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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

Bugday (Triticum aestivum L.) Bitkisinde Kurakhk ile iliskili Baz1 Hareketli
Genetik Elementlerin (Transpozon) ve Fizyo-Biyokimyasal Parametrelerin
Incelenmesi

Yusuf TEGIN

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dalh

Damigsman  : Dr. Ogretim Uyesi Behcet INAL
II. Damisman : Dog¢. Dr. Atilla DURMUS

2018, 45 Sayfa

Biyotik ve abiyotik stres etmenleri cesitli bitkilerde dnemli iirlin kayiplarima neden olmakta,
insan ve hayvan beslenmesini olumsuz yonde etkilemektedir. Kuraklik en bilinen abiyotik stres
faktorlerinden birisidir. Diinya iizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktdrlerine gore siniflandirildiginda
dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26’ ik payiyla en biiyiik dilimi igermektedir. Bitkilerde
kuraga dayaniklilik mekanizmasinin gelistirilmesi olduk¢a karmasik ve uzun bir siire gerektiren iglemdir.
Bu yiizden bitkinin bazi molekiiler, biyokimyasal fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerinin degisik ¢evre
kosullar1 altinda biiyilk 6nem tasimaktadir. Bitkilerin yetistirildikleri g¢evrede, kuraga dayanimim
etkileyen ¢ok sayida faktor vardir. Bu durum, kuraga dayanikli genotiplerin gelistirilmesini olduk¢a
giiclestirmektedir. Kuraga dayaniklilik gosteren bitkilerdeki molekiiler fizyolojik ve biyokimyasal
sistemler ise karmasik yapiy1 olusturmaktadir. Kurak kosullar altinda bu sistemler arasindaki etkilesimler
ve verim ile olan iligkileri yap1y1 daha da karmasik hale getirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, kuraklik stresi uygulanmig farkli bugday cesitlerinde (Giin91, Bezostaja),
gen fonksiyonu ve genom iizerinde 6nemli etkileri bulunan bazi transpozon genlerinin ifade seviyeleri es-
zamanlh PZR ile ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar, bitki gelisimi i¢in 6nemli olarak tanimlanan klorofil,
glutatyon rediiktaz, yaprak oransal su igerigi, kuru ve yas agirhk gibi bazi fizyo-biyokimyasal
parametreler ile karsilastirilmigtir. Dolayisi ile ekmeklik farkli bugday cesitlerininin kuraklik stresine
kars1 gosterdigi molekiiler fizyolojik cevaplar ortaya konulmustur.

Sonug olarak, bu tez caligmas ile kuraklik stresi altinda ki bugdayin gelistirdigi molekiiler ve
fizyo-biyokimyasal degisimler ile ilgili literature yeni bilgiler kazandirilmstir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Bugday, Gen ifadesi, Kuraklik Stresi, Klorofil, Transpozon



ABSTRACT
MS THESIS

INVESTIGATION OF DIFFERENTIAL GENETIC ELEMENTS
(TRANSPOZON) AND PHYSIO--BIOCHEMICAL PARAMETERS RELATED
TO DROUGHT IN Triticum aestivum L.
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The Graduate School of Natural and Applied Science of Siirt University
The Degree of Master of Science
In Biology

Supervisior . Assist. Prof. Dr. Behcet INAL
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Biotic and abiotic stressors cause significant product losses in various plants and adversely affect
human and animal nutrition. Drought is one of the most known abiotic stress factors. When the usable
areas in the world are classified according to stress factors, drought stress, which is a natural stress factor,
contains the largest tranche with a share of 26%. The development of the drought-resistant mechanism in
plants is a very complex and long-term process. Therefore, some molecular, biochemical, physiological
and morphological characters of the plant show significant relationships under different environmental
conditions. In the environment where plants are grown, there are many factors affecting the resistance of
the drought. This makes plant difficult to develop drought-resistant genotypes. Molecular, physiological
and biochemical systems in plants constitute the complex structure in terms of drought resistance. The
interactions and interactions between these systems under drought conditions make further complicate the
structure. In this thesis, the expression levels of some transposon genes that have a significant effects on
gene function and genome were measured by g-RT PCR in wheat varieties (Giin91, Bezostaja). This
results were compared to some physio-biochemical parameters such as chlorophyll, glutathione reductase,
leaf water content, dry and wet weight which important for plant growth. Therefore, the molecular
physiological responses of different wheat varieties against drought stress have been demonstrated in this
study. As a result, with this thesis, new literature informations about the molecular and physico-
biochemical changes developed by the wheat under drought stress has been gained.

Key Words: Antioxidant, Wheat, Gene Expression, Drought Stress, Chlorophyll, Transposon



1. GIRIS

Bugday, tiim tarim iirlinleri arasinda en ¢ok kullanilan temel besin kaynagidir. Bugday
bircok gida {iriinlinlin hammaddesi olarak kullanilmakta ve artan diinya niifusu ile beraber
bugdaya olan ihtiyac giderek artmaktadir. Ayrica diinya niifusunun artmasina paralel olarak
kiiresel 1sinma ve abiyotik stresler karsisinda bugday tarimimin azalmasi hatta yok olma
tehlikesi bulunmaktadir (Aslin, 1986). Bitkilerin gelisimini ve biiyiimesini olumsuz yonde
etkileyen en 6nemli etken kuraklik stresidir. Bu durum bitkilerde bir¢ok biyolojik aktiviteye
neden olmakta ve fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler olaylar1 etkileyerek bitkinin olumsuz
sartlara gore dengeyi saglamasi icin tolerans mekanizmalar1 gelismesini saglamaktadirlar.
Kiiresel capta kullanilabilen tarim alanlarma etki eden abiyotik stres faktorleri gdz Oniine
alindiginda, kuraklik stresinin %26, mineral madde stresinin %20 ve soguk stresinin %15
oraninda etki ettigi tespit edilmistir. Bunlarin disinda kalan %29’luk kisim, diger stres
faktorlerin etkisinde iken toplam kullanilabilen alanlarin sadece %10’luk kism1 herhangi bir
stres etkisi altinda degildir (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005). Diinya’nin yillik yagis ortalamasi
1000 mm?3 iken, Tiirkiye’de ise 643 mm?®'tiir. Buna gore kuraklik iilkemizin karakteristik bir
ozelligidir (Sade, 2008).

Biyotik ve abiyotik stres etmenleri gesitli bitkilerde 6nemli iirlin kayiplarina neden
olmakta, insan ve hayvan beslenmesini olumsuz yonde etkilemektedir. Optimum kosullarda
cesitli bitkilerden biyotik ve abiyotik stres etmenlerinin etkisiyle ortalama tiriin kayb1 %65 ile
%87 arasinda degisirken, abiyotik etmenlerin neden oldugu ortalama {iriin kayb1 %51 ile %82
arasinda degismektedir (Kagar ve ark., 2009). Kurakligin hakim oldugu durumlarda bitkide
fotosentezin azalmasi ve yapraklarin yaslanmasina bagli olarak {iriin miktarinda diisiis
meydana gelmektedir. Bunlara paralel olarak klorofil pargalanmasi meydana gelmekte ve

fotosentez hizi diismektedir (Saeedipour ve Moradi, 2010).

Bitkiler hareket edemediklerinden dolay1 stres kosullarinda hayatta kalmak i¢in bazi
fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler aktivitelerde bulunup bu streslere kars1 6zel
proteinler sentezledikleri belirlenmistir (Kimpel ve Key, 1985; Linquist, 1986; Vierling,
1991).

Bitkilerde kuraga dayaniklilik mekanizmasinin gelistirilmesi oldukca karmasik ve

uzun bir silire gerektiren islemdir. Bu yiizden bitkinin bazi fizyolojik ve morfolojik



ozelliklerinin degisik ¢evre kosullar altinda verim ile gosterdigi iligkiler ve kalitim 6zellikleri
de biiyiik 6nem tasimaktadir. Bitkilerin yetistirildikleri ¢evrede, kuraga dayanimini etkileyen
cok sayida faktor vardir. Bu durum, kuraga dayanikli genotiplerin gelistirilmesini oldukga
giiclestirmektedir. Kuraga dayaniklilik yoniinden bitkilerdeki fizyolojik, morfolojik ve
biyokimyasal sistemler ise karmasik yapiyr olusturmaktadir. Kurak kosullar altinda bu
sistemler arasindaki etkilesimler ve verim ile olan iliksileri yapiy1 daha da karmasik hale

getirmektedir.

Bu c¢alismada’da Kkuraklik stresi uygulanmis ve sirasi ile kurakliga karsi hassas ve
dayanikli olan Bezostaja ve Giin-91 bugday c¢esitlerinde, kuraklik stresi mekanizmasini
anlamak amaci ile gen fonksiyonu ve genom iizerinde 6nemli etkileri bulunan bazi transpozon
genlerinin ifade seviyeleri es-zamanli PZR ile Olglilmiistiir. Elde edilen sonuglar, bitki
gelisimi icin dnemli klorofil, glutatyon rediiktaz, yaprak oransal su icerigi, kuru ve yas agirlik

gibi baz1 fizyo-biyokimyasal parametreler ile karsilastirilmistir.

1.1. Bugday Bitkisi

Bugday (Triticum aestivum L.), diinyada temel besin kaynagi olup biiyiikk bir uyum
saglama yetenegine sahip, icerdigi protein, mineral, vitamin vb. 6gelerle tarim iiriinlerinin
baginda yer alan, tek yillik otsu bir bitkidir. Bugday, iyi bir besin hammaddesi olusu,
adaptasyon sinirinin genisligi, liretim, tagima, depolama ve isleme kolaylig1 gibi nedenlerden
dolay: diinya niifusunun yaklasik %35’inin temel besin kaynagi durumundadir. Bugday tanesi
yaklasik olarak %65-75 nisasta, %8-15 protein, %1-5 yag, %1,5- 3 seker, %1-2 kiil, %11-13
su icerir. Bugday tanesinde karbonhidrat, yag ve proteinin yaninda, insan ve hayvan
beslenmesinde Onemli derecede rol oynayan vitaminler de bulunmaktadir (Aslin, 1986).
Bugday, temel besin kaynagi olmasi1 nedeniyle tiim diinyada iiretimine 6nem verilmekte ve

meydana gelen kiiresel kuraklik i¢in 6nlemler alinmaya galisilmaktadir.

