
yeni 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplere aktarilmistir. Orneklerin sirastyla 450, 532 ve 600
nm olan dalga boylarinda 6l¢iilerek absorbans degerleri elde edilmistir. Bu asamada blank

olarak TBA (%5) + TCA (%20) ¢ozeltisi kullanilmistir (Shams 2019).

Hidrojen peroksit (H202) degerinin dl¢iimii

H202 6l¢limii icin her tekerriirden toplam 0,2 g bitki 6rnegi alinarak soguk havan
icinde sivi azot ile 6giitiilmiis ve ardindan 2 mL TCA (%5) ¢ozeltisi ile homojenize
edilmistir. Daha sonra homojenize edilen 6rnekler yeni 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplere
aliarak 4°C 15.000 rpm’de 15 dk siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda {ist faz
yeni 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplere aktarilarak +4°C’de birka¢ dk bekletilmistir. Daha
sonra plate kuyularina 150 uL H202 ve 50 pL siipernatant eklenmistir. Blank olarak
hazirlanan H202 ¢oézeltilerinin 290, 580, 870 uM olan farkli konsantrasyonlar1 3 tekrar
halinde plate 200 uL yiiklenmis ve 390 nm’de absorbans degeri elde edilmistir (Shams
2019).

SOD, POD ve CAT antioksidan enzimlerinin ekstraksiyonu

SOD, POD, CAT analizinde 0,1 M KH2PO4 tampon olarak kullanilmustir. 0,2 g
bitki 6rneklerinden alinarak sivi azot yardimiyla havan iginde dgiitiilmiistiir. Ogiitiilen
orneklerin her birine 2 mL olacak sekilde homojenat tamponu eklenip homojenize
edilmistir. Ardindan 4°C 15.000 rpm’de 15 dk siireyle santrifiij edilmistir. Bu islem
sonunda elde edilen ekstraktlardan SOD, POD ve CAT aktiviteleri belirlenmistir (Shams
2019).

SOD enzim aktivitesinin belirlenmesi

Calismada SOD enzim aktivitesini belirlemek igin 100 uM riboflavin ve reaksiyon

cozeltileri kullanilmistir. Plate kuyularina ilk olarak 20 puL 6rnek ardindan, 170 L. SOD
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reaksiyon ¢ozeltisi, en son 10 uL riboflavin yiiklenmistir. Bu asamada 10 pL riboflavin
ve 190 uL SOD reaksiyon ¢ozeltisi blank olarak yiiklenmistir. Hazirlanan plate 10 dk
siireyle dakika 40 W beyaz 1s18a (fluoresan lamba kaynagi) maruz birakilmistir. Bu siire
sonunda belli dalga boyunda (560 nm) absorbans degerleri elde edilmistir. Bu dalga
boyunda elde edilen enzim degerleri, 1 enzim tnitesi olarak degerlendirilmis ve enzim

tinitesi (U/g) olarak hesaplanmistir (Shams 2019).

POD enziminin aktivitesinin belirlenmesi

POD analizinde ilk olarak 0,1 M NazHPOus ¢ozeltisine 30 uL gayakol ve 21 puL
H202 (%35) eklenmis ve 470 nm’de absorbans degeri 1 dk siireyle 15 sn aralikli olacak
sekilde Ol¢iilmiistiir. Daha sonra onceden hazirlanmis olan 145 pL POD reaksiyon
coOzeltisi ve 5 uL ornek palete 3 tekerriirlii yiiklenmis ve 6l¢lilmiistiir. Elde edilen enzim
degerleri, 1 enzim {initesi olarak degerlendirilmis ve enzim {initesi (U/g) olarak

hesaplanmistir (Shams 2019).

Biyokimyasal parametrelere ait olan verilerin analizi

Biyokimyasal parametrelere ait veriler tam sansa bagli deneme planina gore 2
(genotip) x 2 (stres siddeti) x 2 (melatonin konsantrasyonu) faktoriyel diizende varyans
analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farkliliklar %5 6nem seviyesinde Tukey
testi ile belirlenmistir. Istatistik analizler Minitab (Minitab Inc., v19, USA) programi ile
yapilmistir.

3.3.2. CRED-iPBS PCR analizleri

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in asagidaki basamaklar sirastyla uygulanmistir;
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e Uygulamadan sonra elde edilen bitki 6rneklerinden 0,3 g porselen havan i¢inde
siv1 azot ile toz haline gelinceye kadar o6giitiilmiis ve steril 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tiiplere alinmistir.

e Ardindan, ¢alismadan 6nce hazirlanmis olan DNA ekstraksiyon tamponundan
(su banyosunda (65°C’de) bekletilmis) her bir 6rnege 1 mL eklenerek drnekler
65°C’de su banyosunda 1 saat inkiibasyona birakilmistir (her 10 dk bir alt {ist
edilmistir).

e Siire sonunda tiipler oda sicakligina alinarak 10 dk siireyle bekletilmistir.
Ardindan her bir tiipe 750 pL kloroform izoamil alkol eklenmis 15 dakika
stireyle yavasea alt tist edilmis ve 24°C’de 14.000 rpm’de ve 20 dakika siireyle
santrifiijlenmistir.

e Daha sonra olusan {ist faz steril yeni bir 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmis ve tizerine tekrardan kloroform izoamil alkol’den 750 pL eklenerek
4°C’de 14.000 rpm’de ve 20 dakika siireyle santrifiijlenmistir.

¢ Yine santrifiij sonunda {ist faz yeni tiipe alinarak iizerine, 8 uL proteinaz K ve
5 uL RNaz eklenerek 45 dakika siireyle 37°C’de bekletilmistir. Siire sonunda
her tiipe 100 uL sodyum asetat ve 100 uL amonyum asetat, 750 izopropanol
uL eklenerek 4°C’de 14.000 rpm’de ve 20 dakika siireyle santrifiije tabi
tutulmustur.

e Santriflij isleminden sonra iist kisim uzaklastirllmis ve 37°C’de 15 dakika
boyunca kurumaya birakilmis ve siire sonunda kurutulduktan 100 uL 1x TE
tamponu eklenerek ¢cozdiiriilmiistiir.

e DNA o6rnekleri kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

e DNA’larin konsantrasyonu nanodrop spektrofotometre de Azeozso dalga

boylarinda absorbans degerleri belirlenmis ve Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Orneklerden elde edilen DNA’larin nanodrop spektrofotometre dlgiimleri

Ornek No Konsantrasyon ng/ uL

1411
126,1
62,05
56,55
99,05
180,6
142,6

N|/oOo|o|b~WIN| -
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Cizelge 3.7. (devam)

8 104,9
9 63,93
10 102,3
11 92,15
12 63,67
13 152,8
14 93,58
15 68,92
16 67,48
17 170,1
18 122,6
19 153,9
20 182,7
21 106,6
22 105,6
23 136,4
24 122,5
25 96,63
26 122,8
27 58,15
28 70,38
29 188,1
30 88,93
31 79,48
32 43,15

3.4. CRED-iPBS yonteminin uygulanmasi

CRED-RA yontemi ile metilasyonun belirlenmesinde Hpall (R0171S) ve Mspl
(RO106S) kesim enzimleri kullanilmistir. 43 pL steril saf su, 5 uL RE 10X NEBuffer,
1uL DNA (1pg/uL), 0,5 ul Mspl ve 0,5uLlL Hpall restriksiyon enzimleri 1,5 mL tiiplere
eklenerek 37°C’de 15 dk siireyle inkiibe edilmis ve bu siire sonunda enzim aktivitesi

devam etmemesi i¢in 80°C’de 20 dk bekletilmistir.
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3.4.1. CRED-iPBS PCR Analizi

CRED-1PBS calismasinda kullanilan primerler ve bu primerlere ait baglanma
sicaklig1 ve baz dizisi Cizelge 3.8’de gosterilmistir. CRED-iPBS analizi, Mspl ve Hpall
enzimleriyle kesilen DNA o6rnekleri kullanilarak Cizelge 3.8’te gosterildigi gibi PCR

1slemi gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.8. PCR bilesenleri, miktarlar1 ve PCR sartlar1

PCR bileseni Miktar
Taq DNA Master Mix (2X) : 8,0 ul
Primer (10 uM/uL) : 1,0 ul
Ultra Saf Su : 5,0 ul
Kalip DNA (10 ng/uL) X 1,0 ul
Toplam : 15 nl
PCR Sartlan

On Ayrisma : 95 °C 5 dk.
Ayrisma : 94 °C 1dk
Baglanma X 54-63 °C 1dk 40 Dongii
Uzama : 72 °C 1 dk.
Final Uzama : 72 °C 10 dk.
Bekletme : +4 °C )

3.4.2. Elektroforez islemi

150 mL 1X TBE igeren erlene 1,5 g agaroz eklenmis mikrodalgada 4 dakika
boyunca ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 5 pl EtBr (etidyum bromiir) eklenerek karistirilmis
ve Onceden hazirlanan jel tankina dokiilmiistiir. Jelin donmasinin ardindan elde edilen
PCR firiinlerinden 10 upl alinarak 3 pl yiikleme tamponu karistirilip kuyucuklara
yiiklenmistir. Tk kuyucuga DNA ladder 70 voltta 1,5 saat siireyle yiiriitiilmiistiir.

3.4.3. Verilerin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizi

PCR iiriinlerinin incelenmesi ve degerlendirilmesi her bir uygulamada her primer
icin bant varligi (1) ve yoklugu (0) seklinde nitelendirilmistir. Olusan bantlara gore
primerlerin baglanip baglanmadig: belirlenmistir. Jel goriintiisiinde bant varlig1 primerin
hibridize olup incelenen uygulamada bulundugunun bir gostergesi olarak kabul
edilmistir. Elde edilen jel goriintiilerinin bant profillerinin nitelendirilmesi i¢cin TotalLab

TL120 programindan faydalanmilmistir. Her bir deney grubu i¢in ortalamalar
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hesaplanmistir. Bu degerlerdeki her bir parametre ve degisimlerin hassasiyetini
karsilastirmak i¢in, kontrollerinin yilizdesi olarak hesaplanmistir. DNA metilasyon
smiflar1 Zhang et al. (2016)’ya gore degerlendirilmistir. Siniflarin  gosterimi ve
metilasyon durumlart Cizelge 3.9’da verilmistir. Tim metilasyon (FMO) (%), yari
metilasyon (HMO) (%) ve toplam metilasyon (TMO) (%) oranlar1 Orhan et al. (2020)’ye

gore degerlendirilmistir.

