Manas Journal of Agriculture Veterinary and Life Sciences

ISSN 1694-7932 | e-ISSN 1694-7932
Volume 10 (Issue 1) (2020) Pages 11-18

Misir (Zea mays L.)’ da Tuz Stresine Kars1 Humik Asidin Etkisi
Hiseyin BULUT

Erzincan Binali Yildirim Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Erzincan, TURKIYE.
e-mail: huseyinbulut@erzincan.edu.tr
https://orcid.org/ 0000-0003-3424-7012

OZET MAKALE BIiLGIiSi
Son yillarda degisen yagis rejimleri ve uygulanan sentetik takviyeler topragin tuzluluk Arastirma Makalesi
oranimi artirmistir. Calismamizda tuz stresinin musir (Zea mays L.) iizerinde olusturdugu Gelis : 28.02.2020
stresin diizeyi IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) analizi ile Kabul: 17.03.2020
degerlendirilmistir. Uygulanan 3 g/, 6 g/l, 9 g/l, 12 g/l tuz dozlarinda retrotranspozon Anahtar kelimeler:
hareketliligine bagli olarak polimorfizmlerin doz ile orantili olarak arttig1 belirlenmistir. Humik asit,

GTS (Genomic Template Stability) degerlerinin ise artan tuz stresinin negatif etkisi ile Retrotranspozon, Tuz
azaldig1 tespit edilmistir. Calismada tuz stresini hafifletmek i¢in uygulanan Humik asit stresi, Zea mays L.

takviyesinin retrotranspozon hareketliligini azalttigi, GTS degerinde artisa neden oldugu
anlasilmistir. Uriinlerde verim ve kalite kaybina neden olan tuz stresine karsi humik asit
takviyesinin faydali olacagi belirlenmistir.

Effect of Humic Acid Against Salt Stress in Maize (Zea mays L..)

ABSTRACT ARTICLE INFO
In recent years, the changing antecedent precipitation and synthetic manure that have been used on Research article

agriculture have increased the salinity (content) rate of the soil. In this study, the level of the stress Received: 28.02.2020
that has generated on maize (Zea mays L.) by salt stress has been evaluated by the IRAP (Inter- Accepted: 17.03.2020

Retrotransposon Amplified Polymorphism) analysis. It has been determined that the polymophism
have increased in direct proportion to the doses applied at 3 g/l, 6 g/l, 9 g/l, 12 g/l due to
retrotransposon mobility. It has also been determined that GTS (Genomic Template Stability) values
have decreased by the negative effect of the increasing salt stress. In this study, it has been understood
that the humic acid supplement used to alleviate the salt stress have decreased the retotransposon
mobility and increassed the GTS value. It has been thought that humid acid supplement would be
benefical agains salt stress that has caused the loss of yield and quality in the products.
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GIRIS