Canlilar lizerindeki stres faktorleri biyotik ve abiyotik faktorlerdir. Bunlardan abiyotik
stres faktorleri; kuraklik, sicaklik, sogukluk, tuzluluk, radyasyon, ¢esitli kimyasallar, riizgar,
besin yetersizligi gibi etmenlerdir. Biyotik stres faktorleri ise viriis, bakteri, mantarlar,
bocekler vb. etkilerden kaynaklanmaktadir (Lawlor ve Cornic, 2002; Wang ve ark., 2003;
Mahajan ve Tuteja, 2005). Abiyotik stresin; bitkilerde ortalama %50’den fazla iiriin kaybina
neden oldugu tespit edilmistir (Bray ve ark., 2000). Abiyotik stres sebebiyle olusan zarar



bitkinin tiirline, tolerans ve adaptasyon kabiliyetine bagli olarak degisiklik gostermektedir
(Kadioglu, 2004; Madhova ve ark., 2005).

Toprak Mahsulelleri Ofisinin (TMO) verilerine gore diinya genelinde bugday tiretimi
yapan {ilkelerin 2017 yilina ait bilgileri asagida verilmistir (Tablo 1.1). Tabloda goriildiigi
gibi bugday iretim miktarinda yillara gore dalgalanmalar olmustur. Bu dalgalanmarin

nedeinin biyotik ve abiyotik stres faktorlerinden kaynaklandig diisiintilmektedir.

Tablo 1.1. Diinyada ve baslica iiretici iilkelerde bugday verimi (Ton/Ha) (TMO, 2017) (Url-1).

Olkeler | 2010/11 | 20112 | 2012/13 | 2013/14 | 2014/15 | 2015/16 | 2016/17 | 2017/18*

AB (28) 527 528 520 557 | 584 597 5,34 5,80
Cin 4TS 484 498 506 | 524 | 539 533 541
Ukrayna 268 335 2,80 339 394 | 383 414 4,06
Arjantin 351 3.23 2,66 267 | 280 286 3,30 356
Kanada 282 296 2,86 3,59 310 2,88 357 334
Rusya 191 226 177 223 | 250 | 239 | 268 317
ABD 310 2,93 30 317 294 2,93 3,54 30
Hindistan = 2,84 2,99 318 312 | 315 275 2,85 310
Pakistan 265 272 2,69 279 282 278 2,78 2,93
Torkiye 243 269 267 284 | 240 288 269 276
Avustralya | 2,03 215 176 201 192 | 197 272 174
Kazakistan 068 164 0.73 107 | 105 119 1,21 124
Dinya | 3,00 317 3,05 326 | 329 | 33 | 339 3,45

1.1.1. Bugday taksonomisi ve bugday genetigi

Kromozom sayisina gore bugday cesitleri {i¢ kategoride toplanmaktadir. Bunlar;
diploid (2n=14) Triticum monococcum AA, tetraploid (2n=28) Triticum turgidum ssp. durum
AABB (makarnalik bugday, durum bugday1) ve hekzaploid (2n=42) Triticum aestivum ssp.
aestivum AABBDD (ekmeklik bugday)’dir (Joppa, 1993).



Triticum cinsinin sistematigi

Domain : Eukaryota (Okaryotlar)
Kingdom : Plantae (Bitkiler)
Phylum : : Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)

Subphylum  : Angiospermae

Class : Monocotyledonae (Tek Cenekliler)
Order : Cyperales

Family : Poaceae (Bugdaygiller)

Genus : Triticum (Bugday)

Species : Triticum aestivum L.

(Url-2).

En iyi gelisme sicakligi 25 °C olan bugdaymn genotipleri farkli iklim ve toprak
kosullarinda yetisebilir. Yillik yagisin 375-875 mm?® oldugu yerlerde en iyi gelisme gdsterir.
Bugdaym Kuzey Yarimkiiredeki 1liman bolgelerde hasat mevsimi nisan ve eyliil aylar iken;

Giiney Yarimkiiredeki hasat mevsimi ekim ve ocak aylaridir (Leonard ve Martin, 1963).

Calismada kullanilan ekmeklik Giin-91 ve Bezostaja bugday ¢esitlerinin 6zellikleri ile

ilgili baz1 bilgiler agsagida yer almaktadir.

Bezostaja ozellikleri

Sap uzunlugu kisa, kilgiksiz, beyaz kavuzlu, orta uzun, orta sik ve dik basaklidir. Sert-
kirmiz1 ve camsi taneli olup, 1000 tane agirligi 40-44 gr’dir. Tanelerde karin yarigi derin
olup, karin yanaklar1 keskindir ve tanenin sirt1 yiiksektir. Kiglik bir ¢esit olup, soguga karsi
dayaniklidir. Fakat kuraga karsi dayanikliligi azdir. Kardeslenmesi azdir, giibreye karsi
tepkisi iyidir. Erkenciligi orta olup yatmaya kars1 dayaniklidir. En iyi sonug sonbaharda erken
¢ikis saglandiginda alinir. Kardeslenmesinin diisiik olmasindan dolay1 verim potansiyeli tane
ve basak biiyiikliigiinden kaynaklanir. Ilkbahar son donlarindan zarar gérmez. Ancak yaz
kuraklarindan fazlaca etkilendigi i¢in kir-bayir tarlalar ve yeterli yagis almayan yorelerdeki
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alanlar i¢in uygun degildir. Sar1 pasa dayanikli olup, kara ve kahverengi pasa orta derecede
dayaniklidir. Stirme ve rastifa orta hassastir. Kok ve kok bogazi ciiriikliiklerinden 6nemli

ol¢iide etkilenir (Url-3).

Giin 91 ozellikleri

Kirmiz1 ve sert taneli, kil¢ikli ve beyaz basakli, basaklar1 uzun, orta sik ve yar1 yatik bir
yapiya sahip ekmeklik bugday c¢esididir. Basaktaki tane sayis1 oldukc¢a yiiksek, saglam saph
ve orta boyludur. Ilkbaharda gelismesi ¢ok iyi oldugundan yabanci otlarla rekabeti oldukca
iyi, soguga kars1, kisa ve kurakliga kars1 dayanikli, kardeslenmesi yiiksek, giibreye reaksiyonu

iyi, yatma goriilmeyen ve harman olma kabiliyeti iyi olan bir bugdaygesitidir (Url-4).

1.2. Antioksidan Sistemler

Antioksidanlar, serbest radikal olan nitrojen tiirii ve reaktif oksijen benzeri oksidatiflere karsi
koruyan kimyasal maddelerdir. Antioksidanlarm en ©6nemli kaynagi bitkisel kaynakli
iriinlerdir. Gida iriinlerindeki dogal antioksidan bilesenler; indirgen ajan, serbest radikal
baglayicilar, singlet oksijen tutucu sistemlerdir (Lee ve ark., 2004). Antioksidanlar, canlilarin
yapisindaki serbest dolasan radikalleri yakalayip ndtralize eden ve hiicrelerin onlardan
etkilenmesini engelleyen, zararsiz hale getiren maddelerdir (Gok ve Serteser, 2003).
Antioksidanlar hiicrede serbest gezen radikallerle tepkimeye girerek tiimorlerin olusmasini
engel olurlar (Baser, 2002). Canlilarin yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in oksijene
ithtiyaclar1 vardir fakat oksijen molekiilii yeterince indirgenmezse canlilar i¢in hiicrede zararl
olan Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) olusmaktadir. Boylece hiicrede olusan ROT ve serbest
radikaller (SR), oksidatif stres denen durumu olustururlar. Oksidatif stres sonucunda hiicre
dengesinde olumsuz durumlar meydana gelir. Hidroksil Radikali (OH) ve serbest radikaller
Deoksiribontiikleik Asit (DNA) bazlarinin degismesine, DNA zincirlerinin kirilmasma ve
kanser olusumuna, hiicrelerin yaslanmasina hatta 6lmesine neden olmaktadir (Moldovan,
2004). Gidalarin sahip oldugu antioksidan igerikleri gida iiriinlerinin cinsine, hasat siiresine,
muhafaza edilme kosullarina, 151k, iklim ve nemine bagli olarak degismektedir (Cornelli,
2009; Moure ve ark., 2000).

Canlilarin metabolizmasinda her zaman c¢esitli oksidasyon olaylar1 olusmakta, disaridan
hiicreye alinan reaktif oksijen tiirleri de bu oksidasyon olaylarinda gorev alarak bu reaktiyonu

hizlandirmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016). Ornegin bir tiyol olan glutatyon hiicrede serbest



halde bulunan radikallerin ve reaktif oksijen molekiillerinin zararli etkisini yok etmede, DNA
ve protein sentezinde, ksenobiyotiklerin ve bazi antineoplastik ilaglarin zararli etkisini yok
etmede, aminoasitlerin transportunda, bir kisim proteinlerin disiilfiir baglarinin
koparilmasinda, hiicrede sistein deposu olarak bulunarak ve bir kisim enzimlerin
reaksiyonunda gorev alarak hiicrede metobolizmasinin diizenlenmesinde gorev almaktadir

(Temel ve ark., 2017).

Antioksidanlarm Smiflandiriimasi

7\

Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
BHT, BHA, Trolox ve gesitli
\ selat olusturucu sentetik maddeler

Enzim Enzim olmayanlar

SOD / \

Katalaz

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon- S- Transferaz Endojen. Eksojen

Glutatyon Rediiktaz Glutatyon Vitamin E
Seriiloplazmin B Karoten
Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Fenolik Bilesikler
Laktoferrin
Uik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 1.1.Antikosidanlarin siniflandirilmasi (Yavaser, 2011).



1.3. Transpozonlar (Mobile Genetik Elementler)

Transpozon genom igerisinde transpozisyon olarak yer degistiren DNA
pargaciklaridir. Bu DNA parcaciklart kromozomun bir yerinden baska yerine hareket
etmektedirler (Okomato ve Hirochika, 2001; Bowen ve Jordan, 2002; Grzebelus, 2006;
Wicker ve ark., 2007; Jurka, 2008; Huang ve ark., 2009). Plazmodium cinsinin birkag¢ tiiri
disinda tiim Okaryotlarda ve hemen hemen tiim prokaryotlarda transpozonlarin genomda
biiyiikk bir pay olusturdugunu tespit edilmistir. Transpozonlarin hareketi, genomda DNA
miktarinin degismesine ve mutasyonlara neden olmaktadir. Transpozonlar bitki genomlarinin
yaklastk %350-90°’n1 ve hayvan genomlarinin ise yaklasik olarak %3-45 kadarini
olusturmaktadir. Prokaryotlarda ise bu oranin %]1-3 oldugu tespit edilmistir. Mayada %3,
memelilerde %25-45, insanda %45, Graminaceae ve Liliaceae de %90-98 civarinda oldugu
tespit edilmistir (Bowen ve Jordan, 2002; Schulman ve Kalendar, 2005; Mansour, 2007;
Wicker ve ark., 2007; Roberts ve ark., 2008; Wessler, 2009).