Cizelge 3.9. Hpall ve Mspl enzimlerinin kesim durumunu géstermektedir. 0: bant yok,
1: bant mevcut demektir. Alt1 ¢izili sitozin metillenmistir (Zhang et al.

2016).
Tipler Metilasyon Restriksiyon enzimlerinin kesme durumlari
durumlar Hpall Mspl Hpall Mspl
CCGG CCGG : .
Sinif 1 GGCC GGCC Aktif Aktif 0 0
CCGG . , 4
Sinif 2 GGCC Aktif Inaktif 0 1
CCGG . : 4
Sinif 3 GGCC Inaktif Aktif 1 0
CCGG : . . ,
Simif 4 GGCC Inaktif Inaktif 1 1
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu calismada Elkoca 05 ve Serra ¢esitlerinde tuz (0 ve 150 mM NaCl) ve kuraklik
(%0 ve %20 PEG6000) stresleri altinda piiskiirtme yontemiyle ekzojen olarak uygulanan
melatoninin (0 ve 200 uM) iyilestirici etkisinin kok ve yaprak dokularinda biyokimyasal

ve epigenetik degisimleri incelenmistir. Elde edilen veriler asagida sunulustur.

4.1. Biyokimyasal Analizler

Abiyotik stresler genel olarak ROTlarm (02", 102, OH" ve H202) iiretimini artirip
hiicre yapisin1 bozmaktadir (Caverzan et al. 2012). Artan ROT iiretimi hiicrede niikleik
asitlere, proteinlere, membran lipidlerine ve hidrolitik enzimlere zarar vererek biiyiik
hasara yol agmaktadir (Bistgani et al. 2017). Meydana gelen bu hasar sonucunda,
membran lipitlerinin oksitlenmis tiiri olan MDA iiretilmektedir. Bu nedenle MDA
miktarindaki artis lipit peroksidasyonu ve buna bagli olarak hiicre membran hasarinin
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Godoy 2021). Arastirmamizda tuz stresi altinda
MDA miktarina ait varyans analizi Cizelge 4.1°de verilmistir. Ilgili ¢izelge incelediginde
MDA miktarina genotip, tuz stresi ve melatonin konsantrasyonlarinin ana etkilerinin
onemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Genotipin ana etkisi degerlendirildiginde MDA
miktar1 Elkoca 05 genotipinde 1,415 pmol/g, Serra genotipinde 2,244 pumol/g olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Melatonin uygulamasinin ana etkisine bakildiginda
konsantrasyon artisina bagli olarak MDA miktar1 azalmistir. Tuz stresinin ana etkisine

bakildiginda ise konsantrasyon artigina bagli olarak MDA miktar1 artmistir.

Arastirmada, genotiplerin MDA igerigi NaCl konsantrasyonu artigina bagl artmis
ancak bu artig Serra genotipinde daha belirgin olmus ve bu durum GxN interaksiyonunun
onemli (p<0,01) olmasina neden olmustur. Her iki genotipte de melatonin uygulamasina
bagli olarak azalmis ancak bu azalisin genotiplere gore farklilik gostermesi GxM
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.1). Diger
taraftan, MDA miktar1 tizerine tuz stresinin etkisi melatoninin konsantrasyonuna baglh
olarak degisim gostermis ve NxM interaksiyonun énemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir.

0 mM NaCl uygulamasinda melatonin uygulamasi MDA miktarinda artisa neden olurken,
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150 mM NaCl’de azalisa neden olmus ve NxM interaksiyonu 6nemli (p<0,01) oldugu

tespit edilmistir.

Genotiplerin MDA miktar1 tuz stresi ve melatonin konsantrasyonuna gore degisim
gostermesi GxNxM Ti¢lii interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur
(Cizelge 4.1). Her iki genotipte en yiiksek MDA miktar1 150 mM NaCl+0 pM melatonin
uygulamasinda elde edilmistir. Bu uygulamalarda MDA miktar1 Elkoca 05 genotipinde
3,557 umol/g, Serra genotipinde ise 4,700 umol/g oldugu belirlenmistir. Farhangi-Abriz
and Torabian (2017) ayni bitkide tuz stresinde MDA igeriginin farkli tuz

konsantrasyonlarinda arttigini tespit etmislerdir.

Cizelge 4.1. Tuz stresi altinda MDA miktarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 41226 1.453,09 0,000

NaCl (N) 1 57,5153 20.272,54 0,000
Melatonin (M) 1 31314 1103,74 0,000

GxN 1 27571 971,78 0,000

GxM 1 01352 47,64 0,000

NxM 13,6423 1.283,80 0,000
GxXxNxM 1 0,2733 96,32 0,000

Hata 16 0,0028

Toplam 23

Tuz stresi altinda H202 miktarina ait varyans analizi Cizelge 4.3’te verilmistir.
llgili ¢izelge incelediginde H20» miktarina genotipin, tuz stresinin ve melatonin
konsantrasyonlarinin ana etkilerinin énemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Genotipin
ana etkisi degerlendirildiginde H202 miktar1 Elkoca 05 genotipinde 3.717,69 pumol/g,
Serra genotipinde 2.010,10 pmol/g olarak belirlenmistir. Genotiplerin ortalamasina gore
tuz stresinin ve melatoninin ana etkileri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde konsantrasyon

artigina paralel olarak H202 miktar1 azalmistir.
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Cizelge 4.2. NaCl ve melatonin uygulamalarina gore genotiplerin MDA, H202, SOD,

POD ve CAT miktarlari®.

(mM)  (mM) TA) Ty  (UGTA) (UGTA) (UG TA)
Elkoca 0 0 0,146F 4,190,485 84,008 20,4297 0,01798
05 200 0,266PF 2,907,968 89,3237 18,285¢ 0,0085P
150 0 3,5578 6.895,37A  79,111F 82,1718 0,0069¢
E 200 1,692¢ 876,97¢  80,897°F  53,606° 0,01858
E Serra 0 0 0,361° 957,50" 87,0558 22,881F 0,0140¢
© 200 0,354° 879,81¢  88,119%®  23585F 0,03844
150 0 4,700  3.143,72¢ 82,548°P 55,934 0,0025F
200 3,5628 3.059,39°  82,874¢ 89,9004 0,0094P
Elkoca 0 0,206° 3.549,22% 86,666 19,357° 0,01328
G x 05 150 4 2,6258 3.886,174  80,004¢ 67,8888 0,01278
N Serra 0 0,357¢ 918,65° 87,5874 23,233¢ 0,02624
150 ) 4,131~  3.101,55¢ 82,7118 72,9177 0,0059¢
Elkoca 0 1,852¢ 5.542,92A 81,5608 51,3008 0,0124¢
G x 05 ) 200 0,979° 1.892,46° 85,1104 35,945P 0,01358
M Serra 0 2,531  2.050,618 84,8017 39,408¢ 0,0082P
) 200 1,9588 1.969,60¢ 85,4974 56,7437 0,02394
0 0 0,254¢ 3.667,108 85,5318 21,655¢ 0,01598
N X 200 0,310¢ 2.983,67¢ 88,7217 20,935P 0,02344
M ) 150 0 4,129~  3.926,43*  80,830¢ 69,0528 0,0047°
200 2,6278 878,39° 81,885¢ 71,7537 0,0140¢
N ) 0 ] 0,2828 3.325,39~ 87,1267 21,2958 0,0197A
150 3,378~ 2.402,41B  81,358° 70,4037 0,00938
0 2,191~  3.796,77A  83,180° 45,3548 0,01038
M ) ) 200 1,4698 1.931,03%8  85,303* 46,3447 0,01874
Elkoca 1,4158 3.717,69~ 83,335 43,6238 0,01298

c 05 ] -
Serra 2,244~ 2,010,108 85,149 48,075 0,01614
GENEL ORTALAMA 1,830 2863,90 84,242 45,849 0,0145

Varyasyon Katsayisi (%) 2,89 0,68 0,67 0,68 2,92

! Aym varyasyon kaynagi iginde aymi siitunda aym harfle gosterilen ortalamalar

arasindaki farklar 6nemsizdir.

Arastirmada genotiplerin H202 miktar1 NaCl konsantrasyonlarinin artigina bagl

artmis ancak bu artis Serra genotipinde daha belirgin olmus ve bu durum GxN
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interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) olmasina neden olmustur. Her iki genotipte de
melatonin uygulamasina bagl olarak azalmis ancak bu azaligin genotiplere gore farklilik
gostermesi GxM interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur. Diger
taraftan H202 iizerine tuz stresinin etkisi melatoninin konsantrasyonuna bagli olarak
degisim gostermis ve NxM interaksiyonun énemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. 0 mM
ve 150 mM NaCl uygulamasinda melatonin uygulamasi H202 miktarinda azalisa neden
olmus ve NxM interaksiyonunun énemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Bulgularimizla
benzer olarak, melatonin uygulamasi tuzluluk kosullarinda bakla, P. vulgaris ve arpada
H202 igeriginin azalmasina neden olmustur (Al-Shammari et al. 2023). Genotiplerin H202
miktar1 tuz stresi ve melatonin konsantrasyonuna gore degisim gostermesi GxNxM {i¢li
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.2). Her iki
genotipte en yliksek H202 miktar1 150 mM NaCl+0 puM melatonin uygulamasinda elde
edilmistir. Elkoca-05 genotipinde en yiiksek H202 miktar1 150 mM NaCl+0 pM
melatonin uygulamasinda 6.895,37 umol/g olarak belirlenirken Serra genotipinde ise 150
mM NaCl+0 uM melatoninde 3143,72 umol/g belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Tuz stresi altinda H202 miktarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 17495195 45.205,79 0,000
NaCl (N) 1 5111308 13.207,10 0,000
Melatonin (M) 1 20885869 53.966,95 0,000
GxN 1 9524495 24.610,32 0,000
GxM 1 19111436 49.381,99 0,000
N x M 1 8387118 21.671,46 0,000
GxXxNxM 1 8434321 21.793,42 0,000
Hata 16 387

Toplam 23

Bitkiler strese maruz kaldiklarinda oksidatif hasara karsi enzimatik (POD, SOD,
CAT, APX,) antioksidan savunma sistemleri mevcuttur (Ahmad et al. 2008). Bu nedenle
tiim bitki tiirleri gerek tuz ve gerekse kuraklik stresleri karsisinda meydana gelebilecek

olan hasar1 enzimatik antioksidan miktarinin artmasiyla en aza indirmektedir (Alam et al.

