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OZET
Doktora Tezi

Ekmeklik Bugdayda (Triticum aestivum L.) Kuraklik ve Yiiksek Sicaklik Stresine Toleransliliga
Y 6nelik Markor Gelistirilmesi, Bu Stres Faktorlerinin Nisasta Biyosentez Yolaginda Rol Alan

Genlerin Ifade Diizeyleri Uzerine Etkileri
Deniz KOM
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Serkan URANBEY

Bu ¢alismanin amaci; ekmeklik bugdayda kuraklik ve yiliksek sicaklik stresine toleransliliga yonelik
molekiiler markor gelistirilmesi, kuraklik, yiiksek sicaklik ve kuraklik+sicaklik stres kosullari altinda
bugdayda nisasta biyosentezinde meydana gelen degisimlerin molekiiler diizeyde arastirilmasidir. Bu
amagla calismada, kuraklik ve yiiksek sicaklik stresine toleransli Zubkov ile bu stres kosullarina hassas
olan Atay 85 bugday ¢esidi calismada kullanilmistir. Nisasta sentez yolaginda AGPaz, nisasta sentez,
nisasta dallanma enzimi, dallanma bozucu enzim, amilaz enzimlerinin yani sira sukroz mekanizmasi
icin dnemli bazi genlerin ifade diizeyleri RT-PCR yo6ntemiyle belirlenmistir. Stres kosullari altinda Atay
85 ve Zubkov cesitleri arasinda Onemli nisasta biyosentezi ile ilgili genlerde ifade farkliliklar:
saptanmistir. Atay 85 ¢esidi kontrol bireylerinde nisasta biyosentezinin yliksek oldugu, ancak tiim test
edilen stres kosullarindan oldukga olumsuz etkilendigi, Zubkov ¢esidinin tiim stres kosullarina daha
toleransh oldugu, nisasta biyosentez mekanizmasinda biiyilk bir gerileme olmadan, fotosentetik
aktivitesine devam ettigi goriilmistiir. Benzer olarak, total nisasta ve seker igeriklerinin hassas Atay 85

cesidinde kiyasla toleransli Zubkov ¢esidinde stresten daha az etkilendigi belirlenmistir.

Markor gelistirme ¢aligmalarinda kuraklik, sicaklik, kuraklik+sicaklik streslerine toleranshiligi ve
hassasiyeti temsil edecek ve KASP genotipleme analizlerinde kullanilabilecek markor gelistirme
caligmalar1 kapsaminda, sicaklik stresine hassasiyeti temsil eden 1 adet ve sicaklik stresine toleransi

temsil eden 1 adet olmak {izere 2 adet timit var markor dizisi elde edilmistir.

Bu calisma TUBITAK 2211-C bursu 1649B031500550 basvuru numarasi ve 16H0447001 numarali
Ankara Universitesi BAP projesi ile desteklenmistir.
2017, 150 sayfa

Anahtar kelimeler: Bugday, sicaklik ve kuraklik stresi, nisasta, KASP markor, gen ifadesi
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ABSTRACT
PhD Thesis

Development of Molecular Markers for Identifying Tolerance to Drought and High Temperature Stress on
Bread Wheat (Triticum aestivum L.) And Effects of The Stress Factors on Starch Biosynthesis Pathway

Deniz KOM
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Serkan URANBEY

The purpose of the study is to develop efficient molecular markers for drought, high temperature and both
drought+high temperature stresses and to investigate molecular alterations on starch biosynthesis pathway
under these stress conditions. . Stress tolerant Zubkov bread wheat variety and a stress sensitive Atay 85
bread wheat variety were used in this study. Expression levels of the genes coding enzymes AGPases, Starch
synthases, Starch branching enzymes, Debranching enzymes, Amylases and some important genes involved

in sucrose mechanism were determined under stress conditions by qRT-PCR.

Important expression differences of genes involved in starch biosynthesis were detected between tolerant
Zubkov variety and sensitive Atay 85 variety. Starch biosynthesis level was higher in control plants of Atay
85 variety and adversely affected by all tested stress conditions. However, Zubkov variety was found to be
more tolerant to all stress conditions and continued to exhibit photosynthetically activity without major
regression of the starch biosynthesis mechanism. Similarly, total starch and sugar contents were determined
to be less affected in the tolerant Zubkov variety compared to Atay 85 variety. It has been found that total

starch and sucrose contents were less affected at tolerant Zubkov variety in comparison with Atay 85 variety.

Marker development studies have been carried out for both tolerance and sensitivity against drought, heat
and both drought and heat stress conditions. Total two putative markers that can be used in KASP
(Kompetitive Allele Specific PCR) genotyping analyzes (one marker sequence representing heat tolerance

and one marker sequence representing heat sensitivity)) were obtained.

This study was supported by TUBITAK 2211-C scholarship with 1649B031500550 application number, and
Ankara University BAP with project number 16H0447001

2017, 150 pages

Keywords: Wheat, heat and drought stress, starch, KASP marker, gene expression
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1. GIRIS

Bugday, bugdaygiller (Poaceae) familyasinda yer alan Triticum L. cinsine dahil tek yillik, otsu,
tek ¢enekli bir bitkidir. Diinyada tahillar arasinda celtikten sonra insan tiiketiminde ikinci sirada
yer almaktadir. Cevre kosullarina gosterdigi yliksek adaptasyon yetenegi sayesinde diinya
iizerindeki tiim ekili alanlarm yaklasik % 16’sim olusturmaktadir (1). Onemli bir protein,
vitamin ve mineral kaynagi olmasinin yani sira karbonhidrat igerigi ile insanlarin giinliik kalori
tiiketiminin % 20’sini karsilamaktadir (2). 2014 y1l1 verilerine gore diinya genelinde yillik 220
milyon ha ekim alani ile tahillar i¢erisinde birinci; 729 milyon ton iiretim ile misir ve ¢eltikten
sonra ii¢lincii sirada yer almaktadir. 709 milyon ton tiretimi ile diger tahillara gére daha genis
ekim alanlarina sahiptir (1). Ulkemizde ise, 2014 yil1 verilerine gére, bugdayda 7,8 milyon
hektar ekili alan ve buna karsilik olarak 19 milyon ton iiretim gerceklestirilmistir. Bugday
diinyada {iretim agisindan en 6nde gelen tahil tiirtidiir ve Tiirkiye bugday iiretiminde diinyada

10. sirada yer almaktadir (3).

Tahillarda en hassas biiyiime basamaklari; kok uzamasi, sapa kalkma, tohum olusmasi ve
embriyolarin olusmasidir. Embriyo olusumundan sonra yiiksek sicakliga maruz kalan bitkilerde
tane dolum siiresi kisaldigindan, nigasta ve protein iceriginde diisiisler meydana gelmektedir
(4). Tirkiye’ de 2014 yil1 yagis oranlar1 2013 yilina oranla %39 oraninda diislis gostermistir.
Artan kuraklik ve geciken yagislar nedeniyle ekim alanlarinda bugday c¢ikist olmadigi,
clriimeler oldugu, ¢ikis gdsteren bireylerin zayif kaldig ve kurudugu goériilmiistiir. Bu durum

nedeniyle 2014 yili bugday verimi 2013 yilina kiyasla %14,3 oraninda gerilemistir (5).

Tarimsal tiretimde temel amag, belli bir girdi kullanarak birim alandan maksimum iiriin elde
etmektir. Dolayisiyla birim alandan elde edilecek verim, tarimsal faaliyetin en Onemli
unsurudur. Bitkiler ekimlerinden hasat donemlerine kadar ¢ok sayida ve farkli abiyotik ve
biyotik strese maruz kalirlar. Karsilasilan her bir stres faktorii ise verimi farkl sekillerde ve her
zaman olumsuz yonde etkiler. Bitki 1slah¢ilarinin temel hedefi, stres faktorlerinin meydana
getirdigi bu verim kaybini tolare edebilecek, cesitli stres faktorlerine karsi toleransi yiiksek

cesitler gelistirmektir (6,7).



Bugday ve diger pek cok tahil, taneleri i¢in yetistirilmektedir. Hasat edilen bugday tanesinden
elde edilen un yeryiizlindeki milyarlarca kisi tarafindan tiiketilmektedir. Tahil tanesinin %65-
70 oraninda nisastadan olustugu diisiiniildiigiinde, hasat edilen temel {iriiniin nisasta oldugunu
sOyleyebiliriz. Dolayisiyla strese maruz kalmig bir tahilda meydana gelen verim kaybinin en

biiyiik nedeninin tane i¢erisinde depo edilen nisasta miktarindaki azalis oldugu diisiintilebilir.

Insan ve hayvan beslenmesi icin ¢ok biiyiikk dnem tasiyan ve diinyada en ¢ok tarimi yapilan
bitki olan bugdaymn, kuraklik ve yiiksek sicaklik nedeniyle iiretimi kisitlanabilmektedir.
Ulkemizde 2007-2009 yillar1 arasinda egemen olmus olan kurak ve sicak sezonda bugday
iretiminin 6nemli miktarda diistiigi gorilmistir (5). Yeterli iiretim yapilamadigi zaman,
iilkemizdeki ihtiyact karsilayabilmek amaciyla yurt disindan temin yoluna basvurmak
kacinilmaz bir sonugtur. Artan taleple dogru orantili olarak son yillarda bugday iiretimimizin
yaklasik %20’sini ithalat yoluyla temin ettigimiz bilinen bir gergektir (8). Kuraklik ve yiiksek
sicaklik streslerine toleransh bugday bitkilerini se¢gmeye olanak saglayabilecek markdrlerin
gelistirilmesi ve bunlarin 1slah calismalarina entegre edilmesi anag¢ bitkilerin se¢iminde

kullanilmasi 1slah siirecini kisaltirken basar1 sansin1 da artiracaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Ekmeklik Bugday (Triticum aestivum L.)

Bugday, Graminae (Poaceae) familyasina isim veren (bugdaygiller), Triticum L. cinsine dahil
monokotil (tek ¢enekli) bir bitkidir. Tek yillik, otsu bir bitki olan bugday kendi kendini
dolleyebilme yetenegine sahiptir (9). 7. aestivum L., genom hibridizasyon ve duplikasyonlari
ile olusmus, yiiksek tekrarli dizi icerigine sahip, hekzaploid (4A4ABBDD) bir genoma sahiptir.
Tiirkiye’nin hemen her ekolojik bdlgesinde yetisebilme 6zelligi olan bugday bitkisinin gen
merkezi “Verimli Hilal” olarak literatiire gecen Anadolu, Bat1 Iran ve Kafkasya olarak kabul
edilir. Tarimsal agidan en 6nemli tiirii Triticum aestivum L. (ekmeklik bugday)’dir (10,11).
Yaklagsik 8.000 yi1l 6nce tetraploid (AABB) Triticum dicoccoides (Korn. ex Asch. & Graebn.)
Aarons. ile diploid Aegilops tauschii Coss.’nin ¢aprazlanmasiyla olusan hekzaploid ekmeklik
bugday, ii¢ diploid genom (A, B ve D) tasimaktadir. AA genomu 7. urartu Gand.” dan, BB
genomu kesin olmamakla birlikte Aegilops speltoides Tausch’in de i¢inde bulundugu bir

sitopsis bitkisinden, DD genomu ise 4. Tauschii Coss.’den gelmistir (2).

Degisen iklim, cografya, toprak kosullarinda yetistirilebilmesi nedeniyle lilkemizin neredeyse
tamaminda tarimi yapilirken, en yaygin goriilen dogal yetisme alani I¢ Anadolu ve Giiney Dogu
Anadolu Bélgeleridir. Ulkemizde agirlikli olarak floristik dagilimi Sekil 2.1°de A2, A4, A7,
B1, B3, B4, BS, B6, B7, B8, B9, B10, C1, C2, C3, C4, C7, C8, C9, C10 grid karelerinde

goriilmektedir.
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Sekil 2.1 Tiirkiye’de bugday bitkisinin dogal yayilim alani (12)



Bugday tanesinin fiziksel yapis1 Sekil 2.2° de gosterilmistir. Kuru agirligin %83’ endosperm,
%14°1 kepek, %3’1 ise embriyoya aittir. Bugday tanesinin bilesimi, ¢esitlerine ve bolgesel
ozelliklere gore degisse de ortalama %12 su, %70 karbonhidrat, %12 protein, %2 yag, %2,2
seliiloz, %1,8 kiil icermektedir (13).

Tayler

/

Endosperm

Kuru agirlik orani

besin degeri (%)
karb. prot. yag Ilif cesitli

[ Kepek 63 16 3 43 wvitamin Bs
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Sekil 2.2 Bugday tanesinin bilesenleri (14)

Tiirkiye’de bugday ekili alanlar toplam islenen tarim alanlarmin %33 {inii, tahil ekili alanlarin
ise %68’ini kaplarken bu yiiz 6l¢iimii diinyadaki bugday ekili alanlarin %3,5’ini ifade eder.
2011-2013 yillar1 arasinda ortalama bugday verimi 2740 kg/hektar iken 2014 yil1 iiretimi bir
onceki yila gore yaklasik %15 oraninda azalarak 2429 kg/hektar olmustur (13).

2.2. Bugday Nisastasi

Nisasta, yiiksek yapili (damarl) bitkilerde fotosentez sonucu tiretilen karbon materyallerinin en
yaygin depolanma seklidir (15,16). Diinya’nin tahillardan nisasta tiretimi yillik yaklasik olarak
2 milyar tondur. Bu rakami, 700 milyon ton ile yumrudan ve koklerden iiretim takip eder (16).
Nisasta piyasasinda liretilen nisastanin %90’lik kismi piring, bugday, misir, arpa, kocadar1 gibi
tahillarin endospermlerinden elde edilir (17). Nisasta, insan giinliik kalori ihtiyacinin yaklagik
olarak %80 ini karsilar. Insan ve hayvan beslenmesinde temel olarak tiiketilen bir gida olmakla
kalmayip, yiyecek endiistrisi basta olmak iizere tekstil, plastik, eczacilik, kozmetik, ingaat ve

kagit endiistrilerinde de genis kullanim alan1 bulur.



Nisasta bitkilerdeki temel doku karbonhidratidir ve birka¢ milyon amilopektin molekiiliine
eslik eden, sayica daha fazla ama c¢ok daha kii¢iik amiloz molekiiliinden olusmus graniiller
halinde bulunur (Sekil 2.3). Amilopektin (amiloz igermeden) waxy olarak tabir edilen bitkilerin
nigastasindan izole edilebilirken, amiloz (amilopektin igermeyen) izole etmek icin total

nisastay1 pullulanaz enzimi ile muamele etmek gerekir.

amiloz

dogrusal tek ancir

amilopektin %2

dallanmig zincir

HOCH,  HOCH,

g L)
] (o} 0
CH:OH CHaOH CH:OH  CH:OH 1
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o o o P "] a Lo

OH OH OH OH S 2 A o -
Sekil 2.3 Nisastay1 olusturan amiloz ve amilopektin molekiilleri (18)

Giin 15181nda yapraklarda fotosentetik olarak fikse edilen karbondan {iretilen nisastanin gece ise
mobilizasyonu gerceklesir (19). Nisasta, amiloz ve amilopektin olmak {izere iki
makromolekiilden olugsmaktadir. Nisasta sentezi esnasinda glikoz iiniteleri a(1-4) baglar ile
birbirlerine baglanarak bir zincir meydana getirir. Amiloz genellikle dallanma goriilmeyen tek
zincirli bir yapidadir. Buna karsin amilopektin ¢ok yogun sekilde dallanmis ve ¢ift zincirli bir
sekildedir. Nisasta bitki plastitlerinde sentezlenirken gecici (transient) nisasta ve depo
(storage/sink) nisasta olmak iizere 2 tiirii vardir (20). Yapraklar gibi fotosentetik dokularda yer
alan kloroplastlar 151k periyodu siiresinde gecici nisastay: iiretirler ve kisa siireli de olsa
depolarlar. Gegici nisasta karanlikta sukroza c¢evrilerek bitkinin biiylime ve gelisme
siireglerinde enerji ihtiyacini karsilamak i¢in kullanilir. Depo nisastasi ise bitkilerin fotosentetik
olmayan kisimlarinda yer alan amiloplastlarda iiretilir ve nisastanin uzun stireli depolanmasi

icin ¢evrilen seklidir (20,21).

Nisasta, ¢ok sayida ve farkli enzim grubunun koordinasyonlu bir sekilde calismasi ile
hiicrelerdeki plastit adi verilen organellerde sentezlenmektedir. Yesil bitkilerde fotosentez
sonucu kloroplastta tiretilen glikoz, kisa siireli olarak yine ayni organel (kloroplast) i¢erisinde
nisasta olarak depo edilmektedir. Tane dolum déneminde ise yapraklarda depo edilen bu nisasta
parcalanarak sukroza doniistiiriilmekte ve sukroz, endosperm hiicrelerine gonderilmektedir.
Endosperm hiicresine gelen bu sukroz, ¢ok sayida enzimatik islemden sonra endosperm ana
hiicrelerinde bulunan amiloplastlarda uzun siireli depolama i¢in nisastaya doniistiiriilmektedir

(15,20).



Nisasta suda, ¢oziinmeyen glukan polimerleri halinde bulunurken, plastitler igerisinde yari

kristal graniiler bir hal alir.

Bitkisel organizmalarda biyosentez yolagi genellikle ortaktir. Fotosentez tepkimesinin son
iirlinli olan sukroz, nisasta sentezinin ise baslangi¢ materyalidir. Sitoplazma igerisine gelen
sukroz, cesitli enzimatik reaksiyonlar sonucu Glukoz-1-fosfat’a (G1P) doniistiiriiliir. Bu
tepkimeden sonra ADP-glukoz-pirofosfataz ve pirofosfataz enzimlerinin ytriittigii tepkimeler
ile ADP-glukoz a¢iga ¢ikar. Olusturulan ADP-glukoz nisasta sentezinin ilk adimidir. Nisasta,
4 enzim siifinin (AGPaz’lar, SS (nisasta sentaz)lar, SBE (nisasta dallanma enzim)ler, DBE
(dallanma bozucu enzim)ler ) katalizledigi reaksiyonlar biitliniiniin sonucunda olusur (15).
Calvin dongiisiinden ¢ikan trioz fosfatlar fruktoz-1,6-bifosfat aldolaz enzimi aracilifiyla
fruktoz 1,6-bifosfata doniistiiriiliirler. Bu evrede bir defosforilasyon tepkimesi gerceklesir ve
fruktoz 1,6-bifosfat, 1 adet fosfat kaybederek fruktoz-6-fosfat’a doniisiir. Heksoz fosfat
izomeraz enzimi bu yapiy1 glukoz-6-fosfat’a ¢evirir. Fosfoglikomutaz enzimi glukoz-6-fosfat’1
glukoz-1-fosfat’a cevirir. Bu tepkimeden sonra ADP-glukoz-pirofosfataz ve pirofosfataz
enzimlerinin ylriittigi tepkimeler ile ADP-glukoz aciga ¢ikar. Nisasta sentaz enzimi, ADP-

glukoz’u nisastaya ¢evirir (Sekil 2.5)(22).

Bitkiler bu her enzim grubunda birka¢ izoenzime sahiptir. Nisasta sentezinde rol oynayan bu
izozim genlerinin 14 formu oldugu (2 AGPaz, 5 SS, 3 SBE, 4 DBE) ve bunlardan 13 genin
tiim bitkilerde homoloji gosterdigi bildirilmistir (16,23,24).

Nisasta biyosentezi yaprak gibi yesil dokularda gerceklestigi gibi, yesil olmayan (fotosentetik
olmayan) depo organlarda da gergeklesebilir. Tahillarin endosperm dokusunda gergeklesen
nisasta biyosentezinde tipik fotosentetik olmayan hiicrelerde gerceklesen sentez
reaksiyonlarindan farkli basamaklar mevcuttur. Tahil endospermlerinde sitozolik tepkime
basamaklarina eklenen AGPaz tepkimesi, endosperm nisastasinin iiretimini miimkiin kilar

(Sekil 2.5) (15,25).
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Sekil 2.4. Nisasta biyosentezinin agsamalari (22).
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Amiloz, birbirlerine o(1-4) glikozidik baglariyla baglanan D-glukoz birimlerinden olusan
helikal bir polimerdir. Sik1 paketlenmis yapisi nedeniyle sindirilmeye karst daha direnclidir.
Amiloz zincirleri kendi etrafinda bir ¢ifte sarmal (Double helix A-B formu) olusturabildigi gibi
kendisini baska bir hidrofobik araci molekiile baglayabilir. Bu form V yapis1 olarak bilinir ve
amilopektinin amilozu nisastaya bagladigi formdur. Amilozun uzun dogrusal zincir yapisi onu
amilopektine kiyasla kristallenmeye daha uygun hale getirir. Boylece yiiksek amiloz igerikli
nisasta sindirilmeye kars1 daha direncli hale gelir. Amilopektinin aksine amiloz soguk suda
cOziinebilir degildir. Yiiksek amiloz igerigi, ayn1 miktardaki total nisastada digerine oranla
diisiik yayilma potansiyeli ve daha disiik jel giicii saglar. Bitkilerde enerji depolanmasi
acisindan amilopektine kiyasla daha degerlidir. Amiloz, amilopektinden daha zor sindirilir,
clinkli amilopektine kiyasla ¢ok daha lineer yapidadir. Buna karsin daha az yer kaplar. Bu
nedenle bitkiler i¢cin daha cok tercih edilen bir depolama bi¢imidir. a-amilaz enzimi o(1-4)
glikozidik bagini parcalayarak nisastayr maltoz ve maltotrioza indirgeyerek enerji ihtiyacini
gidermek amaciyla kullanir. Amiloz 6nemli bir sertlestirici, su baglayici, emiilsiyon
stabilizatorii ve jellestirici ajan olarak kullanilir. Gevsek helikal amiloz zincirleri i¢ taraflarinda
yer alan hidrofobik bdlge sayesinde lipidler ve aromatik bilesenler gibi diger hidrofobik
bilesenlere baglanabilir. Kristallendigi zaman stabilite kaybina ugrar. Amiloz miktar arttiginda
jel yapiskanligi diiserken dayaniklilig artar. Yiiksek amiloz igerikli tahillar ve bunlardan elde
edilen nisasta diisiik glisemik etkileri sayesinde diyabetikler i¢in daha uygundur (15,26-28).

Amilopektin, nisastanin bitkilerdeki diger yap1 tasidir. Glukozlar a(1-4) glikozidik baglariyla
lineer bir yap1 olustururken, her 24-30 glukoz iinitesinde bir a(1—6) baglariyla dallanma
meydana gelir. Bu yap1 pek ¢ok ug¢ noktasi olan, enzimlerin kolaylikla baglanabilecegi, kolay
¢ozilinebilen bir olusum halini alir. Amiloza kiyasla daha kolay hidrolize olur, daha az yogundur
ve ¢oziinebilir. Hayvan hiicrelerindeki karsiligi glikojendir, glikojen her 8-12 glukozda bir
dallanma yapar (23,29).

Nisasta biyosentezinde endospermde 4 gen grubunun aktivite bi¢imleri belirlenmistir (30).

Grup 1 genleri, tane yapilanmasinin ¢ok erken evrelerinde ifade olur ve yapisal hiicre

mekanizmalarinda rol aldiklar1 diisiiniilmektedir.

Grup 2 genleri, endosperm gelisimi sirasinda yiiksek aktivite gostermektedir.



Grup 3 genleri, baslangicta ifade diizeyi ¢ok diisiik olmasina ragmen endospermde nisasta
sentezinin baglamasiyla beraber cok yiiksek miktarda ifade olunur. Endospermde nisasta

sentezinde temel gorevler aldiklar diistiniilmektedir.

Grup 4 genleri, ¢ok diislik miktarlarda ifade olurlar. Genel olarak tane gelisiminin baslangicinda

gorev alirlarken, perikarpta nigasta senteziyle ilgili olduklar1 da diisiiniilmektedir.

Amiloz, AGPaz ve GBSS ile sentez edilirken; amilopektin ise AGPaz (ADPGP), ¢oziilebilir
nisasta sentaz (Soluable starch synthase - SSS), nisasta dallanma enzimi (Starch branching
enzyme - SBE) ve dallanma bozucu enzim (Starch debranching enzyme — DBE) gruplarinin
koordineli reaksiyonlariyla iiretilir. Disproportioning enzimi (DISP) ve fosforilaz genellikle
nisasta yikimiyla alakali olsa da heniiz kesinlesmemekle birlikte bazi ¢alismalarda ¢ok hassas

yapim mekanizmalarinda da goérev alabilecegi belirtilmistir (31).

Amiloplastlarda nisasta biyosentezi i¢in son derece karmasik ve organize enzim gruplarinin
faaliyetleri gereklidir. Bu biiyiik enzim gruplarinin gesitli izoformlar1 mevcuttur. Bitkilerde
adenozin 5’ difosfat glukoz pirofosforilaz (AGPaz), nisasta sentaz (starch synthase - SS),
nisasta dallanma enzimi (starch branching enzyme - SBE) ve dallanma bozucu enzim (starch
debranching enzyme - DBE) olmak {izere 4 ana grup enzim nisasta biyosentezine katilir. Bu
enzim gruplari nisasta iireten organellerin tamaminda ¢esitli izoformlar seklinde bulunmaktadir

(32). Ana enzim gruplarinin katildig1 nigasta biyosentezi temsili olarak Sekil 2.6 da verilmistir.
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Sekil 2.6. Nisasta biyosentezinde gorev alan enzim gruplar1 (31).



AGPaz (ADPGP) yiiksek bitkilerde gecici ve depo nisastast biyosentezinde o-glukan
zincirlerinin uzamasiyla alakali degisik nisasta sentaz (SS) enzimleri i¢in bir prekiirsor ve
glikozil dondrii olarak goérev alir (33). ADP-Glukoz, ADPGP aktivitesi tarafindan glukoz-1-
fosfat (G-1-P) ve adenozin trifosfat (ATP) kullanilarak {iretilir.

