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Ö Z E T  M A K A L E  B İ L G İ S İ  

Son yıllarda değişen yağış rejimleri ve uygulanan sentetik takviyeler toprağın tuzluluk 
oranını artırmıştır. Çalışmamızda tuz stresinin mısır (Zea mays L.) üzerinde oluşturduğu 
stresin düzeyi IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) analizi ile 
değerlendirilmiştir. Uygulanan 3 g/l, 6 g/l, 9 g/l, 12 g/l tuz dozlarında retrotranspozon 
hareketliliğine bağlı olarak polimorfizmlerin doz ile orantılı olarak arttığı belirlenmiştir. 
GTS (Genomic Template Stability) değerlerinin ise artan tuz stresinin negatif etkisi ile 
azaldığı tespit edilmiştir. Çalışmada tuz stresini hafifletmek için uygulanan Humik asit 
takviyesinin retrotranspozon hareketliliğini azalttığı, GTS değerinde artışa neden olduğu 
anlaşılmıştır. Ürünlerde verim ve kalite kaybına neden olan tuz stresine karşı humik asit 
takviyesinin faydalı olacağı belirlenmiştir. 
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Effect of Humic Acid Against Salt Stress in Maize (Zea mays L.) 

A B S T R A C T  A R T I C L E  I N F O  

In recent years, the changing antecedent precipitation and synthetic manure that have been used on 
agriculture  have increased the salinity (content) rate of the soil. In this study, the level of the stress 
that has generated on maize (Zea mays L.)  by salt stress has been evaluated by the IRAP (Inter-
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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GİRİŞ 

Yaşam döngüleri boyunca bitkiler sıklıkla yüksek sıcaklık, donma, tuzluluk, kuraklık, ağır metaller ve UV gibi çeşitli 
abiyotik streslere maruz kalırlar. Tuzluluk stresi, küresel olarak bitki büyümesini ve verimini etkileyen en önemli ve 
zararlı abiyotik streslerden biridir. Toprak tuzluluğu, tüm dünyada ekili alanların %50'sine ve tarım alanlarının 
%20'sine zarar vermektedir (Munns ve Tester, 2008; Sun vd., 2016). Türkiye’de verimsiz alanlar yüzey alanının 
%2’sini kaplarken, bu çorak alanların %74’ü tuzlu topraklardan oluşmaktadır (Kendirli vd., 2005). Önümüzdeki 
yıllarda, iklim değişikliğinin neden olduğu yağış rejimindeki farklılıklardan toprak tuzlanmasında bir artış 
öngörülmektedir (AbdElgawad vd., 2016). Tuzluluk stresi vejetatif ve üreme aşamalarındaki bitkilere zarar vermekte, 
biyokütle ve mahsul verimini azaltmaktadır (Wani ve Gosal, 2011). Çeşitli çalışmalarda, tuzluluk stresinin bitkilerde 
reaktif oksijen türlerinin (ROT) üretimini indüklediği bildirilmiştir (Verma ve Mishra, 2005; Gill ve Tuteja, 2010; 
Yaghobi vd., 2016).  Hücresel metabolizmalar normal koşullar altında ROT’ların miktarını antioksidanlar ve çeşitli 
korunma sistemleri ile düşük düzeyde tutmaktadırlar. Ancak çevresel stres faktörlerinin etkisi altında antioksidan 
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sistemlerin aktiviteleri azaltmakta ve bunun sonucunda reaktif oksijen türlerinin sentezlenmesini tetikleyerek 
birikimine neden olmaktadır (Breusegem vd., 2001). Reaktif oksijen türlerinin DNA hasarını, DNA onarım 
mekanizmalarını ve gen ekspresyonunu etkilediği bilinmektedir (Jomova ve Valko, 2011; IARC, 2012). Ayrıca 
ROT'un DNA iplikçik kırılmasını tetiklediği, DNA-protein çapraz bağlarının oluşumuna neden olduğu, ara ve iplikçik 
içi çapraz bağların oluşumuna yol açtığı tespit edilmiştir (Jena, 2012).  Artan abiyotik etkenlerin neden olduğu 
streslerin ortadan kaldırılması veya hafifletilmesi için bitkilere farklı takviyeler yapılmaktadır. Bunlardan birisi olan 
humik maddeler, bitki ve hayvan kalıntılarının ayrışmasından elde edilen doğal organik bileşiklerdir (Morales vd., 
2012). Humik maddeler, farklı pH' da ki çözünürlüklerine göre humin, humik asit ve fulvik asit olarak adlandırılır (Suh 
vd., 2014). Fulvik asit nispeten düşük bir molekül ağırlığına sahiptir ve oksijen bakımından zengin, karbon bakımından 
fakir fonksiyonel gruplar içerir (Weng vd., 2006). Fulvik asitin besin alımını arttırarak kuraklık direnci artırdığı, toprak 
pH'ının stabilize edilmesine ve gübre kaybının azaltılmasına yardımcı olduğu belirtilmiştir (Suh vd., 2014). 