2021).
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Tuz stresi altinda SOD miktarina ait varyans analizi Cizelge 4.4’te verilmis ve
SOD miktaria genotip, tuz stresi ve melatonin konsantrasyonlarinin ana etkilerinin
onemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Genotipin ana etkisi degerlendirildiginde SOD
miktart Elkoca 05 genotipinde 83,335 U/g, Serra genotipinde 85,149 U/g olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Melatonin uygulamasinin ana etkisine bakildiginda
konsantrasyon artisina bagli olarak SOD miktar1 artmistir. Tuz stresinin ana etkisine
bakildiginda ise konsantrasyon artigsina bagli olarak SOD miktar1 azalmistir. Arastirmada,
genotiplerin SOD igerigi NaCl konsantrasyonu artigina bagli azalmis ve GxN
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve 4.4). Melatonin
uygulamasina bagli olarak her iki genotipte de arttigi belirlenmis ve GxM
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.2 ve 4.4). Diger taraftan, SOD
miktar1 iizerine tuz stresinin etkisi melatoninin konsantrasyonuna bagli olarak degisim
gostermis ve NxM interaksiyonun 6nemli (p<<0,01) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4). 0
mM NaCl uygulamasinda melatonin uygulamas1 SOD miktarinda artisa neden olurken,
150 mM NaCl’de azalisa neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). Genotiplerin SOD
miktar1 tuz stresi ve melatonin konsantrasyonuna gore degisim gostermesi GXNxM ti¢lii
interaksiyonunun 6nemli (p<0,05) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek
SOD miktar1 Elkoca 05 genotipinde 0 mM NaCl+200 uM melatonin uygulamasinda
89,323 U/g olarak dl¢iilmiistiir. Serra genotipinde ise en yiikksek SOD miktar1 yine ayni1
uygulamada 88,119 U/g olarak ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.2). Salvadora persica, hurma
agaci, kanola ve Brassica juncea’da NaCl’nin neden oldugu stres sonucunda SOD

aktivitesinde azalma gozlenmistir (Trifunovi¢c-Momcilov et al. 2023).

Cizelge 4.4. Tuz stresi altinda SOD miktarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 19,754 43,88 0,000
NaCl (N) 1 199,679 443,54 0,000
Melatonin (M) 1 27,030 60,04 0,000
GxN 1 4,780 10,62 0,005
GxM 1 12,231 27,17 0,000
N x M 1 6,831 15,17 0,001
GxXxNxM 1 2,923 6,49 0,021
Hata 16 0,450

Toplam 23
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Tuz stresi altinda POD miktarma genotip, tuz stresi ve melatonin
konsantrasyonlarinin ana etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugunu gosteren varyans analizi
Cizelge 4.5’de verilmistir. Genotipin ana etkisi degerlendirildiginde POD miktar1 Elkoca
05 genotipinde 43,623 U/g, Serra genotipinde 48,075 U/g olarak belirlenmistir. Melatonin
uygulamasinin ana etkisine bakildiginda konsantrasyon artigina bagl olarak POD miktari
artmistir. Yine, tuz stresinin ana etkisine bakildiginda konsantrasyon artisina bagli olarak
POD miktar1 artmistir. Arastirmada, genotiplerin POD igerigi NaCl konsantrasyonu
artisina bagl artmis ancak bu artig Serra genotipinde daha belirgin olmus ve bu durum
GxN interaksiyonunun oOnemli (p<0,01) olmasina neden olmustur (Cizelge 4.5).
Melatonin uygulamasina bagli olarak Elkoca 05 genotipinde azaldigi, Serra genotipinde
ise arttig1 belirlenmis bu durumun GxM interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina
neden olmustur (Cizelge 4.5). Diger taraftan, POD miktar1 iizerine tuz stresinin etkisi
melatoninin konsantrasyonuna bagli olarak degisim gostermis ve NxM interaksiyonun
onemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. 0 mM NaCl uygulamasinda melatonin uygulamasi
POD miktarinda azalisa neden olurken, 150 mM NaCl’de artisa neden olmus ve NxM
interaksiyonu énemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Genotiplerin POD miktar1 tuz
stresi ve melatonin konsantrasyonuna gore degisim gostermesi GxNxM {cli
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.4). En yiiksek
POD miktar1 Elkoca 05 genotipinde 150 mM NaCIl+0 pM melatonin uygulamasinda
82,171 U/g olarak belirlenmistir. Serra genotipinde ise en yliksek POD miktar1 150 mM
NaCl+200 uM melatonin uygulamasinda 89,900 U/g olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Marulda yapilan bir calismada tuz stresinin POD aktivitesini 6nemli dl¢tide artirdig1 rapor

edilmistir (Sardar et al. 2023).

Cizelge 4.5. Tuz stresi altinda POD miktarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 119,0 1.000,32 0,000

NaCl (N) 1 14.469,3 121.676,31 0,000
Melatonin (M) 1 59 49,49 0,000

GxN 1 2,0 16,73 0,001
GxM 1 1.602,9 13.479,26 0,000

NxM 1 17,6 147,59 0,000
GxNxM 1 1.335,8 11.233,02 0,000

Hata 16 0,1

Toplam 23
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Tuz stresi altinda CAT miktarlarin1 gdsteren varyans analizi Cizelge 4.6’da
verilmistir. Cizelge incelendiginde CAT miktarina genotip, tuz stresi ve melatonin
konsantrasyonlarinin ana etkilerinin énemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Genotipin
ana etkisi degerlendirildiginde CAT miktar1 Elkoca 05 genotipinde 0,0161 U/g, Serra
genotipinde 0,0129 U/g olarak belirlenmistir. Melatonin uygulamasinin ana etkisine
bakildiginda konsantrasyon artisina bagli olarak CAT miktar1 artmistir. Tuz stresinin ana
etkisine bakildiginda ise konsantrasyon artisina bagli olarak CAT miktar1 azalmistir.
Arastirmada, genotiplerin CAT miktar1 NaCl konsantrasyonu artisina bagli olarak
azalmis ancak bu azalis Serra genotipinde daha belirgin olmus ve bu durum GxN
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) olmasina neden olmustur (Cizelge 4.6). Melatonin
uygulamasina bagli olarak her iki genotipte de arttigi belirlenmis bu durumun GxM
interaksiyonunun O6nemli (p<0,01) c¢ikmasina neden olmustur. Diger taraftan, CAT
miktart 0 mM NaCl ve 150 mM NaCl uygulamasinda melatonin uygulamasit CAT
miktarinda artisa neden oldugu belirlenmis ve NxM interaksiyonu onemli (p<0,01)
oldugu tespit edilmistir. Genotiplerin CAT miktar1 tuz stresi ve melatonin
konsantrasyonuna gore degisim gostermesi GxNxM ii¢lii interaksiyonunun Onemli
(p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.6). En yiiksek CAT miktar1 Elkoca 05
genotipinde 150 mM NaCl+200 uM melatonin uygulamasinda 0,0185 U/g, Serra
genotipinde ise 0 mM NaCl+200 pM melatonin uygulamasinda 0,0384 U/g oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.6. Tuz stresi altinda CAT miktarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 0,000058 328,37 0,000
NaCl (N) 1 0,000644 3.653,96 0,000
Melatonin (M) 1 0,000422 2.396,18 0,000
GxN 1 0,000590 3.345,83 0,000
GxM 1 0,000317 1.801,05 0,000
NxM 1 0,000005 25,98 0,000
GxNxM 1 0,000555 3.148,76 0,000
Hata 16 0,00000018

Toplam 23
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Kuraklik stresi altinda MDA miktarina ait varyans analizi Cizelge 4.7°de
verilmistir. Ilgili cizelge incelediginde MDA miktarina genotip, kuraklik stresi ve
melatonin konsantrasyonlarinin ana etkilerinin énemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir.
Genotipin ana etkisi degerlendirildiginde MDA miktar1 Elkoca 05 genotipinde 0,490
umol/g, Serra genotipinde 0,679 umol/g olarak belirlenmistir. Melatonin uygulamasinin
ana etkisine bakildiginda konsantrasyon artisina bagli olarak MDA miktar1 artmistir.
Yine, kuraklik stresinin ana etkisine bakildiginda ise konsantrasyon artisina bagli olarak
MDA miktar1 artmigtir. Svetleva et al. (2012) yaptiklar1 ¢aligmada, 20 farkli fasulye
genotipinin  kuraklik toleransini tespit etmek i¢in, biyokimyasal aktivitelerini
(malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit (H202) ve prolin) 6lgmiis ve bu Olgiimler
sonucunda MDA ve H20: seviyesi diisiik olan genotipleri toleransli olarak

degerlendirmislerdir.

Arastirmada, genotiplerin MDA igerigi PEG6000 konsantrasyonu artigina baglt
artmis ancak bu artis Serra genotipinde daha belirgin olmus ve bu durum GxP
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) olmasina neden olmustur (Cizelge 4.7). Her iki
genotipte de melatonin uygulamasina bagl olarak artmis ancak bu artisin genotiplere gore
farklilik géstermesi GxM interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur.
Diger taraftan, MDA miktar1 tizerine kuraklik stresinin etkisi melatoninin
konsantrasyonuna bagli olarak degisim goOstermis ve PxM interaksiyonun Onemli
(p<0,01) oldugu belirlenmistir. %0 PEG6000 uygulamasinda melatonin uygulamasi
MDA miktarinda azalisa neden olurken, %20 PEG6000 uygulamasinda artisa neden
olmus ve PxM interaksiyonu 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.7).
Genotiplerin MDA miktar1 kuraklik stresi ve melatonin konsantrasyonuna goére degisim
gostermesi GxNxM {i¢lii interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur
(Cizelge 4.7). Genotip, kuraklik stresi ve melatonin uygulamasinin ana etkileri
degerlendirildiginde her iki genotipte de melatonin uygulamas: (0 mM NaCl+200 pM
melatonin) MDA miktarii azaltirken, kuraklik stresi siddetinin artisiyla MDA miktar1
artmaktadir. Kiran (2019), kuraklik stresi atinda MDA miktarinda kontrole gore artig

oldugunu belirlemistir.
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Cizelge 4.7. Kuraklik stresi altinda MDA miktarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 0,214497 161,62 0,000
PEG 6000 (P) 1 0,718862 541,64 0,000
Melatonin (M) 1 0,268025 201,95 0,000
GxP 1 0,184014 138,65 0,000
GxM 1 0,026804 20,20 0,000
PxM 1 0,596204 449,22 0,000
GxPxM 1 0,057212 43,11 0,000
Hata 16 0,001327

Toplam 23

Cizelge 4.8. PEG6000 ve melatonin uygulamalarina gore genotiplerin MDA, H202,
SOD, POD ve CAT miktarlari®.