Transpozon elementi ile ilgilenen bilimcilerin basinda, misir genetik¢isi Rollins
Adams Emerson ve sitogenetik¢i Marcus Morton Rhoades gelmektedir. Bu bilim insanlari,
misirda transpozonlarin sebep oldugu fenotipik degisiklikleri ve genetik mekanizmalarini
arastirmiglardir. Ancak bu degisimlere transpozonlarin sebep oldugunu fark edememislerdir
(Federoff, 2001). 1948 yilindaBarbara McClintock mutant misir (Zea mays L.) tanelerdeki
farkli pigmentlerin olusmasina (Sekil.1.2.) transpozonlarin neden oldugunu ortaya ¢ikarmistir
(Feschotte ve ark., 2002).
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Sekil 1.2.Transpozonlarin misir fenotipindeki etkileri (url-5)

Kromozomlardaki genlerin sabit oldugu fikrinden dolayi, McClintock’un “kontrol

elementleri” ismini verdigi transopozonlar donemin bilim insanlar1 tarafindan pek dikkate
alinmamistir. Fakat daha sonra genetik ¢alismalarin ilerlemesi ve ozelliklerinin daha iyi

anlasilmasindan sonra 1983 yilinda McClintock’a Nobel tip 6diilii verilmistir (Marakli, 2012).

McClintock’un galismalar1 devam ederken transpozonlara tarihsel siire¢ icerisinde,
hareketli genler “mobile (genetic) elements”, ziplayan genler “jumping genes”, yer degisitiren
genler “transposable (genetic) elements”gibi birgok isim verilmistir. Giinlizmiizde ise “yer

degistirebilen elementler” “transposable elements” olarak ifade edilmektedirler (Miller,
2004).

1.3.1. Transpozonlarin biyolojik 6nemleri ve gorevleri

Transpozonlar genlerin arasina girip genleri pasif hale getirebildikleri gibi yapisin1 da
bozabilirler. Bunun disinda yerlesim gosterip sayilarini arttirabilirler. Kopyasini arttiran
transpozonlar genomun biiylimesine neden olabilmektedirler. Ayrica genin islevini, seklini ve
yapisini

degismesine hatta genom ve kromozomunda yapisinin degismesine neden

olabilmektedirler. Ozellikle genlerin promotor bdlgelerine yerlesip insersiyon yapabilitler ve

bdylece genin pasiflesmesine neden olurlar (Bennetzen, 2000). Transpozonlar molekiiler

biyologlar ve bir¢ok arastirici tarafindan farkli alanlarda kullanilmaktadirlar. Transpozonlarin
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neden oldugu insersiyon polimorfizmleri, molekiiler yontemler kullanilarak belirlenip,
parmakizi, filogeni ¢alismalar1 ve genomun ¢ikarilmasinda markir olarak kullanilmaktadirlar.
Ayrica gen klonlanmasi, transgenetik organizmalarin eldesi ve mutasyon araci olarak’da

kullanilirlar (Grzebelus, 2006).

Grandbastien (1998)’de yaptig1 bir ¢alismada, retroranspozonlarin yiiksek bitkilerin
genomik organizasyonlarini agik bir resmi olarak bitkiler igin karakterize olup ayrica evrim
ile beraber meydana geldigini One siirmigstir. Buna ragmen kardes kopyalarin
transkripsiyonundan entegrasyonuna kadar transkripsiyon dongiisiiniin kontroliinde yer
almalar1 tam olarak anlasilamamistir.  Aktif  bitki retrotranspozonlarinin  kismi,
karakterizasyonlar1 iizerine yapilan son caligsmalarla birlikte bitki genomlar1 tizerindeki
etkileri daha iyi anlagilmasi gereken ve oneme sahip olan kisimlardir. Sinif II elementlerinin
aktivitesi bitkilerde kismi olarak mevcut olup kolay bir sekilde izlenmektedir. Ciinkii
transpozisyonlarin koruyucu mekanizmalari siklikla somatik kararsizliklara neden olmaktadir.
Retrotranspozonlarin insersiyonlar1 stabil olup, bir¢ok bitki retrotranspozonlar ise tesadiifen
inaktive insersiyon olarak bulunmustur. Bazi retrotranspozonlarin kod boélgelerinin yiiksek
korumasi verimi baz alindiginda oOzellikle’de  tiitiin  incelendiginde, bu durum
retrotranspozonlarin transkripsiyon iriinlerinden retrotranspozisyon sekanslarinin izole
edilebilmelerine izin vermektedir. Boylece aktif kopyalardan elde edilen temsil edilen
sekanslarin olasiliklar1 arttirilmis olmaktadir. Farkli tiirler tizerine yapilan bir¢ok calisma ile
0zel stres kosullarinda retrotranspozon sekanslariin izolasyonu iizerine yogunlasilmistir. Bu
strateji bir¢ok bitki tiirii iizerine uygulanabilir ve yeni aktif elementlerin karakterizasyonuna
siiphesiz izin vermektedir. Bununla beraber bunlarin ekspresyon ve mobiliteleri kosullari
hakkinda 6nemli bilgi saglamaktadir. Bir¢ok iyi karakterize olmus bitki retrotranspozonlarinin
diizenleyici 6zellikleri bu elementlerin bitkilerde stresin hassas markirt olup, biyoteknolojik
uygulamalarda kullanimlarinin miimkiin olabilecegi ifade edilmektedir. Retrotranspozonlarin
promotdrleri ayrica transgen ekspresyonu bitki patojenlerine diren¢ olusturmada ve stres
sinyallaerine kars1 koruyucu o6zellik vermede ise yarayabilecegini bildirmistir. LTR
bolgelerinin fiizyonu bitkilerde cevresel strese, agrokimyasal ve Kkirleticilere karsi cevap
olusturan hassas indikatorlerdir. Bitki koruma geni promotdrleri iizerinde retrotranspozon
sekanslariin en 6nemli avantaji retrotranspozonlarin diizenleyici 6zelliklerinin sikigtirilmis
bolgelerle tasinabilir olmasidir. Bu nedenle transpoze olabilen elementler genomun farkl

bolgelerine yerlestiginde aktif kalabilmektedir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1360138598012321#%21

1.3.2. Trasnpozonlarin siniflandirilmasi ve hareket mekanizmasi

Transpozon kategorisi ilk defa David J. Finnegan 1989 yilinda yapmistir.
Transpozonun transpozisyon hareketine bagli olarak RNA ve DNA transpozonlar1 olmak
tizere 2’ye ayirmistir (Wicker, 2007). Retrotranspozonlar da denilen RNA transpozonlari,
RNA polimeraz enzimi yardimiyla transpozonun mRNA’ya transkripsiyonu yapilir ve
sonrasindan ters transkriptaz araciligi ile bu mRNA cDNA’ya ¢evrilir. Sentez sonucunda
cDNA genomdaki ilgili yere yerleserek yerini alir. Kisacas1 kopyala-yapistir “copy—paste”
mekanizmas1 denilebilir (Wicker, 2007; Huang ve ark., 2009; Marco ve Marin 2005;
Evrensel, 2010). DNA Transpozonlari ise bulunduklari kromozom bdlgesinden kendilerini
keserek ¢ikarirlar ve sonrasindan hedef bolgeye insersiyon ile yerlesirler. Buna da kes-yapistir
“cut-paste” mekanizmasi denilebilir (Wicker, 2007; Huang, 2009). LTR dizileri, genellikle 5°-
TG...CA-3’ ters tekrarlar ile baslayip biten hareketli genetik elementlerin i¢ bdlgelerini
smirlandiran ve kodlama yapmayan DNA dizileridir (Voytas ve Boeke, 2002). LTR dizileri;
U3, R ve U5 olarak bolgelere ayrilmistir. U3 bolgesi 200-1.200 niikleotit uzunlugunda olup
promotorlerin bulundugu yerdir. R boélgesi, tekrar eden boliimlerden olusur. US bdlgesi, 75-
250 niikleotit uzunlugunda olup transkripsiyonu yapilmis genomun ilk kismini meydana
getirir. PBS olarak isimlendirilen 18 niikleotit kisim genellikle 5> LTR ucunda bulunur. PBS,
hiicresel tRNA’nin 3’ ucuna tamamlayicidir ve 5° LTR’nin R-US boélgesine tamamlayicisi
olan DNA ipliginin sentezlenmesi i¢in ters transkriptaz (“reverse transcriptase” - RT) araciligi
ile primer olarak kullanilir. Diger kiiciik bir bdlge olan PPT ise 3° LTR ucunda goriiliir ve
konak hiicre genomuna integre olmus viral DNA formu olan proviral DNA ipliginin
sentezinin baglamasinda gorevlidir. Bazen’de LTR’ler arasi rekombinasyon, LTR dizilerinin
yalniz kalmasina sebep olmaktadir. Tek bagina genomda kalan LTR dizilerine de solo-LTR
denir (Shirasu ve ark., 2000).