Mısır, dünya genelinde çok çeşitli toprak ve iklim koşullarında yaygın olarak yetiştirilmekte olup tuz stresine orta 
derecede duyarlı bir bitkidir (Chinnusamy vd., 2005). Toprakta tuz birikiminin mısır üzerinde çimlenme, mineral alımı, 
tahıl gelişimi, verimi üzerinde ozmotik ve iyona özgü olumsuz etkileri vardır (Farooq vd., 2014; Farooq vd., 2015). 
Mısır Türkiye’de buğday ve arpadan sonra en çok ekilen tahıl ürünüdür. Tüik verilerine göre 2019 yılında 638 bin 
hektar alandan 6 milyon ton mısır üretimi yapılmıştır (TÜİK, 2020).  

Çalışmamızda metabolizmalar için önemli bir besin ögesi olan mısır üzerinde tuzun neden olduğu stresin genetik 
kararlılığa etkisi ve tuz stresine karşı humik asidin koruyucu etkisi retrotranspozon hareketliliği ile değerlendirilmiştir. 

MATERYAL VE YÖNTEM 

Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesinden yerli saf iki yıllık Zea mays L. tohumları tedarik edilmiştir. Tohumlar 10 
dakika süreyle %5’lik sodyum hipoklorit (NaClO) çözeltisinde yıkanmış ve yüzey sterilizasyonları sağlanmıştır. 
Tohumlar saf su ile durulanmış ve kurutulmuştur. Eşit büyüklükte seçilen tohumlar Kontrol, Deney-1 ve Deney-2 
grupları olarak belirlenmiştir. Steril filtre kâğıtlı petrilere yerleştirilen kontrol grubu tohumları su ile, Deney-1 grubu 
tohumları 3, 6, 9 ve 12 g/l NaCl ile (Ekmekci vd., 2005), Deney-2 grubu tohumları ise 3, 6, 9 ve 12 g/l NaCl oranındaki 
tuza üreticinin (Humat Kimya İlaç Kozmetik Gıda Çevre San. Tic. Ltd. Şti./Kocaeli) talimatlarına uygun olarak 
1500cc/30 lt oranında hesaplanarak 1500 ppm humik asit (%12 humik + fulvik asit, Humata 12®) eklenerek 
çimlenmeye bırakılmıştır. Deney ve kontrol grubu örnekleri 14 günün sonunda toplanmış, kullanılmak üzere -80 ° C'de 
muhafaza edilmiştir. 
 
DNA İzolasyonu 
Laboratuvar çalışmaları Erzincan Binali Yıldırım Üniversitesi Temel Bilimler Uygulama ve Araştırma Merkezinde 
gerçekleştirilmiştir. Çimlendirme sonucu elde edilen bitki örneklerinden Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism 
analizi için DNA izolasyonu yapılmıştır. DNA izolasyonu Saghai-Maroof ve arkadaşlarının ifade ettikleri (1984) yöntem 
ile gerçekleştirilmiştir. DNA konsantrasyonları ACTGene Spektrofotometre (ACTGene UVIS-99, NJ, ABD) ile 
A260/280 O.D. belirlenmiş ve tüm numunelerin DNA'sı 0.5 µg'a ayarlanmıştır.  
 
IRAP Analizi 
Genomda retrotranspozon hareketliliğinden kaynaklı farklılaşmalar IRAP tekniği ile analiz edilebilir. IRAP, Kalendar ve 
ark. (1999) tarafından ortaya konan DNA parmak izlerini üretmek için boyutları 100 ile 5.000 bp arasında değişen 
doğrudan LTR içeren bir grup retrotranspozonu hedeflemektedir. Çalışmada 6 IRAP primeri (Metabion İnternational 
AG Lena-Christ-Strasse 44/I D82152 Martinsried, Deutschland) kullanılmıştır. Primerlerin detayları Çizelge 1’ de 
verilmiştir. 
 