Yasam dongiileri boyunca bitkiler siklikla yiiksek sicaklik, donma, tuzluluk, kuraklik, agir metaller ve UV gibi gesitli
abiyotik streslere maruz kalirlar. Tuzluluk stresi, kiiresel olarak bitki biiylimesini ve verimini etkileyen en énemli ve
zararli abiyotik streslerden biridir. Toprak tuzlulugu, tiim diinyada ekili alanlarin %50'sine ve tarim alanlarinin
%20'sine zarar vermektedir (Munns ve Tester, 2008; Sun vd., 2016). Tiirkiye’de verimsiz alanlar yiizey alaninin
%2’sini kaplarken, bu corak alanlarin %74’ii tuzlu topraklardan olusmaktadir (Kendirli vd., 2005). Oniimiizdeki
yillarda, iklim degisikliginin neden oldugu yagis rejimindeki farkliliklardan toprak tuzlanmasinda bir artig
ongorilmektedir (AbdElgawad vd., 2016). Tuzluluk stresi vejetatif ve {ireme asamalarindaki bitkilere zarar vermekte,
biyokiitle ve mahsul verimini azaltmaktadir (Wani ve Gosal, 2011). Cesitli calismalarda, tuzluluk stresinin bitkilerde
reaktif oksijen turlerinin (ROT) iiretimini indiikledigi bildirilmistir (Verma ve Mishra, 2005; Gill ve Tuteja, 2010;
Yaghobi vd., 2016). Hiicresel metabolizmalar normal kosullar altinda ROT’larin miktarini antioksidanlar ve gesitli
korunma sistemleri ile diisiik diizeyde tutmaktadirlar. Ancak ¢evresel stres faktorlerinin etkisi altinda antioksidan
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sistemlerin aktiviteleri azaltmakta ve bunun sonucunda reaktif oksijen tirlerinin sentezlenmesini tetikleyerek
birikimine neden olmaktadir (Breusegem vd., 2001). Reaktif oksijen tiirlerinin DNA hasarmi, DNA onarim
mekanizmalarin1 ve gen ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir (Jomova ve Valko, 2011; IARC, 2012). Ayrica
ROT'un DNA iplik¢ik kirilmasim tetikledigi, DNA-protein ¢apraz baglarinin olusumuna neden oldugu, ara ve iplikcik
ici ¢apraz baglarin olusumuna yol agtifi tespit edilmistir (Jena, 2012). Artan abiyotik etkenlerin neden oldugu
streslerin ortadan kaldirilmasi veya hafifletilmesi icin bitkilere farkli takviyeler yapilmaktadir. Bunlardan birisi olan
humik maddeler, bitki ve hayvan kalintilarinin ayrismasindan elde edilen dogal organik bilesiklerdir (Morales vd.,
2012). Humik maddeler, farkli pH' da ki ¢oziiniirliiklerine gére humin, humik asit ve fulvik asit olarak adlandirilir (Suh
vd., 2014). Fulvik asit nispeten diisiik bir molekiil agirligina sahiptir ve oksijen bakimindan zengin, karbon bakimindan
fakir fonksiyonel gruplar igerir (Weng vd., 2006). Fulvik asitin besin alimin arttirarak kuraklik direnci artirdigi, toprak
pH'min stabilize edilmesine ve giibre kaybinin azaltilmasina yardimei oldugu belirtilmistir (Suh vd., 2014).

Misir, diinya genelinde ¢ok cesitli toprak ve iklim kosullarinda yaygin olarak yetistirilmekte olup tuz stresine orta
derecede duyarli bir bitkidir (Chinnusamy vd., 2005). Toprakta tuz birikiminin musir {izerinde ¢imlenme, mineral alimu,
tahil gelisimi, verimi iizerinde ozmotik ve iyona 6zgii olumsuz etkileri vardir (Farooq vd., 2014; Farooq vd., 2015).
Misir Tiirkiye’de bugday ve arpadan sonra en ¢ok ekilen tahil iirliniidiir. Tiik verilerine gore 2019 yilinda 638 bin
hektar alandan 6 milyon ton musir iiretimi yapilmistir (TUIK, 2020).

Calismamizda metabolizmalar i¢in dnemli bir besin 6gesi olan musir iizerinde tuzun neden oldugu stresin genetik
kararlihiga etkisi ve tuz stresine karsi humik asidin koruyucu etkisi retrotranspozon hareketliligi ile degerlendirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesinden yerli saf iki yillik Zea mays L. tohumlari tedarik edilmistir. Tohumlar 10
dakika siireyle %S5°lik sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisinde yikanmis ve yiizey sterilizasyonlari saglanmustir.
Tohumlar saf su ile durulanmis ve kurutulmustur. Esit biiyiikliikte segilen tohumlar Kontrol, Deney-1 ve Deney-2
gruplart olarak belirlenmistir. Steril filtre kagith petrilere yerlestirilen kontrol grubu tohumlari su ile, Deney-1 grubu
tohumlari 3, 6, 9 ve 12 g/l NaCl ile (Ekmekci vd., 2005), Deney-2 grubu tohumlari ise 3, 6, 9 ve 12 g/l NaCl oranindaki
tuza iireticinin (Humat Kimya ila¢ Kozmetik Gida Cevre San. Tic. Ltd. Sti./Kocaeli) talimatlarma uygun olarak
1500cc/30 1t oraninda hesaplanarak 1500 ppm humik asit (%12 humik + fulvik asit, Humata 12®) eklenerek
¢imlenmeye birakilmistir. Deney ve kontrol grubu 6rnekleri 14 giiniin sonunda toplanmig, kullanmilmak iizere -80 ° C'de
muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu

Laboratuvar ¢alismalar1 Erzincan Binali Yildirim Universitesi Temel Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezinde
gergeklestirilmistir. Cimlendirme sonucu elde edilen bitki 6érneklerinden Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism
analizi i¢in DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu Saghai-Maroof ve arkadaslarinin ifade ettikleri (1984) yontem
ile gerceklestirilmistir. DNA konsantrasyonlar1 ACTGene Spektrofotometre (ACTGene UVIS-99, NJ, ABD) ile
A260/280 O.D. belirlenmis ve tiim numunelerin DNA's1 0.5 pg'a ayarlanmustir.

IRAP Analizi

Genomda retrotranspozon hareketliliginden kaynakli farklilasmalar IRAP teknigi ile analiz edilebilir. IRAP, Kalendar ve
ark. (1999) tarafindan ortaya konan DNA parmak izlerini iiretmek i¢in boyutlar: 100 ile 5.000 bp arasinda degisen
dogrudan LTR igeren bir grup retrotranspozonu hedeflemektedir. Calismada 6 IRAP primeri (Metabion International
AG Lena-Christ-Strasse 44/1 D82152 Martinsried, Deutschland) kullanilmistir. Primerlerin detaylar1 Cizelge 1’ de
verilmigtir.

Cizelge 1. IRAP analizinde kullanilan primerler ve sekans bilgileri

Primer Ad1 Sequence 5’ >3’ T.M. (°C)

SUKKULA GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 63.3
3LTR-5 TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA 64.6
LTR 6150 CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACATGTA 64.4
NIKITA E2647- ACCCCTCTAGGCGACATCC 58.7
5LTR1 TTGCCTCTAGGGCATATTTTCCAACA 58.4
LTR 6149 -5 CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT 65.9

Retrotranspozon hareketliliginin degerlendirilmesi amaciyla yapilan IRAP-PCR islemi icin gerekli olan bilesenler ve
miktarlari Cizelge 2.” de verilen degerlerde hazirlanmustir.
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Cizelge 2. IRAP-PCR analiz bilesenleri

Bilesen Miktar (ul)
10 x PCR buffer 2

dNTPs (10 nM) 0.5

MgCl; (25 mM) 1.25

IRAP primer (5 mM) 1

Taq DNA polimeraz 1

Ultra saf su 13.25
Genomik DNA 1

Toplam hacim 20

Kapakli PCR tiiptinde toplam hacmi 20 pul olan 6rnekler Cizelge 3.” de verilen PCR protokoliine tabii tutulmuslardir.

Cizelge 3. IRAP-PCR protokoli

Dongii adi Sicakhik Sire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C 2 dk 1
Denatiirasyon 95°C 30sn 2

Primer baglanma *°C 1dk 1

Uzama 72°C 2dk 1
Denaturasyon 95°C 30sn 41

Primer Baglanma 35°C 1dk 1

Uzama 72°C 2.dk 1

Son uzama 72°C 5 dk 1

Sonlanma 4°C 0 1

IRAP Elektroforez Protokolu

Elde edilen PCR iiriinleri hazirlanan agaroz jele gel loading solution ile yiiklenmis ve 100 dakika 90 voltta
yuriitiilmiigtiir. Elektroforez islemi sonucunda olusan bantlar UV cihazinda 256 nm ultraviyole 1sik altinda
goriintillenmistir.