TIR dizileri, transpozaz tarafindan taninan DNA baglanma boélgeleri igerir ve bdylece
transpozon genomik DNA’dan kolayca ayrilip hareket etmesini saglar (Craig ve ark., 2002).
TIR dizileri, iki kisim altinda incelemek miimkiindiir. ilk kisim, iki ya da ii¢ baz gifti
uzunlugunda ug tekrarlardan meydana gelmis hareket mekanizmasinda gorev alirken; diger
kisim ise transpozona 6zgii tanima ve baglanma igin gorev almaktadir (Craig ve ark., 2002,

Szabo ve ark., 2010).
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Siniflandirma Yapi HBD Kod Bulundugu
Order Superfamily organizmalar
Sinif | (retrotranspozonlar)
LTR Copia 4-6 RLC EM,FO
Gypsy 4-6 RLG PM,EO
Bel-Pao 4-6 RLB M
Retrovirus 4-6 RLR M
ERV 4-6 RLE M
DIRS DIRS 0 RYD EM,FO
Ngaro 0 RYN M. F
VIPER 0 RYV (o]
PLE Penelope P RTEN e Degisken RPP PM,FO
LINE R2 ‘ Degisken  RIR M
RTE Degisken RIT M
Jockey Degisken Rl M
L1 Degisken RIL RM,FO
1 Degisken RIl P.M,F
SINE tRNA e ] Degigken RST BEM,F
75L e Degisken RSL BM,F
55 e s Degisken RSS M, O
Sinif Il (DNA transpozoniar)- Altsinif 1
TIR Te1-Mariner TA DTT EM,FO
hAT 8 DTA PM,FO
Mutator 911 DTM PM,EO
Merlin 8-9 DTE M, O
Transib 5 DTR M.F
P 8 DTP EM
PiggyBac TTAA DTB M, O
PIF-Harbinger 3 DTH PM,EO
CACTA 2-3 DTC B M,F
Crypton Crypton 0 DYC F
Sinif Il (DNA transpozonlari)- Altsinif 2
Helitron Helitron 0 DHH P M,F
Maverick Maverick 6 DMM M,EO
Semboller ) )
s T T e T imated apens () g cotanan e Kodanmayan B
—e K0dlanmayan bélgelerde diyagnostik sekil ey’ b Birden fazla ORF iceren bolge
Protein Kodlayan Domainler CYP: Sistein proteaz
AP: Aspartik Proteinaz APE: Apiirinik endoniikleaz ATP: ATPaz paketleme C-INT: C-integraz ORF: Fonksiyonu bilinmeyen acik okuma bélgesi
ENV: Envelope Protein GAG: Kapsid proteini HEL: helikaz INT: integraz (Open reading frame)
(Kilif proteini) RH: RNaz H RPA: Replikasyon proteini A EN: Endoniikleaz RT: Revers Transkriptaz
POL B: DNA polimeraz B (Sadece bitkilerde bulunur) (Ters Transkriptaz)
Tase: DDE motifli Transpozaz YR: Tirosin rekombinaz Y2: YY motifli YR

Bulundugu Organizmalar
P: Plants (Bitkiler) M: Metazoans (Metazoalar) F: Fungi (Mantarlar) O: Others (Diger organizmalar)

Sekil 1.3.Transpozonlarin siniflandiriimasi (Wicker ve ark., 2007)

11



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Freeling (1988)’de yiirttigii bir c¢alismada misirdaki Mu transpozonu varligi
Robertson’s Mutaratoru olarak adlandirilmakta olup yiiksek seviyede mutajenik zincir
icerisinde bulundugu belirtmistir. Bitkilerdeki bazi zincirlerde 10-50 kopya igeren Mu
elementine karsilik, cogu misir ve diger bitkilerde bu elementten bulundugunu bildirmistir.
Mutarator bitkiler Mu geni kopyasi igermeyen, soy i¢i 1S2P geni ile ¢aprazlandiginda
progen bitkiler yaklasik olarak ayn1 Mu dizisine sahip sekanslar i¢erdigini tespit etmistir.
Yaklasik olarak bu kopyalarin bir yarisi bu ebebeynlerinden ayrilmis olup, bir diger yarisi
ise transpozisyon ile gerceklesmistir ve bu durumda genomlar yeni pozisyonlarini almistir.
Kopyalanmig numara varliginin sayist Mu elementlerinin transpozisyon hizlarina bagh
olarak gergeklestigini bildirmistir. Mutarator Dbitkiler kendi kendilerine tozlagma
yaptiklarinda birinci genarasyonda Mu kopya numaralar1 kendilerini ¢iftlestirdigini fakat
yeterli kendine tozlasma ile sabit sayida Mu sekansi korundugunu belirtmistir.

King ve ark. (1992); Hassan ve ark. (2015); Eren ve ark. (2015) bugdayda miR482
tizerine yaptiklar1 ¢aligmada; tuz stresi altindaki bugday c¢esitlerinde Zma-miR482-5p (f-
box LRR-repeat protein 3-like) uygulamaya baglh olarak dayanikli ¢esidin ifadesinde artis
gosterirken, hassas cesitte ise ifadesinde azalma oldugunu goézlemlemislerdir. Zma-
mMiR482-5p’nin bugdaydaki hedefi su ile iligkili bir dehidrin proteinini kodlayan ve
absisikasit (ABA) duyarli rab15B geni oldugu belirlemislerdir. Tuz stresi altinda direncli
cesitte miR482 ifadesinde meydana gelen artig; miR482’nin sadece biyotik stres sartlarinda
degil, aym1 zamanda abiyotik stres sartlarinda da Onemli gorevler {istlendigini
bildirmislerdir.

Kuraklik stresinin etkilerini incelemek icin Kamali ve Losel (1996), Ingilterede
yaptiklar bir ¢alismada: saksi ortaminda yetistirdikleri makarnalik bugday cesitlerini 17 giin
boyunca normal olarak sulamislar ve 17. glinden sonra su veremeyi kesip kuraklik stresini
incelemislerdir. Calisma sonucunda bugday bitkisinde kuraklik stresine bagli olarak bitki
oransal nem igeriginde, yaprak sayisi ve alaninda, kuru ve yas agiriliginda diisiis oldugunu
kaydetmislerdir.

Busk ve Pages (1998)’de yaptiklar1 bir caligmada su stresi altinda bitki yapraklarinda
ABA sentezinde artis meydana geldigi ve buna bagli olarak ABA’nin kurakliga araci
oldugunu belirtmislerdir.
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Magas ve ark. (2000)’de 9 makarnalik ve 8 ekmeklik bugday ¢esidi lizerinde yaptiklari
bir caligmada yiiksek sicakligin bugday verimi {izerinde olumsuz etki yarattigin
bildirmiglerdir. Calisma sonucunda yliksek sicakligin tane verimi ve tane agirlig1 lizerinde
onemli oranda etkili oldugunu ve bu karakterlerde azalma meydana getirdigini bildirmislerdir.

Pool ve Lakso (2000)’de kuraklik stresinin bitkiler tizerindeki etkilerini incelemek i¢in
asma bitkisi lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada asma bitkisinin kurakliga bagli olarak meyve
boyutunda kiigiilme, tanelerde biiziisme, salkimlarda azalma, olgunlasmanin gec
gerceklesmesi ve bitkinin eksen uglarinda kurumanin meydana geldigini belirtmislerdir.

Ozberk ve ark. (2002)’de Harran Ovasi kosullarinda ekmeklik bugday iizerine
yaptiklari bir calismada yagislarin; basakta tane sayisi, basak agirligi ve tane verimi agisindan
istatiksel olarak olumlu sonuglar olustugunu agiklamislardir.

Abdalla ve EI-Khoshiban (2007)’de kurakligin bugday itizerindeki etkisi ile ilgili
yaptiklar1 ¢alismada, govde boyunda %43-58 oranda azalma meydana geldigini, yas
agirhiginda ise denek bitkisi Fairy-8 ¢esidinde %85 oraninda azalma meydana geldigini tespit
etmislerdir. Caligmada kuraklhiga bagli olarak kuru agirliginda diisiis oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica stres sonucunda da bugday bitkisinin kdk agirlik ve sayisinda artiglar
olustugu da ifade etmislerdir.

Kuraklik stresinin etkilerini inceleyen Mut ve Sezer (2008)’de yaptiklar
calismalarinda; kuraklik stresinin bitkinin turgor kaybi1 yasadiginin ve stomalarin
kapanarak bdylece CO: girisinin azalmasina ve fotosentez olayinin yavaslamasina bagl
olarak kloroplaslarin yapisinin zarar gormesi ile klorofil miktarimin azaldigim
kaydetmislerdir.

Su stresinin bugday taneleri lizerindeki etkileri ile ilgili yapilan ¢alismada, ekmeklik
bugday cesitlerinden Chinese Spring (CS), CS-5 AL-10 ve makarnalik bugday ¢esitlerinden
Creso, orta diizeyde kuraklik ve siddetli kuralik stresi altinda transkripsiyonel profil
incelemesinde, tanenin boslugu doldurabilmesinin degisik genom bdlgelerinde degisik stres
etkileri aragtirilmistir. PCR-bazli haritalandirmada kromozom lokasyonlarmin bu genlerdeki
yerlerinin D genomu {izerinde oldugu dogrulanmistir. Ekmeklik ve makarnalik bugday
genotipleri farkli fizyolojik reaksiyonlar: su stresi altinda farkli molekiiler cevaplar vermistir.
D genomu iizerinde yiizlerce seviyedeki genlerin lokasyonunun genom organizasyonunda

degisik etkiler verdigi belirlenmis ve genomik stres oldugunda diisiik su erisilebilirligi ile
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transpozonlarin ve retrotranspozonlarin aktivasyonu iizerinde molekiiler diizeyde cevaplar
olusturdugu goriilmiistiir (Aprile ve ark., 2009).

Lu ve ark. (2008) ve Shuai ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismalarda bitkilerde kuraklik
ve tuz stresi gibi abiyotik streslerde miR472 ve miR482’nin ifade seviyelerinde artis
oldugu belirtilmislerdir.

Casacuberta ve Gonzalez (2013), transpozable elementlerin ¢evresel faktorler ile
iliskisinin incelenledikleri ¢alismada, TEs kapasitesinin ¢ok fazla sayida mutasyonlari
etkiledigi ve boylece ¢evresel etmenlere karsi daha uyarici hal aldigini bildirmislerdir.
TEs’lerin varligi ev sahibi genomlarin evrimlesmesinin ¢evresel adaptasyonlar tizerinde
olumlu etkileri oldugunu belirtmislerdir. Belirli bir TEs ve TEs kalintisinin niikleotit
sekansinda tanimlanmasi yetenegi ¢evresel adaptasyon ile TEs eklentilerinin saptanmasina
bagli kaldig1 bilgisine ulagsmiglardir.