“G-1-P + ATP => ADP-Glukoz + PP1”

AGPaz, yliksek bitkilerin nisasta sentezleyen biitiin dokularinda bulunur. 2 alt tiniteden (kiigiik;
AGPaz s ve biiyiik; AGPaz L) olusan heterotetramerik bir yapidir. Bugdaym gelisen
endosperminde sirasiyla 55 ve 58 kDa biiyiikliiktedir (34). AGPaz enzimi tahillarda genellikle
sitozolde (sitoplazmada) bulunur; 6rnegin bugday endosperminde AGPaz aktivitesinin % 60-

70°1ik kismi sitozoliktir (34,35).

Nisasta sentaz (SS) enzimleri, ADP-glukoz yapisindaki glukoz parcasinin a(1-4) bagl glukan
onciisiiniin indirgenmeyen ucuna baglanmasini katalizler. Biitlin nisasta biyosentez enzim
aileleri igerisinde SS grubu en ¢ok izoforma sahip gruptur (36). SS grubu temel olarak 2 ana
gruba ayrilir. Bu gruplardan bir tanesi Waxy (Wx) geni tarafindan kodlanan GBSS’dir ve amiloz
biyosentezinde gorev alirken, diger grup SS ailesi SSI, SSII, SSIII ve SSIV olmak iizere 4 ana

gruba ayrilir ve amilopektin biyosentezinde gorev alir (37-39).

GBSS enziminin, GBSSI ve GBSSII olmak {izere 2 izoformu vardir. Her ikisi de yalnizca
nigasta biyosentezinde gorev alan dokularm graniil matriksinde yer alir. GBSSI depo dokularda
amilozun uzatilmasinda gorev alirken, GBSSII ayn1 goérevi meyve kabugu, yaprak, govde ve
kokte stirdiiriir (32,40). Amiloz tiretimi eksikliginde waxy olarak tabir edilen nisasta agiga ¢ikar

(32,41).

SSI, 10 kadar glukozilleri birbirine baglayarak kisa glukan zincirlerin olusturulmasindan
sorumludur. SSI total SS aktivitesinin %70’ inden sorumludur (42). SST in aktivitesi tozlasmay1
takip eden 5-10 giinliik siiregte en yiiksek seviyededir. ilerleyen dénemlerde endospermdeki
ifade diiser (43). SSI” in dokudaki fazla birikimi nisasta graniilii yapisinda bir degisiklige neden

olmaz. Tek gorevi kisa glukan zinciri olusturmaktir.

SSII enziminin, SSIla ve SSIIb olmak iizere 2 formu vardir. SSIIa tahil endosperminde yogun
goriiliirken SSIIb fotosentetik dokularda islev goriir (44). SSII orta uzunluktaki zincir

olusumunda gorev alir. SSI’den olusan kisa zinciri uzatir. En yiiksek aktivitesi tozlasmayi
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takiben 12.-25. gilinler arasindadir (45). SS/la ifadesi diisiik olan genotiplerde amilopektin

iiretiminin %20’nin altina diistiigii gérilmiistiir (46).

SSIIT gecici nisasta olusumunda yer alan en 6nemli enzimdir (32). SSZ/I ifadesi endosperm
olusumunun en basindan orta evresine kadar olan siirecte yapraklarda, tozlasma 6ncesi ¢igek

durumunda gozlemlenmistir (47).

SSIV sadece plastitlerin stromasinda yer alir (48,49). SSIV’ {in gorevi tam olarak kesin
olmamakla birlikte nisasta graniil yapisinin baslangici olabilecegi diisliniilmektedir (49).
Bugday SSIV cDNA sekansi ¢eltik SS/V’e cok fazla benzerlik gostermektedir. Bu durum

yapraklarda ve endospermde birden fazla SSIV izoformu olabilecegine isaret etmektedir (48).

SBE, amilopektin’in dallanmasinda yapisal diizenlemenin sorumlusu olan enzim grubudur. Bu
enzimler a(1-4) glikozidik baglarinin kivrim noktalarina o(1-6) baglantilarini olusturur. Diger
nigsasta biyosentez enzim aileleri gibi SBE’ler de SBEI, SBEII, SBEIIa gibi izoformlara sahiptir
ve bu izoformlar bitkiye, dokuya ve gelisimsel doneme spesifik tiirlerdir (50,51). SBEI ve
SBEII farkli uzunluklarda glukan zincirleri meydana getirirler. SBEI amiloz ile ¢ok daha fazla
dallanma kapasitesi gosterip daha uzun zincirler olustururken, SBEII amilopektine afinite
gosterir (52,53). SBEI bitkilerde yiiksek oranda korunmustur (54). Monokotlarda iki SBEII gen
irlinli (SBEIla ve SBEIIDb) yakindan iliskilidir (55), ancak bugday endosperminde SBEIla,
SBEIIb’ye kiyasla ¢ok daha fazla ifade olur (50).

DBE amilopektin kristallerinin olusumunda énemli rol oynar. 2 ana tip DBE vardir. Izoamilaz
(Isol, Is02, Iso3) ve Pullulanaz. Bu enzimler amilopektinin a(1-6) baglantilarin1 hidrolize

ederek yapinin formasyonunu degistirir.

DISP, dallanmamis malto oligosakkaritlerinin a(1-4) baglantilariin hidrolizini katalizler.

2.3. Bugday Tariminda Karsilasilan Abiyotik Stres Kosullar: ve Etkileri

Diinyadaki ekmeklik bugday verimi ve {iriin kalitesi iklim kosullarina bagli olarak yildan yila
onemli farkliliklar gostermektedir. Bu farkliligin ortaya ¢ikisinda ¢esidin genetik yapisi, iklim
kosullari, toprak yapisi, topraktaki azot miktar1 ve azotun kullanilabilme etkinligi ile uygulanan
yetistirme teknikleri biiyilkk rol oynamaktadir. Verim ve kaliteyi etkileyen, bitkide

metabolizmayi, biiyiime ve gelismeyi engelleyen uygun olmayan herhangi bir durum veya
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madde stres olarak kabul edilir ve bitki toleranst ile yakindan iliskilidir. iklim kosullarina bagh
olarak ortaya ¢ikan kuraklik, yiiksek sicaklik gibi stres faktorleri bitkilerdeki tiim

metabolizmay1 olumsuz yonde etkilemektedir.

Diinyadaki ekili alanlarin stres faktorlerine gére siniflandirilmasi yapildiginda; %29 sicaklik,
%26 kuraklik, %10 mineral kirliligi, %15 soguk/don kosullarina maruz kaldigi, sadece %10’ luk
bir kisminin stressiz kabul edildigi goriilmektedir (56,57).

Insan ve hayvan beslenmesi i¢cin ¢ok biiyiikk 6nem tasiyan ve diinyada en ¢ok tarimi yapilan
bitki olan bugdaym kuraklik ve yliksek sicaklik nedeniyle iiretimi kisitlanabilmektedir.
Abiyotik stres kosullar1 nedeniyle diinya genelinde tarim tirtinlerinin veriminde %50°den fazla
kay1p goriilebilmektedir (6). Sekil 2.7°de tilkemizde 6nemli bugday ekim alanina sahip Ankara
ilinin 1990 — 2015 yillar1 arasindaki bugday verimi ile bugday bitkisinin generatif donemindeki
toplam yagis miktar ile sicak gegen (>30°C) giin sayilar1 verilmistir. Sekilden rahatlikla
goriilebilecegi iizere bugday verimi yildan yila ¢ok biiylik farkliliklar gostermistir ve bu
farkliligin en Onemli nedeninin de generatif donemde aldig1 yagis miktarindan
kaynaklandigidir. Kuraklikla birlikte zaman zaman meydana gelen yiiksek sicakliklar verim
iizerine ¢ok daha fazla olumsuz etki yapmaktadir. Ulkemizde 2007-2009 yillar1 arasinda
egemen olmus olan kuraklik ile birlikte olusan yiiksek sicaklik bugday—verimini 6nemli
miktarda distigi goriilmiistiir (5). Yeterli {iretim yapilamadigi zaman, {ilkemizde
siirdiiriilebilirligi saglamak adina yurt disindan temin yoluna basvurmak kaginilmaz bir
sonugtur. Artan taleple dogru orantili olarak son yillarda bugday ihtiyacimizin yaklasik

%20’sini ithalat yoluyla temin ettigimiz bilinen bir gercektir (8).
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Sekil 2.7. 1990 -2015 yillar1 aras1 Ankara iline ait yagis, sicaklik ve verim degerleri (1,58).
Stitunlar Nisan (mavi), Mayis (mor) ve Haziran (yesil) ay1 toplam yagis miktari ile bu aylarda

sicak gecen giin sayilarini (kirmizi) gostermektedir.

Kuraklik, yiiksek sicaklik, don, tuzluluk ve agir metaller gibi stres faktorlerine maruz kalan
bitkilerde biiylime ve gelisme kisitlanirken, verimde de 6nemli kayiplar goriilmektedir (59). Bu
stres faktorleri hiicrede ozmotik ve iyonik dengenin bozulmasi, yapisal ve islevsel proteinlerde
deformasyon ve membran yapisinda hasarlara neden olur. Bitki hiicresi buna yanit olarak
bozulan hiicre i¢i dengeyi diizeltmeye, membran hasarlarini onarmaya c¢alisir. Hiicreler,
bozulan, miktar1 degisen protein ve enzimlerin miktarlarini dengeleyebilmek i¢in gen ifadesini

degistirir (60).

Bugday bitkisinde en hassas biiyiime basamaklar1 kok uzamasi, esey hiicrelerinin olusumu ve
tohum dolumu donemleridir. Embriyo olusumundan sonra yiiksek sicakliga maruz kalan

bitkilerde tane dolum siiresi kisalir. Bunun sonucu tane agirlig1 ve kalitesi diiger.

Abiyotik stres uyarilarinin algilanmasi ve stres iletimi bitkilerde ¢esitli yanitlara neden olur.
Kuraklik stresinde bitki su kaybini engellemek icin stomalarin1 kapatarak fotosentez oranini
diistirtir. Sicaklik yiikseldiginde hiicre i¢i protein yapisi bozulur, bitki 6liim sinyali verir ama
oncesinde tohum verebilmek adina yagam dongiisiinii kisaltir. Tuz stresinde hiicre igerisinde

etkilendigi minerale bagli olarak sodyum, magnezyum ya da potasyum iyonu oran1 dliimciil
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diizeyde yiikselir. Bitki bu durumu tolare edebilmek adina miimkiin oldugunca fazla su

tiiketmeye c¢alisir.

Bitkilerde stresin algilanmasi ve yanit olusumunda ¢esitli mekanizmalar mevcuttur. Stres
kosullarina kars1 yanit genleri genel olarak erken yanit ve ge¢ yanit olmak iizere iki grupta
incelenebilir. Erken yanit genleri stresin algilandig1 anda indiiklenir ve etkisi kisa siirelidir.
Cogu transkripsiyon faktorii, kinazlar ve fosfolipazlar bu grupta yer alirlar ve ge¢ yanit genlerini
de aktive ederler. Bu genlerin aktive olmasi igin protein sentezi gerekmemektedir. ifadeyi
baslatacak bilesikler her daim hazir olarak bulunmaktadir. Ge¢ yanit genleri su gecisi ile ilgili
kanal proteinleri, ozmotik koruyucularin (prolin, sukroz vb.) sentezinde gorev alan enzimler,
LEA proteinleri, saperonlar, detoksifikasyon enzimleridir (61). Bunlardan Ca'? bagiml
kinazlar (CDPK)(62), mitojenle aktif olan protein kinazlar (MAPK) (63), fosfolipidler (64) ve
fosfatazlar (65) en yaygin goriilenlerdir. Ayrica ABA tarafindan aktive edilen protein kinaz
(AAPK) yapilar1 da mevcuttur (22). Bu sistem stoma hiicrelerinde S tipi anyonlarin ABA
aktivasyonu icin gereklidir. Bu enzim Ca*? bagimsiz kinazlarm her iki formundan kdken alan

bir otofosforilasyon sistemidir.

Bitkilerde Ca*™?, abiyotik stres altinda sinyal iletiminde ikincil mesajc1 olarak gorev alir. Hiicre
ici Ca*? seviyesi stresin tipine, siddetine, daha énceden maruz kalian streslere ve doku tipine
gore degisiklik gosterebilir. Stres altinda aktif olan CDPK’lar hiicre boliinmesinin
diizenlenmesinde, strese karsi transkripsiyonal ya da translasyon sonrasi diizenlemelerin
gerceklesmesinde gorev alirken, fosfoproteinlere Ca* sinyali ulastiginda ge¢ embriyogenez
(LEA) proteinlerini sifreleyen genlerin ifadesini diizenleyen transkripsiyon faktorlerini aktif
hale getirir (66). LEA proteinleri ile su kaybinin minimal seviyede ger¢eklesmesi saglanirken,
protein ve zar sistemlerinin siirekliliginin korunmasi, iyon gecislerinin dengelenmesi ve reaktif

oksijenlerin indirgenmesi saglanir (61).

MAPK mekanizmasi stres kosullar1 altinda ozmolit ve antioksidanlar iireterek hiicre yapisini
korumaya yonelik calisir. MAPK sistemi kuraklik, sicaklik ve diger abiyotik stresler ile
karsilagildiginda transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu gergeklestirir. Bu islemin
sonucu olarak stres kosullarina yanit verecek genlerin ifadesi artar. Aktif olan ya da ifadesi olan
genlerin {irlinli olan antioksidanlar ya da ozmolitler (prolin, glisin, artan sukroz miktar1 vs.)

strese yanit olarak {iretilir. Prolin, serbest radikallerin uzaklastirilmasinda ve membran
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biitlinliigiiniin korunmasinda gorev alirken, glisin hiicredeki protein ve enzimlerin yapisini
koruma gorevini iistlenir. Hiicre i¢i sukroz miktarinin yiikseltilmesi ile hiicre i¢i artan basing

dengelenir (67-70).

Bitki stres ile karsilastiginda ortaya ¢ikan degisiklikler, devreye giren sinyal mekanizmalari,

etkileri ve sonugclari sekil 2.8’deki grafikte gosterilmistir.

Sinyal Yolag Bilesenlerin Sinyal
e érnekleri destekeileri
Sinyal
_R torle iyon kanalari, GPCR, B N
COEPIOLEL RLK, histidin kanallart )
b¥] Transferazlar,
ikincil sinyal ubikiitinaston enzimleri,
Ca molekiilleri ROX, ABA hiicre iskeleti iliskili protein-
‘/ [ ler,
Fosfoprotein (?I)I’I:(, MA]’K', adaptor molekiilleri
Kkaskatlar: Protein fosfataz
Transkripsiyon EREBP/AP2, bZip,
faktorleri Zn finger

LEA, antioksidan ve
Stres yamit genleri ozmolit sentezi, enzimler
_ ve tasiyicilar

Strese tolerans, biiyiimenin
durmasi, hiicre dliimii

Yamitlar

Sekil 2.8. Abiyotik stres sinyali reseptdrlerce algilanir. Iyon kanallarinda meydana gelen
degisimler ilk uyarilar1 olusturur. MAPK, CDPK, ABA gibi mekanizmalar ilk yanitlari
olustururken ikincil yanitlar transkripsiyon faktorlerince aktive edilir. LEA proteinleri,
antioksidan ve ozmolit sentezi gerceklesir. Bu yanitlar sonrasinda da bitki nihai yaniti
olusturarak ya tolerans gosterir ya da 6liime gider. Xiong ve arkadaslarindan (66) degistirilerek

alinmustir.

Kuraklik stresi; su igeriginin azalmasi, yaprak su potansiyelinin kisitlanmasi ve turgor kaybu,
stoma kapanmasi, hiicre biiylime ve gelismesinin azalmasiyla karakterize edilmektedir.
Kuraklik stresi altinda bitkilerde yaprak nispi nemi ve su potansiyeli azalir. Arabidopsis,
domates ve celtikte yapilan c¢alismalar rubisco (rubiloz 1-5 bifosfat) enziminin kiiclik alt
biriminin kuraklik stresinden etkilendigi ve bu nedenle sentez reaksiyonlarmin indirgendigi
gozlemlenmistir (71). Kuraklik stresine kars1 dayaniksiz bugday ¢esitleri ile yapilan giincel bir
caligmada rubisco enziminin biiyiik alt biriminin sentezinin stres kosulu altinda %70’e varan

oranda diisiis gosterdigi gézlemlenmistir (72). Tiirkiye’ de 2014 yili yagis oranlar1 2013 yilina
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oranla %39 oraninda diisiis gostermistir. Artan kuraklik ve geciken yagislar nedeniyle ekim
alanlarinda bugday cikis1 olmadigi, giiriimeler oldugu, ¢ikis gosteren bireylerin zayif kaldigi ve
kurudugu goriilmiistiir. Bu durum nedeniyle 2014 y1li bugday verimi 2013 yilina kiyasla %14,3

oraninda gerilemistir (5).

Sicaklik stresi, ortam sicakliginin belirli bir siire boyunca bitki biiyiime ve gelisiminde geri
doniisiimsliz zararlara neden olan esik seviyesinin iizerine ¢ikmasi olarak tanimlanir. Normal
sicaklik degerlerinin {izerinde bir strese maruz kalan bitkide hiicrede protein denatiirasyonunun
gerceklesmesi, zar akiskanliginin bozulmasi, enzim formasyonu ve islevinin bozulmasi séz
konusu olmaktadir. Sicaklik stresi ile artan hiicre i¢i reaktif oksijen tlirevleri ile H»O»
reaksiyonlara girerek oksidatif strese yol acar. Kloroplast tilakoid membranlari sicaklik stresine
olduk¢a hassastir. Ortam sicakliginin artmasi yapisim1 bozarak fotosentez miktarini
azaltmaktadir. Bu durum sonucunda fotofosforilasyon da engellenmekte, ATP miktari
diismektedir (61). Bitkiler sicaklik stresi ile bas edebilmek i¢in sicaklik stresinde gorev alan ve
stresin etkisiyle aktive olan molekiiler saperonlar igerir. Bu yapiya 1s1 soku proteinleri (Heat
Shock Protein — HSP) adi da verilir. Is1 soku altinda sentezleri azalan diger proteinlerin
durumunu diizeltmek amaciyla bu proteinler sentezlenir ve bir noktaya kadar hiicre i¢i savunma
mekanizmasi olarak gorev alir (6,22). Bugdayda nisasta biyosentezi ¢evresel kosullardan
onemli derecede etkilenir. Hava sicakliginda gergeklesecek 5°C’lik bir artig, baz1 bugday
varyetelerinde nisasta veriminde %10-15 oranlarinda diisiise neden olabilmektedir. Bunun

baslica nedeni, bazi nisasta enzimlerinin 20°C’nin lizerindeki sicakliklara hassas olmasidir (16).

Her iki stres kosulunun kombinasyonunda bitki i¢in hiicresel diizeyde ozmotik ve oksidatif stres
goriilmektedir (73). Yiiksek sicaklik ve kuraklik stresinin kombine uygulandigi bitkilerde
klorofil igeriginin, ayr1 ayr1 uygulanan numunelere kiyasla tane gelisimi tamamlanmadan yok
oldugu, fotosentez hizinin stresi takiben 3. hafta igerisinde durmaya yakin oldugu, tane
agirliginin ve miktarinin kontrol sartlarinda yetisen bitkilere kiyasla %80’lere varan oranlarda

diisiis gosterdigi gozlemlenmistir (74).
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2.4. Stres Kosullarina Dayamikhhig: Gelistirmek i¢cin Yapilan Biyoteknolojik Calismalar

Biyotik ve abiyotik stres kosullarinin etkilerini tolare edebilen bitkiler elde edebilmek amaciyla
biyoteknolojik calismalar yapilmaktadir. Gen aktarimi ve modifikasyonu caligmalarinin
basladigr 1980’lerden itibaren bu calismalara agirlik verildigi goriilmektedir. Son yillarda
yapilan ve dikkat ¢eken bir takim ¢alismalar mevcuttur. Iklim degisikliginin hizlanmas1 tiim

diinyada bu konuda yapilan ¢alismalarin biiylik 6nem kazanmasina neden olmustur.

Bugdayda oOnemli kayiplara neden olan Fusarium graminearum zararlisina karsilik
turpgillerden defensin geni izole edilmis ve bugdaya aktarilmistir (75). Elde edilen transgenik

bugdaylarin bu zararlidan etkilenmedigi goriilmiistiir.

Glisin betain sentezinde betd geni modifikasyonu ile bugdaya tuzluluk toleransi
kazandirilmistir (76). Yine benzer stres kosuluna dayaniklilik i¢in ¢eltik bitkisinden NAC geni
izole edilerek transgenik bugdaylarda kuraklik ve tuzluluga dayaniklilik saglanmistir (77).

Leguminosae familyasina mensup Hint fasulyesi (Vigna aconitifolia (Jacq.) Marechal — syn.
Phaseolus aconitifolius Jacq.) bitkisinden prolin kodlayan P5CS geni izole edilip ekmeklik
bugdaya aktarilmis ve artirilan prolin sentezi sayesinde oksidatif stresin Oniine gecilerek

kuraklik kosullarina dayaniklilik artirilmistir (78).

2003 yilinda yapilan bir calismada E. coli bakterisinden m¢/D (mannitol-1-fosfat dehidrogenaz)
geni izole edilerek bugdaya aktarilmis ve bu sayede taze ve kuru agirlikta artis, bitkinin yaprak
alaninda biliylime saglanarak bitkilerin zor kosullarda veriminin diismesi durumu telafi
edilmistir (79). Mannitol normalde yesil bitkilerin ¢ogunda sentezlenirken bugday bitkisinde
sentezlenmemektedir. Mannitol, su potansiyelinin diisiik oldugu durumlarda bitkinin ozmotik

basincini diizenleyerek su alinmasini saglar.

2005 yilinda bezelye bitkisinden (Pisum sativum L.) MnSOD (Manganaz siiper oksit dismutaz)
geni izole edilip bugdaya aktarilmistir (80). Bu ¢alisma sonucunda stres sonucu ortaya ¢ikan
elektrolit kayiplar1 (leakage), oksidatif hasar gibi durumlarin 6niine gecilirken ayn1 zamanda
fotosentez orani yiikseltilmis ve siiper oksit dismutaz aktivitesi ile kuraklik toleransi da

artirllmigtir.
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Yukarida belirtilen ¢aligmalar son 15 yilda 6n plana ¢ikan g¢alismalardan yalnizca birkag
tanesini gostermektedir. Transgenik bitkilerin tiretimi ile ilgili yasal engellemeler nedeniyle bu
tarz caligmalar arzu edilen / ihtiya¢ duyulan diizeylerde degildir. Bu nedenle arastirmacilar

biyoteknolojik 1slah ile klasik 1slah1 birlestirme yoluna gitmistir.

Bu tip arastirmalarda stres kosullarina dayanikli oldugu belirlenen dogal/yabani ya da kiiltiir
cesitleri cok dnemlidir. Double haploid (tamamen homozigot bitkilerdir) bitkilerden elde edilen
fenotipteki 6zelligi kodlayan lokus (QTL) verileri ile arastiricilar ¢alismaya konu olan stres
cesidi ve arzu edilen fizyolojik karakter se¢ilimlerini yapabilmektedir. Kuraklik stresi altinda
tane verimini belirtecek QTL lokuslar1 2007 yilinda yaymlanmistir (81). 2008 yilinda farkli
cografyalarda yapilan kuraklik denemelerinde, farkli genotiplerde kullanilabilecek QTL setleri
arastirtlip ortak markorler ve hesaplama yontemleri yaymlanmistir (82). Arastirmacilar
fenotipik karakterlerini QTL analizleriyle dogruladiklar1 bitkileri anag kabul ederek, arzu edilen
karakterlere sahip bitkileri melezleyerek yeni ¢esitler olusturma yoluna gitmistir. Yillar siiren
ve basar1 garantisi olmayan klasik 1slah calismalar1i molekiiler analiz yontemleri ile

birlestirilerek siire¢ ve maliyet diisliriiliirken basar1 ylizdesi artirilmastir.

Ayrica son yillarda arastirma gruplar1 yeni nesil dizileme teknolojileri kullanarak genom
diizeyinde detayl arastirmalar yapmaktadir. Bu arastirmalar sonucunda genom boyunca tiir i¢i
ve tiirler arast arastirmalarda kullanilabilecek molekiiller markorlerin - gelistirilmesi

hedeflenmektedir.

2.5. Stres Kosullarina Yonelik Molekiiler Calismalar, QTL ve MAS

Son yillarda molekiiler markorler; bagimsiz tiirler arasinda akrabalik analizlerinin yani sira
hedef genlerin haritalanmasi, baglanti haritalarinin hazirlanmasi, markor temelli seleksiyon
(MAS) ve geri ¢aprazlamalar, popiilasyon genetigi analizleri ve filogenetik ¢alismalarda sikca
kullanilmaktadir (83). Mikrosatellitler yalnizca birkag baz ¢iftinden (1 ile 6 arasi) olusan basit
tekrar dizileridir ve dkaryotik genomlarinda son derece yaygindirlar (84). DNA replikasyonu
sirasinda gergeklesen kaymalar nedeniyle mikrosatellit tekrarlarinda farkliliklar goriilmektedir.
Mikrosatellitlerin kokenlenmelerinin evrimsel dinamik bir siire¢ oldugu ve son derece karmasik
oldugu kanitlanmigtir. Mikrosatellit olusumunun muhtemel yollari; tek zincirli DNA kaymasi,
esit olmayan krossing over, ¢ift zincir kirilmalar1 ve retrotranspozonlardir. DNA replikasyonu

sirasinda DNA polimeraz III'in DNA kalibinda tekrar bolgesine yerlesmesi nedeniyle daha
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uzun ya da yeni olusmus zincir kopyalarina neden olabilir (83). Akkaya ve arkadaslarinin
yaptigi ¢aligsma (85) sayesinde SSR polimorfizmlerinin PCR tabanli molekiiler markdrler olarak
biitiin bitki tiirleri i¢in kullanilabilmesinin yolu ac¢ilmigtir. Bugday genomunda her 270 kb’da
(GA)N/(GT)n mikrosatellit bolgelerinin (86), her 292 kb’da (AC)n ve her 212 kb’da (AG)n
mikrosatellit bolgelerinin (87) oldugu belirtilmistir. Mikrosatellitlerdeki tekrarlar bitkilerde
yogunlukla AAG tripleti olarak goriiliirken yliksek GC tekrarina sahip tek ¢eneklilerde yaygin
olarak CCG tripleti goriilmektedir. Bugday genomunda farkli kromozomlarda ve kromozom
kollarinda mikrosatellit lokuslarinin dagilimi rastgeledir ve en fazla yayilmanin B genomunda
oldugu goriilmiistiir (86). Ozel bir bolgedeki bu tarz bir polimorfizm, 6zel tasarlanmis
primerlerden faydalanilarak kolaylikla ve kesin olarak saptanabilir (88). Molekiiler markdrlerin
cevresel kosullardan etkilenmemesi ve bitki gelisiminin her evresinde saptanabilmesi sayesinde
QTL ile iliskilendirilmis markorler kullanilarak yiiksek dogrulukla hedefin seleksiyonu
yapilabilir ve bu sayede, konvansiyonel tarimda istenilen 6zellikleri tasiyan bitkilerin teshisi

saglanabilir (84).