IRAP Analizi ve Genomik Sablon Stabilitesinin (GTS) Hesaplanmasi

Genomik Sablon Stabilitesinin degeri Ateinzar’a (1999) gére her bir primer {iriini i¢in (%)100 (100 — a n-) -1
formilinden yararlanilarak hesaplanmustir. Formiilde yer alan ‘a’ her bir 6rnek i¢in saptanan IRAP polimorfik
profillerini, ‘n’ ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda elde edilen toplam DNA bant miktarini ifade etmektedir.
Orneklere ait IRAP profillerinde g6zlenen polimorfizm negatif kontrol grubuna gére olusan yeni bir bandi ya da olan
bandin kaybolmasini kapsamistir. Bu bantlarin degerlendirilmesinde Total Lab TL120 yazilimi kullanilmigtir. Elde
edilen kaybolan ve/veya olusan bantlara gore istatistik yapilmis, polimorfizm ve GTS degerleri hesaplanmustir.

BULGULAR

Kullanilan 6 IRAP primerinden 306 adet bant elde edilmistir. Bu bantlarin biiyiikliikleri 116 ile 1.562 bg arasinda
degiskenlik gostermektedir. En ¢ok polimorfik bant 11 adet ile Sukkula primerinden elde edilmistir. IRAP analizi
sonuclarin detaylar1 Cizelge 4’de verilmistir. Kontrol grubu ile kargilastirildiginda tuz stresine maruz kalan tim
Deney-1 grubu 6rneklerinde polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm degerlerinin tuz dozundaki artisla dogru orantilt
olarak artt1g1 gozlenmistir. Polimorfizm degerleri % 22.58 ile % 38.70 arasinda degiskenlik gostermekte olup, en yiiksek
polimorfizm 12 g/l tuz dozunda ¢imlendirilen tohumlarda %38.70, en diisiik polimorfizm degeri ise % 22.58 ile 3 g/l tuz
dozunda gimlendirilen 6rnekte tespit edilmistir.

Tuz stresi altinda ¢imlendirilen tohumlarin GTS degerlerinin artan tuz stresine bagli olarak azaldig1 saptanmistir. GTS
degerleri % 61.30 ile % 77.42 arasinda degiskenlik gostermistir. En yiiksek GTS degeri en diisikk doz tuz uygulamasi
olan 3 g/I’den % 77.42 olarak elde edilmistir.

Humik asit eklenerek uygulanan Deney-2 grubu orneklerde ise tiim tuz dozlarinda ¢imlendirilen 6rneklerde polimorfizm
degerlerinde diisiis tespit edilmistir. Bu drneklerden elde edilen polimorfizm degerleri % 16.12 ile % 35.48 arasinda
degistigi tespit edilmistir. Bu 6rneklerde de tuz dozu ile polimorfizm arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir. GTS
degerleri ise sadece tuz stresine uygulanan orneklere gore daha yliksek olarak tespit edilmistir. GTS degerlerinin %
64.52 ile % 83.88 arasinda degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Sekil 1’de SLTR1 primerinden elde edilen bant
goriintiisii verilmistir.
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Cizelge 4. IRAP analizinden elde edilen veriler

Primer adi Kontrol 3 g/l 6 g/l 9¢/ 12 g/l 39/ 6 g/l 94¢/l 12 g/l
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
+1.500 +1.500 +1.500 +1.500
ppm ppm ppm ppm
Humik Humik Humik Humik
asit asit asit asit
5LTRL 4 +656 +694 +711 +735 +556 +564 +573 +603
+417
+421 +456 +472 +489 +396 +403 +418 +438
LTR6150 5 +265  +281  +297 +196 +202
+1116  +1182  +1194  +1212  +927 +986 +1004 +1096
SUKKULA 7 -233 +816 +837 +856 +712 +736 +747
-233 -233 -233 -233
+624 +647 +669 +694 +443 +482 +517 +534
LTR6149-5 4 1432 4449 +356
NIKITA- 8 +712 +718 +741 +763 +581 +593 +608 +612
E2647- +562 +422
3LTR-5 3 +336 +346 +368 +401 - +286 +298 +311
Bant sayisi 31 7 9 10 12 5 7 8 11
zggeTiorf'zm 2258 2903 3225 3870 16.12 22.58 25.80 35.48
GTS Degeri 7742 7097 67.75 61.30  83.88 77.42 74.20 64.52