Mao ve ark. (2015)° de yaptiklar1 bir ¢alismada; inverted repeat transposable
elementlerin baslatict gen olan NAC (ZmNACI111) genin misirlarda kurakliktan sorumlu
oldugu belirtmislerdir. RNA-tarafindan DNA metilasyonu ve H3K9 dimetilasyonu yoluyla
82-bp MITE engelleyicisi ile ZmNACI111 geninin arttigini bildirmislerdir. Bu durum da bu
genler Arabidopsis yolu ile heterologsal olarak ¢ogaldigini tespit etmislerdir. Transgenetik
misirda kuraklik toleranst ZmNACI11 geninin c¢ogaltilmas1 ile artis gosterdigini
belirlemislerdir. Bu durumda su kullanim etkinligini gelistirmekte ve su stresi altindaki bu
genler kuraklik cevabmin azaltilmasinda etkili oldugunu bildirmislerdir. Baslatict
ZmNACI111 genine MITE yerlestirilmesi ile misirin evcillestirilmesi saglanmakta ve
iliman germoplazm arasinda yayildigini gostermislerdir. MITE yerlesmesinin tespiti dogal
varyasyon ile misirda kuraklik toleransinin genetik temellendirilmesinin anlagilmasinda

etkili oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Bu calisma Siirt Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezine
ait Laboratuvarda 2 (iki) adet bugday cesidi olan kurakliga hassas Bezostaja ve kurakliga
dayanikli Giin-91 bugday g¢esitlerinden alinan tohumlar 10-15°C ve % 60 nem ortaminda, 2:1
oraninda karistirilmig torf: perlit karisimi igeren 28 gozlii (7x4) viyollere ekilmistir (Sekil
3.1)).

GUN-91 KONTROL ‘ GUN-91 UY GULAMA

Sekil 3.1. Kurakliga karsi hassas ve dayanikli bugday cesitleri a) Kurakliga kargi hassas Bezostaja ¢esidinin
kontrol grubu, (b) Kurakliga kars1 hassas Bezostaja ¢esidinin uygulama grubu, (¢) Kurakliga kargi dayanikli
Giin-91 ¢esidinin kontrol grubu, (d) Kurakliga karst dayanikli Giin-91 ¢esidinin uygulama grubu

Calismada kullanmak tizere ekilen Bezostaja ve Giin-91 bugday cesitlerin kontrol ve

kuraklik uygulama gruplar1 gergek yapraklara ulasilincaya kadar yeterince sulanmigtir. Ancak
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gercek yapraklar verdikten sonra sadece kontrol grubunu sulanmaya devam edilmis kuraklik
uygulama gruplari ise 15 giin boyunca hi¢ sulanmamgtir. Ornekler uygulama grubunun stres
belirtilerini gdsterdigi ilk 15. giinden hemen sonra 6rnekler hasat edilmis ve etiketlenerek

Kilitli torbalar i¢inde derin dondurucuya konulmustur.

3.2. Yas ve Kuru Agirhiklarin Belirlenmesi

Stres uygulamalar1 sonucunda hasat edilen bitkilerden rastgele segilen 3’er bitki Sekil
3.2.°de gosterilen hassas terazide tartilarak yas agirliklart belirlenmis; daha sonra aym

ornekler etlivde 65 °C’de 48 saat siireyle kurutulduktan sonra kuru agirliklart hesaplanmistir.

Sekil 3.2. Giin-91 ve Bezostaja bugday ¢esitlerinden rasgele segilen tiger 6rnedin yas ve kuru agirhiklarinin

hassas terazide hesaplanmasi

3.3. Govde Boyu ve Capinin Belirlenmesi

Bitkide kok bogazindan biiyiime ucuna kadar olan bdlge cm (= 0.5) cinsinden metre
ile Ol¢lilmis ve govde ¢apiSekil 3.3’teki sayisal kumpas yardimi ile mm (£ 0.1) olarak
belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Bugday cesitlerinin kumpas yardimu ile gévde boyu ve gdvde ¢apinin hesaplanmasinin yapilmasi

3.4. Yaprak Oransal Su I¢eriginin Belirlenmesi

Tuzluluga ve kurakliga tolerans denemelerinde, Yaprak Oransal Su igerigi (YOSI) (%)
Sanchez ve ark. (2004) ve Tiirkan ve ark. (2005)'e gore yapilmistir. Stres sonunda bitkilerden
alinan yaprak Orneklerinin oransal su igeriklerinin belirlenmesi igin taze agirliklart alinmig
daha sonra alinan yaprak 4 (dort) saat siire ile saf su icerisinde bekletilerek bu siire sonunda
turgor agirliklart saptanmistir. Agirliklar: belirlenen yaprak drnekleri etiivde 65 °C’de 48 saat
kurutulduktan sonra kuru agirlik gram (g) olarak alinmistir. Elde edilen taze ve kuru agirliklar

asagidaki formiil yardimiyla oranlanarak yaprak oransal su igerikleri (%) hesaplanmstir.
YOSI=(TA-KA)/(TuA-KA)x100
TA: Taze Agirlik KA: Kuru Agirlik TuA: Turgor Agirlig

3.5. Klorofil Miktarinin Belirlenmesi

Klorofil miktarinin belirlenmesi Arnon (1949)’a gore yapildi. Buna gore taze yaprak
ornekleri (200 mg) 15 mL %80’lik (hacim/hacim) aseton ile homojenize edilerek filtre kagidi
ile siiztildii. Filtre edilen 6rnekler 663 nm’de klorofil a, 645 nm’de klorofil b hesaplamalari

yapilmistir (Sekil 3.4.).

Hesaplamalar Lichtenthaler ve Wellburn (1983) tarafindan asagida verilen formiillere

gore yapildi (A:6lgiilen absorbans degeri).
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Klorofil A (Kl a) = (11.75xA663 —2.35xA645)x20/ mg 6rnek agirhgi

Klorofil B (KIb)=(18.61xA645-3.96xA663)x20/ mg 6rnek agirlig:

Sekil 3.4. Kuraklik stresi uygulanmig ve uygulanmamis yaprak 6rneklerinde klorofil miktariin belirlenmesi
(8) Yaprak orneklerinin huni igerisinde %80 lik aseton ile homojenize edilmesi, (b) Homojenize edilmis
yapraklarin filtrelenmesi, (c) Filtre edildikten sonra spektrofotometre igin hazirlanmasi, (d)
Spektrofotometrede okutulmasi iglemleri yapilmustir.

3.6. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

Cakmak ve Marschner (1992) gore 340 nm’de (E=6.2 mM cm-1) NADPH’nin
oksidasyonu esas alinarak ol¢lilmiis. Buna gore, son hacmi 1 mLolacak sekilde ayarlanan

reaksiyon ortamina 0.1 mM EDTA igeren 50 mM’lik fosfor tamponu (pH= 7.6), 0.1 ml 0.5
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mm okside glutatiyon (GSSG), 0.1 mL 0.12 mM NADPH ve enzim ekstrakti ilave edilerek
NADPH oksidasyonu 340 nm’de okunmustur.

3.7. RNA lizolasyonu ve cDNA Sentezinin yapilmasi

Kuraklik ile iligkili transpozonlarin tanimlama/saptamasi ve ifade diizeylerini
belirlemesi i¢in stres uygulanmis yaprak ve kontrol yapraklarindan total RNA izolasyonlari,
Trizol (Invitrogen) kimyasali kullanilarak yapilmistir. Bunun i¢in 100 mg bitki drnekleri sivi
azot kullanilarak 6giitiildiikten sonra, 1 mL TRIzol reaktifi igeren steril tiiplerde homojenize
edilmistir. Daha sonra ornekler 5 dk. oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 mL TRIzol
reaktifi i¢in 0.2 mL kloroform eklenmistir. Tiiplerin kapaklari iyice kapatilip 15 sn. boyunca
elle kuvvetlice calkalayarak karistirilmis ve 2-3 dk. oda sicaklikta bekletilip +4 °C >de 15000
rpm de 20 dk. santrifuj edilmistir. Ust faz yeni bir tiipe aktarilmis ve TRIZzol reaktifinin yaris1
kadar isopropil alkol eklenerek ve karistirarak RNA'larin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Ornekler
oda sicakliginda 10 dk. bekletilip daha sonra 10 dk. 14000 rpm de +4 °C de santrifiij edilerek
tist faz dikkatli sekilde uzaklastirilmistir. Sonra Kullanilan TRIzol reaktifinin esit hacmi kadar
%70'lik etanol, pelletin iizerine ilave edilip ve pelletin yiizmesi saglanmis ve ardindan 5 dk.
10000 rpm de +4 °C de santrifiij edilmis. Santrifiijden sonra RNA ¢okeltisi 5-10 dk. kurumaya
birakilmis ve RNA 30 pL steril su ile ¢6ziiliip ve 8-10 dk. 55°C de bekletilip daha sonra elde
edilen RNA'larin kalite ve miktarlart %2'lik agaroz jel ve nano-drop spektrofotometrede

kontrol edilip -80°C de saklanmustir.
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Sekil 3.5 RNA izolasyonu

Izole edilmis total RNA 6rneklerinden cDNA elde edilmesi Inal ve ark., (2014)’e gére
yaptlmistir. Buna gore; fermentas kiti kullanilmistir. Esit miktarda RNA ile ¢alismaya
baslamak amaciyla, her bir dokuya ait total RNA’lardan 1000 ng olacak sekilde, ayarlanarak
RNA kullanilmis.1X i¢in 1ulOligo dT, 1000 ng RNA olacak sekilde iizerine su eklenerek
toplam hacim 11 pL ye tamamlanmig. Tiipler PZR cihazinda 65°C’de 5 dk tutulduktan sonra
hemen buza gdmiilmiis ve en az 2 dk. buzda bekletilmistir. Ardindan herbir tiipe 4 pL 5X
Buffer, 2 pL 10 mM dNTP, 1 pL RNase out, 2 pL Revers Transkriptaz enzimi eklenerek
toplam hacim 20 pL ye tamamlanmistir. 37 °C’de 60 dk PZR cihazina konuldu ve 70°C’de 5
dk. bekletilip ve +4 °C’de reaksiyon durdurulmustur. Ardindan olusturulan tim cDNA lar,
18S rRNA primerleriyle PZR optimizasyonu yapilmis ve cDNA larm olusup olusmadigmnin
Kontrolii %1°lik jel yiiriitiilerek tespit edilmistir.
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3.8. qRT-PCR ile Kuraklik ile iliskili Transpozonlarin ifade Analizi