Tekrar bolgelerinin genomdaki konumlanmalar1 onlarin fonksiyonel rollerinin belirlenmesinde
de oOnem tasir. Mikrosatellitlerin  kodlanan bolgedeki yerlesimi gen ifadesini
etkileyebilmektedir. Bu amagla fonksiyonel markor gelistirmek icin EST veri tabanlarindan
yararlanilir. EST’ler 300-500 baz uzunlugunda olan, uzun ve tekil mRNA sekanslaridir ve
cDNA kiitliphanelerinin rastgele sekanslanmasindan elde edilirler. Spesifik organlarda ya da
tiim organizmada gen ifadesini belirtirler. Diinya ¢apinda yiiriiyen genom sekanslama projeleri
sayesinde ¢ok zengin bir cDNA Kkiitiiphanesi verisi mevcuttur. Bu kiitiiphaneler kullanilarak
eksiksiz ¢cDNA verilerine ulasmak c¢ok kolaydir. Bu sekanslar muhtemel markoérlerin
belirlenmesi amaciyla kullanilabilirler. EST verilerinden markérler tiiretmek amaciyla SSR
tanimlama programlar1 kullanilmaktadir. Bu programlar taranan dizilerde muhtemel SSR
sekanslarii tanimlamaktadirlar. EST-SSR’lar, genoma dayali SSR’lara gore cesitli avantajlar
sunmaktadir. Bu markdrler genomun ifade olan bolgelerindeki ¢esitliligi tanimlayabilirler. Bu
sebeple belirli bir 6zellik i¢in belirte¢ olarak kullanilabilmektedirler (83). Bu baglamda pek ¢cok

fizyolojik 6zelligi temsil eden markor gelistirilmistir (89).

Genomun bir noktasinda tek bir niikleotid iizerinde meydana gelen degisikliklere tekli niikleotid
polimorfizmi (SNP- Single Nucleotide Polymorphism) adi verilir. Bu degisiklik ayni tiiriin

bireyleri arasinda olabilecegi gibi ayni bireyde kromozom c¢ifti lizerinde de meydana gelebilir
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(90). SNP’ler okaryotik genomlarinda en yaygin goriilen polimorfizm ¢esididir. Genomun
kodlanan bélgelerinin biiyiik kismi da dahil olmak {izere genom boyunca yaygin olarak
bulunurlar. Kii¢iik delesyonlar ya da insersiyonlar seklinde meydana gelebilirler (91). Genetik
analizlerde bir haritalama kaynagi olarak kullanilabilecegi, yliksek islevsel 6zellige sahip
oldugu belirtilmistir (92,93). Bu sebeple akrabalik iligkileri, dogal genetik mirasin korunmasi,
genetik cesitlilik analizi ve MAS gibi pek ¢ok ¢alisma alaninda kullanilmaktadir (94).

Molekiiler markdrlerin 1slah ve iiretimde diger yontemlere gdre avantaji bitkinin yasam
dongiisiiniin herhangi bir evresinde kullanilabilmeleri (95), analiz sonuglarmin kesinligi ve

surecin ekonomik olmasidir.
2.6. SNP Teknolojisi ve Bu Alandaki Gelismeler

SNP’lerin laboratuvar ¢aligmalarinda belirli bir 6zelligi isaret eden molekiiler markorler olarak
kullanilabileceginin anlasilmasindan sonra bu konuda pek ¢ok calisma baslamis ve arastirma

yontemleri gelistirilmistir.

Bitki genomlarinda SNP markor gelistirme ¢alismalarinda bitkilerin biiyiik bir genoma sahip
olmalari, yiiksek poliploidi seviyeleri (4n, 6n gibi), genom yapilan (farkh tiirler degisken
sayilarda gen kopyalari igerebilmektedir) gibi nedenlerden 6tiirii zorluklar ¢ikabilmektedir (96).

SNP markérlerin gelistirilmesi temelde 3 asamali bir siiregtir (91,96,97):

1- Az sayida bireyde sekanslama islemi sonrasinda sekanslarin bireyler arasinda hizalama
analizlerine alinarak taranmasi ve muhtemel tiim SNP’lerin ¢ikartilmasi ile SNP markor
gelistirilmesi calismalar1 baglar. Bu asama biyoinformatik ve molekiiler genetik
caligmalarin kombinasyonu ile de novo polimorfizmlerin belirlenmesi esasina dayanir.

2- Bulunan SNP’ler sekans hatalar1 ve/veya homolog/paralog genlerden dolay1 ortaya
cikabilecek hatali pozitiflerin elenmesi i¢in belli kriterlerde biyoinformatik genotipleme
analizleri yapilir. Genotipleme analizlerinde belirlenen kriterlerden bazilar1 sekans
okuma derinligi, SNP’lerin homozigot allellere sahip olmasi, miimkiin olan en fazla
aksesyonda taranabilirligi, kalittm orani, birbirlerine yakinliklaridir. Bu degerleri
karsilamayan SNP’ler veri setinden uzaklastirilirlar.

3- Veri setinde kalan SNP’ler kullanilarak genis bir popiilasyonda genotipleme analizi

yapilir ve SNP’lerin islevsellikleri test edilir. Yiiksek polimorfizm gosterme
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kapasitesine sahip SNP’ler ile karakterizasyon ¢alismalarina devam edilir ve ¢alisma

sonucunda kullanilabilecek markorler belirlenir.

SNP caligsmalarinda kurulan reaksiyonlarin temelinde allele 06zgii oligoniikleotid
hibridizasyonu, oligonukleotid ligasyonu, SNP—primer amplifikasyonu veya enzimatik ayrilma
yontemleri yer alir. SNP belirleme sistemleri de bu yontemlerle kurulan reaksiyonlarin analizi
icin jel elektroforez sistemleri, floresan okuyucular, flow sitometri, kiitle spektrofotometresi ya
da oligoniikleotid tabanli mikroarray ¢ipleri yontemlerine dayanir (96). Buralardan elde edilen

veriler allelik dagilim haritalarinda analiz edilerek sonuca ulasilir.

Kisaca; SNP aragtirmalar i¢in yeni nesil dizileme (NGS) sistemleri, ¢coklu yonga teknolojisi
(MCTB- multiplexed chip based technology), karsilikli allel spesifik PCR (KASP —
Kompetitive allele specific PCR) gibi sistemler mevcuttur. Kullanim kolayligi, maliyet,

ekipman gereksinimi, zaman gibi etmenler goz 6niinde bulunduruldugunda;

- Muhtemel yeni SNP’lerin ortaya ¢ikartilmasi igin NGS,
- Yiiksek sayida ornekte SNP taramalari icin MCBT,
- Az sayida SNP’lerin taranmasi i¢in ise KASP sistemi yaygin olarak kullanilmaktadir

(90).

21



2.7. KASP Sistemi ve SNP Analizleri

Allele 6zgii PCR sistemi, Rust ve arkadaslar1 (100) tarafindan 1993 yilinda gelistirilen ve MS-
PCR (Mutagenically Seperated PCR) olarak adlandirdiklar1 bir yontemdir. Bu yontemde nokta
mutasyonu belirleme ¢alismalari, hedeflenen allele yalnizca 1 tanesinin baglanabildigi 2 adet
0zel forward primer ve 1 adet ortak reverse primer ile reaksiyon kurulmasi, mevcut
polimorfizme gére uygun primerin baglanmasi ile farkli boyutlarda {iriinlerin olugmasi temeline
dayanir. Bu sayede incelenen DNA oOrneklerinde hangi mutasyonun mevcut oldugu jel

elektroforezi ile anlasilabilir.

KASP, SNP calismalarinda kullanilan, allele 6zgii oligo uzamasia dayali bir sistemdir. Jel
elektroforezi yerine, floresans 1s1ma degisimlerini okuyan sistem, sinyal analizi i¢in floresans
isimanin rezonansindan ag¢iga c¢ikan enerji degisimlerini (FRET-Flourescence resonance

energy transfer) kullanir.

KASP sisteminde 6nemli nokta, incelenecek bireyin genetik materyalinin saf halde elde
bulunmasidir. Sistem, incelenecek allele 6zgii 2 adet forward (F) primer ile ortak 1 adet reverse
(R) primer kullanilmasiyla isler. Her bir F primer reaksiyon karistmindaki 2 evrensel FRET
kasetinden (FAM ve HEX) birine karsilik gelen ilave bir kuyruk sekansi igerir. Reaksiyon
konvansiyonel PCR cihazlarinda vyiiriitilip, okumanmm FRET analizi sistemlerinde
gerceklestirilebilecegi gibi bastan sonra FRET okuma 6zellikli bir RT-PCR da kullanilabilir.
PCR reaksiyonunda bulunan 2 F primerin 6zgilin yapisi geregi primer yalnizca bir tanesi
arastiritlan SNP bolgesine baglanir ve DNA polimerazin isini yapmasina izin verir. Bunu
saglayan ise uygunsuzluk (mismatch) nedeniyle sistemde yer alan 6zel polimerazin digerinin
baglanmasina izin vermemesidir. Bu siirecte ortak R primer ise karsi zincirden bir kalip {iriin
sentezler. Bu siirecte PCR reaksiyonunun 1. evresi tamamlanir. 2. evrede olusturulan zincirler
ana zincirden ayrilir ve baglanan F primerin komplementeri sentezlenir. Bu asamada uygun
olan FRET baglanma kaseti tanimlanir ve baglanir. Bu 2. PCR evresinin sonudur. Reaksiyon
devam ederken komplementer zincirler ayrilir. FAM ya da HEX 1s1masin1 saglayan oligo artik
serbest kaldigindan floresans 1s1ma yapabilir. Dongiiler devam ederken PCR iiriiniiniin 2"
seklinde katlanarak sayisinin artmasi saglanir. KASP sisteminin akis semasi sekil 2.9’ da

gosterilmistir.
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KASP Sistemi Is Akis Semasi

KASP Master Mix icerigi

DNA Numuneleri KASP Deney Karisimi * FRET raporlama sistemi
* Hedef organizmadan * 3 adet spesifik primer (evrensel FAM ve HEX
genomik DNA izole edilir. -2 adet w isaretli oligolar)
* Reaksiyon bagina ortala- Forward primer DNA polimeraz
ma 10-50 ng gereklidir. -1 adet ortak * ROX pasif referansi
Reverse primer * ANTP’ler
* MgCl,

* Reaksiyon Tamponu

y - iy -

Reaksiyon Kurulup Plate Miihiirlenir.

PCR Reaksiyonu Tamamlanir.

PCR Orneklerine Floresans Tipi icin Okunur.
Prom—

Cluster analizleri yapilarak érneklerin genotiplemesi elde edilir.

Sekil 2.9. KASP sisteminde hedef organizmadan yiiksek saflikta DNA izolasyonu énemlidir.
Reaksiyonda 10-50 ng arast DNA kullanilmaktadir. Her bir SNP i¢in 2 adet allele 6zel F ve bir
adet ortak R olmak iizere 3 adet spesifik primer tasarlanir. Reaksiyon igeriginde standart PCR
reaksiyonlarina ilave olarak FRET belirte¢ sistemi ve ROX bulunur. Isima kontrolii i¢in
kullanilmaktadir. Uriiniin tedarik¢isi LGC grup sitesinden (101) almarak sadelestirilmis ve

Tiirkgelestirilmistir.

KASP sisteminde primerler tasarlanirken polimorfizm gosteren allellerden birisi FAM, digeri
HEX olarak isaretlenir. Eger DNA numuneleri polimorfizm ¢esitlerinden birisine homozigot
ise sonuca bagli olarak yalnizca FAM ya da yalnizca HEX 151ma yaparlar. Eger bu polimorfizmi

heterozigot olarak bulunduruyorsa her iki 1s1may1 da yapar (Sekil 2.10).
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KASP Genotipleme Analizi
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Sekil 2.10. FRET analizi sonucunda analiz yazilimlar1 verileri X ve Y eksenlerine yayarak
incelenen orneklerin genotiplemesini yaparlar. Mavi ve kirmizi yigilmalar homozigot bireyleri
gosterirken yesil yi8ilma ise heterozigot bireyleri gosterir. Gri yi8ilma ise DNA igcermeyen

negatif kontrollerdir. Gérsel LGC grup sitesinden alinmis ve Tiirkgelestirilmistir (101).

KASP sisteminin en biiyiik avantaji 6rnek basina maliyetidir. Genel olarak 6rnek basi analiz
tutar1 diger yontemlerin 1/3’itinden daha diisiiktiir. Sonug alma siiresi de ortalama 1 giin olarak

belirlendiginden diger yontemlere nazaran daha hizli kabul edilir.

KASP genel olarak kalite kontrol (QC) genotiplemelerinde, QTL analizlerinde ve allel
tanimlamalarinda kullanilmaktadir. Islah ¢aligmalarinda {iretilmesi gereken tohumlarin
homojen olmasi biiyiik 6nem tasir. Farkli allellerin bulunmasi tozlasmada meydana gelebilecek
caprazlamalardan 6tiirii iirlin verimi ve kalitesini etkileyebilir. Bu sebeple ekilecek materyalde
QC analizleri yapilir. QC analizleri sayesinde soy i¢i lretimde (inbred line) meydana

gelebilecek genetik varyasyonlar incelenebilir.

QTL analizlerinde fenotipik ozelligi belirtecek markdriin taranmasinda yiiksek isletim
maliyetlerinden kurtulmak i¢in ¢esitler izerinde KASP analizi yapilmasi tercih edilmektedir.
Bu arastirmalarda parental bitkiler ve F1 melezleri taranir. Polimorfizm gézlenen SNP’ler

belirlenir ve tiim popiilasyonda bu SNP’ler taranur.

KASP sistemi transkriptom verilerinden iiretilecek SNP’lerin taranmasinda yiiksek basari ile
kullanilan bir sistemdir. Bu sistemle bugday iizerinde ¢ok sayida yayin yoktur, bunun sebebi
ise bugdayin hekzaploid yapisidir. 2011 yilinda yayinlanan bir ¢alismada (102) arastirmacilar

KASP sisteminin modern kiiltivarlarda islevselligini incelemis, baglanti (linkage) analizlerini
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yapmis ve sonucu sunmuslardir. Bunun i¢in agik veri tabanlarindan (NCBI) Chinese spring gibi
popliler ve tamamen sekanslanmis bugday cesitlerine ait EST verilerini ¢cekmisler ve 1659 SNP
tasarimi yapmislardir. 23 bugday varyetesinde yaptiklar1 analizler neticesinde gelistirdikleri
SNP markorlerini denemisler ve sonuglari, Avalon ve Cadenza gesitleri arasinda olusturduklari
double haploid haritalama popiilasyonu igerisinde yaptiklar1 SNP taramalarinda
dogrulamiglardir. Gelistirdikleri markorlerden 1114 tanesinin polimorfizm gdsterdigi, bunlarin

icerisinden 213 tanesinin 23 ¢esidin tamaminda polimorfizm gosterdigi gézlemlenmistir.

KASP sisteminin ¢ok yeni ve yeterince duyulmamis bir teknoloji olmasi nedeniyle tahil
1slahinda yaygin olarak kullaniminin hentiz baglamamis olmasi ve bu sistemin basarilar1 tizerine
yazilan bir makalede (103) arastiricilar bu sistemin ¢ok basarili olarak calisabilecegini, yiiksek

kapasite ile QTL analizi yapilabilecegini belirtmislerdir.

2016 yilinda yayinlanan bir makalede (97) arastiricilar domates bitkisinde zarara neden olan
birka¢ nematod ¢esidine direngliligi belirtecek bir QTL markdrii olusturma amaciyla Mi-1
genine Ozgii gelistirilmis molekiiler markorlerin gesitler iizerinde islevselliginin denemelerini
yapmuslardir. 26 domates ¢esidi ve 4 kontrol melezinde yapilan arastirmalar neticesinde KASP
sisteminin bitkilerde 1slah ¢alismalarinda erken tani1 amaciyla kullanilabilecek bir QTL analiz

sistemi oldugunu belirtmislerdir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Bu tez caligmasi, insan ve hayvan beslenmesinin vazgeg¢ilmez bir kaynagi olan bugdayin,
diinyada yaygin olarak goriilen yiiksek sicaklik ve kuraklik stresi altinda iiretilebilmesinin
yolunu agacak 1slah g¢alismalarinda kullanilmak iizere, markdr tasarlanmasi ve bu stres
kosullarinin nisasta biyosentezine olan etkisinin gen ifadesi diizeyince incelenmesi iizerine

odaklanmustir.
Bu calisma sonucunda 2 temel amag hedeflenmistir.

1- Ekmeklik bugday bitkisinde yiiksek sicaklik ve kuraklik stres faktorlerine toleransi
gosteren molekiiler markorlerin belirlenmesi, 1slah programlarinda MAS yontemi
kullanilarak kuraklik ve yiiksek sicaklik stresine toleransli bireylerin cesitli
kademelerde dogru secilimini saglayabilecek molekiiler markorlerin gelistirilmesi.

2- Tez caligmasina konu olan stres faktorlerinin kombine olarak uygulandigi kosullarda
nigasta biyosentezinden sorumlu olan genlerin ifadelerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda nisasta biyosentezini kontrol eden
genler her asamada kontrol edilerek, ifade degisimleri ve degisimlerdeki kantitatif

farkliliklarin hesaplanmasi planlanmistir.

26



4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. Bitki Materyali

Bitki materyali olarak ekmeklik bugday (7riticum aestivum L.) gesitlerinden, kurakliga ve
yiiksek sicakliga toleransli oldugu bilinen yabanci orijinli Zubkov (Kirgizistan) ¢esidi ile bu
stres kosullarina karsi hassas oldugu bilinen Atay 85 ¢esitleri kullanilmistir. Bitkiler dogal
kosulda vernalizasyon i¢in Ekim 2014 déneminde tarla ortamina ekilip basaklanma 6ncesinde
kontrollii iklim odalarina alinmistir. Iklim odalarinda 16:8 fotoperiyot ve %60 nemlilikte
yetistirilen bitkiler stres tiirline gore kontrol, kuraklik, yliksek sicaklik ve yiiksek sicaklik-

kuraklik uygulamalar1 i¢in 4 uygulama grubuna ayrilmaistir.

Kontrol grubunda 24°C giindiiz ve 14 °C gece sicakliklar1 uygulanirken diizenli olarak sulama
yapilmigtir. Kuraklik grubunda 24°C giindiiz ve 14°C gece sicakliklar1 uygulanirken stres
uygulamalarinin baslangicindan itibaren hi¢ sulama yapilmamistir. Yiiksek sicaklik stresi
grubunda 36°C giindiiz ve 22°C gece sicakliklar1 uygulamasi yapilmis ve saksilarin tiimi
diizenli olarak sulanmigtir. Yiiksek sicaklik-kuraklik grubunda 36°C giindiiz ve 22°C gece
sicakliklar1 uygulamasi yapilmis ve stres uygulamasiin baslangicindan itibaren hi¢ sulama

yapilmamustir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Atay 85 ve Zubkov c¢esitlerine stres uygulamalari. a- 24°C/14 °C kontrol ve kuraklik
karisik. b- 36°C/22°C yiiksek sicaklik ve kuraklik + yiiksek sicaklik karigik.
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Stres uygulamasi sonuglarinin arastirilmasi i¢in her uygulama grubundan bitkiler se¢ilmis ve

isaretlenmistir (Sekil 4.2). Orneklemeler ve lgiimler bu secilen bitkiler iizerinden yapilmustir.

Sekil 4.2 Tez calismasinda kullanilacak her bitki stres uygulamalar1 6ncesinde se¢ilmis ve

isaretlenmistir.

Cesitlerin gorselleri sekil 4.3’de ayrintili olarak verilmistir.

Sekil 4.3. Stres uygulamalarinin 14. giiniinde ¢esitlerin durumlarin1 gésteren fotograf.

Gen ifadesi analizleri i¢in tane ve yaprak ornekleri kullanilmistir. RNA izolasyonu i¢in tane
ornekleri 7., 14. ve 21. giinlerde alinirken, yaprak numunesi 14. giinde her bir uygulama ve ¢esit
icin en az 3 farkli bitkiden rastgele toplanmistir (Sekil 4.4). Ornekler siv1 azot ile dondurulmus

ve izolasyon zamanina kadar hi¢ ¢6ziinmeden -86°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
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Sekil 4.4. Bitkilerden 6rneklemeler yapilmis ve izolasyon giliniine kadar muhaftaza edilmistir.

DNA izolasyonu yapilacak Atay 85 ve Zubkov cesitleri ile melezler saksilara ekilmis (Sekil
4.5), kis kosullarinda vernalizasyon sartlar1 saglandiktan sonra Mart 2016 doneminde seralara

aktarilmis ve biliylimeleri saglanmistir.

Bitkiler basaklanma dénemine geldiklerinde bayrak yaprak haricinde her bir bireyden 2’ser adet
yaprak toplanip sivi azot ile dondurulmus ve DNA izolasyonu zamanina kadar hi¢ ¢6ziinmeden

-86°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Sekil 4.5. DNA izolasyonunda kullanilacak Atay 85, Zubkov ¢esitleri ve melez hatlarin ekimi,

vernalizasyonu ve sera kosullarinda gelisimi.
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4.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in daha 6nceden musir bitkisi i¢in optimize edilen Cornell Yontemi (104)

iizerinde ihtiyaca gore degisiklikler denenmis ve asagidaki yontem optimize edilerek

kullanilmastir.

Izolasyon protokolii:

1-

Izolasyon tamponu (0,1M Tris-HCL pH:8, 0,05M EDTA pH:8, 0,5M NaCl, %]1,25
SDS) kullanimdan 6nce 55°C’ye 1sitilmistir. Isitildiktan sonra kullanilacak kadari steril
cam siseye alimmis ve igerisine her 10 ml tampon i¢in 60 pl ProteinazK (20mg/ml) ve
50ul 2-merkaptoetanol eklenip karistirilmistir.

Taze yaprak dokusu havanda sivi azot ile ezilmistir. Ezilen dokulardan 0.2 gram
tartilarak steril mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis, iizerine 800 pl izolasyon tamponu
eklenip, vorteks ile iyice karistirilmistir. Tiip 15 dakika 55°C°de akabinde 45 dakika
boyunca 65°C’de bekletilmistir. Bekleme siiresince her 15 dakikada bir tiipler
karigtirilmagtir.

Inkiibasyon siiresi tamamlaninca tiiplere 250 ul 5M KOAc eklenmis, ters diiz edilerek
homojen hale getirilmistir. Buz i¢erisinde 20 dakika bekletilmistir.

Stire tamamlandiginda tiipler 18000 G hizla, 4°C’de, 15 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatant yeni tlipe aktarilmis, iizerine 1:1 oraninda kloroform:izoamil alkol (24:1)
eklenmis, ters diiz edilerek homojen hale getirilmis ve 5 dakika oda sicakliginda fazlarin
ayrilmasi beklenmistir. Siire tamamlandiginda tiipler 18000 G hizla, 4°C’de, 15 dakika
santriflij edilmistir. Bu islem 2 defa tekrarlanmistir.

Son yikamadan elde edilen iist faz yeni tiipe aktarilmig, lizerine 1:1 oraninda
izopropanol eklenmistir. Tiipler ters diiz edilerek DNA yigmi goriiliinceye kadar
karistirilmis, gece boyu -20 °C’ de bekletilmistir.

Gece boyu bekleyen numuneler 18000 G hizla, 4°C’de, 15 dakika santrifiij edilmistir.
Stvi fazin tamami uzaklastirilmistir.

Dipte biriken DNA pelletine 700 pl %70 Etanol (oda sicakligl) eklenmis, pellet
kaldirilarak tiim yiizeye temas saglanmustir. Ornekler 10 dakika 15000 G’ de oda

sicakliginda ¢oktliriilmiistiir.
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Sivi faz uzaklastirildiktan sonra ornekler oda sicakliginda kurumaya birakilmas,
tamamen kuruduktan sonra su ile ¢oziilmiistiir. Ornekler tamamen ¢oziindiikten sonra
iclerine her 50 pl ¢oziicii i¢in 2 pl RNaz (10 mg/ml) eklenmis, 37°C’de 2 saat, 65°C’de
20 dakika bekletilerek muhtemel RNA bulasikligi temizlenmistir. Numunelerin
nanodrop okumalar1 yapilmis ve PCR islemlerinde kullanilmak iizere 100 ng/ul stoklar

hazirlanmastir.

4.3. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Yaprak dokusundan RNA izolasyonu i¢in Trizol (105), CTAB (106) yontemleri ile GeneJET

Plant RNA Purification Kit (Thermo Scientific) yontemi denenmistir.