PEG . MDA H-0:
. Melatonin SOD POD CAT

Vi Cenoup 6(8/2;) (MM) W;“K;’ g W;‘Z’;’ € (UIGTA) (UlGTA) (UlgTA)
Elkoca 0 0 0,441PE 1664,23F 87,468"B  21,713P 0,0679
05 200 0,368E 1831,07% 87,991~ 18,815F 0,0277¢
S 20 0 0,7578 2898,66% 86,2298¢P 29 9614 0,0054F
s_< 200 0,394PF  2153,87¢ 86,503BC  25,684C 0,0123P
- Serra 0 0 0,486° 1937,72° 78,879F 26,153C 0,0085F
o 200 0,351F 1291,15¢ 83,077 14,745F 0,03108
20 0 1,285 3401,13~  84,979P 27,5248 0,0029¢
200 0,594¢ 2918,038  85,252¢B 25 665 0,0270¢
Elkoca 0 0,404¢ 1747,658 87,7304 20,264¢ 0,0478%
Gx 05 20 i 0,5758 2526,26° 86,3665 27,8234 0,0088P
P Serra 0 0,418¢ 1614,44~  80,978P 20,449¢ 0,01988
20 i 0,940% 3159,58¢  85,116° 26,5945 0,0150¢
Elkoca 0 0,418¢ 2281,44% 86,8497 25,8378 0,0366*
Gx 05 i 200 0,5628 199247° 87,247~ 22,250¢ 0,0200¢
M Serra 0 0,5408 2669,42~  81,929¢ 26,8384 0,0057P
i 200 0,818~ 2104,59¢ 84,1658 20,205P 0,02908
0 0 0,4638 3149,894  83,173" 23,933¢ 0,03824
P x 200 0,359¢ 2535,958 85,5344 16,780° 0,02948
M i 20 0 0,4948 1800,97¢ 85,604~ 28,7424 0,0041P
200 1,0214 1561,11° 85,878 25,6755 0,0196¢
p i 0 i 0,411B 2842,92” 84,3548 20,3578 0,0338%
20 0,758% 1681,04® 85,7414 27,2084 0,01198
M i i 0 0,4798 247543~ 84,3898 26,3384 0,02118
200 0,690% 2048,53% 85,706 21,227" 0,0245%
Elkoca 0,4908 2136,96% 87,048~ 24,0434 0,0283#

G 05 - -
Serra 0,6794 2387,014  83,047° 23,5228 0,0174"
GENEL ORTALAMA 0,584 2261,98 85,047 23,783 0,0228

Varyasyon Katsayisi (%) 6,2 1,67 0,60 1,41 1,39

L Aym varyasyon kaynagi icinde ayni siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemsizdir.
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Kuraklik stresi altinda H202 miktarina ait varyans analizi Cizelge 4.9°da
verilmistir. Cizelge incelediginde H202 miktarina genotipin, tuz stresinin ve melatonin
konsantrasyonlarinin ana etkilerinin énemli (p<<0,01) oldugu tespit edilmistir. Genotipin
ana etkisi degerlendirildiginde H202 miktar1 Elkoca 05 genotipinde 2136,96 umol/g,
Serra genotipinde 2387,01 pumol/g olarak belirlenmistir. Melatonin uygulamasiin ana
etkisine bakildiginda konsantrasyon artisina bagl olarak H2O2 miktar1 azalmistir. Yine,
kuraklik stresinin ana etkisine bakildiginda ise konsantrasyon artisina bagli olarak H20>

miktar1 azalmistir.

Arastirmada, genotiplerin H202 igerigi PEG6000 konsantrasyonu artigina bagl
artmis ancak bu artis Serra genotipinde daha belirgin olmus ve bu durum GxP
interaksiyonunun onemli (p<0,01) olmasina neden olmustur (Cizelge 4.8). Her iki
genotipte de melatonin uygulamasma bagli olarak azalmis ve bu durumun GxM
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur. Diger taraftan, H202
miktar1 lizerine kuraklik stresinin etkisi melatoninin konsantrasyonuna bagli olarak
degisim gostermis ve PxM interaksiyonun dnemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. %0
PEG6000 ve %20 PEG6000 uygulamasinda melatonin uygulamasi H202 miktarinda
azalisa neden olmus ve PxM interaksiyonu 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.8). Genotiplerin H202 miktar1 kuraklik stresi ve melatonin konsantrasyonuna
gore degisim gostermesi GXNxM iiglii interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina
neden olmustur (Cizelge 4.8). Her iki genotipte de en yliksek H202 miktar1 20 mM NaCl+
0 uM melatonin uygulamasinda Elkoca-05 genotipinde 2898,66 pmol/g Serra
genotipinde 3401,13 pumol/g belirlenmistir. Bu sonuglar GXNxM iiglii interaksiyonunun
onemli (p<0,01) oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.8). Soya fasulyesi {izerine yapilan
bir calismada (Guler and Pehlivan 2016), kuraklik stresinin H202 miktarini artirdig1 rapor
edilmis ve bu calismanin bulgularimiza benzer oldugu goriilmiistiir. Yine yapilan farkli
bir ¢alismada bugdayda kuraklik stresinin Ozellikle artan konsantrasyonlarinin H20:2

miktarii énemli 6l¢iide artirdigi bildirilmistir (Inan 2022).
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Cizelge 4.9. Kuraklik stresi altinda H202 miktarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 375157 264,88 0,000
PEG 6000 (P) 1 8099784 5.718,96 0,000
Melatonin (M) 1 1093470 772,06 0,000
GxP 1 881352 622,29 0,000
GxM 1 114149 80,60 0,000
PxM 1 209898 148,20 0,000
GxPxM 1 433445 306,04 0,000
Hata 16 1416

Toplam 23

Kuraklik stresi altinda SOD miktarina ait varyans analizi Cizelge 4.10°da
verilmistir. Ilgili ¢izelge incelediginde SOD miktarina genotip, kuraklik stresi ve
melatonin konsantrasyonlariin ana etkilerinin énemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir.
Genotipin ana etkisi degerlendirildiginde SOD miktar1 Elkoca 05 genotipinde 87,048 U/g,
Serra genotipinde 83,047 U/g olarak belirlenmistir. Melatonin uygulamasinin ana etkisine
bakildiginda konsantrasyon artisina bagl olarak SOD miktar1 artmistir. Yine, kuraklik
stresinin ana etkisine bakildiginda ise konsantrasyon artisina bagli olarak SOD miktar1
artmistir. Arastirmada, genotiplerin SOD igerigi PEG6000 konsantrasyonu artisina bagl
artmig ancak bu artis Serra genotipinde daha belirgin olmus ve bu durum GxP
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) olmasina neden olmustur (Cizelge 4.9). Her iki
genotipte de melatonin uygulamasina bagli olarak SOD miktar1 artmis ve bu artis Serra
genotipinde daha belirgin olmus, bu durumun GxM interaksiyonunun 6énemli (p<0,01)
¢cikmasina neden olmustur. Diger taraftan, SOD miktar lizerine kuraklik stresinin etkisi
melatoninin konsantrasyonuna bagli olarak degisim gdstermis ve PxM interaksiyonun
onemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. %0 PEG6000 ve %20 PEG6000 uygulamasinda
melatonin uygulamasi SOD miktarinda artisa neden olmus ve PxM interaksiyonu 6nemli
(p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9). Genotiplerin SOD miktar1 kuraklik stresi
ve melatonin konsantrasyonuna gore degisim gostermesi GxNxM ii¢lii interaksiyonunun
onemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.9). En yiikksek SOD miktar1 Elkoca
05 genotipinde %0 PEG6000 + 200 puM melatonin uygulamasinda 87,991 U/g
belirlenirken, Serra genotipinde %20 PEG6000 + 200 pM melatonin uygulamasinda
85,252 U/g belirlenmistir. Bulgularimiza paralel olarak Kusvuran and Dasgan (2017)
kuraklik stresi altinda fasulyede SOD aktivitesinin toleransl genotiplerde hassas olanlara

gbre daha biiylik bir artisa sahip oldugunu bildirmistir. Qayyum et al. (2018) bugday
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genotiplerinde SOD aktivitelerinin kuraklik siddetinin artmasina es zamanli olarak artig

gosterdigini rapor etmislerdir.