Total RNA’y1 cDNA’ya gevirdikten sonra kuraklik stresi uygulanmis genotiplerine ait
yaprak dokular1 arasinda ifade seviyesinin farkli oldugu diisiiniilen, transpozonlarin ifade
seviyeleri q-RT-PCR ile ortaya konulmustur. Transpozon genlerine ait primerler primer3
(Untergasser ve ark., 2012) kullanilmistir. Verilerin analizi igin ‘threshold’ (Ct) degeri
alinacak ve Pfaffl’s modeli kullanilmistir. Thermo piko-real cihazi ve SYBR Green I Master
karisim Kiti kullanilmistir. QRT-PCR deneyleri ii¢ tekrarli olarak yapimistir. Oncelikle her bir
ornekteki RNA miktar1 18S rRNAprimerleri (X16077.1) kullanilarak normalize edilmistir. Bu
primerlerin dizileri; 18SrRNA ileri 5’-TTTGACTCAACACGGGGAAA-3’ ve 18S rRNA
Geri 5’-CAGACAA ATCGCTCCACCAA-3’dir. Hazirlanan karisimdan deney planina goére
belirlenen kuyucuklara 18’er pl dagitilmistir. ‘Plate’ in {izeri 6zel yapistirma jelatiniyle
kapatilip, q-RT-PCR cihazina yerlestirildi. g-RT-PCR sonucu ¢ikan datalar 2 - AACt metodu

ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kuraklik Stresi Altinda Orneklerin Yas ve Kuru Agirhk Analizi

Giin-91 bugday ¢esidinde kontrol grubundan rastgele se¢ilen 3’er drnegin yas agirlik
ortalamasi 0,53 g olarak hesaplanmistir (Tablo 4.1). Ayni sekilde uygulama kisminda yas
agirlik 0,48 g hesaplandi. Kuraklik stresinin Giin-91 bugday ¢esidi yas agirliginda azalma
meydana getirdigi tespit edilmistir. Kurakliga hassas bugday ¢esidi olan Bezostaja da ise
kontrol ve uygulama galismasinda; yas agirlik, kontrol grubunda ortalama 0,59 g iken,
uygulama grubunda ise 0,47g olarak hesaplanmistir. Kuraklik stresinin Bezostaja bugday
¢esidinin yas agirhiginda da azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Kuru agirlik
hesaplanmasinda ise; Giin-91 bugday ¢esidinden 3’er Ornek rastgele olarak alinip ortalama
agirlik hesaplandiginda kontrol grubunda agirlik 0,068 g olarak hesaplanirken uygulama
gruplarinda ise 0,065g olarak hesaplanmistir. Ayni sekilde kurakligin kuru agirlik {izerinde
azalma meydana getirdigi tespit edilmistir. Bezostaja ¢esidinde ise ayni sekilde hesaplamalar
yapilmis olup kontrol grubunda kuru agirlik 0,086g, uygulama ¢alismasinda ise ortalama kuru
agirlik 0,075g olarak analiz edilmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonunda kuraklik stresinin Giin-91
ve Bezostaja bugday gesitlerinin agirliklari daha once yapilan benzer caligmalara paralel
olarak azalma meydana geldigi goézlemlenmistir. Daha 6nce Karakas ve ark. (1997)’de
yaptiklart bir calismada kuraklik stresi altinda bamya bitkisinde %78 oraninda agirlik
kaybinin olustugu ve tiitiin bitkisinde ise kuru agirliginda %56 ile % 60 civarinda degisim
oldugunu kaydetmislerdir. Benzer bir bagka calismada Kusvuran ve Abak (2012), otuz bir
tane farkli kavun genotipi lizerinde tizerinde yaptiklar: kuraklik ¢alismalarinda bitkinin yesil
aksam agirliklarinda azalis ve bitki bliylimesinde de duraklama meydana geldigini tespit
etmislerdir. Abdalla ve El-Khoshiban (2007)’de kurakligin bugday tizerindeki etkisi ile ilgili
yapitiklar1 ¢alismada, denek bitkisi Fairy-8 ¢esidinin yas agirliginda %85 oraninda azalma
meydana geldigini tespit etmislerdir. Calismada kurakliga bagl olarak kuru agirliginda diisiis

meydana geldigini bildirmislerdir.

Benzer sekilde kuraklik stresinin bitkinin kuru ve yas agirhiginda azalma,
biliyiimesinde yavaslama, yaprak alan1 gibi bazi degerlerde diisiis meydana geldigini

bildirilmistir (Anyia ve Herzog, 2004; Kusvuran ve ark., 2008; Sankar ve ark., 2008).

22



Tablo 4.1. Kuraklik stresi uygulanmig ve uygulanmamis yaprak 6rneklerinin kuru ve yas agirliklari

Cesitler Ornekler Kontrol Kuraklik Uygulama
Yas Agrlik (mg) | Kura Agirhik Yas Agrik | Kuro Afirik

" (mg) (mg) (mg)

I Gmek 0,57 0,064 0,43 0,067

y 2.0mek 0,56 0,057 0,51 0,071
£ 3.Omek 0,46 0,083 0,50 0,058
Ortalama 0,53 0,068 0,48 0,065

1 ORNEK 0,59 0,057 0,55 0,073

s 2.ORNEK 0,59 0,126 0,50 0,059
§ 3.ORNEK 0,60 0,075 0,38 0,003
Ortalama 0.59 0.086 0.47 0,075

4.2. Govde Boyu ve Capimin Olgiilmesi

Kurakliga dayanikli Giin-91 bugday ¢esidinin kontrol ve uygulama calismalarinda
rastgele olarak secilen 3 Ornegin ortalama boy uzunluklari hesaplanmistir. Giin-91 kontrol
grubunda 3 6rnegin boy ortalamasi 6,7cm iken uygulama galismasinda ise 6,2 cm olarak
hesaplanmigtir. Bunagore kurakliga dayanikli Giin-91 cesidinde kuraklik stresine karsi fazla
bir degisiklik olmadigi gozlenmistir. Yapilan diger calismada, kurakliga hassas bugday cesidi
olan Bezostaja’de rastgele segilen 3 Ornegin kontrol grubunda boy uzunlugu 6,9 cm,
uygulama calismasinda ise boy uzunlugu 5,2 cm olarak Olgiildii. Buna gore kurakligin

Bezostaja ¢esidinde govde boyu iizerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir (Tablo.4.2.).

Govde gapinin hesaplanmasi ¢alismasinda, Giin-91 bugday ¢esidinde yine 3’er 6rnegin
govde caplart kumpas yardimi ile 6l¢iildii ve govde ¢ap ortalamalart hesaplandi. Kontrol ve
uygulama caligmalarinda govde caplariin 0,15mm olarak hesaplandi. Buna gore Giin-91
bugday cesitinde gévde ¢apinda bir degisme goriilmedi. Giin 91 bugday ¢esidinin kurakliga
dayanikliligr yiiksek oldugundan dolayr govde capinda bir degisim olmadigi tahmin
edilmektdedir.

Kurakliga hassas Bezostaja bugday ¢esidinde kontrol ve uygulama calismasinda,

rastgele alinan 3’er Ornegin govde ¢aplart olgiildii ve ortalamalar1 hesaplanmistir. Kontrol
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grubunda govde cap1 0,16 mm iken uygulama ¢alismasinda 0,13 mm olarak ol¢iilmiistiir. Bu

sonuglara gore kurakligin Bezostaja uygulama ¢esidinde etkili oldugu sonucuna varilmstir.

Benzer olarak Kalayci ve ark. (1998), ekmeklik bugday bitkisi lizerinde yaptiklari bir
calismada stres kosullar1 altinda bayrak yaprak boyunda dnemli bir sekilde azalma meydana
geldigini bildirmislerdir. Kusvuran ve Abak (2012), kavun bitkisi {izerinde yaptiklari
calismada kuraklik stresi altinda bitkinin boylarinda azalmanin meydana geldigini
belirlemislerdir. Abdalla ve El-Khoshiban (2007), yaptiklari arastirmada kurakligin bugday
tizerindeki etkisinde, gdvde boyunda %43-58 oraninda azalma meydana geldigi tespit

edilmislerdir.

Tablo 4.2. Kuraklik stresi uygulanmis ve uygulanmamis 6rneklerin boy uzunluklar1 ve gévde ¢aplari

Cesitler Ornekler Kontrol Kurakhk Uygulama
Boy (cm) Govde Capi Boy(cm) Govde Capi
i} (mm) (mm)
1.0rnek 7,1 0,2 5,6 0,1
St 2.0rnek 6,5 0,15 6,7 0,15
5 3.0rnek 6,7 0,1 6,5 0,2
Ortalama 6,7 0,15 6,2 0,15
1.ORNEK 6,4 0,2 6,2 0,2
.% 2.ORNEK 7,5 0,1 3,3 0,1
é 3.ORNEK 6,9 0,2 6,3 0,1
B Ortalama 6.9 0.16 5,2 0.13

4.3. Yaprak Oransal Su i¢eriginin Analizi

Yaptgmmiz bu calismada kurakliga dayanikli Giin-91 kontrol grubunda YOSI degeri
%72 olarak, Giin-91 uygulama grubunda ise YOSI degeri %59,8 olarak hesaplandi. Kurakliga
hassas Bezostaja bugday cesidinin uygulama calismasinda YOSI degeri %90,9 olarak,
Bezostaja konrol grubunda ise %65 olarak hesaplandi. Calisma sonucunda kuraklik
uygulamasinin YOSI degerinde azalma meydana getirdigi gozlemlenmistir. Buna benzer bir
calismada Oztiirk (1999), kuraklik kosullarinda Yaprak Nispi Su Igerigi (YNSI)’nin sulu

kosullara gore diisiis gosterdigini raporlamistir.
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Bir diger ¢alismada Schonfeld ve ark. (1988), kurakliga maruz kalmis bugday ve
normal kosullardaki bugday genotiplerinin YNSI’nin hesaplanmasinda normal kosullarda
%85,4 olarak kurakligin etkisi ile bu oran %77,8 olarak kaydetmis ve kurakligin 6nemli

Olctide etki ettigini belirtmislerdir.