Çizelge 1. IRAP analizinde kullanılan primerler ve sekans bilgileri 

Primer Adı                                          Sequence 5’3’ T.M. (0C) 
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 hareketliliğinin değerlendirilmesi amacıyla yapılan IRAP-PCR işlemi için gerekli olan bileşenler ve 
miktarları Çizelge 2.’ de verilen değerlerde hazırlanmıştır.  
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Çizelge 2. IRAP-PCR analiz bileşenleri 

Bileşen Miktar (µl) 
10 x PCR buffer 2  
dNTPs (10 nM) 0.5  
MgCl2 (25 mM) 1.25  
IRAP primer (5 mM) 1  
Taq DNA polimeraz 1  
Ultra saf su 13.25  
Genomik DNA 1  
Toplam hacim 20  

 
Kapaklı PCR tüpünde toplam hacmi 20 µl olan örnekler Çizelge 3.’ de verilen PCR protokolüne tabii tutulmuşlardır. 
 
Çizelge 3. IRAP-PCR protokolü 

Döngü adı Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 95 oC 2 dk 1 
Denatürasyon 95 oC 30 sn 2 
Primer bağlanma * oC 1 dk 1 
Uzama 72 oC 2 dk 1 
Denatürasyon 95 oC 30 sn 41 
Primer Bağlanma 35 oC 1 dk 1 
Uzama 72 oC 2 dk 1 
Son uzama 72 oC 5 dk 1 
Sonlanma 4 oC ∞ 1 

 
IRAP Elektroforez Protokolü 
Elde edilen PCR ürünleri hazırlanan agaroz jele gel loading solution ile yüklenmiş ve 100 dakika 90 voltta 
yürütülmüştür. Elektroforez işlemi sonucunda oluşan bantlar UV cihazında 256 nm ultraviyole ışık altında 
görüntülenmiştir. 
 
IRAP Analizi ve Genomik Şablon Stabilitesinin (GTS) Hesaplanması  
Genomik Şablon Stabilitesinin değeri Ateinzar’a (1999) göre her bir primer ürünü için (%)100 (100 – a n-) -1 
formülünden yararlanılarak hesaplanmıştır. Formülde yer alan ‘a’ her bir örnek için saptanan IRAP polimorfik 
profillerini, ‘n’ ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda elde edilen toplam DNA bant miktarını ifade etmektedir. 
Örneklere ait IRAP profillerinde gözlenen polimorfizm negatif kontrol grubuna göre oluşan yeni bir bandı ya da olan 
bandın kaybolmasını kapsamıştır. Bu bantların değerlendirilmesinde Total Lab TL120 yazılımı kullanılmıştır. Elde 
edilen kaybolan ve/veya oluşan bantlara göre istatistik yapılmış, polimorfizm ve GTS değerleri hesaplanmıştır. 
 
BULGULAR 
Kullanılan 6 IRAP primerinden 306 adet bant elde edilmiştir. Bu bantların büyüklükleri 116 ile 1.562 bç arasında 
değişkenlik göstermektedir. En çok polimorfik bant 11 adet ile Sukkula primerinden elde edilmiştir. IRAP analizi 
sonuçlarının detayları Çizelge 4’de verilmiştir. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında tuz stresine maruz kalan tüm 
Deney-1 grubu örneklerinde polimorfizm tespit edilmiştir. Polimorfizm değerlerinin tuz dozundaki artışla doğru orantılı 
olarak arttığı gözlenmiştir. Polimorfizm değerleri % 22.58 ile % 38.70 arasında değişkenlik göstermekte olup, en yüksek 
polimorfizm 12 g/l tuz dozunda çimlendirilen tohumlarda %38.70, en düşük polimorfizm değeri ise % 22.58 ile 3 g/l tuz 
dozunda çimlendirilen örnekte tespit edilmiştir. 
Tuz stresi altında çimlendirilen tohumların GTS değerlerinin artan tuz stresine bağlı olarak azaldığı saptanmıştır. GTS 
değerleri % 61.30 ile % 77.42 arasında değişkenlik göstermiştir. En yüksek GTS değeri en düşük doz tuz uygulaması 
olan 3 g/l’den % 77.42 olarak elde edilmiştir. 
Humik asit eklenerek uygulanan Deney-2 grubu örneklerde ise tüm tuz dozlarında çimlendirilen örneklerde polimorfizm 
değerlerinde düşüş tespit edilmiştir. Bu örneklerden elde edilen polimorfizm değerleri % 16.12 ile % 35.48 arasında 
değiştiği tespit edilmiştir. Bu örneklerde de tuz dozu ile polimorfizm arasında pozitif korelasyon tespit edilmiştir.  GTS 
değerleri ise sadece tuz stresine uygulanan örneklere göre daha yüksek olarak tespit edilmiştir. GTS değerlerinin % 
64.52 ile % 83.88 arasında değişkenlik gösterdiği belirlenmiştir. Şekil 1’de 5LTR1 primerinden elde edilen bant 
görüntüsü verilmiştir. 
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Çizelge 4. IRAP analizinden elde edilen veriler 
Primer adı Kontrol 3 g/l 