Kit kullanilarak yapilan izolasyonlarda RNA elde edilmis ancak miktar olarak yetersiz

(yaklasik 60ng/pul) bulunmus oldugundan bu yontem terk edilmistir.

Trizol metodu ile yonteme bagli kalinarak yapilan izolasyonda RNA miktar ve kalitesi yetersiz

bulunmus olup, yapilan denemeler sonrasinda yontemde bir takim degisiklikler yapilmis ve

sonug olarak total RNA ortalama 30-50 pug/100 mg numune, 260/280: 2,02-2.12 ve 260/230:

1,70-2 saflikta izole edilmistir. Protokoliin son hali asagidaki gibi uygulanmigtir:

1.
2.

100 mg yaprak dokusu si1v1 azot kullanilarak homojen hale getirilmistir.

Ornekler 6nceden sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine alinip iizerlerine 1 ml Trizol
(Invitrogen) eklenmistir. Tipler 5’er saniye silireyle olmak iizere 5 defa vorteks ile
tamamen homojen hale gelinceye kadar karistirllmis ve 5 dakika oda sicaklifinda
bekletilmistir.

Icerisine 0,2 ml kloroform eklenmis, 15 saniye boyunca sert¢e karistiriimistir.

5 dakika oda sicakliginda birakilan tiipler 30.000 G’de, 4 °C’de 20 dakika santrifiij
edilmistir.

Ust faz yeni tiipe aktarilip iizerine 0,5 ml soguk izopropanol eklenmistir. Ters diiz
edilerek iyice karistirilan tiipler oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 30.000
G ve 4°C’de 20 dakika santrifiij edilmistir.

Stipernatant uzaklastirilmis, pellet 2 defa %75 etanol ile yikanmustir.

Oda sicakliginda 15 dakika kurutulan pellet 30ul DEPC muamelesi yapilmis RNA suyu

ile ¢oziilmiis ve nanodrop okumalar1 yapilmistir.
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Tane dokusundan RNA izolasyonu i¢in Trizol (107), MMY (108), CTAB (106), Fenol-SDS
(15), GeneJET Plant RNA Purification Kit (#K0801, Thermo Scientific) yontemleri denenmis
olup, tatminkar kalite ve miktarda RNA izolasyonu Fenol-SDS yonteminde yapilan
modifikasyonlar neticesinde elde edilmistir. Taneden izolasyon i¢in kullanilan yontem
asagidaki gibidir:

1.Giin Protokol:

1. 0,1- 0,3 gram taze doku (bugday tanesi) sivi azotla birka¢ dakika boyunca ezilip soguk
ve temiz bir spatiil yardimiyla 6nceden sogutulmus mikrosantrifiij tiiptine aktarilmistir.
Uzerine 840 ul izolasyon tamponu (0,1M Tris-HCI, pH:9.0, 0,1M NaCl, %1 SDS) ve
170 pl 2-merkaptoetanol eklenip vorteksle iyice karistirilmis ve 5 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir.

2. Uzerine 500 pl trisle doyurulmus fenol eklenip vorteksle karistirlmistir. Ayni tiipiin
iizerine 500 pl kloroform:izoamilalkol (49:1) eklenip vorteks ile karistirildiktan sonra
15 dakika siire ile buzda bekletilmistir. Ardindan 8000 G’de, 4°C’de 30 dakika
coktliriilmiistiir.

3. Siipernatant yeni tiipe aktarilip iizerine 500 pl trisle doyurulmus fenol ve 500 pl
kloroform:izoamilalkol (49:1) eklenip vorteks ile karigtirildiktan sonra 15 dakika siire
ile buzda bekletilmistir. Ardindan 10000 G’de, 4°C’de 15 dakika ¢oktiirtilmiistiir.

4. Siipernatant yeni tiipe aktarilip {izerine 1/10 oraninda 5M NaCl eklendikten sonra
iizerine 1:1 oraninda izopropanol eklenip, ters diiz ederek karistirildiktan sonra gece

boyu -20°C’de bekletilmistir.

2. Giin Protokol:
1. -20°C’den alinan numune 26000 G, 4°C’de 40 dakika boyunca ¢oktiiriilmiistiir.
2. Siipernatant uzaklastirilip pellete 1 ml %80 Etanol eklenmistir. Tipler 17500 G, 4°C’de

20 dakika boyunca ¢oktiriilmiistiir.

3. Siipernatant uzaklastirilip pellet oda sicakliginda 1 saat kurutulmaya birakilmistir.

4. Tamamen kuruyan pellet 100 ul TENS (0,1M Tris-HCI pH:7.4, 0,05M NaCl, 10mM
EDTA pH:8.0, %0,1 SDS) igerisinde ¢oziiliip tizerine 1 pl ProteinazK (20mg/ml)
eklenip 1 saat siire ile 37°C’de inkiibe edilmistir.

5. Uzerine 5 pul sodyum asetat (3M, ph:5.2), 25 pl su ile doyurulmus fenol ve 25 pl
kloroform:izoamilalkol (49:1) eklenmis ve her bir ekleme sonrasi kisa siire vorteksle

karigtirilmagtir.
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. Ornekler 60°C’de 15 dakika bekletilmistir. Bekleme siiresince her dakikada bir kisaca
vortekslenmistir. Bekleme siiresi tamamlanan 6rnekler faz olusumu icin 15 dakika siire

ile buzda tutulmustur.

. Bekleme siiresini dolduran 6rnekler 18000 G, 4°C’de, 15 dakika ¢oktlirilmiistiir.

Stipernatant1 yeni tlipe aktarilip iizerine 1:1 oraninda izopropanol eklenmis, ters diiz

edilerek karistirilmis ve gece boyu -20°C’de bekletilmistir.

3. Giin Protokol:
. -20°C’den alinan numune 17500G, 4°C’de 30 dakika boyunca ¢oktiiriilmiistiir.

Stipernatant uzaklastirilip pellete 500 pul %80 Etanol eklenmistir. Tipler 17500 G,
4°C’de 20 dakika boyunca ¢oktiiriilmiistiir.

Stipernatant uzaklastirildiktan sonra dipte kalan pellet oda sicakliginda 15 dakika
kurumaya birakilmistir. Kuruyan pellet 600 ul DEPC ile muamele edilmis su (DEPC-
ddH»0) ile ¢ozlilmiistiir.

. Uzerine 200ul, 10M LiCl eklendikten sonra ters diiz edilerek karistirilan 6rnekler 4°C’
de, 6-8 saat bekletilmistir.

. Tiipler 20000 G, 4°C’de, 1 saat ¢oktiiriilmiistiir. Stipernatant uzaklastirilip tizerine 500
ul %80 Etanol eklenmistir. Akabinde oOrnekler 20000 G, 4°C’de, 15 dakika
coktiiriilmustiir. Pellet 15 dakika oda sicakliginda kurutulup 50 pl DEPC-ddH2O ile
¢cOziilmiistiir.

. Nanodrop ile miktar ve kalite tayininden sonra DNaz uygulamasina gegilmistir.

Yaprak ve tane dokularindan izole edilen Total RNA numuneleri DNazl enzimi (#EN0521,

Thermo Scientific) ile muamele edilerek muhtemel DNA kontaminasyonlar: ortadan

kaldirilmis olup bu uygulamada enzimin satin alindigr firmanin verdigi protokol takip

edilmistir.

DNaz uygulamasini takiben numuneler kolon bazli temizleme sistemi (#K0842, Thermo

Scientific) ile kit protokollerine sadik kaliarak saflastirilmis ve cDNA’ ya ¢evirmeye hazir

hale getirilmistir.

cDNA sentezi i¢in Reverseaid First Strand ¢cDNA sentez kiti (#K1622 Thermo Scientific)

kullanilmis olup ¢izelge 4.1 yer alan reaksiyon kosullar1 uygulanmustir.
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Cizelge 4.1. cDNA sentezi reaksiyon kosullari

OligodT Primerleri 1,5 ul
Total RNA 4000 ng

ddH,0 ile 18 pl hacme tamamlandiktan sonra 5 dakika 65°C’de inkiibasyonun ardindan buza alinmistir. Akabinde asagidaki kimyasallar
eklenmisgtir.

5X Reaksiyon Tamponu 6 ul
RNaz inhibit6rii 1,5 ul
dNTP karigim 3l
Reverz Transkriptaz 1,5 ul

42°C’de 1 saat, 70°C’de 5 dakika bekletilmistir. Siireg tamamlandiktan sonra 6rnekler seri diliisyonlart hazirlanip -86°C derin dondurucuda
muhafaza edilmistir.

4.4. Es Zamanh PCR Uygulamalar:

Es zamanli PCR (qRT-PCR) uygulamalari tane ve yaprakta gen ifadesi profillemeleri amaciyla
yapilmistir. Bu analizler i¢in literatiir taramalarinda her bir geni temsil etmesi amaciyla primer
listesi olusturulamadig1 igin tiim primerler tez dnerisinde sunulan enzim/erigim kodu tablosunda
yer alan tlim genler icin en az 2 ¢ift primer olmak iizere toplam 46 ¢ift primer tasarlanmistir.
Primer tasariminda Primer3 yazilimi kullanilmis olup asagidaki kriterler izlenmistir:

e Tcoffee (http://tcoffee.crg.cat/) ve Muscle (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/)
yazilimlar1 kullanilarak yapilan hizalama (alignment) analizleri sonucunda izoenzimleri
kodlayan genler arasinda en fazla farkliligin kodlanan sekanslarin son 400-500 bazlik
boliimiinde goriildiigii anlasilmis olup, tasarimlarda bu bolgeler kullanilmigtir.

e Primer uzunluklarinda 18-22 bazlik skala denenmis olup, BLASTn (NCBI-
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizlerinde diisiik spesifite goriildiiglinden
tasarim icin 22-26 bazlik skala kullanilmistir. Primerler ortalama 24 bazlik uzunluga
sahiptir. Primerlerin %GC oran1 45-60 arasi tutulmus olup tiim primerler 60 °C
baglanma sicakligina gore tasarlanmistir.

e  Uriin boyutlar1 100-200 baz ¢iftlik skalada tutulmustur.

Tasarlanan tiim primer ¢iftlerinde BLASTn analizi yapilarak hedef noktaya spesifik oldugu
kontrol edilmig, her bir primer dizisi i¢in SMS2 PCR Products uygulamasi (Sequence
Manipulation Suite / Pcr Products -http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_products.html)

kullanilarak dogruluk saglamasi yapilmaistir.
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Tasarlanan ve sentez ettirilen actin genine 6zel primerler (L:CAAAGAGATCACGGCCCTTG,
R:ACTTCATGTGGACAATGCCG) kullanilarak ¢cDNA’ nin islevselliginin ve primerlerin
tasarlandig1 sicaklikta beklenildigi gibi calisip ¢alismadiginin kontrolii i¢cin 62°C ve 55°C

arasinda gradient PCR kurulmustur.

PCR reaksiyonlart i¢in ortak c¢alisma sicakliklar1 belirlendikten sonra Es zamanli PCR
uygulamalarinda kullanilmak {izere hazirlanmis olan cDNA kiitliphanelerinden seri diliisyonlar
yaparak sirasiyla 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 oranlarinda numuneler hazirlanmistir. Maxima
Sybrgreen (Thermo Scientific #K0251) kullanilarak actin geni primeri ile reaksiyon

kurulmustur. Reaksiyon kosullari ¢izelge 4.2°de verildigi gibidir.

Cizelge 4.2. g-RT PCR reaksiyon kosullari

islem Sicakhik Siire Ramp degeri (°C/sn)
On hazirhk 50°C 2 dk 5
Denatiirasyon 95°C 10 dk 5
3-asamali amplifikasyon 95°C 15 sn 5
(40 dongi) 60 °C 30 sn 4
72°C 30 sn 5
Melting Curve 60 °C 20 sn 4
95°C 20 sn 0.1

Melting curve sonucunda yapilan Tm analizi isleminde higbir istenmeyen (nonspecific) bant
olusumu goériilmemis olup, PCR iirliniiniin Tm degerleri birbirine son derece yakindir. Melting
curve analizi tlim primer setleri i¢in tekrarlanmis, bireyler aras1 farklilik gostermeyen primerler

kullantlmistir.

On denemeler sonrasinda Es Zamanli PCR analizlerinde tiim primerlerin islevselliginin
kontrolii amaciyla cDNA karisimlar1 (tane ve yaprak ayri olarak) kullanilarak PCR analizleri

yapilmus, aragtirilacak her bir geni temsil edecek primer ¢iftleri belirlenmistir.

PCR reaksiyonlarinin qRT-PCR ile uyum gostermesi amaciyla icerigi ayni1 olan Dream Taq
Master Mix (Thermo Scientific #K1081) kullanilmigtir. PCR kosullar1 cizelge 4.3’de

verilmistir.
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Cizelge 4.3. PCR reaksiyon kosullar1

islem Sicakhk Siire

Denatiirasyon 95°C 10 dk

3-asamali amplifikasyon 95°C 1 dk

(40 dongi) 60 °C 30 sn
72°C 1dk

Son agsama 72 °C 10 dk
12°C Bekleme

Aragstirilan genlerin NCBI erisim kodlari ve adlarina tasarlanan primerlerin listesi ¢izelge 4.4°de

verilmistir.
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Cizelge 4.4. Nisasta biyosentezinde yer alan genlerin ifade analizlerinde kullanilan primerler

Gen — Enzim

Primer Dizisi

NCBI Erisim Kodu

AGPaz kiigiik alt birim

AGPaz biiyiik alt birim

SS1

S882a3

882a2

§52C

883

SS3B

SSS

SBE 2

SBE2bs

GBSSI

GBSSII

1SO1

1502

1SO3

PUL

SUCT2

SUCS1

SUCS2

sucsc

ALPHA AMYLASE (109)

ACTIN

L:CGGAAGGCGCAGTAATAGAGGA
R:GGAATGCCGCCACTTTCAGAAA

L:CCACCATCTATGATCAGCGGTA
R:GCCTCTTTCCATGTCAGTTTCA

L:GTACGAGCAGATCTTCGAATGG
R:ACATGTCTTCAGAGCTCAAGGA

L:GACTACAAGGAGAGCTGGAGG
R:AATTCCATCCTGTCATGCACG
L:CATGCATGAGAGGGTGGAACT
R:CACCTCTCATGTCACTGCAC
L:CGCTATGAGGAGGTTCTTGTTG
R:CAACCAACGTGCTCTACTTAGG
L:CCTCTTCAGTTAGTTCCAAGCG
R:TGCAGGGAAGGAAAAGAAAAGG
L:GGAATCATCAGTCGGCTTACAG
R:TGAGCCTAGTAAAACCACCTGT
L:GTTTTGGGGAATAAGGAAGGGATG
R:CACTAAGGCTAAAGAGTCACCAGT
L:GTTTGGACTATCGCTTGCATATGG
R:CACCAACTAGTGCTTGATCATGAC
L:GTAGATGCGGTCGTTTACTTGATG
R:CTTGAACAGGAAGGGCAAATGTAG
L:CTTGTTGTAGTGAAGGGCCGATAT
R:CAAGCACAACCCCTAACTTCTTAC
L:CTAGAAGCGAAGTACCCACAGAAT
R:ATCACTCCATATCTCATCCCTTGC
L:ATTTCCTCAACTCCAACCTCTACC
R:CACACTGATAATACGCCAAAGGAC
L:CTTCCAGGTTTCTTTACAACCGAG
R:AGTACAGACCAACTTATTCCGACC
L:ATGTATTAGCTCTGCGTTCGAGAC
R:CATATCTTCTTTCCGCCAACTGTC
L:CGCAAGGATCTGTTCTACAAGTTG
R:GCTTCTTATTCCTGGGTTTGTTCC
L:AGAACCTGGATTATGGACCTAGTG
R:CTAGCCCAAGATTTTCAACACGAC
L:AGATGTTCTACGCTCTGAAGTACC
R:CGGTAGACAGACAAATCATAACGC
L:TTCTATGAGGCTTTCGGTCTTACC
R:TCATTCTGGTAAGGATCGATGTGG
L:CCAAGATTGCAGACTTCTTCCAGA
R:GATCCCATGTTCAGCACTTTAGTC
L:TCGATGTGGGGCACCTCATTC
R:TCGTACTATGTGGACAACATGAC
L:CAAAGAGATCACGGCCCTTG
R:ACTTCATGTGGACAATGCCG

AY727927

DQ406820

AF091803

AJ269504

AJ269503

EU307274

AF258608

EU333946

U48227

Y11282

AY740401

AF286320

AF109395

AJ301647

IX473824

IN412069

AF359460

KJ812203

A001117

AJ000153

AK332338

CJ590327

ABI181991
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RT-PCR reaksiyonlar1 i¢in Sybr Green I 2x Master Mix (#04707516001, ROCHE)
kullanilmistir. Reaksiyonlar 13ul hacim i¢in optimize edilmis ve 96 well plate (LightCycler480
Multiwell Plate 98, White, Roche, #04729692001) kullanilarak kurulmustur. Tiim reaksiyonlar
onceden temizlenmis ve PCR i¢in ayrilmis Class II kabinlerde (ESCO) hazirlanmis ve
kontaminasyon olasiliginin 6niine gecilmistir. Her bir 6rnek 3 tekerriir icermektedir. Reaksiyon

karigiminin icerigi ¢izelge 4.5 ve reaksiyon kosullari ¢izelge 4.6°da verilmistir.

Cizelge 4.5. RT-PCR reaksiyon karigimi

Bilesen Miktar (1x)

2x Master mix 6,5 ul

Primer L. (10uM) 0,4 uM

Primer L. (10uM) 0,4 uM

H,O 13 pl’ye tamamlanir.
cDNA (1/50 dil.) 2 ul

Cizelge 4.6. Analizlerde kullanilan RT-PCR reaksiyon kosullari.

islem Sicakhik Siire Ramp degeri (°C/sn)
Denatiirasyon 95°C 10 dk 4
3-asamali amplifikasyon 95°C 20 sn 5
(40 dongii) 60 °C 20 sn 4
72°C 20 sn 4
Melting Curve 65 °C 20 sn 4
95°C 20 sn 0.1

RT-PCR reaksiyonlar1 yaprak numuneleri i¢in Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boéliimii’'nde bulunan LightCycler 480 (ROCHE), tane numuneleri i¢in ise Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii Tarbiyotek Laboratuvari’nda yer alan CFX

Connect 96 (BIORAD) sistemleri kullanilmistir.

4.5. KASP PCR Uygulamalan

KASP reaksiyonlari igin kullanilan primerler 1130061 ve 1130661 numarali TUBITAK 1003
projesi kapsaminda transkriptom analizi yapilan gen i¢i SNP’ler iizerinden tasarlanmistir.
Reaksiyon kosullarin olusturulmasi icin KASP V4.0 2X Master mix (KBS-1016-002, LGC
Group) kullanilmistir. Reaksiyon kosullarinin gerektirdigi reaksiyon karigimi taranacak primer

sayis1 fazla oldugundan maliyeti diisiirmek adina FRET primerler sentez ettirilip (SENTEGEN,
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Ankara) haricen hazirlanmis ve reaksiyonlara eklenmistir. Calismada kullanilan primerlerin

isim listesi ve temsil ettikleri 6zellikler ¢izelge 4.7°de, primer sekanslar1 EK 3°de sunulmustur.

Cizelge 4.7. Kullanilan primer setlerinin temsil ettigi 6zellikler.

Temsil Edilen Ozellik

Primer Seti Ad1 Atay 85 Zubkov
1 - Kuraklik
2 - Kuraklik
3 - Kuraklik
4 - Kuraklik
5 - Kuraklik
6 - Sicaklik
7 - Sicaklik
8 - Sicaklik
9 - Sicaklik
10 - Sicaklik
11 - Sicaklik
12 - Sicaklik
13 - Kuraklik + Sicaklik
14 - Kuraklik + Sicaklik
15 - Kuraklik + Sicaklik
16 Kuraklik -
17 Kuraklik -
18 Kuraklik -
19 Kuraklik -
20 Sicaklik -
21 Sicaklik -
22 Kuraklik + Sicaklik -
24 Kuraklik + Sicaklik -
25 - Kuraklik
26 - Kuraklik
27 - Kuraklik
29 - Sicaklik
30 - Sicaklik
31 - Kuraklik + Sicaklik
32 - Kuraklik + Sicaklik
33 - Kuraklik + Sicaklik
34 Kuraklik -
35 Kuraklik -
36 Kuraklik -
37 Sicaklik -
38 Sicaklik -
39 Sicaklik -
40 Kuraklik + Sicaklik -
41 Kuraklik + Sicaklik -
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Primer setlerinin tamami bugday genomunda optimizasyonu rapor eden makaleye (110) bagl

kalinarak sulandirilmis ve reaksiyon karisimlart hazirlanmistir.

Iki set halinde teslim edilen (1-24 ve 25-41) primer setleri sicaklik ve reaksiyon optimizasyonu
oncesi Atay 85 ve Zubkov bireylerinde sinyal durumu incelenmesi amaciyla KASP

reaksiyonuna alinmistir. Reaksiyonlar ¢izelge 4.8” de agiklandigi sekilde kurulmustur.

Cizelge 4.8. KASP reaksiyon karigimi

2x KASP Master Mix Sl

Reaksiyon karigimi 0,14 pl
(11,5 pl ddH20 + 7,7 pl ortak
reverse primer + 3 ul FRET
Primer /Her biri)

DNA (10 ng/ pl) 5ul

Toplam 10,14 pl

Reaksiyon icin kit tarafindan onerilen sicaklik ve dongii degerleri gizelge 4.9 deki gibidir.

Cizelge 4.9. KASP reaksiyonu dongiileri

Enzim aktivasyonu 94°C 15 dk 1 doéngii
94°C 20 sn

PCR 1 10 dongti
61-55°C touchdown 1 dk
94°C 20 sn

PCR2 26 dongii
55°C 1dk

OKkuma 37°C 1dk 1 dongii

Sonuglarda herhangi bir sinyal (Allel 1, Allel 2 ya da her iki allel) veren primerlerin
sicakliklarmin belirlenmesi i¢in optimizasyon ¢alismalart yapilmistir. Primerlerin ideal
baglanma sicakliklarinin belirlenebilmesi i¢in 55-63°C sicakliklar arasinda gradient PCR
reaksiyonlart kurulmustur. Kabul edilebilir PCR iirlinli veren ve sinyal olusturan primer
setlerinin PCR 1 dongiisiinde yer alan touchdown agamasinin optimizasyonu i¢in belirlenen
baglanma sicakliklarinin iizerine 5, 8 ve 10°C eklenerek denemeler yapilmistir. Tiim PCR

iirtinleri %2°lik agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goriintiilenmistir.

Uygun sicakliklar belirlendikten sonra secilen primerlerle KASP reaksiyonlar1 kurulmus, allel
ayirimlart belirlenmis, allelik dagilim haritalar1 incelenerek primerlerin performanslart ve

islevsellikleri incelenmistir.
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Bazi primerlerin KASP reaksiyonlar1 sonucunda baglantili floresans birimi (Relative
fluorescence unit - RFU) degerlerinin diisiik ¢ikmasi nedeniyle c¢esitli modifikasyonlar

denenmistir.
4.6. Fizyolojik Analizler

Tez calismasi kapsaminda bitkilerde belirli araliklarla fotosentez etkinligi ol¢iilmiis, klorofil

tayini yapilmis ve 14. giin toplanan 6rneklerde prolin analizi yapilmistir.
4.6.1. Fotosentez Etkinliginin Belirlenmesi

Déllenmeden sonra yiiksek sicaklik, kuraklik ve hem yiiksek sicaklik hem de kuraklik stresi
uygulanan ekmeklik bugday cesitleri ile bunlarin kontrollerinde fotosentez etkinligi stres
uygulamasindan sonraki 4., 9. ve 14. giinlerde belirlenmistir. Bitkilerin fotosentez etkinligi
dlciimleri tagimabilir fotosentez metre (LCi-SD, ADC Bio Scientific) ile yapilmistir. Olgiimler
her bir uygulama i¢in daha onceden belirlenmis 4 saksida 2 ana sapin bayrak yapraginda
yapilmistir. Fotosentez etkinligi Ol¢timleri sabah saatlerinde 9:30 ile 12:30 saatleri arasinda
gerceklestirilmistir.  Ancak fotosentez etkinligi 6l¢iimleri kabin igerisindeki bitkiler {izerinde
yapilmasi nedeniyle acik havada yetistirilen bitkilere gore daha diisiik degerler dl¢iilmiistiir.
Stres uygulamasinin 15. giliniinden sonraki donemlerde 6zellikle kuraklik+sicaklik stresinin
uygulandig1 bitkilerin yapraklarinda yogun kurumalar gozlendiginden dolayr fotosentez

etkinligi 6l¢timii yapilamamustir.
4.6.2. Klorofil Miktar Tayini

Dollenmeden sonra yiiksek sicaklik, kuraklik ve kuraklik+sicaklik stresi uygulanan ekmeklik
bugday cesitleri ile bunlarin kontrollerinde klorofil miktari, stres uygulamasinin hemen
oncesinde ve takip eden 5 giin araliklarla 4 donemde 6l¢iilmiistiir. Olgiimler Konica Minolta
markali SPAD-502 Plus klorofil metre cihazi ile yapilmistir. Stres uygulamasinin 15. giiniinden
sonraki donemlerde Ozellikle yiliksek sicaklik ve kuraklik stresinin birlikte uygulandig:
bitkilerin yapraklarinda yogun kurumalar gozlendiginden klorofil miktar1 tayini
yapilamamistir. Olgiimler her bir saksida isaretlenmis olan 4 bitkinin ana sapina ait bayrak
yapragimda yapilmistir. Ol¢iim yapilan yapragin en az 5 farkli noktasindan lgiimler alinmis ve

ortalamalar1 6l¢lim degeri olarak kabul edilmistir.
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4.6.3. Prolin Tayini

Prolin analizi 1130661 numarali TUBITAK projesi kapsaminda da tamamlanmasi
gerektiginden tiim materyal proje yiiriitiiciisiine saglanmis ve analizler Diizce Universitesi’nden
Yard. Dog. Dr. Yakup CIKILI tarafindan yapilarak sonuglar sunulmustur. Kullanilan protokol
asagidaki gibidir.