Tablo 4.3. Bugday orneklerinin yaprak oransal su i¢eriginin hesaplanmasi

Kontrol Uygulama
Cesitler Orneklem | %YOSi | *TuA Taze Kuru %YOSI | *TuA Taze Kuru
Agirhk Agirhk Agirhk Agirhk

) (mg) (mg) (mg) | (mg)

1.0rnek 65 0,84 0,57 0,064 55,5 0,72 0,43 0,067

- 2.0rnek 65 0,83 0,56 0,057 61,9 0,78 0,51 0,071
(2]

5 3.0mek 86,2 0,52 0,46 0,083 62 0,77 0,50 0,058

Ortalama 72 0,73 0,53 0,068 59,8 0,75 0,48 0,065

1. Ornek 91.4 0,64 0,59 0,057 69.4 0,76 0,55 0,073

ol 2. Ornek 90.2 0,64 0,59 0,126 62.9 0,76 0,50 0,059
[

§ 3. Ornek 91.3 0,65 0,60 0,075 62.8 0,55 0,38 0,093
s}

Ortalama 90.9 0.64 0.59 0.086 65 0.69 0.47 0.075

*TuA: Turgor Agirlig

4.4. Kurakhk Stresi Uygulanmis Yapraklarda Klorofil Miktarimin Olgiilmesi

Spektrofotometrede 663 nm ve 645 nm dalga boylarinda yapilan Slgiimlerde, Tablo
4.4 te gorildigi gibi Giin-91 ve Bezostaja bugday cesitlerinin kontrol ve uygulama
caligmalarinin absorbans degerleri incelendiginde kuraliklik kosullarina maruz birakilan Giin-

91 ve Bezostaja bugday ¢esitlerinin absorbans degerlerinde diisiis oldugu belirlendi.
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Tablo 4.4. Orneklerin klorofil miktarinin spektrofotometrede 6lgiim sonuglari

Ornekler 663nm 645nm 340nm
Giin-91-Kontrol 3,106 1,433 3,564
Giin-91- Uygulama 1,725 0,754 1,705
Bezostaja -Konrol 2,799 1,241 3,678
Bezostaja-Uygulama 1,936 0,824 2,406

Kuraklik stres uygulamasi yapilan Giin-91 ve Bezostaja bugday cesitlerinin klorofil a
ve klorofil b miktarlar incelendiginde Tablo.4.5 te goriildiigii gibi kuraklik kosullarinin etkisi
ile miktarlarinda diisiis gergeklestigi goriilmiistiir. Klorofil diisiisiiniin, Bezostaja gore Giin-91

cesidinde daha ¢ok meydana geldigi gdzlemlenmistir.

Tablo 4.5. Orneklerin klorofil a ve klorofil b miktarlar: (mg/g)

Ornekler Klorofil a Klorofil b
Giin-91 Kontrol 3,31 1,44
Giin-91 Uygulama 1,85 0,72
Bezostaja Konrol 2,99 1,20
Bezostaja Uygulama 2,07 0,76

Benzer olarak Ziska ve ark. (1990), yaptiklart bir ¢aligmalarinda stresin artmasina
bagli olarak ribulozbisfosfat karboksilaz (Rubisco) aktivitesinde ve klorofil iceriginde diisiis
gerceklestigini tespit etmislerdir. Buna karsin Ashraf ve Arfan (2005), bamya bitkisi tizerinde
yaptig1 baska bir caligmada, kuraklik stresi altinda bamya bitkisinin klorofil miktarmin
arttigin1 kaydetmislerdir. Yapilan bir diger caligmada Shubha ve Tyagi (2007), su stresi
altindaki cal1 fasulyesinin klorofil miktarinda azalma ve tohum kalitesinde diisiis, ¢6zlinebilir
seker miktarinda ise artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismalara bagli olarak klorofil
miktarinin bitki ¢esidine, biyotik ve abiyotik kosullara, fizyo-biyokimyasal yapilarina gore

farklilik gosterdigi tahmin edilmektedir.
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4.5. Kuraklik Stresi Uygulanmis Yapraklarda Glutatiyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin

Analizi

Yapilan analizler sonucunda glutatyon rediiktaz aktivitesinin, kurakliga dayanikli
Giin-91 ¢esidinde 6nemli bir degisim olmamasina ragmen, Bezostaja cesidinin uygulama
grubunda Sekil 4.1.’de gortildiigii gibi yiiksek aktivite gostermistir. Bu aktivitenin Bezostaja
tiirlinde fazla olmsinin nedeni strese bagli olarak hiicrede savunma mekanizmasinin devreye

girdigi ve bitkiyi korumaya calistig1 digiiniilmektedir.
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Sekil 4.1.0rneklerin Glutatyon Rediiktaz aktiviteleri (G=Giin-91, B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama)

GR aktivitesi nmoles min-1 mg-1

Daha once yapilmis bir ¢alismada kuraklik kosullar1 altinda Oryza sativa fidelerinde
GR aktivitesinde artis meydana geldigini kaydetmislerdir (Sharma ve Dubey, 2005).

4.6. Kurakhga Maruz Birakilmis Yapraklardan RNA’nin izole Edilmesi ve cDNA’nin

Sentezi

Kuraklik stresi uygulanmis Giin-91 ve Bezostaja bugday cesitlerinde yapilan RNA
izolasyonu sonucunda, RNA molekiilii kalitatif 6zelliklerini belirlemek i¢in % 1°lik agaroz
jelde yiiriitiilmiis ve Sekil 4.2.’de gorildiigii gibi kaliteli ve calisilabilir bir RNA molekiilii

izole edilmistir.
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Sekil 4.2. RNA izolasyonlarinin jel goriintiisii (G=Giin-91, B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama)

4.7. qRT-PCR ile Kuraklk ile liskili Transpozonlarin ifade Seviyesinin Ol¢iilmesi

Kuraklik stresi altinda Giin-91 ve Bezostaja bugday ¢esitlerinde Ttd1a, BARE1, Tnt1,
EARE-1, Ttol, Tto5, Tosl7, Remel transpozonlarin gen diizeydeki expresyon seviyeleri
analiz edilerek; retrotranspozonlarinin kuraklik mekanizmasi ile ilgili olan iliskileri

incelenmistir. Analiz sonuglar1 asagida grafiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.3.Ttd1aretrotranspozonun Giin-91 ve Bezostaja bugday ¢esitlerindeki aktivitesi gosterilmektedir
(G=Giin-91, B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama).

Nisbi Gen ifadesi

Yaptigimiz bu ¢alismada Giin-91 ve Bezostaja bugday cesitlerinde kuraklik stresine
bagl olarak Sekil 4.3.’te goriildiigii gibi Ttd1a retrotranspozonun Giin-91 ¢esidinin uygulama
grubunda yiiksek oranda aktivasyonu tespit edilmistir. Ttdla retrotranspozonun kurakliga
hassas Bezostaja uygulama g¢esidinde ise artis olmasina ragmen Giin-91 uygulama gesidi
kadar bir artis gerceklesmedigi ortaya konulmustur. Bunun sonucunda, Ttdla geninin
bugdayda kurakliga kars1 dayaniklilik mekanizmasini olusturmada énemli bir gorev tstlendigi
tahmin edilmektedir.

Benzer sekilde, Woodrow ve ark. (2011)’de makarnalik bugday iizerine yaptiklari
calismada Tyl-copia retrontrasposonundan izole ettikleri Ttdla geninin; tuz ve 1sik stresi

kosullarinda aktive oldugunu tespit etmislerdir.
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Sekil 4.4. BAREL1 retrotranspozonun Giin-91 ve Bezostaja bugday cesitlerindeki aktivitesi (G=Giin-91,
B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama)

Nibi Gen ifadesi

Yaptigimiz bu g¢alismada BAREIL retrotranspozonun Giin-91 ve Bezostaja bugday
cesitlerinindeki gen diizeyindeki aktivitesine bakilmigtir. Kuraklik stresi kosullart uygulanmis,
uygulama grubu Giin-91 ve Bezostaja cesitlerinde BAREL retrotranspozonun varliginda az bir
artig oldugu gozlendi (Sekil 4.4.).

BARE 1 retrotrotranspozonu daha dnce arpada bulundugunu ve transkripsiyonel olarak

aktif oldugu kaydedilmistir (Vicient ve ark. 1999).
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Sekil 4.5. Tntl retrotranspozonun Giin-91 ve Bezostaja bugday ¢esitlerindeki gen ifade seviyesi (G=Giin-91,
B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama)

Yaptigimiz ¢aligmada Sekil 4.5.te gorildiigi gibi Giin-91 ve Bezostaja bugday
cesitlerinde kuraklik stresi altinda Tntl retrotranspozonunda belirgin bir sekilde artis
gozlenmistir. Mhiri ve ark., (1997)’de Tntl retrotranspozonun expresyonunu ayni zamanda
heterolog tiirlerden domates ve Arabidopsiste; yaralama, dondurma ve diger abiyotik stres
faktrorleri ile bitkinin salisilik asit, CuCl, ya da oksidatif stres ile savunmaya gegtigini tespit

etmislerdir.
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Sekil 4.6. EAREL retrotranspozonun Giin-91 ve Bezostaja bugday gesitlerindeki gen ifade seviyesi (G=Giin-91,
B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama)

Yaptgimiz bu ¢alismada kuraklik stres kosullar1 altinda Giin-91 ve Bezostaja bugday
gesitlerinde, Giin-91 c¢esitinde EARE-1 retrotranspozonu transkripsiyonu 6nemli bir artis
gostermemesine ragmen, Bezostaja uygulama c¢esidinde EARE-1 retrotranspozonu
transkripsiyonu kontrol grubuna kiyasla biiyiik bir artig gosterdigi belirlendi (Sekil 4.6.).

Benzer sekilde Huang ve ark. (2017)’de yaptiklari ¢alismada RT-PCR ¢alismalari
sonucunda Excoecaria agallocha’nin tiim organlarinin stres kosullari altinda EARE-1

transkripsiyonun dnemli bir sekilde arttigin1 gostermislerdir.
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Sekil 4.7. Ttol retrotranspozonun Giin-91 ve Bezostaja bugday ¢esitlerindeki gen ifade
seviyesi(G=Giin-91, B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama)

Sekil 4.7.’de goriildiigii gibi yaptgimiz mevcut calismada, Giin-91 ve Bezostaja
bugday cesitlerine kuraklik stres kosullar1 uygulanmig ve Ttol retrotranspozonu gen
seviyesinde analiz edilmistir. Gtin-91 uygulama grubunda Ttol retrotranspozonda az bir artis
gozlemlenirken Bezostaja ¢esidinde Ttol retrotranspozonunda ifade seviyesinde herhangi bir
degisim gozlemlenmemistir.