NaCl 
 

6 g/l 
NaCl 
 

9 g/l  
NaCl 
 

12 g/l 
NaCl  
 

3 g/l 
NaCl 
+1.500 
ppm 
Humik 
asit 

6 g/l  
NaCl 
+1.500 
ppm 
Humik 
asit 

9 g/l  
NaCl 
+1.500 
ppm 
Humik 
asit 

12 g/l 
NaCl 
+ 1.500 
ppm 
Humik 
asit 

5LTR1 4 +656 +694 +711 +735 
+417 

+556 +564 +573 +603 

LTR6150 5 +421 +456 
+265 

+472 
+281 

+489 
+297 

+396 +403 +418 
+196 

+438 
+202 

SUKKULA 7 
+1116 
-233 

+1182 
+816 
-233 

+1194 
+837 
-233 

+1212 
+856 
-233 

+927 +986 
+712 

+1004 
+736 

+1096 
+747 
-233 

LTR6149-5 4 +624 +647 +669 
+432 

+694 
+449 

+443 +482 +517 +534 
+356 

NIKITA-
E2647- 8 +712 +718 +741 +763 

+562 
+581 +593 +608 +612 

+422 
3LTR-5 3 +336 +346 +368 +401 - +286 +298 +311 
Bant sayısı 31 7 9 10 12 5 7 8 11 
Polimorfizm 
değeri  22.58 29.03 32.25 38.70 16.12 22.58 25.80 35.48 

GTS Değeri  77.42 70.97 67.75 61.30 83.88 77.42 74.20 64.52 

 
Tuz stresine muamele edilerek yetiştirilen Deney-1 grubu örnekler ile tuz stresi ve humik asitin birlikte verildiği Deney-
2 grubu örneklerin kontrol grubu ile karşılaştırması yapılmıştır. Buna göre 3 g/l NaCl uygulamasında elde edilen 
polimorfizm değerinin 3 g/l NaCl + Humik asit uygulamasında % 28.60 oranında azaldığı tespit edilmiştir. 6 g/l NaCl 
uygulamasında elde edilen polimorfizm değerinin 6 g/l NaCl + Humik asit uygulamasında % 22.21 oranında azaldığı 
tespit edilmiştir. 9 g/l NaCl uygulamasında elde edilen polimorfizm değerinin 9 g/l NaCl + Humik asit uygulamasında % 
20.00 oranında azaldığı tespit edilmiştir. 
 

 
Şekil 1. 5LTR1 IRAP primerine ait UV görüntüsü 
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En yüksek doz olan 12 g/l NaCl uygulamasında elde edilen polimorfizm değerinin ise 12 g/l NaCl + Humik asit 
uygulamasında % 8.32 oranında azaldığı tespit edilmiştir. Polimorfizmdeki en çok azalma 3 g/l uygulamasından, en az 
düşüş ise 12 g/l uygulamasında görülmüştür. Şekil 2’de uygulamalardaki polimorfizm değerleri, Şekil 3’de ise 
polimorfizmdeki değişim yüzdesi verilmiştir. 
 

 
Şekil 2. Uygulama dozuna bağlı polimorfizm değerleri 
 

 

 
Şekil 3. Uygulamalar arasındaki polimorfizm değişim miktarları 
 

Tuz stresine muamele edilerek yetiştirilen deney 1 grubu örnekler ile tuz stresi ve humik asitin birlikte verildiği deney 2 
grubu örneklerin kontrol grubu ile karşılaştırması yapılmış ve GTS değerleri incelenmiştir. Buna göre 3 g/l NaCl 
uygulamasında elde edilen GTS değerinin 3 g/l NaCl + Humik asit uygulamasında % 8.34 oranında arttığı tespit 
edilmiştir. 6 g/l NaCl uygulamasında elde edilen GTS değerinin 6 g/l NaCl + Humik asit uygulamasında % 9.08 
oranında arttığı tespit edilmiştir. 9 g/l NaCl uygulamasında elde edilen GTS değerinin 9 g/l NaCl + Humik asit 
uygulamasında % 9.52 oranında arttığı tespit edilmiştir. En yüksek doz olan 12 g/l NaCl uygulamasında elde edilen GTS 
değerinin ise 12 g/l NaCl + Humik asit uygulamasında % 5.25 oranında arttığı tespit edilmiştir. GTS değerindeki en çok 
artış 9 g/l uygulamasından, en az artış ise 12 g/l uygulamasında görülmüştür. Şekil 4’de uygulamalardaki elde edilen 
GTS değerleri, Şekil 5’de ise GTS değerlerindeki değişim yüzdesi verilmiştir. 
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Şekil 4. Uygulama dozuna bağlı GTS değerleri 
 