Prolin ekstraksiyonu ve tayini Bates ve arkadaslarinin protokoliine (111) sadik kalinarak
yapilmustir. 0,5 gram yaprak 5 ml %3 stilfosalisilik asit i¢erisinde homojen hale getirildikten
sonra Whatman No:2 filtre kagidindan siiziilmiistiir. Filtratin 1 mililitresi cam bir test tiipiine
aktarilmig ve iizerine 1 ml asit ninhidrin (1,25 gram ninhidrin 30 ml glasiyel asetik asit
icerisinde homojen hale getirilir) eklenmistir. Karistm 100°C’deki su banyosunda 1 saat
bekletilmis ve ardindan buza gomiilerek reaksiyon durdurulmustur. Sogumakta olan tiiplere 4
ml toliien eklenmis ve 15 -20 saniye siire ile vortekslenerek karistirilmistir. Faz olusumunu
takiben prolin i¢eren faz absorbansin okunmasi i¢in kuvars kiivetlere alinmis ve 520 nm dalga
boyunda okutulmustur. Ayni prosediir kor (blank) okumalar icin de 2 ml toliien ile
tekrarlanmigtir. Standart egrinin hazirlanmasi i¢in 2 ml toliiende ¢oziilmiis 10, 20, 40, 50 pg

prolin igeren 6rnekler hazirlanmstir.
Prolin miktarinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir:
Prolin (umol)/ g taze agirlik = [(ng prolin/mL xmL toliien)]/ [115.5 pg/umol]/ [(g 6rnek/5]

4.6.4. Nisasta ve Seker Analizleri

4.6.4.1. Nisasta Analizleri

Stres kosullarindan etkilenerek ifadesinde degismeler olustugu anlasilan nisasta biyosentez
genleri ile yapilan Real time PCR analizlerinin dogrulamasi amaciyla gesitli donemlerde alinan
numunelerden nisasta miktar analizi yapilmistir. Nisasta analizleri amiloglukozidaz/a-amilaz
yontemini kullanan Total Starch Assay Kit (K-TSTA 09/14, Megazyme, Irlanda) kullanilarak
yapilmustir.

Kitin ¢aligma prensibi total nisastanin glukoza kadar parcalanarak renk tepkimesine girmesi
seklindedir. Nisasta a-amilaz enzimi ile muamele edilerek maltodekstrinlere pargalanir. Bu

reaksiyonu takiben ortama amiloglukozidaz enzimi eklenerek maltodekstrinler D-glukoza
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parcalanir. D-glukozun hidrojen peroksit varliginda D-glukonat formuna oksitlenmesi ve

peroksidaz varliginda renk reaksiyonu olusturmasi temeline dayanir.

Kit protokolleri incelenip Orneklere uygun hale getirilmek i¢in hacimler yeniden

diizenlenmistir.

Kullanilan protokol asagidaki gibidir:

1-

10-

4.6.4.2.

10-15 mg aras1 6giitiilmiis 0rnek tliplere eklenmistir. Her bir numune tartilarak not
edilmistir.

Uzerlerine 10 ul %80 etanol eklenip, tiipler tiim &rneklerin dipte toplanmasi igin 20
saniye 10000 rpm hizda ¢oktiirtilmiistiir.

Dipte toplanan 6rnekler vorteks ile homojen sekilde karigtirilmistir.

Tiiplere 300 pl a-amilaz (sise 1) eklenip vorteks ile karistirildiktan sonra 12 dakika
kaynar suda bekletilmistir. Her 4 dakikada bir vorteks ile karistirilmistir.

Ornekler 50°C’ye almip, iizerlerine 10 pl amiloglukozidaz (sise 2) eklenip kisa siireli
vorteks ile karistirildi. 30 dakika 50°C’de inkiibe edilmistir.

Orneklerin iizerine 670 ul distile su eklenip 3000 rpm hizda 10 dakika ¢oktiiriilmiistiir.
Stipernatant yeni tliplere aktarildiktan sonra saf su ile 1:10 seyreltilmistir.

Yeni tiiplere 50 pl 6rnek, 1,5 ml GOPOD kimyasali eklendikten sonra 6rnekler 50°C’de
20 dakika bekletilmistir. inkiibasyon siirecinde hesaplamalar i¢in kdr okuma (50 pl su
+ 1,5 ml GOPOD) ve glukoz standardr (1 mg/ml stoktan 50 pl + 1,5 ml GOPOD = 50
ug) hazirlanmistir.

510 nm dalga boyunda koér okuma ile cihaz kalibrasyonu yapildiktan sonra tiim
orneklerin absorbans degerleri okunmustur. Tiim 6rnekler i¢in (tekerriirler dahil) her
bir 6rnek 2 defa hazirlanip okutulmustur.

Hesaplama formiilii kullanilip tiim ornekler icin yiizde nisasta igerigi bilgisi elde

edilmistir.

Amiloz Miktar Tayini

Amiloz, iyodin kimyasali ile her 6 alt birimlik helikal yapida bir kompleks olusturur (Sekil 4.6).

Bu reaksiyon giiglii bir mavi rengin ortaya ¢ikmasina neden olur. Amilopektin yliksek

dallanmaya sahiptir ve bu tip kompleksler olusturamaz. Bu nedenle mor-kirmizi bir renk

olusumu gézlemlenir (112).
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Stres kosullarinin amiloz / amilopektin oranini nasil etkiledigini arastirmak i¢in hasat sonrasi

orneklerde iyodin testi yapilmistir. Akademik yayinlarda bulunan iyodin yontemleri (113,114)

incelenmis ve bir protokol ¢ikartilmistir.

Gelistirilen protokol asagidaki gibidir:

1-

10-

11-
12-

4 farkli bitkiden rastgele 5’er tane olmak {izere toplanan 20 adet bugday tohumu,
embriyolar1 uzaklastirildiktan sonra siv1 azotta iyice ogiitiiliip 15 ml’lik falkon tiiplere
aktarilmistir.

i.  Bu tiipler numunelerin nem oranlarinin esitlenmesi amaciyla 2 giin oda

sicakliginda kapaklari agik olarak bekletilmistir.
Cam tiiplere (50 mI’lik) 50 mg numune tartilmis dip kisma toplanmastir.

i.  Amiloz ve amilopektin standart 6rnegi de (Img/ml) ayn1 agsamada baslatilmistir.
Uzerlerine 500 pl %95 Etanol eklenmistir. Ornekler vorteks ile iyice karigtirilmistir.
Uzerlerine 4,5 ml 1N NaOH eklenmis ve tiipler elle hafif calkalandiktan sonra 15-24
saat oda sicakliginda, kapaklar1 kapatilarak inkiibasyona alinmistir.

Siire dolduktan sonra saf su ile 50 ml’ye tamamlanmistir.

50 ml’lik temiz cam tiiplere 25 ml saf su eklenmistir.

Standart ve 6rnek numunelerinden her bir tiipe 2,5 ml eklenmistir. Koér okuma igin 2,5
ml 0,09N NaOH eklenmistir.

500ul IN asetik asit eklenmis, tiipler karistirilmastir.

1 ml iyodin soliisyonu (distile suda %0,2 1> + %2 KI) tiiplere eklenmistir.

Ornekler saf su ile 50 ml’ye tamamlanmstir (21 ml saf su eklenmistir). Iyice karistirilan
tiipler oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir.

Amiloz i¢in spektrofotometrik okumalar 620 nm dalga boyunda yapilmaistir.

Tiim ¢alismalar duplike olarak yapilmistir.

Amiloz orani tayini i¢in gerekli standartlar ¢izelge 4.10°deki gibi hazirlanmustir (Sekil 4.7).

Cizelge 4.10. Amiloz tayininde kullanilan standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi.

Standart karisimi igin eklenen hacimler (ml) ( toplam 10 ml / her biri)
% Amiloz 1 mg/ml amiloz 1 mg/ml amilopektin 0,09 N NaOH

0 - 7 3
10 1 6 3
20 2 5 3
25 2,5 4,5 3
30 3 4, 3
40 4 3 3
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Sekil 4.6. Amiloz zincirleri iyodin molekiiliinii 6’11 helikal yapida sararak giiclii kompleksler

olusturur. Bu durum mavi renk ag¢iga ¢ikmasina neden olur.

Sekil 4.7. Amiloz miktar tayini i¢in hazirlanan kor okuma ve standart Srneklerin renk
farkliliklarini belirtir gérsel. B: Kor okuma, 0-40: Hazirlanan standart numunelerin % amiloz

igeriklerini gostermektedir.

4.6.4.3. Seker Analizleri

Seker analizleri Sucrose, D-Fructose and D-Glucose Kit (K-SUFRG 06/14, Megazyme,
Irlanda) kullamlarak yapilmistir. Kitin calisma prensibi sukrozun invertaz (B-frukozidaz)

enzimi ile parcalanmasidir. Parg:alanma Oncesi ve sonrasi ortamda bulunan D-glukoz

asagidaki gibidir.
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On hazirlik:

1- Embriyolar ¢ikartilan ve tartilan 3 adet bugday tanesi 300 pl HEPES-NaOH (pH: 7.0)
tampon igerisinde ezilmistir. Vorteks ile iyice homojenize edildikten sonra 12.000 rpm,
+4°C’de 10 dakika ¢oktiirtilmiistiir.

2- Siipernatant fazi1 yeni tiipe aktarildiktan sonra pellet yine 300 ul HEPES-NaOH (pH:
7.0) ile homojen hale getirilip 12.000 rpm, +4 °C’de 10 dakika ¢oktiiriilmiistiir. Pellet
atilmadan, igerisine 1 ml %80 etanol eklenerek -20°C’de saklanmustir.

3- Onceki siipernatant ve yeni siipernatant birlestirilmis 100°C’de 10 dakika
kaynatilmigtir. Siire tamamlandiktan sonra 5 dakika oda sicakligina gelmesi
beklenmistir.

4- Oda sicakliginda ve 15.000 rpm’de 10 dakika ¢oktiiriilmiistiir.

5- Siipernatant yeni bir tiipe aktarildiktan sonra 120 pl/tiip seklinde tliplere ayrilarak

-20°C’de saklanmustur.
Seker tayini protokolii:

Kitin standardini olusturmak i¢in 0-50-100-200 pg/ml sukroz serisi hazirlanmistir.

Biitiin okumalar 340 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Kor okuma havaya karsi

yapilmaistir.

1- Taneden izole edilen sukroz drneginden spektrofotometre kiivetine 100 pl eklenmistir.

2- Uzerine 200 pl soliisyon-6 (B-frukozidaz) eklenmis ve karistirilmistir. 5 dakika 25-30
°C’de bekletilmistir. Soliisyon-6 sisesi numunelere eklenmeden once 25 °C’ye
1sitilmastr.

3- Ardindan sirasiyla 1,9 ml distile su, 100 pl soliisyon-1 (tampon), 100 pl soliisyon-2
(NADP'/ATP) eklenmistir. Kiivet ters diiz edilerek karistirilmis ve 3 dakika beklemeye
birakilmigtir. Siire tamamlaninca spektrofotometrede okuma yapilmaistir. (A1)

4- Uzerine 20 pl siispansiyon-3 (HK/G6P-DH) eklenmistir. Ters diiz edilerek karistirilmis

ve 5 dakika beklemeye birakilmistir. Siire tamamlandiginda okuma yapilmistir (A2).
Reaksiyonun durdugundan emin olmak i¢in 2 dakika arayla kontrol edilmistir.
Absorbans degerlerinin sabitlendigi nokta kesin sonug olarak alinmastir.

Sukroz analizleri 14. giin toplanan numunelerde ve hasat sonrasi numunelerinde yapilmaistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. Stres Uygulamalarinin Etkileri

Tez kapsaminda stres uygulamalarina tabi tutulan bitkilerde 15. glinden itibaren gozle goriilen
farkliliklar ortaya c¢ikmaya baslamistir. Kuraklik ve yiiksek sicaklik streslerinin kombine
uygulandigi bitkilerde bayrak yaprak 15. giin itibariyle hizla kurumaya basladigindan 6l¢timler
alinamamistir. Kontrol ve kuraklik uygulamalarinda bitkilerin 25 giline kadar olgiim
yapilabilecek diizeyde yesil aksamlarini korudugu, yiiksek sicaklik uygulamasi ile yiiksek
sicaklik ve kuraklik kombinasyonunda bitkilerin 15-17 giin arasi tiim yesil aksamlarin

kaybettikleri, hizla tohum olusumuna gittikleri gozlemlenmistir.
5.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu optimizasyon calismalarinda tamponlarin tuz igeriginin, bitkilerin yaprak
yapisinin (lifli, damarli), gelisim evrelerinin izolasyon sonucunu etkiledigi gozlemlenmis olup
bu nedenle (104) izlenen ydntemde ¢esitli degisiklikler yapilmistir. izolasyon tamponuna
ProteinazK eklenmis, 2-merkaptoetanol orani artirilmis, sodyum bisiilfit tuzlar1 ¢ikartilmistir.
Bu igerik degisikliklerine ilave olarak yikama sayis1 ve protokolde bazi basamaklarin yeri
degistirilip materyal metot kisminda sunulan protokol elde edilmistir. Sonug olarak yiiksek
miktar ve saflikta DNA elde edilmistir. Ornek coklugu nedeniyle DNA numunelerinden
rastgele secilen 11 tanesi 1/50 oraninda seyreltilip okuma dogrulugu ve materyal kalitesinin
kontrolii amaciyla %1’ lik agaroz jel eletroforezine tabi tutulmustur. Elektroforez sonucunda

tlim orneklerin analizlerde kullanilmaya uygun oldugu gézlemlenmistir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. Izole edilen DNA numuneleri 1/50 oraninda seyreltilip agaroz jel eletkroforezinde

yiiriitiilerek kalite kontrolii yapilmistir.
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SNP markérlerin islevselliginin dogrulanmasi amaciyla 1130661 numarali TUBITAK projesi
kapsaminda Zubkov X Atay 85 hibritlerinden elde edilen double haploid ¢esitlerden DNA
izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu sonucu Orneklerin miktar ve kalitelerini gdsteren
nanodrop 6l¢iim sonuglari ¢izelge 5.1°de verilmistir. Tiim numunelerden KASP analizlerinde

kullanilmak tizere 10 ng/ul konsantrasyonunda ¢alisma 6rnekleri hazirlanmastir.

Cizelge 5.1. Zubkov X Atay 85 melezlerinden elde edilen double haploid bitkilerden DNA

izolasyonu sonuglari.

Ornek ad1 ng/pl 260/280  260/230
2x3 1259 1,81 1,89
18x1 977 1,8 1,86
19x4 670 1,81 1,7
19x5 779 1,76 1,82
20x1 1690 1,87 2
20x6 548 1,7 1,76
19x1 2522 1,79 2,18
20x2 2573 1,77 2,22
20x4 3192 1,76 2,18
22x2 3175 1,79 2,02
20x3 1726 1,86 2,14
Atay 85 2274 1,8 2,8
Zubkov 2050 1,85 2,15
20x5 1404 1,78 2,09
1x3 2140 1,78 2,11
18x2 1756 1,8 2,14
19x2 2350 1,93 2,18
1x5 2525 1,91 2,1
2x2 2228 1,96 2,16

Markdr taramalarinda kullanilmak {izere yetistirilen melez bitkiler saksilara numara verilmek
suretiyle gruplandirilmis, saksilarda yetisen ana bireylerden numuneler alinmistir. Tim
melezler Atay 85 ve Zubkov cesitlerinin F6 diizeyindeki hatlarla ¢aprazlanmasiyla elde

edilmistir. DNA izolasyonu sonucu nanodrop 6l¢iimleri ¢izelge 5.2°de verilmistir.
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Cizelge 5.2. Melez bitkilerden DNA izolasyonu sonucu numune miktar ve safligin1 gosterir

tablo. A: Atay 85, Z: Zubkov cesitlerini temsil etmektedir. Tablonun devami bir sonraki

sayfadadir.
Melez ADI  Numune Adi ng/ul 260/280 260/230
1-1 2017,46 1,95 2,31
1-2 1334,77 1,96 2,03
16351xZ (1) 13 1651,32 1,91 2,14
1-4 1068,64 1,97 2,07
1-5 780,85 1,99 2,02
2-1 1138,97 1,97 2,05
16351XA(2) 22 1423,54 1,93 2,13
2-3 1582,19 1,97 2,12
3-1 916,44 1,99 2,06
16351XZ(3) 32 1277,57 1,94 2,06
3-3 722,59 1,96 1,94
3-4 1333,91 1,99 2,14
4-1 961,44 1,99 2,02
2951XA4) 42 1158,83 1,95 2,03
4-3 1337,28 1,95 2,07
5-1 1502,15 1,99 2,1
16351XZ(5) 52 1381,96 2,02 2,15
5-3 1282,96 1,97 2,1
6-1 1959,33 1,97 2,05
2951XA(6) 62 1220,66 1,97 2,03
6-3 1704,42 1,89 2,07
TISIXA(T) 71 745,03 1,94 1,98
2851XA(8)  8-1 1179,26 1,99 2,07
6351XA(9) 9-1 1810,39 1,98 2,14
9-2 1130,86 1,94 2,08
10-1 885,15 1,98 2,08
5201X2(10) 10-2 1171,5 1,89 2,14
10-3 1299,87 1,97 2,02
10-4 801,19 1,97 2,02
11-1 1310,96 1,97 1,98
ZXA(11) 11-2 1532,37 1,97 2,13
11-3 1382,68 1,96 2,15
12-1 1127,69 1,98 2,1
S$201XZ(12) 12-2 1700,54 1,93 2,18
12-3 1821,41 1,99 2,11
12-4 1759,87 1,94 2,16
13-1 2046,2 1,98 2,15
AXZ(13) 13-2 1510,36 1,98 2
13-3 1065,36 1,98 2,12
13-4 695,17 1,89 2,05
14-1 918,17 1,97 1,98
ZXA(14) 14-2 1441,46 2,01 2,11
14-3 825,5 1,94 1,97
14-4 1059,55 1,99 2,07
15-1 1035,04 1,98 2
16701XZ(15) 152 1224,78 1,91 2,21
15-3 1169,45 1,88 2,12
17-1 1823,21 1,96 2,13
ZXA(17) 17-2 1398,68 1,98 2,14
17-3 1568,23 1,98 2,13
AXZ(18) 18-1 1455,86 1,9 2,14
18-2 1130,81 1,96 2,05
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MelezADI  Numune Adx ng/ul 260/280 260/230
18-3 1470,69 1,96 2,07
19-1 1483,66 1,99 1,97
6601X2(19) 19-2 1160,77 1,99 2,06
19-3 1347,58 1,97 2,07
19-4 1099,72 1,99 1,88
16501XA20)  20-1 1153,44 1,98 2,07
21-1 1389,75 1,97 2,1
2951XA(21) 2122 1647,67 1,99 2,15
21-3 1346,7 1,99 20,8
22-1 1497,99 1,86 2,16
3801XA(22) 222 717,69 1,96 1,99
2551XAQ3) 23-1 1135,04 1,83 2,13
23-2 1527,12 1,96 2,11
24-1 669,42 1,98 2,12
6601XZ(24) 24-2 1082,9 1,96 2,06
24-3 1690,23 1,99 2,16
24-4 1970,78 1,97 2,13
25-1 1098,36 2 2,06
2551XAQS) 25-2 925,73 1,97 2,02
25-3 1432,54 1,96 2,11
25-4 693,72 1,98 1,93
6601XZ(26) 26-1 923,5 1,96 2,03
26-2 872,36 1,97 1,99
27-1 832,54 1,97 2,01
AXZ(27) 27-2 1781,6 1,89 2,18
27-3 1422,97 1,91 2,14
28-1 960,84 1,93 2,12
16701XZ(28) 282 883,94 1,98 1,98
28-3 1759,1 1,9 2,11
25SIXAQ9) 29-1 735,68 1,92 1,89
29-2 1864,9 1,99 2,16
6351XAG0) 30-1 1020,9 1,92 2,09
30-2 878,2 1,97 1,98
31-1 2066,06 1,89 2,19
AXZ(G1) 312 1545,57 1,97 2,13
31-3 728,47 1,94 1,95
31-4 1735,62 1,88 2,18
5651XA(32)  32-1 459,72 1,95 1,86
33-1 718,84 1,97 2,06
15901XZ(33) 3322 1641,27 1,97 2,3
333 271,57 1,93 1,67
33-4 1652,75 1,97 2,11
2551XAG4) 34-1 1912,67 1,99 2,16
342 795,04 1,97 1,97
35-1 1030,13 1,98 2,07
16501XAGS) 35-2 856,11 1,98 1,99
35-3 826,48 1,98 2
35-4 728,6 1,95 1,95
AXZ(36) 36-1 939,42 1,97 1,97
36-2 2007,48 1,94 2,08
37-1 1234,63 1,97 1,98
ZXA@37) 37-2 711,55 1,99 1,95
37-3 1615,54 1,91 2
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5.3. RNA izolasyonu

RNA izolasyonunun optimizasyon ¢alismalari sonucu materyal yontem kisminda belirtilen

yontemler kullanilmis ve ¢izelge 5.3’de verilen degerler elde edilmistir.

Cizelge 5.3. RNA izolasyonu, DNaz uygulamasi ve saflastirma sonrasinda numunelerin miktar
ve kalite tayinlerini gosterir tablo. A: Atay 85, Z: Zubkov, NS: kontrol, NK: kuraklik, YS:
sicaklik, YK: kuraklik+sicaklik uygulamasini gosterir. 7-14-21 rakamlar1 6rneklemelerin

yapildig1 donemi belirtmektedir.

Tane ng/ul 260/280 260/230
A-7-NS 675,79 2,12 1,66
A-7-NK 572,99 2,11 2,1
A-7-YS 364,46 2,13 2,24
A-7-YK 438,14 2,08 2,13
Z-7-NS 923,5 2,05 1,99
Z-7-NK 430,78 2,14 2,08
Z-7-YS 789,54 2,16 2,15
Z-7-YK 625,01 2,14 2,06
A-14-NS 1228,38 2,13 1,98
A-14-NK 261,18 2,08 2,13
A-14-YS 746,51 2,11 2,24
A-14-YK 801,27 2,09 2,01
Z-14-NS 1129,79 2,12 1,98
Z-14-NK 127532 2,12 1,92
Z-14-YS 918,71 2,12 2,14
Z-14-YK 1911,78 2,09 2,07
A-21-NS 422,68 2,1 2,1
A-21-NK 882,46 2,13 2,24
A-21-YS 1085,38 2,17 2,01
A-21-YK 554,92 2,16 1,91
Z-21-NS 423,48 2,12 2,02
Z-21-NK 718,36 2,14 2,17
7-21-YS 851,96 2,14 2,14
Z-21-YK 390,35 2,06 1,98
Yaprak ng/ul 260/280  260/230
ANS 538,07 2,11 1,92
ANK 910,36 2 1,98
AYS 455,54 2,13 2,13
AYK 334,28 2,04 2,04
ZNS 1139,82 2,11 2,11
ZNK 637,02 2,16 2,16
ZYS 545,62 2,13 2,13
ZYK 593,99 2,12 2,12
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Tane ve yaprak RNA numunelerinden rastgele secilen 4 adedi MOPS ile hazirlanmis jelde
yiiriitiiliip kalitesi kontrol edilmistir (Sekil 5.2). Orneklerde DNA kirliligi olmadig1 ve analiz

caligmalarina uygun oldugu belirlenmistir.

Sekil 5.2. Rastgele secilen 4 adet RNA 6rnegi agaroz jelde yiirtitiilmiistiir. Y: Yaprak, T: Tane
DNA Ladder: 50 b¢ (EK 1).

5.4. RT-PCR Primerleri, Reaksiyon Kosullar:

Nisasta biyosentezinde yer alan genlerin ifadelerinin incelenmesi amaciyla ¢alisma kapsaminda
tasarlanan ve sentez ettirilen primer ¢iftleri iglevsellikleri bakimindan kontrol edilmistir (Sekil

5.3).

7 8B 12 14 16 17 18 19 21 22 23 33 42 43 A

8 14 15 16 17 18 19 21 22 23 24 40 44 45 A &%

_;---.-“..:-.. — ™

Sekil 5.3. Gen ifadesi analizlerinde kullanilan primerlerin agaroz jel eletroforezi goriintiileri,

DNA Ladder: 50 bg.
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Primerlerin isim karsiliklari, olusan PCR fiiriinlerinin baz uzunluklar1 ve PCR iirlinlerinin erime
sicakliklar1 ¢izelge 5.4’de verilmistir. PCR {iriinlerinin erime sicaklik grafikleri EK 2’de

verilmistir.

Cizelge 5.4. Gen ifadesi analizlerinde kullanilan primer setlerinin isim karsiliklari, PCR {iriin

boyutunu ve erime sicakligini gosterir tablo.