Kuraklik stresi altinda POD miktarina ait varyans analizi Cizelge 4.11°de
verilmistir. Bu ¢izelgeye gére POD miktarina genotip, kuraklik stresi ve melatonin
konsantrasyonlarinin ana etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. Genotipin
ana etkisi degerlendirildiginde POD miktar1 Elkoca-05 genotipinde 24,043 U/g, Serra
genotipinde 23,522 U/g olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Kuraklik stresi altinda SOD miktarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 96,0447 377,21 0,000
PEG 6000 (P) 1 11,5418 45,33 0,000
Melatonin (M) 1 10,4096 40,88 0,000
GxP 1 45,3961 178,29 0,000
GxM 1 5,0654 19,89 0,000
PxM 1 6,5377 25,68 0,000
GxPxM 1 5,0654 19,89 0,000
Hata 16 0,2546

Toplam 23

Melatonin uygulamasinin ana etkisine bakildiginda konsantrasyon artisina bagh
olarak POD miktar1 azalmistir. Yine, kuraklik stresinin ana etkisine bakildiginda ise
konsantrasyon artisina bagli olarak POD miktar1 artmistir. Arastirmada, genotiplerin
POD igerigi PEG6000 konsantrasyonu artigina bagl artmis ancak bu artis Elkoca 05
genotipinde daha belirgin olmus ve bu durum GxP interaksiyonunun 6nemli (p<0,01)
olmasina neden olmustur (Cizelge 4.11). Her iki genotipte de melatonin uygulamasina
bagli olarak POD miktar1 azalmis ve bu azalis Serra genotipinde daha belirgin olmus, bu
durumun GxM interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) cikmasina neden olmustur. Diger
taraftan, POD miktar1 iizerine kuraklik stresinin etkisi melatoninin konsantrasyonuna
bagli olarak degisim gostermis ve PxM interaksiyonun onemli (p<0,01) oldugu
belirlenmistir. %0 PEG6000 ve %20 PEG6000 uygulamasinda melatonin uygulamasi
POD miktarinda artisa neden olmus ve PxM interaksiyonu 6nemli (p<0,01) oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.11). Genotiplerin POD miktar1 kuraklik stresi ve melatonin
konsantrasyonuna gore degisim gostermesi GxNxM iiglii interaksiyonunun Onemli

(p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.11). En yiiksek POD miktar1 Elkoca 05
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genotipinde %20 PEG6000 + 0 uM melatonin uygulamasinda 29,961 U/g belirlenirken,
Serra genotipinde %20 PEG6000 + 0 uM melatonin uygulamasinda 27,524 Ulg
belirlenmistir (Cizelge 4.8). Fasulye cesitlerinde kurakliga dayaniklilik diizeylerinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada (Terzi et al. 2010) fasulye gesitleri
kurakliga maruz birakilmis ve genel olarak tiim c¢esitlerde kuraklik artinda POD

miktarinin arttig1 rapor edilmistir.

Cizelge 4.11. Kuraklik stresi altinda POD miktarina ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 1,633 14,39 0,002

PEG 6000 (P) 1 281,681 2.482,54 0,000
Melatonin (M) 1 156,698 1.381,03 0,000

GxP 1 2,996 26,40 0,000

GxM 1 13,919 122,67 0,000

PxM 1 25,036 220,65 0,000
GxPxM 1 44,776 394,63 0,000

Hata 16 0,113

Toplam 23

Cizelge 4.12°de kuraklik stresi altinda CAT miktarlarini gosteren varyans analiz
verilmistir. Bu c¢izelgeye gore CAT miktarma genotip, tuz stresi ve melatonin
konsantrasyonlarinin ana etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Genotipin
ana etkisi degerlendirildiginde CAT miktar1 Elkoca 05 genotipinde 0,0283 U/g, Serra
genotipinde 0,0174 U/g olarak belirlenmistir. Melatonin uygulamasinin ana etkisine
bakildiginda konsantrasyon artigina bagli olarak CAT miktar1 artmistir. Kuraklik stresinin
ana etkisine bakildiginda ise konsantrasyon artisina bagl olarak CAT miktar1 azalmistir.
Arastirmada, genotiplerin CAT igerigi PEG6000 konsantrasyonu artigina bagli azalmis
ancak bu azalis Elkoca 05 genotipinde daha belirgin olmus ve bu durum GxP
interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) olmasina neden olmustur (Cizelge 4.12). Melatonin
uygulamasina bagli olarak CAT miktar1 Elkoca 05 genotipinde azalirken Serra
genotipinde arttig1 belirlenmis ve bu durumun GxM interaksiyonunun 6nemli (p<0,01)
cikmasina neden olmustur (Cizelge 4.12). Diger taraftan, CAT miktar1 iizerine kuraklik
stresinin etkisi melatoninin konsantrasyonuna bagli olarak degisim gdstermis ve PxM
interaksiyonun 6nemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. %0 PEG6000 ve %20 PEG6000
uygulamasinda melatonin uygulamast CAT miktarinda azalisa neden olmus ve PxM

interaksiyonu 6nemli (p<0,01) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.12). Genotiplerin CAT
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miktar1 kuraklik stresi ve melatonin konsantrasyonuna gore degisim gdostermesi GxNxM
ticlii interaksiyonunun 6nemli (p<0,01) ¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.12). En
yiiksek CAT miktar1 Elkoca 05 genotipinde %0 PEG6000 + 0 puM melatonin
uygulamasinda 0,0679 U/g belirlenirken, Serra genotipinde %0 PEG6000 + 200 uM
melatonin uygulamasinda 0,0310 U/g belirlenmistir (Cizelge 4.8). Fasulyede kuraklik
stresi iizerine yapilan c¢alismalarda siddetli kuralik altinda CAT miktarinin arttigi

bildirilmistir (Saglam et al. 2011; Siddiqui et al. 2015).

Cizelge 4.12. Kuraklik stresi altinda CAT miktarina ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P Degeri
Genotip (G) 1 0,000718 5.627,93 0,000
PEG 6000 (P) 1 0,002871 2251177 0,000
Melatonin (M) 1 0,000067 527,39 0,000
GxP 1 0,001750 13.717,64 0,000
GxM 1 0,002395 18.776,00 0,000
PxM 1 0,000888 6.962,27 0,000
GxPxM 1 0,000778 6.096,72 0,000
Hata 16 0,0000001

Toplam 23

4.2. CRED-iPBS Analizleri

Bitkilerdeki epigenetik olaylarin en kapsamli ¢alisilmis tiirii DNA metilasyonudur
(Feng and Jacobsen 2011; Vanyushin and Ashapkin 2011). Sitozinlerin 5’
pozisyonundaki metilasyon, niikleer DNA’nin evrimsel olarak korunmus bir epigenetik
modifikasyonudur. Spesifik bolgelerdeki metilasyon paterni, ¢evresel uyaranlara yanitta
diferansiyel olarak modiile edilebilen bakim mekanizmalari, de novo metilasyon ve
demetilasyon siirecleri ile olusur. Bu nedenle, abiyotik stresler ile DNA metilasyon
kaliplarindaki degisiklikler arasindaki iliskilerin arastirilmasi, epigenetigin g¢evresel

zorluklara verilen yanittaki roliinii anlamak i¢in 6nemlidir (Kuhlmann et al. 2023).

Hayvanlarda oldugu gibi bitkilerde de metillenmis sitozin kalintilarinin (m5C)
bliyiik bir kismi simetrik CG bolgelerinde meydana gelir. Hayvanlardan farkli olarak,
bitkiler simetrik CHG bolgelerinde ve asimetrik CHH bdlgelerinde de onemli metilasyon
gosterirler (H, G hari¢ herhangi bir niikleotiddir). Her li¢ metilasyon baglami da tekrar ve
transposable element (TE) dizilerinde bulunurken, protein kodlayan gen dizileri
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cogunlukla CG bolgelerinde metillenir (Woo et al. 2008). Omurgalilarda sitozin
metilasyonunun derecesi %3 ila 8, bitkilerde ise %6 ila 30 arasinda degigsmektedir (Chen
and Li 2004). Sitozin metilasyonunun 6karyotlardaki ana roliiniin, organizmalarin genom
biitiinliglinl cesitli stres faktorlerine karst korumak i¢in kullandiklart bir stres yaniti
oldugu diistiniilmektedir. Bu ¢alismada metilasyonun belirlenmesinde kullanilan teknik
ise CRED-RA teknigidir. Bu teknik i¢in Hpall ve Mspl enzimleri kullanilmistir. Bu
enzimlerin her ikisi de CCGG dizisini tanir. Hpall enzimi sitozinlerin her ikisini de
metillenmemis halde keserken, Mspl sadece i¢ sitozin metillendiginde aktiftir. Hpall ve
Mspl enzimleri inaktif oldugunda amplifikasyon {iriinii elde edilir. DNA metilasyonu, 5-
metilsitozin olusturmak {izere sitozine bir metil grubunun eklenmesini ifade eder. Kisaca
DNA metilasyonu, DNA biitiinliiglinii ve islevini etkileyen bir¢cok biyolojik siirecte yer
alan 6nemli bir epigenetik olay/modifikasyondur (Yoder et al. 1997; Zilberman 2008).

Tuz, kuraklik ve melatonin konsantrasyonlarmin P. vulgaris cv. “Elkoca-05" ve
“Serra” ¢esitlerinin genomlar1 iizerindeki epigenetiksel etkilerini incelemek i¢in CRED
analiz yontemi ile 10 iPBS primeri degerlendirilmeye alinmistir. iPBS primerlerinin
uygulamalarda iiretmis oldugu bantlara ait goriintiiler Sekil 4.1°de verilmistir. Her doz
icin % polimorfizm degerleri hesaplanmis ve ortalamalar1 alinmistir. % polimorfizm
degerini hesaplamak icin; 100*a/n formiilii kullanilmistir. Bu oranlar iizerine tuz,
kuraklik ve melatonin uygulamalarin tiimiinde DNA metilasyonunun meydana geldigi
gozlemlenmistir. Mspl enziminin metilasyonun goriildiigii yerden kesim yapmast ve
Hpall enziminin metilasyon goriilmedigi zaman kesim yapmasi bilgisinden hareketle

alinan sonuglara gore;

Serra ¢esidinin  yaprak dokusunda tuz, melatonin ve tuz/melatonin
uygulamalarinin  CRED-IPBS polimorfizm yiizdeleri; tek basina tuz stresi
uygulandiginda %41,51, tek basina melatonin uygulandiginda %29,06 ve tuz/melatonin
birlikte uygulandiginda %35,05 olarak belirlenmistir. Kok dokusundaki CRED-iPBS
polimorfizm yiizdeleri ise sirasiyla; %36,72, %24,89 ve %47,18 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Serra ces
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Elkoca 05 g¢esidinin yaprak dokusunda tuz, melatonin ve tuz/melatonin
uygulamalarinin CRED-iPBS polimorfizm yiizdeleri; tek basmna tuz stresi
uygulandiginda %43,34, tek basina melatonin uygulandiginda %37,5 ve tuz/melatonin
birlikte uygulandiginda %30,28 olarak belirlenmistir. Kok dokusundaki CRED-iPBS
polimorfizm yiizdeleri ise sirasiyla; %42,81, %46,63 ve %40,56 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.14).

Serra ¢esidinin yaprak dokusunda kuraklik, melatonin ve kuraklik/melatonin
uygulamalarinin CRED-iPBS polimorfizm yiizdeleri; tek basma kuraklik stresi
uygulandiginda %65,01, tek basmma melatonin uygulandiginda %37,26 ve
kuraklik/melatonin birlikte uygulandiginda %54,90 olarak belirlenmistir. Kok
dokusundaki CRED-IiPBS polimorfizm yiizdeleri ise sirasiyla; %44,33, %53,68 ve
%49,99 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.15).