 

 
Şekil 5. Uygulamalar arasındaki GTS değerlerindeki değişim miktarları 

 
TARTIŞMA  
 
Ülkemizin nüfusu son 10 yılda 71 milyondan 82 milyona ulaşırken, aynı dönemde ekim yapılan tarım arazisinin 
büyüklüğü 39.122 bin hektardan 37.817 bin hektara gerilemiştir (TÜİK, 2019). Bu iki faktörün etkisi ile daha az alandan 
daha fazla ürün elde edilmesi zorunluluğu ortaya çıkmaktadır (Rastogi vd., 2017; Moreno-González vd., 2017; 
Malarkodi vd., 2017; Cheng vd., 2017). Ancak birçok tarımsal uygulamada verim artışı için sentetik gübrelerin, 
kimyasal ilaçların kullanımı toprağın canlı dokusuna zarar vermekte ve toprağın rejenerasyonunu engellemektedir.  
Küresel ısınmanın sonuçlarından birisi olan yağış rejimindeki değişiklikler yeraltı ve sulama sularının azalmasına, 
uygulanan kimyasal gübreler ise toprakların çoraklaşmasına neden olmaktadır. Bitkiler sabit konumlarından dolayı 
yaşadıkları çevre koşullarındaki değişikliklerden, diğer organizmalara göre çok daha fazla etkilenmektedirler (Taiz ve 
Zeiger, 2010). Bitkilerin strese olan cevabı, stresin yoğunluğuna ve süresine bağlı olarak değişen dinamik bir süreçtir 
(Kosová vd., 2011). Bitkiler evrimsel süreçte, streslerin neden olduğu hasarlar ile başa çıkmak için farklı moleküler 
mekanizmalar geliştirmişlerdir. Moleküler mekanizmalardan birisi retrotranspozon aktivitesidir. Retrotranspozonlar 
çoğunlukla hareketsizdir, ancak stres koşulları altında onları aktif olmaya zorlar. Birçok çalışma, retrotranspozonların 
transkripsiyonel seviyelerinin bitkide farklı stres altında arttığını bildirmektedir (Hirochika vd., 1996; Grandbastien, 
2008; Picault vd., 2009).  
Çalışmamızda oluşturulan Deney-1 ve Deney-2 örneklerinde tuz stresinin etkisi ve tuz stresine karşı humik asitin 
GTS’ye olan katkısı retrotranspozon hareketliliği ile incelenmiştir. Tuz stresinin Sukkula, 3LTR-5, LTR 6150, Nikita 
E2647-, 5LTR1, LTR6149-5 transpozonlarında polimorfizme neden olduğu anlaşılmıştır. Artan tuz stresinin 
polimorfizmde artışa neden olduğu, GTS değerinde ise düşüşe neden olduğu tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra uygulanan 
humik asitin retrotranspozon hareketliliğini azalttığı elde edilen polimorfizm değerindeki azalmadan anlaşılmıştır. 
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Ayrıca retrotranpozon hareketliliğindeki azalmadan dolayı GTS değerinde artış tespit edilmiştir. Bazı araştırmacılar, 
humik asitlerin antiklaztojenik olabileceğini ve antitoksik etki ve antimutajenik aktivite gösterebileceğini bildirmiştir 
(Marova vd., 2011).  Bununla birlikte humik asitin kadmiyum, çinko, alüminyum, civa gibi birçok ağır metal ve maleik 
hidrazid, dikamba gibi pestisit toksisitesine karşı koruyucu etkisi bildirilmiş (Ferrara vd., 2004; Voets vd., 2004; 
Büyükkeskin vd., 2014) olup, çalışmamızdan elde edilen sonuçlar bu çalışmaları desteklemektedir.  
Sonuç olarak humik asitin tuz stresine karşı organik bir takviye olarak uygulanabileceğini ve abiyotik strese maruz kalan 
farklı ürün gruplarında da etkilerinin araştırılması önerilmektedir. 
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