KODU Gen Adi PCR Uriinii Melting Temp °C
Boyutu(bc) (Uriin)
1 AGPaz kiigiik alt birim 97 78,5
4 SS1 104 83
5 SS82a3 150 87,5
6 S5S2a2 100 85,5
7 SS2¢ 141 81,5-82
8 SS3 153 80,5
12 SSS 126 81
14 SBE2 168 79,5
15 SBE2b 118 78
16 1501 134 79
17 1502 199 78,5
18 1503 186 78-78,5
19 PUL 147 79,5
21 SUCT2 150 82,5
22 SUCS1 159 86,5
23 SUCS2 137 82,5
24 SUCSc 136 82
33 GBSS 1T 155 A:81-27:81,5
40 ALPH _AMY 183 81,5
42 AGPaz biiyiik alt birim 183 80,5
43 SS3b 102 78
44 SUCS1 185
45 GBSS 1 148 75
A ACTIN 178 82

5.5. Nisasta Yolaginda Yer Alan Genlerin Tane Dokusunda ifade Profilleri

Gen ifadesi profillemelerinde anlamli esik degeri olarak %50 ve iizeri farkliliklar dikkate

alimmustir.
5.5.1. AGPaz Gen ifade Profilleri

AGPaz enzimi nisasta biyosentezinde oncii enzimdir (Sekil 5.4). G-1-P’den ADP-glukoz
kompleksini olusturur. Bu kompleks de ilerleyen asamalarda amiloz ya da amilopektine

doniisiir. Bugday endosperminde AGPaz aktivitesinin biiylik kismi sitozoliktir. Bu kapsamda
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stres faktorleri altinda bitkilerin tepkisinin incelenmesi amaciyla AGPaz enziminin biiyiik

(AGPaz_L) ve kiiciik (AGPaz_s) alt birimlerini kodlayan genlerin ifadeleri aragtirilmigtir.

e
O/ &
ADPGIc
(
ATP
Glc 1P

Sekil 5.4. Nisasta biyosentezinde AGPaz evresi.

AGPaz alt birimlerini kodlayan genlerin ifade profilleri oncelikle cesitler arasinda kontrol
bireyleri lizerinden donemlere gore incelenmistir. Bu inceleme sonucuna gore biiyiik alt birimin
(AGPaz_L) Atay 85 cesidinde gen ifadesinin 7. ve 14. giin 6rneklerinde Zubkov ¢esidine gore
%56 ve %59 oranlarinda daha yiiksek oldugu, 21. giinde ise %32 daha az ifade gosterdigi
belirlenmistir. Kontrol bireyleri arasinda ifade kiyaslamalar1 yapildiginda tohum gelisimi
tamamlanana kadar olan siirecte her iki ¢esitte ifadenin 14. giinde ayni kaldigi, 21. giinde Atay
85 c¢esidinde %41 azalmaya karsin Zubkov c¢esidinde %59 artis gosterdigi goriilmiistiir.
Bununla beraber Atay 85 ¢esidinde gen ifadesinin donemsel azalan, Zubkov ¢esidinde ise
donemsel artan bir grafik ¢izdigi belirlenmistir (Sekil 5.5). Stres kosullari altinda ifade
incelendiginde AGPaz L geninde Atay 85 ¢esidinde sicaklik ve kuraklik+sicaklik streslerinin
tamaminda ifade diisiisii gozlenmis olup, bu degerlerin kritik %50 smirina ulagmadigi
goriilmistiir. Kuraklik stresi uygulamasinda 7. giin degismeyen, 14. giin %48 azalma ile esik
sinira yaklasan, 21. giinde ise %126 artis gosteren bir tepki olusturmustur (Sekil 5.6). Zubkov
cesidinde gen ifadesinin kuraklik stresinden olumsuz etkilenmedigi, 7. giin 6rneklerinde %82,
14. giin orneklerinde %42 artis gosterirken, 21. giin drneklerinde esik degere ulasmayan %23
ifade diistisii gozlenmistir. Yalnizca sicaklik igeren stres kosulunun Zubkov c¢esidinde ifade
diistislerine sebep olsa da kritik degeri %73 ile 21. giin orneklerinde gordiigii belirlenmistir.
Kuraklik+sicalik uygulamasinda ise 7. ve 14. giinlerde 6nemli ifade degisimleri gozlenmez

iken, 21. giinde %50 ifade diisiisii goriilmiistiir (Sekil 5.7).
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AGPaz kiiciik alt birimini kodlayan genin ifadesi dncelikle kontrol bireyleri arasinda 7. 14. ve
21. giinlerde kiyaslanmaistir. 7. giin kontrol bireylerinde Atay 85’in gen ifadesi Zubkov’dan %45
daha ytiksek ol¢iiliirken, 14. giin 6rneklerinde Zubkov %25 daha yiiksek, 21. giin 6rneklerinde
ise Atay 85 %11 daha yiiksek oOlclilmiistiir. Her iki genotipin donemsel ifade degisimleri
incelendiginde ikisinde de 14. giinde artan, 21. giinde ise azalan bir ifade sergiledikleri
goriilmiistiir. Bu oranlar Atay 85 cesidi i¢in %50 sinirina ulasmamisken, Zubkov ¢esidinde 14.
giinde ifadenin 7. giine oranla %177 artis gosterdigi, 21. glinde ise azalma gdstermesine ragmen
7. glinden %50 yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 5.5). Stres uygulanmis ornekler
incelendiginde Atay 85 cesidinde gen ifadesinin uygulama ve donemden istatistiki agidan
onemli kabul edilecek diizeyde etkilenmedigi goriilmiistiir (Sekil 5.6). Zubkov c¢esidinde
AGPaz kiiciik alt biriminin gen ifadesinin kuraklik stresinde 7. ve 21. giinlerde sirasiyla %59
ve %96 ifade artis1 gosterdigi, 14. giinde ise 6nemsiz kabul edilen bir ifade diisiisii oldugu
belirlenmistir. Sicaklik uygulamasi i¢eren kosullarinda ifadenin degismedigi, kuraklik+sicaklik
uygulamasinda 14. giinde kontroliin %59 ifade diisiisii gézlenirken diger donemlerde degisim

olmadig1 belirlenmistir (Sekil 5.7).

2,50
Tane AGPaz Ifade Degisimi
2,00 T
1,50 l
1,00
- T
0,50 T :[ I 1 T
0.00 +—F T T3
£ W T
B 0,50 + !
)
[
5 -1,00
£ -1,50
&) Atay 85 Zubkov Atay 85 Zubkov
2 Kontrolde Kontrolde | Zubkov vs. Kontrolde Kontrolde | Zubkov vs.
£ Dénemsel Donemsel Atay 85 Dénemsel Donemsel Atay 85
Q Degisim Degisim Degisim Degisim
AGPaz_L AGPaz_s
u7. Giin 0,00 0,00 -0,56 0,00 0,00 -0,45
m 14. Giin -0,04 -0,10 -0,59 0,21 1,77 0,25
u21.Giin -0,41 0,59 0,32 0,01 0,50 -0,11

Sekil 5.5. Tane dokusunda donemler arasi kontrol bireylerinde AGPaz L ve APGaz s

genlerinin ifade kiyaslamasi.
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Q 7. giin 14. glin 21. glin 7. giin 14. giin 21. glin

AGPaz L AGPaz s

m Kuraklik 0,26 -0,48 1,26 0,22 -0,23 -0,06
m Sicaklik -0,43 -0,21 -0,27 -0,33 -0,02 -0,30
m Kuraklik+Sicaklik -0,13 -0,22 -0,45 -0,14 -0,30 -0,34

Sekil 5.6. Atay 85 g¢esidinde tane dokusunda AGPaz L ve AGPaz s genlerinin stres

uygulamalar altinda ifadelerini gosterir grafik.
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Zubkov Tane AGPaz Ifade Degisimi
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8
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]
]
5
M -1,00 . . . . . -
7. giin 14. glin 21. glin 7. giin 14. giin 21. glin
AGPaz L AGPaz s
u Kuraklik 0,82 0,42 -0,23 0,59 -0,26 0,96
m Sicaklik -0,42 -0,17 -0,73 -0,09 -0,21 0,10
m Kuraklik+Sicaklik | -0,20 0,08 -0,50 -0,12 -0,59 0,19

Sekil 5.7. Zubkov c¢esidinde tane dokusunda AGPaz L ve AGPaz s genlerinin stres

uygulamalar altinda ifadelerini gosterir grafik.
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5.5.2. Nisasta Sentaz (Starch Synthase) Grubu

SS grubu incelenirken bu baglik altindaki GBSSI, SSI, SSII, SSIII, SSIV genleri incelenecektir.
GBSS enzimi amiloz yolagina yonelirken (Sekil 5.8), diger SS enzimleri amilopektin yolagina

yonelir (Sekil 5.9).

Sekil 5.9. Nisasta biyosentez yolaginda SS (nisasta sentaz) enzim grubu

Tane dokusunda GBSSI enzimi gorev almaktadir. Bu enzim, AGPaz aktivitesinden elde edilen
ADP-glukoz kompleksini amiloza ¢evirir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda tanede GBSSI gen
ifadesi de incelenmistir. Atay 85 ve Zubkov cesitlerinde kontrol bireyleri ifadeleri birbirleri ile
karsilagtirilmis (Sekil 5.10), 7. giin 6rneklerinde Atay 85 ¢esidinde ifadenin Zubkov ¢esidinden
1938 kat diisiik 6l¢iilmiis olup, yok sayilmistir. 14. giin kontrol 6rneklerinde Atay 85 GBSSI
ifadesi kritik bir yiikselis gdstermis ve Zubkov ile dengelenmistir. 21. giinde de denge
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korunmustur. Atay 85 ¢esidinde gen ifadesinin 7. giinde ¢ok diisiik oldugu, RT-PCR ile
tespitinde zorlanildigi goriilmiistiir. 7. giin kontrol grubunda Cq degeri 38,47 ortalamaya
sahiptir. Gozlemlenen bu diisiik degerler sonrasinda reaksiyondaki cDNA miktar1 100 kat
artirllarak kurulan PCR reaksiyonu sonucu agaroz jel elektroforezinde kosturulmus ve bu
durum jelde de gozlemlenmistir (Sekil 5.11). cDNA orneklerinde sorun olmadigi yapilan
housekeeping actin geni ile yapilan reaksiyonlarin tamaminin sorunsuz ¢alismasi ile
anlasilmistir (Sekil 5.12). Her 2 genotip de baglangicta diisiik gen ifadesi gosterip, ilerleyen
donemlerde artis profili sergilemistir. Strese maruz kalan bireylerde Atay 85 ¢esidinde GBSS/
ifadesi 7. giin kuraklik uygulamasinda %159 oraninda bir artis gdstermis olsa da ¢ok diisiik bir
ifade olarak ele alinacaktir. 14. giin O6rneklerinde tiim stres kosullari ifade diisiisiine neden
olurken bu degerler kuraklik ve sicaklik streslerinde %100, kuraklik+sicaklik stresinde %45
oraninda Olgiilmiistiir. 21. giin 6rneklerinde sicaklik stresinde %65 artig, kuraklik+sicaklik
stresinde ise %82 ifade diisiisii gozlenmistir. Zubkov ¢esidinde 7. ve 14. giinlerde kuraklik
uygulamasinda sirasiyla %158 ve %105 oranlarinda artis gosterirken, sicaklik stresinde 14. giin
%61, 21. giin %55 ifade diisiisii gozlemlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresinde 7. giin %49 artis,
14. giin %49 ve 21. giin %63 azalis gézlenmistir (Sekil 5.13).

7000,00 :
Tane GBSSI Ifade Degisimi
6000,00
5000,00 T
E 4000,00 ———
(72
;Eo 1
A 3000,00 ——
2 2000,00 - |
[ _— _
3 1000,00 - -
o
£ 000 - |
£ 1
> _1000,00
-2000,00
’ Atay 85 Kontrolde Zubkov Kontrolde Zubkov vs. Atay 85
Donemsel Degisim Donemsel Degisim Aty
GBSSI
u7.Giin 0,00 0,00 1938,30
u 14. Giin 4615,05 1,28 -0,32
u21.Gilin 4267,42 2,09 0,43

Sekil 5.10. Tane dokusunda donemler arast kontrol bireylerinde GBSSI geninin ifade

kiyaslamasi.

58



Sekil 5.11. Atay 85 cesidi tane dokusunda GBSSI genine 6zel primerler ile kurulan PCR
reaksiyonunun agaroz jel elektroforez gorseli. L: 50 b¢ Ladder, c: kontrol, d: kuraklik, h:

sicaklik, dh: kuraklik+sicaklik, 7-14-21: 6rnekleme donemleri.

Sekil 5.12. Atay 85 ¢esidi tane dokusunda actin genine 6zel primerler ile kurulan PCR
reaksiyonunun agaroz jel elektroforez gorseli. L: 50 b¢ Ladder, c: kontrol, d: kuraklik, h:
sicaklik, dh: kuraklik+sicaklik, 7-14-21: 6rnekleme donemleri.
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5 ’ 7. giin 14.gin | 21.gin 7. giin 14.gin | 21.gin
Atay 85 Zubkov

= Kuraklik 1,59 -1,00 0,25 1,58 1,05 0,03

= Sicaklik 0,59 -1,00 0,65 0,15 0,61 -0,55

m Kuraklik+Sicaklik 0,19 -0,45 -0,82 0,49 -0,49 -0,63

Sekil 5.13. Atay 85 ve Zubkov cesitlerinde tane dokusunda GBSSI geninin stres uygulamalari

altinda ifadelerini gosterir grafik.

SSI enzimi total SS aktivitesinin %70’inden sorumludur. Her iki genotipte de yapilan analizler
neticesinde tiim donemlerde kontrol bireylerinde gen ifadesinin Atay 85 cesidinde sirasiyla
%26, %21 ve %45 oranlarinda daha yliksek oldugu belirlenmistir. Kontrol bireyleri arasinda
yapilan kiyaslamada donemler aras1 anlamli fark goriilmemistir (Sekil 5.14). Atay 85 ¢esidinde
kuraklik stresinden etkilenmedigi, sicaklik stresinde 21. giin uygulamasinda kontrole gore %60
ifaede azalisi, kuraklik+sicaklik uygulamasinda ise 14. giin %59, 21. giin %76 oranlarinda gen
ifadesinde azalis gozlemlenmistir (Sekil 5.15). Zubkov cesidinde SSI gen ifadesi tlim stres
kosullar1 altinda korunma seklinde goriiliirken 21 giin kuraklik uygulamasi kendi kontroliine

gore %71°lik bir artig gdstermistir (Sekil 5.16).

SSII enziminin birka¢ formu vardir. Tahil endosperminde SSIIa goriiliir. Her iki genotip i¢in
incelendiginde Atay 85 cesidinde gen ifadesinin kontrol bireylerinde Zubkov cesidine ait
orneklerden yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu farklar 7. giin %80, 14. giin %22, 21. giin ise %43
olarak belirlenmistir. Atay 85 c¢esidinde ifadenin donemsel olarak azalan bir grafik ¢izdigi bu
rakamlarin ise 14. ve 21. giinlerde sirasiyla 7. giline oranla %59 ve %74 oldugu belirlenirken,
Zubkov cesidinde ifadenin 14. giinde %62 artis gosterdigi, 21. giinde ise 7. giine kiyasla %23
azalig gosterdigi belirlenmistir (Sekil 5.14). Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresinde 7. ve 21.

giinlerde ifadede 6nemli degisim gozlenmezken 14. giinde %73 diisiis gézlenmistir. Sicaklik
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stresinde her 3 donemde de ifade diisiisleri gozlenmis olup, bu oranlar sirasiyla %86, %66 ve
%67 olarak belirlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresinde 3 donemde de ifadede diisiis gdzlenmis
olup, bu oranlar sirastyla %65, %89, %91 olarak belirlenmistir (Sekil 5.15). Zubkov ¢esidi
kuraklik uygulamasinda 7. gilinde kontrole kiyasla %210’luk dikkat ¢ekici bir ifade artisi
gozlenirken, 14. giinde esik degere ulasmayan %37°lik artis, 21. giinde ise %98 artis
gozlenmistir. Sicaklik stresi altinda 7. glinde ifade degisimi 6nemsiz kabul edilirken, 14. giinde
%51, 21. giinde %68 ifade diisiisii gozlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresinde 7. giinde idadede
onemli bir degisim belirlenmez iken, 14. giinde %61, 21. giinde %52 ifade azalmasi
belirlenmisrit (Sekil 5.16).

SSIIT gegici nisasta iiretimi i¢in 6nemli bir enzimdir. Tiim dénem boyunca goriiliir. Cesitler
aras1 kontrol bireylerinde gen ifadesi karsilagtirildiginda Atay 85 ¢esidinde ifadenin sirasiyla
%0,9, %40 ve %]1,3 oranlarinda Zubkov c¢esidinden daha yiiksek oldugu goézlenmistir.
Donemler aras1 kontrol bireyleri kiyaslandiginda Atay 85 ¢esidinde ifadesin 14. giinde en
yiiksek seviyeye ulastigi, 21. giinde ise azaldig1 ancak 7. giinden yiiksek oldugu belirlenmistir.
Buna karsin Zubkov c¢esidinde ifade en yiiksek seviyesine 21. glinde ulasmaktadir (Sekil 5.14).
SSIII geni Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresinde 7. ve 14. giinlerde onemsiz degisimler
gosterirken, 21. giinde %51 ifade diisiisii gdstermistir. Sicaklik stresinde 7. ve 14. giinlerde
gozlenen degisimler onemsiz kabul edilmis, 21. giinde ifadede %60 azalma gozlenmistir.
Kuraklik+sicaklik stresinde 7. glinde ifadede %57 artis, 14. ve 21. giinlerde sirasiyla %63 ve
%86 ifade diisiisii gozlenmistir (Sekil 5.15). Zubkov cesidinde kuraklik stresi altinda 7. giin
orneklerinde %187 artis gosterirken, 14. ve 21. gilinlerde ifadede Onemli bir degisim
gostermemigtir. Sicaklik stresinde 7. glinde ifadede degisim gozlenmezken, 14. giinde %82
artig, 21. giinde ise %56 azalis gozlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi i¢in 7. ve 14. giinlerde

ifadede degisim gozlenmemis olup, 21. giinde %65 ifadede azalma goriilmiistiir (Sekil 5.16).
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o Atay 85 | Zubkov Atay 85 | Zubkov Atay 85 | Zubkov
g Kontrolde | Kontrolde éuli(;v Kontrolde | Kontrolde éulji(;v Kontrolde | Kontrolde \%su]j\kt(;,v
g Dénemsel | Dénemsel | "¢ o Y | Dénemsel | Dénemsel | 35 Y| Dénemsel | Dénemsel 5 Y
M Degisim | Degisim Degisim | Degisim Degisim | Degisim
SSI SSIIall SSIII

=7.Gin | 0,00 0,00 20,26 0,00 0,00 -0,80 0,00 0,00 -0,09
u14. Giin 0,13 0,25 -0,21 -0,59 0,62 -0,22 0,96 0,04 -0,40
=21.Gin 0,34 0,01 -0,45 -0,74 -0,23 -0,43 0,69 0,42 -0,13

Sekil 5.14. Tane dokusunda donemler aras1 kontrol bireylerinde SSZ, SSIlall ve SSIII genlerinin

ifade kiyaslamasi.
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Q 7. giin |14.gun|21.gun 7. giin |14.gun|21.gun 7. giin |14,gun|21.gun

SSI SSIIall SSIII
m Kuraklik -022 | -0,19 | -0,14 | -0,06 | -0,73 | -0,20 | 0,28 | -0,37 | -0,51
m Sicaklik -0,41 | -0,09 | -0,60 | -0,86 | -0,66 | -0,67 | 0,13 | -0,13 | -0,60
u Kuraklik+Sicakhik | -0,22 | -0,59 | -0,76 | -0,65 | -0,89 | -091 | 0,57 | -0,63 | -0,86

Sekil 5.15. Atay 85 ¢esidinde tane dokusunda SS7, SS1lall ve SSIII genlerinin stres uygulamalari

altinda ifadelerini gosterir grafik.
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SSI SSITall SSIIT
m Kuraklik -0,10 0,11 0,71 2,10 0,37 0,98 1,87 0,28 -0,11
m Sicaklik -0,17 | -0,17 | -0,14 | -0,07 | -0,51 | -0,68 0,18 0,82 -0,56
w Kuraklik+Sicaklik | -0,34 | -0,33 | -0,14 | -0,20 | -0,61 | -0,52 0,20 0,08 -0,65

Sekil 5.16. Zubkov ¢esidinde tane dokusunda SS7, SS1lall ve SSIII genlerinin stres uygulamalari

altinda ifadelerini gosterir grafik.

5.5.3. Nisasta Dallanma Enzimi (Starch Branching Enzyme) Grubu

SBE, amilopektin’in dallanmasinda yapisal diizenlemenin sorumlusu olan enzim grubudur
(sekil 5.17). SBE’ler SBEI, SBEII, SBEIla gibi izoformlara sahiptir ve bu izoformlar bitkiye,
dokuya ve gelisimsel doneme spesifiktir. SBEI ve SBEII farkli uzunluklarda glukan zincirleri

meydana getirirler. SBEI amiloz ile ¢ok daha fazla dallanma kapasitesi gosterip daha uzun

zincirler olustururken SBEII amilopektine afinite gosterir.

Sekil 5.17. Nisasta biyosentezinde SBE evresi
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Tane analizlerinde SBEIIa ve SBEIIb enzimlerini kodlayan genlerin ifadeleri incelenmistir.

Her iki genotip i¢in SBEIla gen ifadesi dncelikle kontrol drnekleri iizerinden kiyaslanmigtir. Bu
kiyaslamada Atay 85 cesidinde gen ifadesi her 3 donemde de yiiksek bulunurken bu oranlar
strastyla 7. giin i¢in %76, 14. giin i¢in %62 ve 21. giin i¢in ise %40 olarak belirlenmistir. Atay
85 cesidinde ifadenin donemsel olarak diisiis gosterdigi belirlenmis olup bu oranlar 7. giine
kiyasla sirasiyla %42 ve %69 olarak belirlenmistir. Zubkov ¢esidinde ifadenin donemsel olarak
diistiigli ancak bu diislisiin 6nemsiz miktarlarda olmasi nedeniyle ifadenin degismedigi kabul
edilmistir (Sekil 5.18). Stres kosullar altinda yapilan incelemelerde Atay 85 ¢esidinde kuraklik
stresinde 14. giin ifadede %54 diislis gozlenmis olup, 7. ve 21. giinlerdeki degisimler esik
degere ulagmamistir. Sicaklik stresi altinda her 3 donemde de ifade diisiisii gézlense de bu
degerler esik degerin altinda kalmistir. Kuraklik+sicaklik stresinde 7. giinde ifadede 6nemli
degisim gozlenmezken, 14. giinde %82, 21. giinde %52 ifade diisiisleri dozlenmistir (Sekil
5.19). Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. giinde %168 ve 14. giinde %129’luk ifade
artiglar1 goézlenirken, 21. giinde ifadede degisim gozlenmemistir. Sicaklik stresi altinda 7. ve
21. gilinlerde gozlenen ifade degisimleri 6nemsiz kabul edilmis, 14. giinde %57 ifade artist
gozlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. ve 21. giinlerde gozlenen ifade degisimleri

onemsiz kabul edilmis, 14. giinde %68 ifade artis1 gozlenmistir (Sekil 5.20).

Her iki genotip i¢in SBEIIb gen ifadesi dncelikle kontrol bireyleri arasinda kiyaslanmis olup,
her 3 déonemde de gen ifadesinin Atay 85 ¢esidinde yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu oranlar
strastyla 7. giin %65, 14. giin %75, 21. giin %16 olarak belirlenmistir. Genotiler kendi i¢lerinde
donemsel incelendiginde iki genotipte de 7. giine kiyasla ifade diisiisleri gozlenmistir. Bu
oranlar Atay 85 icin 14. giin %68, 21. giin %89 olarak belirlenirken, Zubkov ¢esidi i¢in 14. Giin
%78, 21. giin %74 olarak belirlenmistir (Sekil 5.18). Buna gbre Atay 85 c¢esidinde ifade
donemsel olarak diisiis gostermekte iken, Zubkov ¢esidinde ifade 14. giinde diismekte ve bu
oranda sabit kalmaktadir. Stresin etkileri incelendiginde Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresi
altinda 7. giinde SBEIIb geni ifadesinde degisim 6nemsiz kalirken, 14. glinde %74 ifade diisiisii,
21. glinde ise %74 ifade artis1 gdzlenmistir. Sicaklik stresi altinda 3 donemde de ifade diisiisleri
gozlenirken 7. glinde esik degere ulagilmamis, 14. Giinde %78, 21. giinde %68 ifade diisiisii
belirlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda altinda 3 donemde de ifade diisiisleri gdzlenirken
7. giinde esik degere ulasilmamis, 14. Gilinde %91, 21. giinde %89 ifade diisiisii belirlenmistir
(Sekil 5.19). Zubkov ¢esidinde kuraklik stresinde 7. ve 14. giinlerde ifadede artis gdzlenmis
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olup bu degerler sirasiyla %59 ve %150 olarak belirlenirken, 21. glinde gdzlenen degisim
onemsiz kabul edilmistir. Sicaklik stresi altinda 7. ve 14. gilinlerde g6zlenen ifade diistisleri
onemsiz kabul edilmis olup, 21. giinde %66 ifade diisiisii belirlenmistir. Kuraklik +sicaklik
stresi altinda 7. ve 21. giinlerde ifadede diisiis gozlenip, bu degerler siras1 ile %79 ve %67 olarak
belirlenirken, 14. giinde gozlenen ifade artis1 esik degere ulasmamistir (Sekil 5.20).
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é Dénemsel Donemsel Atay 85 Dénemsel Donemsel Atay 85
Q Degisim Degisim Degisim Degisim
SBEIla SBEIIb
7. Giin 0,00 0,00 -0,76 0,00 0,00 -0,65
u14. Giin -0,42 -0,06 -0,62 -0,68 -0,78 -0,75
©21.Giin -0,69 -0,21 -0,40 -0,89 -0,74 -0,16

Sekil 5.18. Tane dokusunda donemler aras1 kontrol bireylerinde SBEIla ve SBEIIb genlerinin

ifade kiyaslamasi.
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m Sicaklik -0,17 -0,41 -0,42 -0,39 -0,78 -0,68
m Kuraklik+Sicaklik -0,20 -0,82 -0,52 -0,37 -0,91 -0,89

Sekil 5.19. Atay 85 cesidinde tane dokusunda SBEIla ve SBEIIb genlerinin stres uygulamalari

altinda ifadelerini gosterir grafik.
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m Kuraklik+Sicaklik -0,12 0,68 0,02 -0,79 0,38 -0,67

Sekil 5.20. Zubkov ¢esidinde tane dokusunda SBEIIa ve SBEIIb genlerinin stres uygulamalari

altinda ifadelerini gosterir grafik.
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5.5.4. Dallanma Bozucu Enzim (DBE) Kodlayan Genlerin ifade Degisimleri

Nisasta sentez yolaginda (Sekil 5.21) yer alan (DBE) ailesinde 2 farkli enzim grubu
incelenmistir. izoamilaz (Iso) grubu ve Pullulanaz (Pul) enzimini kodlayan genlerin ifade

diizeylerindeki degisiklikler incelenmistir.