Elkoca 05 gesidinin yaprak dokusunda kuraklik, melatonin ve kuraklik/melatonin
uygulamalarinin CRED-IPBS polimorfizm yiizdeleri; tek basina kuraklik stresi
uygulandiginda %41,31, tek basmna melatonin uygulandiginda %47,63 ve
kuraklik/melatonin  birlikte uygulandiginda %46,95 olarak belirlenmistir. Kok
dokusundaki CRED-IiPBS polimorfizm yiizdeleri ise sirasiyla; %56,84, %56,29 ve
%S58,19 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.16).

Son zamanlarda, epigenetik degisiklikler abiyotik stres ile iliskilendirilmistir.
Stres kosullar1 altinda, gen ifadesinde degisiklikler indiiklenebilir. Stresle karsilasan
bitkiler, metilasyon ve demetilasyon yoluyla gen ifadelerini yeniden programlayabilirler.
Misirin koklerinde, soguk stresi niikleozom ¢ekirdeginin metilasyonunu azaltmistir
(Steward et al. 2002). Tiitiinde, ozmotik strese yanit olarak metilasyon durumundaki
degisiklikler rapor edilmistir (Kovarik et al. 1997). Diisiik sicaklik gibi abiyotik stres
faktorleri hindiba kok uglarinin (Demeulemeester et al. 1999) ve Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh.’nin (Finnegan et al. 1998) metilasyon durumunu degistirmistir. Aina et al.
(2004) agir metallerin Trifolium repens L. ve Cannabis sativa L.’da metilasyon
durumunu degistirebilecegini gdstermistir. Daha yakin zamanlarda, tiitiinde kuraklik ve
tuzluluga (Choi and Sano 2007) ve pamukta alkali stresine (Cao et al. 2011) yanit olarak

metilasyon durumundaki degisiklikler bildirilmistir.
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Erturk et al. (2014) yaptiklar1 calismada, analizlerin krom (Cr)
konsantrasyonlarinin DNA polimorfizmlerini indiikleyebildigini gostermistir. RAPD
profillerinin analizine dayanarak, Cr tarafindan indiiklenen polimorfizmlerin tek ve ¢ift
iplik kirilmalari, modifiye bazlar, oksitlenmis bazlar, DNA-protein ¢apraz baglari nokta
mutasyonlari, karmagik kromozomal yeniden diizenlemeler, bazi oligoniikleotid priming
bolgelerindeki mutasyonlar, biiyiik delesyonlar ve homolog rekombinasyonunun sonucu

oldugunu gozlemlemistir.

Ayglin Ertiirk (2013) yaptig1 calismada, yliksek konsantrasyonlarda toksik etkileri
oldugu bilinen agir metallerin (Zn, Pb, Cu, Ni, Co, Mn, Cr) Zea mays L. bitkisinde genetik
ve epigenetik degisikliklere neden oldugunu gézlemlemistir. Bu degisiklikleri mitotik
indeks, protein, RAPD ve CRED-RA analizleri ile belirlemistir. Agir metallerin misir
tohumlar iizerindeki genotoksik etkilerini arastirmak i¢in yaptig1 ¢aligmada kullanilan
RAPD analizleri, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda RAPD profillerinde degisiklikler
(polimorfizm) oldugunu tespit etmistir. Bu degisiklikler yeni bant olusumu, bant
kaybolmasi veya bant yogunlugu seklinde oldugunu aktarmistir. Doz artigina bagli olarak,
RAPD profillerinde agir metallerin neden oldugu polimorfizmin GTS (Genomik kalip

stabilitesi) oranlarini azalttigini gozlemlemistir.
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Siif I, her iki enzim igin bant yoklugu ile tanimlanir ve metilasyon
gerceklesmediginde ya da tek bir iplikcikte sadece i¢ metilasyon gerceklestiginde goriiliir;
Sinif II, Hpall bandinin yoklugu ve Mspl bandmin varligi ile tanimlanir ve tek bir
iplik¢igin dis sisteini metillendiginde ortaya g¢ikar; Sinif III, Mspl bandinin yoklugu ve
Hpall bandinin varligi ile tanimlanir ve her iki ipligin i¢ sitozininin metilasyonunu
gosterir; Sinif IV, her iki enzim icin bantlarin ortaya ¢ikmasiyla tanimlanir ve her iki
DNA ipligi de dis sitozinlerde metillendiginde ortaya ¢ikar (Yang et al. 2011; Lu et al.
2008).

Tuz, melatonin ve tuz/melatonin uygulamalarinda Serra ¢esidinin kok dokularinda
10 farkli primer ile yapilan CRED-iPBS analizi ile elde edilen tiim metilasyon tiplerinin
ortalama degerleri incelendiginde (Cizelge 4.17), Smif III metilasyon tipinin tiim
uygulamalarda diisiik oranlarda oldugu tespit edilmistir. Sinif I metilasyonun en yiiksek
degerinin 150 mM NaCl + 200 uM Melatonin (T+M) uygulamasinda 45 adet, en diisiikk
degerinin ise 200 uM Melatonin (M) uygulamasinda 25 adet oldugu gbézlemlenmistir.
Sinif II metilasyonun en yiiksek degerinin T+M uygulamasinda 2 adet, en diisiik
degerinin ise 150 mM NacCl (T) uygulamasinda 11 adet oldugu gézlemlenmistir. Sinif IV
metilasyonun en yliksek degerinin M uygulamasinda 95 adet, en diisiik degerinin ise T+M

uygulamasinda 74 adet oldugu gézlemlenmistir.

Ayni ¢esidin yaprak dokularinda yapilan analizlerde ise elde edilen tiim
metilasyon tiplerinin degerleri incelendiginde (Cizelge 4.17), Sinif II metilasyon tipinin
tiim uygulamalarda ortalama olarak diislik oldugu gézlemlenmistir. Sinif I metilasyonun
en yliksek degerinin T uygulamasinda 30 adet, en diisiik ise T+M uygulamasinda 10 adet
oldugu gozlemlenmistir. Sinif III metilasyonun en yiiksek degerinin T+M uygulamasinda
27 adet, en diisik ise M uygulamasinda 11 adet oldugu gozlemlenmistir. Siuf IV
metilasyonun en yiiksek degerinin T+M uygulamasinda 89 adet, en diisiik ise T

uygulamasinda 79 adet oldugu gézlemlenmistir.
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Cizelge 4.17. Serra ¢esidinin kok ve yaprak dokularinda tuz, melatonin ve tuz/melatonin
uygulamalarinda CRED-iPBS smuf tiirlerinin olusumlart ve (%) HMO,
FMO ve TMO degerleri.

KOK YAPRAK
Kontrol M T T+M Kontrol M T T+M
Simif I 33 25 26 45 32 25 30 10
Smuf 11 14 15 11 21 20 18 12 15
Siuf 11T 8 10 22 5 12 11 20 27
Smf IV 90 95 86 74 77 87 79 89
Toplam 145 145 145 145 141 141 141 141
% HMO 9,66 10,34 7,59 14,48 14,18 12,77 8,51 10,64
% FMO 67,59 72,41 74,48 54,48 63,12 69,50 70,21 |82,27
% TMO 77,24 82,76 82,07 68,97 77,30 82,27 78,72 92,91

*T: 150 mM NaCl, M: 200 uM Melatonin; T+M: 150 mM NaCl + 200 uM Melatonin

Cizelge 4.18. Elkoca 05 ¢esidinin kok ve yaprak dokularinda tuz, melatonin ve
tuz/melatonin uygulamalarinda CRED-iPBS simnif tiirlerinin olusumlari
ve (%) HMO, FMO ve TMO degerleri.

KOK YAPRAK
Kontrol M T T+M Kontrol M T T+M
Smuf1 29 37 37 27 29 29 31 31
Sumuf 11 17 7 20 16 9 9 15 10
Stuf 111 13 16 13 18 20 28 28 24
Smif IV 78 77 67 76 82 74 66 75
Toplam 137 137 137 137 140 140 140 140
% HMO 1241 511 14,6 11,68 6,43 6,43 10,71 7,14
% FMO 66,42 67,88 58,39 68,61 72,86 72,86 67,14 70,71
% TMO 78,83 72,99 72,99 80,29 79,29 79,29 77,86 77,86

*T: 150 mM NacCl, M: 200 uM Melatonin; T+M: 150 mM NaCl + 200 uM Melatonin

Cizelge 4.19. Serra ¢esidinin kok ve yaprak dokularinda kuraklik, melatonin ve
kuraklik/melatonin  uygulamalarinda CRED-IPBS smif tiirlerinin
olusumlar1 ve (%) HMO, FMO ve TMO degerleri.

KOK YAPRAK
Kontrol M K K+M Kontrol M K K+M
Simif [ 30 24 19 21 27 19 44 38
Smuf 11 26 4 9 11 14 26 11 9
Siuf II1 8 18 21 20 18 11 11 24
Simif IV 61 79 76 73 66 69 59 54
Toplam 125 125 125 125 125 125 125 125
% HMO 20,80 3,20 7,20 8,80 11,20 20,80 8,80 7,20
% FMO 55,20 77,60 77,60 74,40 67,20 64,00 56,00 62,40
% TMO 76,00 80,80 84,80 83,20 78,40 84,80 64,80 69,60

*K: %20 PEG6000, M: 200 uM Melatonin; K+M:
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Cizelge 4.20. Elkoca 05 gesidinin kok ve yaprak dokularinda kuraklik, melatonin ve

kuraklik/melatonin  uygulamalarinda CRED-IPBS  smif tiirlerinin
olusumlar1 ve (%) HMO, FMO ve TMO degerleri.
KOK YAPRAK
Kontrol M K K+M Kontrol M K K+M
Sinif I 17 32 41 42 20 18 33 42
Sif 11 16 16 6 10 12 4
Smuf 11 17 13 11 1 5 28
Simif IV 72 61 64 69 79 66 67 61
Toplam 122 122 122 122 116 116 116 116
% HMO 13,11 13,11 4,92 8,20 10,34 3,45 7,76 7,76
% FMO 72,95 60,66 61,48 57,38 72,41 81,03 63,79 56,03
% TMO 86,07 73,77 66,39 65,57 82,76 84,48 71,55 63,79

*K: %20 PEG6000, M: 200 pM Melatonin; K+M: %20 PEG6000+ 200 pM Melatonin

Tuz, melatonin ve tuz/melatonin uygulamalarinda Elkoca 05 g¢esidinin kok
dokularinda yapilan CRED-IPBS analizi ile elde edilen tim metilasyon tiplerinin
ortalama degerleri incelendiginde (Cizelge 4.18), Simif II metilasyon tipinin tim
uygulamalarda ortalama olarak diisiik oldugu gézlemlenmistir. Siif I metilasyonun en
yiiksek degeri T ve M uygulamalarinda 37 adet, en diisiik ise T+M uygulamasinda 27
adet oldugu gozlemlenmistir. Sif III metilasyonun en yiiksek degeri T+M
uygulamasinda 18 adet, en diisiik ise T uygulamasinda 13 adet oldugu gézlemlenmistir.
Sinif IV metilasyonun en yiiksek degeri M uygulamasinda 77 adet, en diisik ise T

uygulamasinda 67 adet oldugu gézlemlenmistir.