Tuz stresine muamele edilerek yetistirilen Deney-1 grubu 6rnekler ile tuz stresi ve humik asitin birlikte verildigi Deney-
2 grubu Orneklerin kontrol grubu ile karsilastirmasi yapilmistir. Buna gore 3 g/l NaCl uygulamasinda elde edilen
polimorfizm degerinin 3 g/l NaCl + Humik asit uygulamasinda % 28.60 oraninda azaldig1 tespit edilmistir. 6 g/l NaCl
uygulamasinda elde edilen polimorfizm degerinin 6 g/l NaCl + Humik asit uygulamasinda % 22.21 oraninda azaldig1
tespit edilmistir. 9 g/l NaCl uygulamasinda elde edilen polimorfizm degerinin 9 g/l NaCl + Humik asit uygulamasinda %

20.00 oraninda azaldig: tespit edilmistir.

Bp

Marker

Kontrol

3 g/l NaCl

6 g/l NaCl

9 g/l NaCl

12 g/l NaCl

3 g/l NaCl
+ 1500 ppm
Homik asit

6 g/l NaCl
+ 1500 ppm
Humik asit

9 g/l NaCl
+ 1500 ppm
Hiimik asit

12 g/l NaCl
+ 1500 ppm
Humik asit

Sekil 1. 5LTR1 IRAP primerine ait UV gorintisi
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En yiiksek doz olan 12 g/l NaCl uygulamasinda elde edilen polimorfizm degerinin ise 12 g/l NaCl + Humik asit
uygulamasinda % 8.32 oraninda azaldig: tespit edilmistir. Polimorfizmdeki en ¢ok azalma 3 g/l uygulamasindan, en az
diistis ise 12 g/l uygulamasinda gorilmistiir. Sekil 2’de uygulamalardaki polimorfizm degerleri, Sekil 3’de ise
polimorfizmdeki degisim yiizdesi verilmistir.

Polimorfizm Degerleri

s 111

3 g/l NaCl 6 g/l NaCl 9 g/l NaCl 12 g/I NaCl

NaCl Stresi  ®m NaCl+Hiimik Asit

Sekil 2. Uygulama dozuna bagli polimorfizm degerleri

Polimorfizmdeki Azalma Miktari (%)

6 g/l 9¢g/l

Polimorfizm Degisimi(%)

Sekil 3. Uygulamalar arasindaki polimorfizm degisim miktarlari

Tuz stresine muamele edilerek yetistirilen deney 1 grubu 6rnekler ile tuz stresi ve humik asitin birlikte verildigi deney 2
grubu Orneklerin kontrol grubu ile karsilagtirmasi yapilmig ve GTS degerleri incelenmistir. Buna gore 3 g/l NaCl
uygulamasinda elde edilen GTS degerinin 3 g/l NaCl + Humik asit uygulamasinda % 8.34 oraninda arttigi tespit
edilmistir. 6 g/l NaCl uygulamasinda elde edilen GTS degerinin 6 g/l NaCl + Humik asit uygulamasinda % 9.08
oraninda arttig1 tespit edilmistir. 9 g/l NaCl uygulamasinda elde edilen GTS degerinin 9 g/l NaCl + Humik asit
uygulamasinda % 9.52 oraninda arttigi tespit edilmistir. En yiiksek doz olan 12 g/l NaCl uygulamasinda elde edilen GTS
degerinin ise 12 g/l NaCl + Humik asit uygulamasinda % 5.25 oraninda arttigi tespit edilmistir. GTS degerindeki en ¢ok
artis 9 g/l uygulamasindan, en az artis ise 12 g/l uygulamasinda gorilmiistiir. Sekil 4’de uygulamalardaki elde edilen
GTS degerleri, Sekil 5°de ise GTS degerlerindeki degisim yiizdesi verilmistir.
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GTS Degerleri

111

3 g/l NaCl 6 g/l NaCl 9 g/l NaCl 12 g/l NaCl

NaCl Stresi  m NaCl+Hlmik Asit

Sekil 4. Uygulama dozuna bagli GTS degerleri

GTS Degerindeki Artis Miktari (%)