Sekil 5.21. Nigasta biyosentez yolaginda DBE

Isol gen ifadesi kontrol bireylerinde her iki genotip arasinda kiyaslandiginda 7. ve 14. giinlerde
ifadenin Atay 85 cesidinde sirasiyla %29 ve %63 oranlarinda daha yiiksek oldugu, 21. giinde
ise %0,5 oraninda daha diisiik oldugu gozlenmistir. Genotipler kendi iclerinde donemsel olarak
kiyaslandiginda Atay 85 ¢esidinde Once artan, sonra azalan bir ifade gozlenirken, Zubkov
cesidinde siirekli azalan bir ifade gézlenmistir. Bu degerler 7. giine kiyasla sirasiyla Atay 85
icin %37 ve %73 olarak belirlenirken, Zubkov ¢esidi i¢in %30 ve %67 olarak belirlenmistir
(Sekil 5.22). Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. giin gézlenen ifade artis1 dnemsiz kabul
edilirken, 14. giin %57 diisiis, 21. glin ise %201 artig gézlenmistir. Sicaklik stresi altinda 3
donemde de ifade diisiisii gdzlenirken 7. giin degeri 6nemsiz kabul edilmis, 14. ve 21. giin diislis
degerleri de sirasiyla %57 ve %55 olarak belirlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 3
donemde de ifade diisiisleri gozlenirken 7. ve 21. giinkii ifade degisimleri 6nemsiz kabul
edilmis, 14. giin %79 ifade disiisii belirlenmistir (Sekil5.23). Zubkov ¢esidi i¢in kuraklik
stresinde 3 donemde de ifade artis1 gozlenmis olup, bu degerler sirasiyla %40, %101 ve %102
olarak belirlenmistir. Sicaklik stresinde 7. giin ifade artis1, 14. ve 21. giinlerde ifadede azalis

gozlenmis olup, bu degisim degerleri nemsiz kabul edilmistir. Kuraklik+sicaklik stresinde 7.
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giin orneklerinde %382 ifade artis1 gozlenmis olup, 14. ve 21. giinlerde 6nemsiz kabul edilen

oranlarda ifade diislisti gozlenmistir (Sekil 5.24).

Isoll geninin ifade degisimi kontrol bireyleri kiyaslandiginda Zubkov ¢esidinde ifadenin 7.
giinde %55 daha diisiik oldugu, 14. ve 21. giinlerde ise denk olduklar1 gbzlenmistir. Atay 85
cesidinde donemsel olarak azalma g6zlenmis olsa da bu oran 6nemsiz kabul edilirken, Zubkov
cesidinde 7. gline kiyasla 14. giinde %26 azalis, 21. glinde ise %52 artis gdzlenmistir (Sekil
5.22). Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. ve 21. giinlerde ifade degisimi 6nemsiz kabul
edilirken, 14. giinde ifadede %61 azalma gozlenmistir. Sicaklik stresi altinda 3 donemde de
ifade diistisleri gézlenmis olup, 7. giinde esik degere ulagilmamis, 14. ve 21. giinlerde ise
strastyla %63 ve %60 degerleri bulunmugstur. Kuraklik+sicaklik stresinde 3 donemde de ifadede
diisiisler gozlenmis olup, bu degerler sirasiyla %57, %82 ve %60 olarak belirlenmistir (Sekil
5.23). Zubkov cesidinde kuraklik stresi altinda ifade artiglar1 gézlenmis olup, bu degerler
strastyla 7. giin i¢in %72, 14. giin i¢in %97 olarak belirlenirken 21. giin deger dnemsiz kabul
edilmistir. Sicaklik stresi altinda her 3 donemde de ifadede diisiisler gdzlenmis olsa da degerler
esik degere ulasmamistir. Kuraklik+sicaklik stresinde ifadede 3 donemde de artiglar gozlenmis

olup, bu degerler 6nemsiz kabul edilmistir (Sekil 5.24).

Isolll gen ifadesinin kontrol bireylerinde her iki genotip i¢in de donemsel olarak artan grafik
cizdigi belirlenmistir. Genotipler birbirleriyle kiyaslandiginda 7. ve 21. giinlerde ifadeler denk
bulunmus, 14. giin 6rneklerinde Zubkov ¢esidinde ifade %93 daha yiiksek bulunmustur. (Sekil
5.22). Atay 85 cesidinde kuraklik stresi altinda 7. ve 21. gilinlerde gen ifadesinde degisim
gbzlenmez iken, 14. giin uygulamalarinda gen ifadesinin %60 artis gosterdigi belirlenmistir.
Sicaklik stresi uygulamasinda 7. ve 21. giinlerde gergeklesen ifade degisimleri 6nemsiz kabul
edilmis, 14. giin %272 ifade artis1 gézlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresinde ifadede 3 donemde
de artig gdzlenirken 7. giin degisimi esik degere ulasmamis, 14. giin %318, 21. giin %92
degerleri bulunmustur (Sekil 5.23). Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. giin %48 ile esik
degere cok yakin ifade diisiisii, 14. giin %55 azalma gozlenirken, 21. giin %41 ifade artisi
gozlenmistir ancak bu deger de esik degere ulagsmamustir. Sicaklik stresi altinda 7. ve 14.
glinlerde ifade diisiisleri gozlenmis olup, bu degerler 6nemsiz kabul edilirken, 21. giin
gerceklesen ifade artis1 esik degere erismemistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. glinde
gerceklesen ifade diisiisii esik degerin altinda kalirken, 14. giin %72 azalma gozlenmis ve 21.

giin ifadede degisim bulunmamstur (Sekil 5.24).
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Her iki genotip i¢in Pul geni incelendiginde Atay 85 ¢esidinde ifadenin 7 ve 14. giinlerde
sirastyla 90,6 ve %28 oranlarinda daha fazla, 21. glinde ise %42 daha diisiik oldugu
gozlenmistir. Genotipler kendi i¢lerinde donemsel olarak incelendiginde Atay 85 ¢esidinde her
donem azalan, Zubkov cesidinde ise 14. giinde azalan ve sonra dengede kalan bir ifade
gozlenmistir (Sekil 5.22). Atay 85 cesidinde kuraklik stresi altinda ifadede yiikselmeler
gdzlenmis olsa da bu degerler esik degerin altinda kalmistir. Sicaklik stresinde 3 donemde de
ifade artis1 gézlenirken, 7. ve 21. giinlerde gergeklesen artislar 6nemsiz kabul edilmis, 14. giin
artis oran1 %107 olarak belirlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda ifadede 3 donemde de
degisim gozlenmemistir (Sekil 5.23). Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. ve 21.
giinlerde ifadede 6nemli degisim gézlenmezken, 14. giinde %150 oraninda artis belirlenmistir.
Sicaklik stresi altinda 7. giin esik degere ulasmayan bir artis, 14. giin %99 artis gdzlenirken, 21.
giin %39 degerinde ancak yine esik degerin altinda kalan bir azalis gdzlenmistir.
Kuraklik+sicaklik stresi altinda 3 donemde de artis gézlenmis olup, 7. ve 21. gilinlerde esik
degerin altinda kalirken, 14. giin 6rneklerinde %124 artis oran1 belirlenmistir (Sekil 5.24).
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Isol Isoll IsolIll Pul

®7.Giin | 0,00 | 0,00 | -0,29 | 0,00 | 0,00 | -0,55 | 0,00 | 0,00 | 0,05 | 0,00 | 0,00 | -0,06
=14.Gin | 0,37 | -0,30 | -0,63 | -0,13 | -0,26 | 0,25 | -0,19 | 0,25 | 0,93 | -0,47 | -0,55 | -0,28
=21.Giin | -0,73 | -0,67 | 0,05 | -0,23 | 0,52 | -0,11 | 1,23 | 0,87 | -0,19 | -0,67 | -0,49 | 0,42

Sekil 5.22. Tane dokusunda donemler arasi kontrol bireylerinde Isol, Isoll, Isolll ve Pul

genlerinin ifade kiyaslamasi.
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Isol Isoll Isolll Pul
m Kuraklik 0,33 {-0,57| 2,01 {-0,08|-0,61| 0,03 | 0,06 | 0,60 |-0,07| 0,36 | 0,03 | 0,02
m Sicaklik -0,05(-0,57{-0,55(-0,44 -0,63 -0,60-0,02| 2,72 | 0,18 | 0,11 | 1,07 | 0,18
w Kuraklik+Sicaklik | -0,05 | -0,79 | -0,36 | -0,57 | -0,82 |-0,60| 0,37 | 3,18 | 0,92 | 0,17 |-0,04 |-0,15

Sekil 5.23. Atay 85 c¢esidinde tane dokusunda Isol, Isoll, Isolll ve Pul genlerinin stres

uygulamalar altinda ifadelerini gosterir grafik.
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Isol Isoll Isolll Pul
= Kuraklik 0,40 | 1,01 | 1,02 | 0,72 | 0,97 | 0,08 |-0,48|-0,55| 0,41 | 0,11 | 1,50 |-0,11
= Sicaklik 0,36 |-0,17|-0,35-0,04|-0,03|-0,28 |-0,19|-0,12 | 0,41 | 0,22 | 0,99 |-0,39
= Kuraklik+Sicaklik | 0,82 |-0,03 |-0,11| 0,24 | 0,25 | 0,11 |-0,39-0,72| 0,01 | 0,29 | 1,24 | 0,47

Sekil 5.24. Zubkov c¢esidinde tane dokusunda Isol, Isoll, Isolll ve Pul genlerinin stres

uygulamalar altinda ifadelerini gosterir grafik.
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5.5.5. Amilaz Grubu Enzimleri

Tane dokusunda a-amilaz enzimini kodlayan A4 geninin ifadesi kontrol bireylerinde
karsilastirilmis olup, Atay 85 cesidinde 7. ve 14. giinlerde sirasiyla %97 ve %80 oranlarinda
daha yiiksek bulunmusken, 21. giinde Zubkov ¢esidinde ifade %70 oraninda daha yiiksek olarak
belirlenmistir. Genotipler kendi i¢lerinde donemsel davraniglarina gore incelendiginde Atay 85
cesidinde ifadenin donemlere dayali olarak 6nemli degisim gostermedigi, Zubkov ¢esidinin ise
onemli miktarlarda artis gosteren bir grafik ¢izerek 7. giine kiyasla 14. giinde 9,7 kat, 21. glinde
ise 107 kat artig gosterdigi belirlenmistir (Sekil 5.25). Atay 85 cesidinde kuraklik stresi altinda
7. gin gozlenen dislis ve 21. gilin gozlenen yiikselis degerleri esik sinira ulagsmadigindan
onemsiz kabul edilirken, 14. giin %181 oraninda artig gdzlenmistir. Sicaklik stresi altinda 7. ve
21. giinlerde ifadelerde degisim gozlenmezken, 14. giin drneklerinde %72’lik ifade diisiisii
gbzlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. giin 6rneklerinde %79 ifade artis1, 14. giin
orneklerinde %63 ifade diisiisii gézlenirken 21. giinde ifade degisimi 6nemsiz kabul edilmistir.
Zubkov c¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. giin 6rneklerinde 9,12 kat artis gbzlenirken, 14. ve
21. giinlerde meydana gelen ifade azalmalar1 esik degerin altinda kalmistir. Sicaklik stresi
altinda 7. ve 14. giinlerde sirasiyla 3,07 ve 2,72 kat artis gézlenirken, 21. giin 6rneklerinde %52
ifade diislisii gozlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. giin 6rneklerinde 2,47 kar artis
gozlenirken, 14. giin drneklerinde %86 ifade diisiisii, 21. giin 6rneklerinde ise esik degerin

altinda kaln %39 ifade diisiisii gézlenmistir (Sekil 5.26).
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Sekil 5.25. Tane dokusunda donemler arasi kontrol bireylerinde 44 geninin ifade kiyaslamasi.
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m Kuraklik -0,33 1,81 0,43 9,12 -0,43 -0,36
m Sicaklik 0,04 -0,72 0,02 3,07 2,72 -0,52
w Kuraklik+Sicaklik 0,79 -0,63 0,16 2,47 -0,86 -0,39

Sekil 5.26. Atay 85 ve Zubkov cesitlerinde tane dokusunda 44 geninin stres uygulamalari

altinda ifadelerini gosterir grafik.
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5.5.6. Sukroz Grubu Enzimleri

SucSI geni kontrol bireyleri arasinda karsilastirilmis olup, 7. giin 6rneklerinde Atay 85 cesidi
%43, 14. giin 6rneklerinde Zubkov ¢esidi %26, 21. giin 6rneklerinde Atay 85 cesidi %16 ifade
yiiksekligi gostermistir. Genotipler kendi iclerinde incelendiginde Atay 85 ¢esidinde SucSI
ifadesinin donemsel olarak diisiis gosterdigi, Zubkov c¢esidinde ise ifadenin 14. giin artis
gosterdigi, sonra ilk seviyeye dondiigi gézlenmistir (Sekil 5.27). SucSI geni Atay 85 ¢esidinde
kuraklik stresi altinda 7. giin 6rneklerinde 6nemsiz kabul edilen ifade artis1 gosterirken, 14. ve
21. giin 6rneklerinde 6nemsiz kabul edilen ifade diisiisleri belirlenmistir. Sicaklik stresi altinda
7. ve 14. giinlerde ifadede degisim gozlenmezken, 21. giin 6rneklerinde %31 ile esik degere
ulagmayan ifade artig1 gdzlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. giin ifadede degisim
gozlenmez iken, 14. ve 21. giin 6rneklerinde 6nemsiz kabul edilen ifade diisiisleri belirlenmistir
(Sekil 5.28). Zubkov cesidinde kuraklik stresi altinda 7. gilin 6rneklerinde %150 oraninda ifade
artis1 gosterirken, 14. ve 21. giinlerde gozlenen yiikselis oranlar1 esik degere ulasmamustir.
Sicaklik stresi altinda 7. ve 14. giinlerde ifadelerde esik degere ulasmadigi i¢in 6nemsiz kabul
edilen ifade diislisleri belirlenmis olup, 21. giinde esik sinira ulagmayan bir ifade artist
gozlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. ve 14. giinlerde meydana gelen degisimler
onemsiz kabul edilirken, 21. giin 6rneklerinde %199 oraninda ifade artis1 gozlenmistir (Sekil

5.29).

Her iki gesitte tane dokusunda SucSII enzimini kodlayan SucSII gen ifadesi oncelikle kontrol
bireyleri arasinda incelenmistir. 7. giin 6rneklerinde Zubkov ¢esidinde gen ifadesi %90 daha
diisiik bulunmusken, 14. giin %15 daha yiiksek, 21. giin ise %0,2 daha diisiik bulunmustur.
Genotipler i¢i kiyaslamalarda Atay 85 c¢esidinde SucSII ifadesinin donemsel olarak diisiis
gosterirken, Zubkov ¢esidinin 14. giinde ifadesini %167 arttirdig1 ve sonrasinda ilk degere
dontis yaptigi belirlenmistir (Sekil 5.27). Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. ve 21. giin
orneklemelerinde gozlenen ifade degisimleri 6nemsiz kabul edilirken, 14. giin 6rneklerinde
%062 ifade diislisi gdzlenmistir. Sicaklik stresi altinda 3 donemde de ifade diisiisii gozlenmis
olup, 7. giin 6rnekleri esik degere yaklagmaz iken, 14. ve 21. giin 6rneklerinde her iki donemde
de %58’lik ifade diisiisleri gozlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 3 donemde de ifade
diisiisleri gézlenmis olup, bu degerler sirastyla 7. giin i¢cin %54, 14. giin i¢in %95, 21. giin i¢in
ise %98 olarak belirlenmistir (Sekil 5.28). Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi SucSII gen ifadesi

7. giin 0rneklerinde dnemsiz kabul edilen artig gosterirken, 14. giin drneklerinde %52 ifade
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diistisii ve 21. giin 6rneklerinde %31 ile esik degere ulasmayan bir ifade diisiisii gézlenmistir.
Sicaklik stresi altinda 7. giin 6rneklerinde 6nemsiz kabul edilen ifade artis1 gozlenmis olup, 14.
ve 21. giinlerde sirasiyla %84 ve %94 oranlarinda ifade diislisii belirlenmistir.
Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. giin 6nemsiz kabul edilen ifade artig1 gézlenirken, 14. ve 21.

giinlerde sirastyla %60 ve %89 oranlarinda ifade diisiisii belirlenmistir (Sekil 5.29).

SucSc gen ifadesi kontrol 6rnekleri arasinda kiyaslandiginda 7. ve 21. giinlerde Atay 85 cesidi
sirastyla %61 ve %23, 14. giinde ise Zubkov c¢esidi %61 ifade yiiksekligi gostermektedir.
Genotipler kendi i¢lerinde incelendiginde Atay 85 ¢esidinde gen ifadesinin Once artis, sonra da
orijinal seviyeye doniis egilimi gosterdigi belirlenirken, Zubkov ¢esidinin gen ifadesini siirekli
artirip, 21. giinde 7. giin drneklerinden %146 kat fazla duruma getirdigi belirlenmistir (Sekil
5.27). Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. giin esik degerin altinda kalan %46 oraninda
ifade diislisli gézlenmis olup, 14. giin %149 ifade artis1, 21. giin esik degere ulagsmayan %40
ifade artis1 gozlenmistir. Sicaklik stresi altinda 7. giin ifade degisimi 6nemsiz kabul edilmis
olup, 14. giin 6rneklerinde %151 oraninda ifade artis1 ve 21. giin 6rneklerinde ise esik degere
ulagmayan %41 ifade diisiisii gdzlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. ve 14. giin ifade
degisimleri onemsiz kabul edilmis olup, 21. giin 6rneklerinde %58’lik ifade diisiisii
gozlenmistir (Sekil 5.28). Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. giin 6rneklerinde ifade
degisi gozlenmez iken, 14. giin %53 liik ifade diisiisii, 21. giin esik degerin altinda kalan %34
ifade artis1 belirlenmistir. Sicaklik stresi altinda tiim donemlerde ifade degisimleri dnemsiz
kabul edilmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. ve 21. giinlerde ifade degisimleri 6nemsiz

kabul edilirken, 14. giin 6rneklerinde %87 ifade azalmasi gozlenmistir (Sekil 5.29).

Her iki ¢esit icin SucTII enzimini kodlayan genin ifadesi incelenmistir. Kontrol bireyleri kendi
aralarinda kiyaslandiginda her 3 donemde de Atay 85 ¢esidinde ifadenin yiiksek oldugu
gbzlenmis olup, degerler sirasiyla %53, %14 ve %32 olarak belirlenmistir. Genotipler kendi
iclerinde SucTII geni ifadesi i¢in donemsel incelendiginde Atay 85 ¢esidinde azalan bir gen
ifadesi gozlenirken, Zubkov ¢esidinde ifadenin once artis gosterdigi, sonra ilk seviyeye
dondiigii gézlenmistir (Sekil 5.27). Atay 85 cesidinde kuraklik stresi altinda 3 donemde de
gozlenen ifade diisiisleri 6nemsiz kabul edilmistir. Sicaklik stresi altinda 7. giin 6rneklerinde
%50 ifade diistisii, 21. giin 6rneklerinde ise %79 ifade artis1 gdzlenirken, 14. giin ifade degisimi
onemsiz kabul edilmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 3 donemde de ifade diisiisleri

gozlenmis olup, bu degerler esik sinira ulasmadigindan 6nemsiz kabul edilmistir (Sekil 5.28).
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Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi altinda 7. giin ifade degisimi olmaz iken, 14. giin gozlenen
diisiis 6nemsiz kabul edilmis, 21. giin ise %60 ifade artig1 belirlenmistir. Sicaklik stresi altinda
7. giinde ifadede degisim gozlenmemis olup, 14. giin esik degere ulasmayan %31 ifade diisiis,
21. giin ise %64 ifade artis1 gozlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda 7. giin ifade degisimi
onemsiz kabul edilmis, 14. giin ifadede %76 azalma, 21. giin ise %115 artis gozlenmistir (Sekil
5.29).
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Sekil 5.27. Tane dokusunda donemler arasi kontrol bireylerinde SucSI, SucSII, SucSc ve SucTIl

genlerinin ifade kiyaslamasi.
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Atay 85 Tane Sukroz Mekanizmasinda ifade Degisimi
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u Kuraklik+Sicaklik | 0,01 |-0,26 |-0,34|-0,54-0,95|-0,98 | 0,02 | 0,07 {-0,58|-0,27|-0,23 |-0,27

Sekil 5.28. Atay 85 cesidinde tane dokusunda SucSI, SucSII, SucSc ve SucTII genlerinin stres

uygulamalar altinda ifadelerini gosterir grafik.
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Sekil 5.29. Zubkov ¢esidinde tane dokusunda SucSI, SucSII, SucSc ve SucTIl genlerinin stres

uygulamalar altinda ifadelerini gosterir grafik.
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5.6. Nisasta Yolaginda Yer Alan Genlerin Yaprak Dokusunda ifade Profilleri

Yaprak dokusunda gen ifadesi profillemesi 14. giin orneklerinde yapilmistir. Bu kapsamda
AGPaz, SS, SBE, DBE ve SucS gruplarmma dahil enzimleri kodlayan genlerin ifadeleri

incelenmistir.
5.6.1. AGPaz Gen Ifade Profilleri
Yaprak dokusunda AGPaz L ve AGPaz s genlerinin ifadesi incelenmistir (Sekil 5.30).

AGPaz L ifadesi genotipler arasinda kiyaslandiginda Atay 85 ¢esidinde kontrol bireylerinde
gen ifadesinin, Zubkov ¢esidinden %58 daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Atay 85 ¢esidinde
tiim stres kosullar altinda ifade diisiisii gozlenmistir. Kuraklik stresinde esik degere ulasmayan
%45, sicaklik stresinde %86 ve kuraklik+sicaklik stresinde ise %89 ifade diisiisii gézlenmistir.
Zubkov ¢esidinde de stres kosullarinin tiimiinde ifade diisiisii gdzlenirken bu degerler kuraklik
stresinde %65, sicaklik stresinde esik degerin altinda kalan %32 ve kuraklik+sicaklik stresi

altinda %62 ifade diisiisii gézlenmistir.

AGPaz s geni ifadesi genotipler arasinda kiyaslandiginda Atay 85 cesidinde kontrol
bireylerinde gen ifadesinin, Zubkov ¢esidinden %26 daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Atay
85 c¢esidinde stres kosullar1 altinda meydana gelen degisimler esik degere ulagsmamistir.
Kuraklik ve kuraklik+sicaklik stresleri altinda ifade diisiisleri gozlenirken, sicaklik stresinde
ifadede artis gbzlenmistir. Zubkov ¢esidinde gen ifadesi tiim stres kosullar altinda dikkat ceken
miktarlarda artis gostermistir. Kuraklik stresi altinda %251, sicaklik stresi altinda %588,

kuraklik+sicaklik stresi altinda ise %350 oraninda ifade artiglar1 gézlenmistir.
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Yaprak AGPaz Ifade Degigimi '[
6,00 J
£ 4,00 T
[
2 2,00 _
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@] ’ B T
: e = 11T
2 | 1
«g -2,00 1
M
-4,00
’ Zubkov vs. Zubkov vs.
Atay 85 Zubkov Atay 85 Atay 85 Zubkov Atay 85
AGPaz L AGPaz_s
® Kuraklik -0,45 -0,65 -0,22 2,61
m Sicaklik -0,86 -0,32 0,32 5,88
Kuraklik+Sicaklik -0,89 -0,63 -0,44 3,50
Kontrol Kiyaslamasi -0,58 -0,26

Sekil 5.30. Yaprak dokusunda Atay 85 ve Zubkov ¢esitlerinde AGPaz L ve AGPaz s genlerinin

ifade kiyaslamasi.
5.6.2. Nisasta Sentaz (Starch Synthase) Grubu

Yaprak dokusunda SS enzim grubunu kodlayan GBSSII geni ile (Sekil 5.31) SSI, SSIic, SSIII,
SSIIIb ve SSIV genlerinin ifadeleri incelenmistir (Sekil 5.32).

GBSSII geni ifadesi kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Atay 85 cesidinde ifadenin %35
daha ytiksek oldugu gozlenmistir. Atay 85 ¢esidinde her 3 stres kosulunda da ifadede azalmalar
gozlenirken bu degerler kuraklik i¢in %10 ve sicaklik icin %38 ile esik degerinin altinda
kalirken, kuraklik+sicaklik i¢in %82 olarak belirlenmistir. Zubkov ¢esidinde kuraklik stresinde
gen ifadesi %57 oraninda ifade diisiisii gézlenirken, sicaklik stresinde %113 oraninda ifade
artig1 belirlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda %38’lik ifade diisiisii esik degerin altinda

kalmstir.

SST geni ifadesi kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Zubkov ¢esidinde ifade diizeyinin
%28 daha yliksek oldugu belirlenmistir. Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresi altinda gen ifadesinde
degisim olmazken, sicaklik stresinde esik degerin altinda kalan %48, kuraklik+sicaklik
stresinde ise %65 oranlarinda ifade diisiisleri gézlenmistir. Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi
altinda %56 oraninda ifade diisiisti gézlenirken, sicaklik ve kuraklik+sicaklik streslerinde esik

degerin altinda kalan %36 oraninda ifade diisiisli belirlenmistir.
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SSIlc geni ifadesi kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Atay 85 ¢esidinde ifadenin %15
daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Atay 85 ¢esidinde kuraklik ve sicaklik streslerinde gbzlenen
ifade degisimleri 6nemsiz kabul edilirken, kuraklik+sicaklik stresi altinda %67 ifade diisiisii
gozlenmistir. Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi altinda ifade degisimi 6nemsiz kabul edilirken
sicaklik stresindeki diislis de esik degere ulasmamistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda %352

oraninda ifade diisilisii gozlenmistir.