Ayni ¢esidin yaprak dokularinda yapilan analizlerde ise elde edilen tim
metilasyon tiplerinin degerleri incelendiginde (Cizelge 4.18), yine Simf II metilasyon
tipinin diisiik oldugu gozlemlenmistir. Sinif I metilasyon tipinin en yiiksek degeri T ve
T+M uygulamalarinda 31 adet, en diisik ise M uygulamasinda 29 adet oldugu
gozlemlenmistir. Sinif III metilasyon tipinin en yiiksek degeri T ve M uygulamalarinda
28 adet, en diisiik ise T+M uygulamasinda 24 adet oldugu gozlemlenmistir. Smif IV
metilasyon tipinin en yiiksek degeri T+M uygulamasinda 75 adet, en diisiik ise T

uygulamasinda 66 adet oldugu gézlemlenmistir.

Kuraklik, melatonin ve kuraklik/melatonin uygulamalarinda Serra ¢esidinin kok

dokularinda yapilan CRED-iPBS analizi ile elde edilen tiim metilasyon tiplerinin
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ortalama degerleri incelendiginde (Cizelge 4.19), Siif II metilasyon tipinin tim
uygulamalarda ortalama olarak en diisiik adet degerlerine sahip oldugu gézlemlenmistir.
Sinif I metilasyonun en yiiksek degeri M uygulamasinda 24 adet, en disiik ise K
uygulamasinda 19 adet oldugu tespit edilmistir. Siif III metilasyonun en yiiksek degeri
K uygulamasinda 21 adet, en diisiik ise M uygulamasinda 18 adet oldugu tespit edilmistir.
Sinif IV metilasyonun en yiiksek degeri M uygulamasinda 79 adet, en diisiik ise K+M

uygulamasinda 73 adet oldugu tespit edilmistir.

Ayni ¢esidin yaprak dokusunda yapilan analizlerde (Cizelge 4.19) ise Siif II ve
IIT birlikte ortalama olarak diger siniflara gore diisiik adet gosterdigi gézlemlenmistir.
Sinif I metilasyonun en yiiksek degeri K uygulamasinda 44 adet, en diisik ise M
uygulamasinda 19 adet oldugu gézlemlenmistir. Sinif IV metilasyonun en yiiksek degeri
M uygulamasinda 69 adet, en diisiik ise K+M uygulamasinda 54 adet oldugu

gbzlemlenmistir.

Kuraklik, melatonin ve kuraklik/melatonin uygulamalarinda Elkoca 05 ¢esidinin
kok dokularinda yapilan CRED-iPBS analizi ile elde edilen tiim metilasyon tiplerinin
ortalama degerleri incelendiginde (Cizelge 4.20), Sif III metilasyon tipini tiim
uygulamalarda ortalama olarak diisiik adet degerlerine sahip oldugu gozlemlenmistir.
Sinif T metilasyonun en yiiksek degeri K+M uygulamasinda 42 adet, en diisiik ise M
uygulamasinda 32 adet oldugu gézlemlenmistir. Sinif I metilasyonun en yiiksek degeri
M uygulamasinda 16 adet, en diisiik ise K wuygulamasinda 10 adet oldugu
gozlemlenmistir. Siif IV metilasyonun en yiiksek degeri K+M uygulamasinda 69 adet,

en diisiik ise M uygulamasinda 61 adet oldugu gézlemlenmistir.

Ayni ¢esidin yaprak dokusunda yapilan analizlerde (Cizelge 4.20) ise Smif II
metilasyon tipini tiim uygulamalarda en disiik adet degerlerine sahip oldugu
gozlemlenmistir. Siif I metilasyonun en yiiksek degeri K+M uygulamasinda 42 adet, en
diisiik ise M uygulamasinda 18 adet oldugu gézlemlenmistir. Sinif III metilasyonun en
yiiksek degeri M uygulamasinda 27 adet, en diisiik ise K+M uygulamasinda 4 adet oldugu
gozlemlenmistir. Sinif IV metilasyonun en yiiksek degeri K uygulamasinda 67 adet, en

diisiik ise K+M uygulamasinda 61 adet oldugu gézlemlenmistir.
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DNA metilasyon siniflari Zhang et al. (2016) gore degerlendirilmistir. Tim
metilasyon oran1 (FMO) (%), yar1 metilasyon oran1 (HMO) (%) ve toplam metilasyon
oran1 (TMO) (%) Lu et al. (2008) ve Yang et al. (2011) temel alinarak hesaplanmistir.

Serra ¢esidinin kok ve yaprak dokularinda tuz, melatonin ve tuz/melatonin
uygulamalarinda (%) HMO, FMO ve TMO degerleri incelendiginde, kok dokusundaki
%HMO degeri %7,59 ile %14,48 arasinda, %FMO degeri %54,58 ile %74,48 arasinda,
%TMO degeri ise %68,97 ile %82,76 arasinda degistigi gozlemlenmistir. Yaprak
dokusunda ise bu degerler sirastyla (Y%oHMO, FMO, TMO) %38,51 ile %10,64 arasinda,

%63,12 ile %82,27 arasinda, %77,30 ile %92,91 arasinda gozlemlenmistir.

Serra ¢esidinin  kok ve yaprak dokularinda kuraklik, melatonin ve
kuraklik/melatonin uygulamalarinda (%) HMO, FMO ve TMO degerleri incelendiginde,
kok dokusundaki %6HMO degeri %3,20 ile %20,80 arasinda, %FMO degeri %55,20 ile
%77,60 arasinda, %TMO degeri %76,00 ile %84,80 arasinda degerler aldig
gozlemlenmistir. Yaprak dokusunda ise bu degerler sirasiyla, %7,20 ile %20,80 arasinda,

%56,00 ile %62,40 arasinda, %64,80 ile %84,80 arasinda degerler aldig1 gézlemlenmistir.

Elkoca 05 ¢esidinin kok ve yaprak dokularinda tuz, melatonin ve tuz/melatonin
uygulamalarinda (%) HMO, FMO ve TMO degerleri incelendiginde, kok dokusundaki
%HMO degeri %5,11 ile %14,60 arasinda, %FMO degeri %58,39 ile %68,61 arasinda,
%TMO degeri %72,99 ile %80,29 arasinda degerler aldig1 gdézlemlenmistir. Yaprak
dokusunda ise bu degerler sirasiyla, %6,43 ile %10,71 arasinda, %67,14 ile %72,86

arasinda, %77,86 ile %79,29 arasinda degerler aldig1 gézlemlenmistir.

Bitkiler, genellikle elverissiz ve hatta tehlikeli olan ve siirekli degisen bir ortamda
yasarlar. Sesil organizmalar olarak bitkiler ¢coklu agresif karsilagsmalardan aktif olarak
kagamazlar. Bunun yerine, agresif ¢evresel faktorlere hizli yanitlar ve degisen ortamlara
adaptasyonlar iceren yiiksek fenotipik esneklik gelistirmislerdir. Bu fenotipik esnekligin
altinda gen ifadesindeki degisiklikler yatmaktadir. Gen ifadesi epigenetik isaretler
tarafindan kontrol edildiginden, epigenetik varyasyon stres faktdrlerine ve g¢evresel
adaptasyona kars1 bitki tepkilerinde kilit bir rol alabilir. Na* iyonu toksisitesi,

hiperosmotik stres ve oksidatif hasar nedeniyle, yiiksek tuzluluk bitki biiylimesini ve
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gelisimini biiyiik 6l¢iide etkiler. Tuz toleransinda biiyiik 6l¢iide farklilik gosteren celtik
cesitlerinde global DNA metilasyon seviyelerinin degerlendirilmesi, tuz stresine maruz
kaldiktan sonra DNA metilasyonunun azaldigini gostermistir (Ferreira et al. 2015). Tuza
toleransli Pokkali ¢esidinin yapraklarinda, DNA metilasyonundaki azalma hizli olmus ve
%70 hipometilasyona ulagsmistir. Buna karsilik, tuza duyarli IR29 ¢esidinde metilasyon
kayb1 sadece %14 tiir ve istatistiksel olarak anlamli degildir. Koklerde, tuz stresinin DNA
metilasyonu lizerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli olmamustir. Tuza toleransh
Pokkali ve tuza duyarli IR29 arasindaki DNA metilasyonundaki bu carpici farkliliklar,
IR29’da tuz stresi altinda yukar regiile olan ancak Pokkali’de olmayan DRM2 geninin
farkli ifadesi ile iliskilendirilmistir. Buna karsilik, iki DNA demetilaz geninin
ifadesindeki degisiklikler her iki ¢esitte de benzer olmustur; DNG701 geni 1 saatlik tuz
stresinden sonra bir azalma ve 24 saatlik tuz stresinden sonra bir artis gosterirken,
DNG?710 geni tuz stresi boyunca kademeli bir artis gosterdigi rapor edilmistir (Ashapkin
et al. 2020).