111

3g/l 6 g/l 9 g/l

GTS Degisimi (%)

Sekil 5. Uygulamalar arasindaki GTS degerlerindeki degisim miktarlar1
TARTISMA

Ulkemizin niifusu son 10 yilda 71 milyondan 82 milyona ulasirken, aym1 donemde ekim yapilan tarim arazisinin
biiyiikliigii 39.122 bin hektardan 37.817 bin hektara gerilemistir (TUIK, 2019). Bu iki faktoriin etkisi ile daha az alandan
daha fazla Uriin elde edilmesi zorunlulugu ortaya g¢ikmaktadir (Rastogi vd., 2017; Moreno-Gonzalez vd., 2017;
Malarkodi vd., 2017; Cheng vd., 2017). Ancak bir¢ok tarimsal uygulamada verim artigi i¢in sentetik giibrelerin,
kimyasal ilaglarin kullanimi topragin canli dokusuna zarar vermekte ve topragin rejenerasyonunu engellemektedir.
Kiiresel 1sinmanin sonuglarindan birisi olan yagis rejimindeki degisiklikler yeralti ve sulama sularinin azalmasina,
uygulanan kimyasal giibreler ise topraklarin ¢oraklagsmasina neden olmaktadir. Bitkiler sabit konumlarindan dolay1
yasadiklar1 ¢cevre kosullarindaki degisikliklerden, diger organizmalara gore ¢ok daha fazla etkilenmektedirler (Taiz ve
Zeiger, 2010). Bitkilerin strese olan cevabi, stresin yogunluguna ve siiresine bagl olarak degisen dinamik bir siiregtir
(Kosova vd., 2011). Bitkiler evrimsel siiregte, streslerin neden oldugu hasarlar ile basa ¢ikmak i¢in farkli molekiiler
mekanizmalar gelistirmislerdir. Molekiiler mekanizmalardan birisi retrotranspozon aktivitesidir. Retrotranspozonlar
cogunlukla hareketsizdir, ancak stres kosullari altinda onlar1 aktif olmaya zorlar. Birgok ¢alisma, retrotranspozonlarin
transkripsiyonel seviyelerinin bitkide farkl: stres altinda arttigini bildirmektedir (Hirochika vd., 1996; Grandbastien,
2008; Picault vd., 2009).

Calismamizda olusturulan Deney-1 ve Deney-2 o6rneklerinde tuz stresinin etkisi ve tuz stresine karsi humik asitin
GTS’ye olan katkisi retrotranspozon hareketliligi ile incelenmistir. Tuz stresinin Sukkula, 3LTR-5, LTR 6150, Nikita
E2647-, 5LTR1, LTR6149-5 transpozonlarinda polimorfizme neden oldugu anlagilmistir. Artan tuz stresinin
polimorfizmde artisa neden oldugu, GTS degerinde ise diisiise neden oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira uygulanan
humik asitin retrotranspozon hareketliligini azalttig1 elde edilen polimorfizm degerindeki azalmadan anlasilmistir.
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Ayrica retrotranpozon hareketlili§indeki azalmadan dolayr GTS degerinde artis tespit edilmistir. Bazi arastirmacilar,
humik asitlerin antiklaztojenik olabilecegini ve antitoksik etki ve antimutajenik aktivite gosterebilecegini bildirmigtir
(Marova vd., 2011). Bununla birlikte humik asitin kadmiyum, ¢inko, aliiminyum, civa gibi bir¢cok agir metal ve maleik
hidrazid, dikamba gibi pestisit toksisitesine karsi koruyucu etkisi bildirilmis (Ferrara vd., 2004; Voets vd., 2004;
Biiyiikkeskin vd., 2014) olup, ¢alismamizdan elde edilen sonuclar bu ¢aligmalar1 desteklemektedir.

Sonug olarak humik asitin tuz stresine karsi organik bir takviye olarak uygulanabilecegini ve abiyotik strese maruz kalan
farkli tiriin gruplarinda da etkilerinin aragtirilmas: 6nerilmektedir.
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