Hirochika ve ark. (1996)’da bitkilerin birkag aktif retrotranspozonlarindan biri olan
Ttol'in tam niikleotid dizisini tiitlin bitkisinden izole ettiklerini bildimislerdir. Ayrica
yaptiklar1 ¢aligmada Ttol, heterolog konakgilarda otonom transpozisyonunu incelemek igin
piring igine yerlestirilmis ve Ttol in transkripsiyonu ve transpozisyonu, piring hiicrelerinde
gozlemisglerdir.  Grandbastien (1998)’de ise yaptigi bir c¢alismada da TntlA
retrotranspozonunun yaralama, mikrobiyal kaynaklar, salisilik asit, viral saldirilar ve diger
bilesiklerin etkisi ile aktive edildigini kaydetmistir fakat bitki savunmasinda Tntl disindaki
diger retrotranspozonlarin calisilmasi gerektigini ayrica Ttol retrotranspozonun savunma
aktivitesinin heniiz bilinmedigini kaydetmistir.
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Sekil 4.8. Tto5 retrotranspozonun Giin-91 ve Bezostaja bugday ¢esitlerindeki gen ifade seviyesi (G=Giin-91,
B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama)

Yaptigimiz bu calismada, kuraklik stresi uygulanmis Giin-91 ve Bezostaja bugday
cesitlerinde Tto5 retrotranspozonun aktivasyonu incelendi (Sekil 4.8.). Her iki uygulama
grubunda da kuraklik stresinin Tto5 retrotranspozonun benzer bir sekilde artis gosterdigi
goriildii. Bu retrotranspozon ilizerine yapilan baska bir calismada Todorovska (2007)’de Tto5

retrotranspozonun viral saldiridan sonra aktif hale geldigi kaydetmistir.
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Sekil 4.9.Tos17 retrotranspozonun Giin-91 ve Bezostaja bugday gesitlerindeki gen ifade seviyesi (G=Giin-91,
B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama)

Yapilan ¢alisma sonucunda Sekil 4.9.°da goriildiigii gibi stres kosullar1 altinda
kurakliga dayanikli Giin-91 ve kurakliga hassas Bezostaja bugday cesitlerinde Tosl7
retrotranspozon  aktivitesi  gozlemlenmistir.  Giin-91  bugday ¢esidinde  Tosl7
retrotranspozonun aktivitesi Bezostaja bugday cesidine kiyasla daha fazla gerceklestigi
goriilmiistiir. Wendel ve Wessler (2000), yaptiklari bir ¢alismada, karakterize edilen aktif
bitki Ogelerinin ¢ogunun transkripsiyonu normal gelisme sirasinda biiyiik Ol¢iide sessiz
oldugu fakat biyotik ya da abiyotik stres; patojen bir saldir1 veya yaralama gibi bir durum soz
konusu oldugunda bu 6gelerin uyarildigi gériilmiistiir. Bu 6gelerden birinin, tiitiin bitkisinde
bulunan Tntl retrotranspozonu ve piring bitkisinde bulunan Tos17 retrotranspozonu oldugunu

bildimisgler ve bu retrotranspozonlarin miktarinda artis oldugunu kaydetmislerdir.
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Sekil 4.10. Remel retrotranspozonun Giin-91 ve Bezostaja bugday ¢esitlerindeki gen ifade seviyesi (G=Giin-91,
B=Bezostaja, K=Kontrol, U=Uygulama)

Sekil 4.10.’dagoriildiigii gibi meveut ¢alismada stres uygulanmis Giin-91 ve Bezostaja
bugday cesitlerinde, Remel retrotranspozonu gen diizeyinde ifade seviyesi Olclilmiistiir.
Calisma sonucunda, Bezostaja bugday c¢esidinde Remel retrotranspozonunda herhangi bir
artis goriilmezken, Giin-91 bugday ¢esidinde ise az miktarda artis gergeklestigi goriildii. RT-
PCR kullanarak Remel retrotranspozonu normal sartlarda yapraklarda gozlendigi ve Remel
retrotranspozonun stressiz ortamlarda ¢imenlerde de bol bulunmasi sira disi bir durumoldugu
bildirilmistir (Suoniemi ve ark., 1996; Meyers ve ark., 2001; Vicient ve ark., 2001; Echenique
ve ark., 2002; Araujo ve ark., 2005; Gomez ve ark., 2006).
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Bu tez ¢alismasinda kurakliga dayanikli Giin-91 ve kurakliga hassas Bezostaja bugday
cesitlerinde bazi transpozon genlerinin ifade seviyeleri es-zamanli PZR ile 6l¢iilmiis ayrica
bitki geligimi i¢in 6nemli klorofil miktari, glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi, yaprak oransal
su igerigi (YOSI), kuru ve yas agilik gibi baz1i fizyo-biyokimyasal parametrelerde
calistlmistir. Calisma sonucunda kuraklik stresine maruz birakilan Giin-91 ve Bezostaja
bugday cesitlerinin yas ve kuru agirhigi, bitki boyu ve govde g¢api, yaprak oransal su igerigi
gibi biiylime parametrelerinin daha 6nceki bilim adamlarinca yapilan ¢aligmalara paralel
olarak olumsuz etkilendigi goriilmiistiir. Ayrica glutatyon rediiktaz aktivitesinde genel bir
artis olmasina karsin kurakliga hassas Bezostaja ¢esidinde daha fazla bir artis gergeklesmistir.
Bunun nedeninin Bezostaja bugday ¢esidinin daha hassas olmasindan dolay1 kuraklik stresine
giren bitkinin hiicrelerinde bitkiye zarar veren zararli molekiillerin artmasi ve buna baglh
olarak GR nin savunma sisteminde destek olarak artis gostermesidir. Ayrica ¢aligmamizda
kuraklik stresine maruz birakilan bugday 6rneklerinde; Ttdla, BARE1, Tntl, EAREL, Ttol,
Tto5, Tos17, Remel retrotranspozonlarin gen diizeyinde ifade seviyeleri dl¢iilmiistiir. Her
transpozonun gen ifade seviyesi bugday c¢esidine gore farkli sonuglar ortaya ¢ikardigi
goriilmiistiir. Bu retrotranspozonlardan Ttdla, Giin-91 bugday c¢esidinde yiiksek aktivite
gosterirken Bezostaja ¢esidinde daha az bir aktivite gostermistir. BARE1 retrotranspzonu ise,
kuraklik altindaki her iki gesitte’de az bir artis gergeklestirmistir. Tntl retrotranspozonun iki
bugday cesidinde belirgin bir artigla aktivitesini gdstermistir. EAREL retrotranspozonun Giin-
91 de fazla bir etki gostermemis fakat Bezostaja ¢esidinde yiiksek bir aktivite gostermistir.
Ttol retrotranspozonun Giin-91 de az bir aktivitesi gozlemlenirken Bezostaja ¢esidinde etkili
olmadigi goriilmistiir. TtoS retrotranspozonun iki gesitte de belirgin aktivitesi gozlenmistir.
Tos17 retrotranspozonun iki gesitte de artis gostermesine ragmen Giin-91 de daha aktif
oldugu goriilmistir. Son olarak, Remel retrotranspozonun ise Giin-91 de aktivitesi
gozlemlenirken Bezostaja ¢esidinde ise aktitive gdzlenmemistir. Genel olarak ele aldigimizda
Gilin-91 bugday c¢esidinde kuraklik stresi altinda en ¢ok aktiviteyi Ttdla, Tntl, Tto5, Tos17,
Ttol retrotronspozonlar1 gerceklestirirken en az aktiviteyi BARE1, EARE1 ve Remel
retrotranspozonlar1 gerc¢eklestirmistir. Bezostaja bugday cesidinde ise en ¢ok ektiviteyi Tntl,
EAREI, Tto5 retrotranspozonlari, en az aktiviteyi Ttdla, BARE1, Tosl7 gerceklestirirken
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Ttol ve Remel retrotranspozonlarinda herhangi bir aktivite gozlemlenmemistir. Buna bagl
olarak her bitkinin farkli stresler altinda verecegi cevaplarin degisik olacagi tahmin
edilmektedir. Bu gen ifadelerinin daha iyi anlasilmasi i¢in ¢alismalarin yaginlastirilmasi ve
farkli stresler altinda aktiviteleri incelenmeleri gerekmektedir. Dolayisi ile bu ¢alisma ile
farkli bugday cesitlerininin kuraklik stresine karsi gosterdigi molekiiler fizyolojik cevaplar
ortaya konulmustur. Bu durumda, insan ve hayvan yasaminda 6nemli bir besin bitkisi olan
bugdayin, 6zelde iilkemizi ve genelde de diinyayr tehdit eden kurakliga karsi molekiiler-

fizyoloji seviyesinde nasil bir tepki verdigi konusunda literature yeni bilgiler kazandirilmistir.

5.2. Oneriler

Calismamizda kurakliga kars1 hassas ve toleransli olmak iizere iki farkli bugday ¢esidi
kullanilmis olup bunlarin kuraklik stresi altinda ve kuraklik mekanizmasi ile iliskili g¢esitli
fzyo-biyokimyasal aktiviteleri ve oOnemli bir hareketli genetik oyuncu olan bazi
retrotranspozonlarin gen ifade seviyleri 6l¢iildii. Calismada fizyo-biyokimyasal aktiviteler
daha onceki c¢aligmalari destekleyecek sekilde bir profil gostermesine ragmen incelenen
retrotransozonlar ise ilk defa bu ¢alismada Bezostaja ve Giin-91 bugday ¢esitlerinde gen
diizeyinde ifade seviyleri Ol¢lilmiistiir. Bu transpozonlarin daha once farkli bitkilerde
aktivitelerin olmas1 ile bu genetik elementlerin tiirler arasi gegis yapabilece§i’de ortaya
konulmustur. Ancak &zellikle bu retrotranspozonlarin kuraklik mekanizmasinda rollerinin
daha da iyi anlasilmasi igin daha farkli bitki tiirlerindeki gen aktivitelerine bakilmasi, daha
farkli retrotronspozonlarin caligilmasi, kuraklik stresine cevap veren retrotranspozonlarin
bagka tiirlere aktarilmasi ve sonuglarin izlenmesi gibi yaklagimlar ile daha da somut ¢iktilarin

meydana gelmesi saglanacaktir.
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