Orhan et al. (2020) lahana bitkisinde yaptig1 ¢alismada TMO (%) %59,0 ile %71,8
arasinda degisimi gozlemlemislerdir. Tiim uygulamalarda FMO’nin (%) HMO’den daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. En yiiksek % TMO oranin 0 mM NaCl + 0 mM Putresin
uygulamasinda gozlenmistir. 50 mM ve 100 mM NaCl uygulamalarinin %TMO orani 0
mM NaCl uygulamasindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, 150
mM NaCl’deki metilasyon oranmt 0 mM NaCl uygulamasiyla ayni oldugu
gozlemlemislerdir. ~ Tiim  NaCl  konsantrasyonlarina  uygulanan  Putresin
konsantrasyonunun artigina paralel olarak TMO’da belirgin bir diislis oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuclara gére hem NaCl stresinde hem de stressiz kosullarda uygulanan

Put’un demetilasyona neden oldugu belirlemislerdir.

AFLP, SRAP ve MSAP yaklasimlarin1 kullanan Lu et al. (2007) yaptiklar
calismada kanola bitkilerine piiskiirtiilen NaCl’nin neden oldugu genetik ve epigenetik
degisiklikleri incelemistir. Calismanin bulgulari, 500 mM NaCl konsantrasyonunda
genetik varyasyonun mevcut oldugunu, ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda genetik
varyasyonun azaldigini ve bunun da bitkinin nihai 6liimiiyle agiklandigini gostermistir.
CCGG bolgelerindeki metilasyon orani kontrol grubunda %26,6 iken, NaCl varliginda
%44,2’ye yiikseldigini gozlemlemislerdir. Bu bulgu, tuz stresinin hipermetilasyona yol
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acarken, diisiik NaCl uygulamalarinin hipometilasyona yol agtigini tespit etmislerdir. Na*
ve CI iyonlar1 bitkinin normal gelisimi i¢in gerekli olsa da fazlaliklar1 lipidlerin,
proteinlerin ve niikleik asitlerin bozulmasina yol agar ve bitkide bir stres tepkisini
tetikledigini ayrica tuz stresinin bitkide su eksikligine neden oldugunu, bu da bazlara
baglanan ve ¢ift sarmalli DNA’daki seker fosfat baglarini kirarak mutasyonlara yol agan

ROT ’lar serbest biraktigin1 agiklamislardir.

Elkoca 05 c¢esidinin kok ve yaprak dokularinda kuraklik, melatonin ve
kuraklik/melatonin uygulamalarinda (%) HMO, FMO ve TMO degerleri incelendiginde,
kok dokusundaki %HMO degeri %4,92 ile %13,11 arasinda, %FMO degeri %57,38 ile
%72,95 arasinda, %TMO degeri %65,57 ile %86,07 arasinda degerler aldigi
gozlemlenmistir. Yaprak dokusunda ise bu degerler sirasiyla, %3,45 ile %10,34, %59,03
ile %81,03 arasinda, %63,79 ile %84,48 arasinda degerler aldig1 gozlemlenmistir.

Yapilan tez calismasinda %TMO oranlarina bakildiginda strese ve uygulanan
dokuya bagl olarak degisen metilasyon degerlerinin oldugu gozlemlenmektedir.
Uygulanan tuz stresinde Serra ¢esidinde yaprak dokusunda, Elkoca 05 ¢esidinde ise kdk
dokusunda toplam metilasyon oranin diger metilasyon oranlarina gore daha yliksek
oldugu gozlemlenmistir. Uygulanan kuraklik stresinde ise, Serra cesidinde kok
dokusunda, Elkoca 05 gesidinde ise yaprak dokusunda toplam metilasyon oranin diger

metilasyon oranlarina gore daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.

Arslan (2012) bugdayda yaptigi ¢alismada RAPD sonuglarma gore, artan
PEG6000 uygulama dozu ile RAPD bantlarindaki degisiklikler ve GTS indeksindeki
azalma, genomik instabilitenin artmasina neden oldugunu ve bunun da stresin DNA
yapisina zarar verdigini goézlemlemistir. Ek olarak, CRED-RA sonuglari, PEG6000
uygulamasinin metilasyon hizinda bir artisla sonuglandigini tespit etmistir. Elde ettigi
sonuclar 1s18inda, stres kaynaklit DNA hasarinin, ABA’nin su kaybint 6nlemek igin
stomalar1 kapatmasiyla baslayan, daha sonra ROT seviyesinde bir artisa neden olan ve
nokta mutasyonlari, genetik ve kromozomal yeniden diizenlemeler, eksilmeler ve
eklemeler gibi genomik DNA hasariyla sonuclanan bir dizi eylemden kaynaklandigi

aktarmistir.
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Histon modifikasyonlarina ek olarak, DNA metilasyonu da bitkilerde kurakliga
dirence katkida bulunur. Tek yillik, otsu bitkilerde kuraklik stresinin neden oldugu DNA
metilasyon seviyelerindeki degisiklikler hakkinda bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Wang et al.
2011; Labra et al. 2002; Colaneri and Jones 2013) ancak ¢ok yillik odunsu bitkiler i¢in
cok az rapor mevcuttur. Populus trichocarpa Torr. A. Gray’yi inceleyen Liang et al.
(2014) kuraklik stresinin DNA metilasyon seviyelerini degistirdigini ve bu nedenle
kuraklik stresine yanit veren bir¢ok genin ifade modellerini degistirdigini bildirmistir.
Metillenmis sitozinlerin genom ¢apinda metilasyon seviyeleri, kontrol bitkilerine kiyasla
kuraklik stresi altinda 6nemli 6lgiide daha yiikseldigi ve bu da gen ifadesiyle pozitif olarak
iligkili oldugu ve yogun metilasyon gen susturma ile sonuclandigi bildirilmistir. Bazi
TF’leri kodlayan genlerde kuraklik uygulamasindan sonra DNA metilasyonunda ve
transkriptom ifadesinde azalma, diger TF’lerini kodlayan genlerde ise DNA
metilasyonunda ve gen ifadesinde artis bulunmustur. Bu nedenle, DNA metilasyonundaki
degisiklikler genom capinda kurakliga yanit veren genlerin ifadesini diizenleyebilir.
Baska bir ¢alismada, kuraklik stresi kavakta DNA metilasyon modellerinin kapsamli bir
sekilde yeniden sekillendigini gdstermistir ve tekrarlayan elementlerdeki DNA
metilasyonunun komsu genlerin ifadesini kontrol etmede Onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (Liang et al. 2014). Bu durum, TE’lerin strese duyarli genlerin arttiricilar:

oldugu misirda da rapor edilmistir (Makarevitch et al. 2015).

DNA metilasyon modelleri ve bunlarin abiyotik stresle iliskisi agag bitkisi Hevea
brasiliensis (Willd. ex A.Juss.) Miill. Arg.’te de gosterilmistir (Uthup et al 2011). Quercus
ilex L. agacglar1 igin, kurakliga maruz kaldiklarinda hipermetillenmis lokuslarin
ylizdesinin arttig1 ve tam metillenmis lokuslarin ylizdesinin azaldig: bildirilmistir (Rico
et al. 2014). Xu et al. (2018) elmada (Malus domestica Borkh.) kuraklik stresi altinda
TE’lerin demetilasyonunu rapor etmistir. Kavakta yapilan bir baska ¢aligmada, kuraklik
stresi altinda gen godvdelerinde hipometilasyon gozlenmis, bunu kuraklik stresi
cekildikten sonra hipermetilasyon izlemistir. TE’ler i¢in ise tam tersi bir etki gdzlenmistir

(Lafon-Placette et al. 2018).

Kiltiirti yapilan elma agacinin, yabani akrabasma (Malus prunifolia (Willd.)
Borkh.) kiyasla kurakliga karsi daha az toleransli oldugu tespit edilmistir. M.

prunifolia’nin daha yiiksek kuraklik toleransinin, bitki direnci ve 1s1 ve kuraklik stresiyle
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baglantili bir transkripsiyon ailesi iiyesi olan DREB2A geninin daha diisiik promotor
metilasyonundan ve daha yiiksek ifadesinden kaynaklandigi 6ne siiriilmektedir. Bu
nedenle, bu promotor bolgesinin metilasyonu M. prunifolia’da kurakliga direncte bir rol

oynayabilir (Sakuma et al. 2006).

Wang et al. (2011) celtikte kurakliga bagli DNA metilasyon bdlgelerinin
genotipik spesifik modellerini tespit etmis, bdlgelerin %70’inde epigenetik
degisikliklerin iyilesmeden sonra 6n baski durumuna geri dondiigiinii ve bolgelerin
%29’unda kurakliga baglit DNA demetilasyon/metilasyon degisikliklerinin iyilesmeden
sonra bile kaldigini tespit etmistir. Ayrica, DNA metilasyon varyasyonunun onemli
diizeyde gelisimsel ve doku spesifikligi bulmuslar ve ¢eltik genomundaki kurakliga bagl
DNA metilasyon varyasyonlariin geltik bitkilerinde adaptasyon i¢in ¢ok 6nemli bir

diizenleyici mekanizma olarak kabul edilebilecegini one siirmiislerdir.
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Degisen ¢evresel kosullar ve iklimde meydana gelen ciddi degisimler sonucunda
bitkisel iiretimde azalmalar meydana gelmistir. Bu nedenle bitkilerin hem degisen
cevresel kosullara hem de iklimde meydana gelen degisikliklere dayanikli olmalari
gerekmektedir. Modern biyoteknolojik yontemlerin bitki 1slahinda kullanilmasiyla yeni
cesitlerin gelistirilmesi giiniimiizde artik daha kolay hale gelmistir. Calisma sonuglar1
degerlendirildiginde kuraklik ve tuz stresi kosullar1 altinda fasulye genotiplerine ekzojen
olarak uygulanan melatoninin kdk ve yaprak dokularinda biyokimyasal ve epigenetik
degisimler meydana getirdigi tespit edilmistir. Calismada kullanilan genotiplerin stres
kosullarina kars1 olan yanit diizeyleri i¢in MDA analizine gore kuraklik ve tuz stresleri
kosullar1 altinda Elkoca 05 genotipinin Serra genotipine gore daha dayanikli sdylenebilir.
Diger taraftan DNA metilasyonuna dayali ¢alismalar sonucunda hem stres kosullarinin
hem de melatonin uygulamasinin DNA metilasyon degisime neden oldugu belirlenmistir.
Dahas1 arastirmada melatoninin stres toleransinda incelenen parametreler bakimindan
tyilestirici bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Fasulyede tuz ve kuraklik sartlar1 altinda
melatoninin bu etkisinin genomik ve transkriptomik seviyelerde belirlenmesi bu

caligmadaki bulgular1 destekler nitelikte olacaktir.
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