SSIII geni ifadesi kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Zubkov ¢esidinde ifade diizeyinin
2,62 kat daha fazla oldugu gozlenmistir. Her iki genotip i¢in de kuraklik stresi altinda gen
ifadesinde degisim Onemsiz kabul edilirken sicaklik stresi altinda Atay 85 c¢esidinde %279,
Zubkov ¢esidinde %433 ifade artis1 gdzlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi altinda Atay 85
cesidinde %148, Zubkov ¢esidinde %292 oranlarinda artis gozlenmistir.

SSIIIb geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Atay 85 cesidinde ifadenin %71 daha
yiiksek oldugu gézlenmistir. Atay 85 cesidinde her 3 stres kosulunda da ifadede azalmalar
gozlenirken bu degerler kuraklik i¢in %66, sicaklik i¢in %77 ve kuraklik+sicaklik i¢cin %82
olarak belirlenmistir. Zubkov ¢esidinde higbir stres kosulu altinda ifade degisimi esik degere

ulasmamustir.

SSIV geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Atay 85 cesidinde ifadenin %34 daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Atay 85 ¢esidinde her 3 stres kosulunda da ifadede azalmalar
gozlenirken bu degerler kuraklik i¢in %26 ile esik degerinin altinda kalirken, sicaklik i¢in %51
ve kuraklik+sicaklik i¢cin %76 olarak belirlenmistir. Zubkov ¢esidinde higbir stres kosulu

altinda ifade degisimi 6nemli kabul edilmemistir.
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2,50 :
Yaprak GBSSII Ifade Degigimi
2,00
1,50 T
1,00
0,50
g 0,00 -
>
A -0,50 I
<
2] -1,00 =+
Q -
@)
L -1,50
g Atay 85 Zubkov Zubkov vs. Atay 85
§ GBSSII
s Kuraklik -0,10 -0,57
m Sicaklik -0,38 1,13
m Kuraklik+Sicaklik -0,82 -0,38
Kontrol Kiyaslamasi -0,35

Sekil 5.31. Yaprak dokusunda Atay 85 ve Zubkov c¢esitlerinde GBSSII geninin ifade

kiyaslamasi.
6,00 -
Yaprak SS Ifade Degisimi
5,00 I
4,00 IT
3,00 i T
2,00
£ 1,00
=) T Tr
) -
o 0,00 - -
2 R l B L LN
Q -1,00 1= 1= =
2
Q -2,00
] Zubk Zubk Zubk Zubk Zubk
o
S Atay |Zubk ov Atay |Zubk ov Atay |Zubk ov Atay | Zubk ov Atay | Zubk ov
g 85 | ov | 585 [ov | |85 | ov || 85 | ov | 5|85 |ov |V
g Atay Atay Atay Atay Atay
M 85 85 85 85 85
SSI SSllc SSIII SSIIIb SSIV
= Kuraklik 0,07]-0,56 0,26 0,15 0,16 |-0,05 -0,66/-0,41 0,28/-0,11
m Sicaklik -0,48(-0,36 -0,20{-0,33 2,79 14,33 -0,77(-0,07 -0,51{-0,06
m Kuraklik+Sicaklik  |-0,65(-0,36 -0,67(-0,52 1,48 12,92 -0,82{0,03 -0,76(-0,04
Kontrol Kiyaslamas1 0,28 -0,15 2,63 -0,71 -0,34

Sekil 5.32. Yaprak dokusunda Atay 85 ve Zubkov ¢esitlerinde SSI, SSIic, SSI11, SSI1Ib ve SSIV

genlerinin ifade kiyaslamasi.
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5.6.3. Nisasta Dallanma Enzimi (Starch Branching Enzyme) Grubu

SBEIla geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Zubkov ¢esidinde ifadenin %138 daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Atay 85 c¢esidinde her 3 stres kosulunda da ifadede artiglar
gozlenirken bu degerler kuraklik i¢in %155, sicaklik icin %281 artis gosterirken,
kuraklik+sicaklik i¢in %24 ile esik degerinin altinda kalmisti. Zubkov ¢esidinde higbir stres
kosulu altinda ifade degisimi 6nemli kabul edilmemistir (Sekil 5.33).

5,00 -
Yaprak SBE Ifade Degisimi
4,00
3,00
2,00 I
£ . T
ED 1,00 -+ —
3 0,00 - . =
£
0] -1,00 +
<
£ 2,00
5 - Atay 85 Zubkov Zubkov vs. Atay 85
SBElla
m Kuraklik 1,55 -0,23
m Sicaklik 2,81 0,18
m Kuraklik+Sicaklik 0,24 0,12
Kontrol Kiyaslamasi 1,38

Sekil 5.33. Yaprak dokusunda Atay 85 ve Zubkov cesitlerinde SBEIla genlerinin ifade

kiyaslamasi.
5.6.4. Dallanma Bozucu Enzim (DBE) Kodlayan Genlerin ifade Degisimleri

Yaprakta DBE grubu enzimleri kodlayan Isol, Isoll, Isolll ve Pul genlerinin ifadeleri
incelenmistir (Sekil 5.34).

Isol geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Atay 85 cesidinde ifadenin %39 daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Atay 85 ¢esidinde her 3 stres kosulunda da ifadede artislar
gozlenirken bu degerler kuraklik i¢in %40 ve sicaklik i¢in %36 ile esik degerinin altinda kalmig
olup, kuraklik+sicaklik i¢in %82 olarak belirlenmistir. Zubkov ¢esidinde kuraklik stresinde
%101 ifade artis1 gozlenirken, sicaklik ve kuraklik+sicaklik streslerinde ifadelerde meydana

gelen degisimler 6nemsiz kabul edilmistir.
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Isoll geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Atay 85 cesidinde ifadenin %50 daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresinde ifadede degisim gozlenmez
iken, sicaklik stresinde %61, kuraklik+sicaklik stresinde %84 ifade diisiisleri gozlenmistir.
Zubkov c¢esidinde kuraklik stresinde %94, sicaklik stresinde %200 ifade artis1 goézlenirken,

kuraklik+sicaklik stresinde ifadelerde meydana gelen degisim 6nemsiz kabul edilmistir.

Isolll geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Atay 85 cesidinde ifadenin %59 daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu genin stres kosullari altinda ifadelerinde her iki genotip de ayn1
yanitlar1 degisen miktarlarla olusturmustur. Kuraklik stresi altinda Atay 85 ¢esidinde %45,
Zubkov cesidinde %44 oranlarinda azalma gozlenirken bu degerler esik degerin altinda
kalmistir. Sicaklik stresi altinda Atay 85 c¢esidinde %67, Zubkov cesidinde %52 ifade
diisiislerine neden olmustur. Kuraklik+sicaklik stresi Atay 85 ¢esidinde %80, Zubkov ¢esidinde

%87 ifade diisiislerine neden olmustur.

Pul geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Atay 85 ¢esidinde ifadenin %248 daha
yiiksek oldugu gbzlenmistir. Bu genin stres kosullar1 altinda ifadelerinde her iki genotip de ayni
yanitlart degisen miktarlarla olusturmustur. Kuraklik stresi altinda Atay 85 ¢esidinde %7,
Zubkov cesidinde %59 oranlarinda azalma goézlenirken, Atay 85 icin bu oran esik degerin
altinda kalmistir. Sicaklik stresi altinda Atay 85 ¢esidinde %90, Zubkov ¢esidinde %85 ifade
diisiislerine neden olmustur. Kuraklik+sicaklik stresi Atay 85 ¢esidinde %92, Zubkov ¢esidinde

%87 ifade diisiislerine neden olmustur.
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%’ ’ Zubko Zubko Zubko Zubko
E Atay |Zubko| vvs. | Atay |Zubko| vvs. | Atay |Zubko| v vs. | Atay |Zubko| v vs.
g 85 N Atay | 85 v Atay | 85 v Atay | 85 v Atay
M 85 85 85 85
Isol Isoll Isolll Pul

= Kuraklik 0,40 | 1,01 0,07 | 0,94 -0,45 | -0,44 -0,07 | -0,59

m Sicaklik 0,36 |-0,17 -0,61 | 2,00 -0,67 | -0,52 -0,90 | -0,85

& Kuraklik+Sicaklik 0,82 | -0,03 -0,84 | 0,23 -0,80 | -0,87 -0,92 | -0,87
Kontrol Kiyaslamas1 -0,39 -0,5 -0,59 2,48

Sekil 5.34. Yaprak dokusunda Atay 85 ve Zubkov c¢esitlerinde Isol, Isoll, Isolll ve Pul

genlerinin ifade kiyaslamasi.
5.6.5. Sukroz Grubu Enzimleri

Yaprakta Suc grubu enzimleri kodlayan SucSI, SucSII, SucSc ve SucTl genlerinin ifadeleri
incelenmistir (Sekil 5.35).

SucSI geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Zubkov ¢esidinde ifadenin %23 daha
yiiksek oldugu goézlenmistir. Atay 85 cesidinde kuraklik stresi altinda %23 ifade diistisi
gozlenirken bu deger esik smrin altinda kalmistir. Sicaklik stresi altinda %78,
kuraklik+sicaklik stresi altinda ise %92 ifade diistisleri gbzlenmistir. Zubkov ¢esidinde kuraklik
stresi altinda ifadede degisim goézlenmemis olup, sicaklik stresi altinda ifade diisiisii %48 ile

esik degerin altinda kalmis, kuraklik+sicaklik stresinde ise %58 ifade diisiisii gozlenmistir.

SucSII geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Zubkov ¢esidinde ifadenin %26 daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Atay 85 c¢esidinde kuraklik stresi altinda %19 ifade diisiisi
gozlenirken bu deger esik s altinda kalmistir. Sicaklik stresi altinda %76,
kuraklik+sicaklik stresi altinda ise %66 ifade diistisleri gozlenmistir. Zubkov ¢esidinde kuraklik
stresi altinda %79 ifade diisiisii gozlenmis olup, sicaklik stresi altinda %182 ifade artis1 ve

kuraklik+sicaklik stresinde ise %45 ile esik degere erismeyen ifade diisiisii gozlenmistir.
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SucSc geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Atay 85 ¢esidinde ifadenin %94 daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresi altinda ifade degisimi
gozlenmemistir. Sicaklik stresi altinda %89, kuraklik+sicaklik stresi altinda ise %77 ifade
distisleri gozlenmistir. Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi altinda %52, sicaklik stresi altinda esik
degerin altinda kalan %24, kuraklik+sicaklik sterinde %688 ifade artislar1 gézlenmistir.

SucTII geni kontrol bireyleri arasinda kiyaslandiginda Zubkov ¢esidinde ifadenin %296 daha
yiiksek oldugu goézlenmistir. Atay 85 cesidinde kuraklik stresi altinda %39 ifade diistisi
gozlenirken bu deger esik s altinda kalmistir. Sicaklik stresi altinda %69,
kuraklik+sicaklik stresi altinda ise %88 ifade diistisleri gbzlenmistir. Zubkov ¢esidinde kuraklik
ve sicaklik streslerinde gdzlenen ifade diisiisleri esik degerin altinda kalmig olup, sirasiyla %35

ve %20 oranlar1 elde edilmistir. Kuraklik+sicaklik stresinde ise %64 ifade diisiisii gozlenmistir.
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& Atay |Zubko| vvs. | Atay |Zubko| vvs. | Atay |Zubko| v vs. | Atay |Zubko| v vs.
g 85 \ Atay | 85 v Atay | 85 v Atay | 85 v Atay
M 85 85 85 85
SucSI SucSII SucSc SucTII
m Kuraklik -0,23 | 0,00 -0,19 | -0,79 0,01 | 0,52 -0,39 | -0,35
= Sicaklik -0,78 | -0,48 -0,76 | 1,82 -0,89 | 0,24 -0,69 | -0,20
Kuraklik+Sicakhik | -0,92 | -0,58 -0,66 | -0,45 -0,77 | 6,68 -0,88 | -0,64
Kontrol Kiyaslamasi 0,23 0,26 -0,94 2,96

Sekil 5.35. Yaprak dokusunda Atay 85 ve Zubkov ¢esitlerinde SucSI, SucSII, SucSc ve SucTI

genlerinin ifade kiyaslamasi.
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5.7. KASP PCR Reaksiyonlari
5.7.1. KASP Primerleri ve Baglanma Sicakliklarimin Belirlenmesi

Optimizasyon c¢alismalarinda tim primerler kullanilarak Atay 85 ve Zubkov cesitlerinde
61-55°C touchdown ve 55 °C baglanma sicakligiyla PCR reaksiyonlar1 kurulup agaroz jel
elektroforezinde yiirtitiilerek, PCR {iriinleri kontrol edilmistir (Sekil 5.36).

1 2 3 4 5 6 #f 8 9 10 11 12 13 14 15 16
AZ AZ AZ AZAZ AZ AZ AZAZ AZ AZ A'Z AZ AZ AZ AZ

17 13 19 20 21 2 24 25 26 272 OB () 31 32 33
AZ AZ AZ AZ AZ AT AZ AT ZUANZ AN SAR T AR TS A 7 AR ]
.

34 s 36 37 38 39 40 41
«c A Z A Z AZ A ZAZAZAZA?Z
[rp—

Sekil 5.36. Primer setlerine ait PCR iiriinleri %2°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir.

DNA ladder: 50 bg . A: Atay 85, Z: Zubkov.

Ik denemede herhangi bir sinyal olusturan (gorseli sunulmamustir) primerler ile 55-63°C arasi
gradient PCR yapilmistir. Ornekler %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir (Sekil
5.37 — 5.44 swrasiyla).
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2 NUMARALI PRIMER

l ZUBKOV l DH

68 67 654 62,9 59,

ATAY

68 67 65,4 62,959 68 67 0654 62,0509 68 67
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5 NUMARALI PRIMER

l ZUBKOV E DH
—

68 67 654 629509 57,5559 55 !

ATAY

68 67 0654 62,9599 575550 55 68 &7 654 62,9599 575550 55

—silil

Sekil 5.37. 2 ve 5 numarali primer setlerine ait %2’lik agaroz jel elektrofor

NRE HS bhH

-

65,4 62,9598 57,5559 55

. L L
[

67 654 6295090 5TS550 55

ezi goriintiisii. Atay:

Atay 85, Zubkov: Zubkov, DH: Double haploid gesitler. 50 b¢’lik DNA ladder kullanilmustir.

6 NUMARALI PRIMER
2

ZUBKOV ¥=

8 NUMARALI PRIMER

P

- -

ZUBKOV

(]
5

sy 14NUMARALI PRIMER

= ZUBKOV &= DH

8 NUMARALKPRIMER

bH b ATAY

.=
55 S 629 500 57,5 550 55

5 5 E
EEEEERE ... -

62,9 509 515

16 NUMARALL PRIMER

ZUBKOV

Sekil 5.38. 6, 8 14 ve 16 numarali primer setlerine ait %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

Atay: Atay 85, Zubkov: Zubkov, DH: Double haploid ¢esitler. 50

kullanilmastir.
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IBNU MARALI PRIME

ATAY ZUBKOV oo DH
! =3
] 62,9 509

29 59, S50 55 g G20 S99 SIS 550 55 515550 55 w629 S19 515 559 55 %
. - - . -
P et
“m“m..

3 NU I\IARAg PRIMER

ZUBKOV DH
59 S5 9 85 5 28 s S5 S0 55

Sekil 5.39. 21, 24, 11 ve 3 numaral1 primer setlerine ait %2’lik agaroz jel eletroforezi goriintiisii.
Atay: Atay 85, Zubkov: Zubkov, DH: Double haploid ¢esitler. 50 b¢’lik DNA ladder

kullantlmistir.

= pu '-"-'

-
629 509 375 559 55 * %
T - - e 1

20 NUMARALI PRIMER

ATAY g ZUBKOV = DH

62,9 599 i 55,9 55

=

62,9 59,9 57,5 55,9 55 ey 629 599 575 55,9 B T 599 57,5 559 : 55

Sekil 5.40. 10, 12, 13, 20 numaral1 primer setlerine ait %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
Atay: Atay 85, Zubkov: Zubkov, DH: Double haploid c¢esitler. 50 b¢’lik DNA ladder

kullantlmistir.
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ATAY
629 599

DH " ZUBKOYV

629 599

29 NUMARALI PRIMER

ZUBKOV DH S
629 599 575 559 55 62,9 599 575 559 55 629 599 575 559 55

Sekil 5.41. 25, 26, 27, 29 numaral1 primer setlerine ait %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

Atay: Atay 85, Zubkov: Zubkov, DH: Double haploid ¢esitler. 50 b¢’lik DNA ladder

kullantlmistir.

31 NUMARALI PRIMER
ZUBKOV

62,9 599

31 NUMARALI PRIMER 32 NUMARALI PRIMER

DH . ZUBKOV | DH

.
620 35090 575 55 55 29 5 55 629 599 55 62,9 589

33 NUMARALI PRIMER

ZUBKOV DH DH
629 599 575 559 629 599 575 559 629 599 575 559 55

e — — S— L e — — — e Sm—

Sekil 5.42. 30, 31, 32 ve 33 numarali primer setlerine ait %2’lik agaroz jel eletroforezi

goriintlisli. Atay: Atay 85, Zubkov: Zubkov, DH: Double haploid ¢esitler. 50 b¢’lik DNA ladder

kullanilmastir.
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34 NUMARALI PRIMER
Y ZUBKOV

62,9 509 515 550 55

629 599 515 559 55

35 NUMARALI PRIMER
DH
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35 NUMARALI PRIMER

DH DH ATAY

629 500 575 5590 55 62,9 589 515 550 55

O —— -

36 NUMARALI PRIMER
ZUBKOV

629 59,9

37 NUMARALI PRIMER

ZUBKOV DH
629 599 575 559

62,9 589 515 550 55

ZUBKOV

629 500 575 550 55

629 599 575 559 55

Sekil 5.43. 34, 35, 36 ve 37 numarali primer setlerine ait %2’lik agaroz jel elektroforezi

goriintlisli. Atay: Atay 85, Zubkov: Zubkov, DH: Double haploid ¢esitler. 50 b¢’lik DNA ladder

kullanilmastir.
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41 NUMARALI PRIMER
DH

ZUBKOV
629 599 57,5 559

ATAY

ZUBKOV DH

W20 80N N1N 558 55

ZUBKOV

DH

629 599 515 559 55

DH

62,9 399 57,5 559 &5

Sekil 5.44. 38, 39, 40 ve 41 numarali primer setlerine ait %2’lik agaroz jel eletroforezi

goriintilisli. Atay: Atay 85, Zubkov: Zubkov, DH: Double haploid ¢esitler. 50 b¢’lik DNA ladder

kullanilmastir.
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Baglanma sicakligi ve KASP sinyal denemeleri sonucunda 2, 5, 6, 8, 14, 21 (gorseli
sunulmamustir), 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 ve 41 numarali primer
setleri ile belirlenen baglanma sicakliginin iizerine 5-8°C arasinda farkliliklar eklenerek
touchdown PCR optimizasyon ¢aligsmalar1 yapilmistir. Agaroz jel eletroforez goriintiileri (Sekil

5.45-5.47 aras1) ve primer setleri i¢in belirlenen sicakliklar ¢izelge 5.5°de verilmistir.

Sekil 5.45. 2, 5, 6, 8, 14 numarali primerler ile yapilan touchdown PCR denemesine ait agaroz
jel elektroforezi gorseli. NTC: Negatif Kontrol, A: Atay 85, Z: Zubkov, DH: Double haploid
bireyler. 50 b¢’lik DNA ladder kullanilmistir.
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50 bp
Primer 26 Primer 27 Primer 33 = Primer 35 Primer 36

. 4 62-5865-58 62-58 65-58 62-58 65-58 62-38 65-58 62-58 65-58 62-58 65-58 — 62-58 65-58 62-58 65-58 62-58 65-58 62-58 65-58
- - - - - A e £
- .-

+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ 4 -+ o+ 2 R e T

50 bp 50 bp
Primer 37 Primer 38 Primer 39 Primer 41 Primer 29

- -t
ot 62-58 6558, 62 584 6558 62-58 6558 6258  65-58 62-58 65-58 62-58  65-58 ﬁ 62-58 65-58 6258 6558 65-60 67-60 65-60
- = R sh - = SRS Sl - R R SR an - el £ 3 S S

Sekil 5.46. 26, 27, 29, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 41 numarali primerler ile yapilan touchdown PCR
denemesine ait agaroz jel elektroforezi gorseli. (+): DNA igeren ornekler, (-): DNA i¢ermeyen

ornekler. 50 b¢’lik DNA ladder kullanilmistir.

50 bp 50 bp

Primer 32 Primer 34 Primer 40

65-60 67-60  65-60 67-60 5-60 67-60 65-60 67-60 65-60 67-60  65-60
: i

++++!--+++ + o+

e o
-—- - ——
-—

50 bp
Primer 30 E Primer 31

r—
66-62 68-62  66-62 63-62 - 66-62 68-62  66-62
o [ a5 3

+ o+ + o+ +

Sekil 5.47. 30, 31, 32, 34, 40 numarali primerler ile yapilan touchdown PCR denemesine ait
agaroz jel elektroforezi gorseli. (+): DNA igeren o6rnekler, (-): DNA icermeyen Ornekler. 50
b¢’lik DNA ladder kullanilmistir.
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Cizelge 5.5. Touchdown PCR optimizasyon denemeleri sonucunda her bir gen seti ig¢in

belirlenen baglanma ve touchdown baslangici sicakliklarini gosterir ¢izelge.

Baglanma Belirlenen
. . < touchdown
Primer Seti Sicakhigi
©C) baslangici
(W)

2 57 62
5 57 67
6 57 62
8 57 62
14 57 62
21 57 62
26 58 65
27 58 65
29 60 65
30 60 66
31 62 66
32 60 65
33 58 62
34 60 65
35 58 62
36 58 65
37 58 62
38 58 65
39 58 65
40 60 67
41 58 65

5.7.2. KASP Genotipleme Analizleri

Belirlenen sicakliklar ile KASP genotipleme analizlerine gecilmis ve primerlerin islevselligi
aragtirllmistir. Reaksiyon kosullar1 kitte anlatildigr sekilde, modifikasyon yapilmadan
olusturulmustur. ilk seferde 1-24 aras1 primer setinden segilen 6 adet (2, 5, 6, 8, 14, 21) primer
seti denenmis ve allelik ayrimlart gdzlemlenmistir (Sekil 5.48). Bu sonuca gore 1-24 serisinden

8 ve 21 numarali primer setlerinin allelleri ayirdiklar1 gozlemlenmistir.

Primer2 Primer5 Primer6 Primer8 Primer14 Primer21
ATAY 85

DH (18x2) NTC
DH (20x1)

Sekil 5.48. 1-24 primer setinden segilen 6 primer grubunun KASP analizleri sonucunu gosterir

grafik.
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25-40 serisinde segilen (nonspecifik bant olusturmayan) primer setleri ile KASP analizi

kurulmustur (Sekil 5.49). Analiz sonucunda 26, 30, 39 numarali primer setlerinin allelleri

ayirdigi gozlenmistir.

Primer 33 Primer 35 Primer 37 Primer 39 Primer 26 Primer 27 Primer 36 Primer 38 Primer 39 Primer 41 Primer 29 Primer 32 Primer 34 Primer 40 Primer 30 Primer 31
Atay Atay - Atay Atay Atay Atay

Zubkov Zubkov Zubkov Zubkov Zubkov Zubkov  Zubkov Zubkov
NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC

Sekil 5.49. Primer setlerinde Atay 85 ve Zubkov cesitlerinde yapilan KASP analizi sonucu.

Ancak bu sette yapilan denemelerin sonucunda RFU degerleri diisiik ¢iktigindan (2700-3500
arast goOrsel sunulmamistir) diizeltme amaciyla arastirma yapilmis ve Gonzales ve
arkadaslarinin makalesinde (110) 6nerilen ¢6ziim yollar1 denenmistir. Bu amagla reaksiyonda
kullanilan DNA miktar1 50ng/rxn’dan, 20ng/rxn’a c¢ekilmis, ikinci PCR dongiilerinde
denatiirasyon siiresi 20 saniyeden 10 saniyeye diisiirilmiis ve ikinci PCR dongii sayis1 10 dongi
artirilmistir. Bu kosullar ile tiim bilesenler yenilenerek reaksiyon kurulmus ve arzu edilen RFU
derecelerine (5000 tizeri) ulasilmistir. 26, 30 ve 39 numarali primerler ile tekrar PCR
reaksiyonlart kurulmustur. 26 ve 30 numarali primerler ile yapilan reaksiyonlarda higbir
bireyde allel ayrimi gbzlenmemis olup (Sekil 5.50) tekrarlanan analizlerde de ayni sonuca

ulasilmustir.

ATAY ZUBKOV DHIX3 DHIXS DH2X2 DH2X3 DH1X1 DH18X2 DH1SX1 DH19X2 DH15X4 DH 15XS
DH20X1 DH20X2 DH20X3 DH20X4 DH20XS DH20X6 DH22X2 16351xZ 16351xA 255I1xA 775I1xA  285IxA 2 6 n O
635IxA 5201XZ ZxA AxZ 16701xZ 6601xZ  16501xA 380IxA 255IxA 565I1xA  15801xZ NTC

s 30 no

NTC
Sekil 5.50. 26 ve 30 numarali primer setlerinde yapilan KASP analizi sonucunu gosterir grafik.

39 numarali primer setinde yapilan analizde Atay 85 ve Zubkov ayrimi belirlenmistir (Sekil
5.51). Ancak allelik dagilim haritasinda bireylerin ¢ok yakin oldugu gézlemlenmis olup RFU
degerleri 2500’1in altinda kaldigindan DN A miktar1 diisiirtiliip dongii sayisi1 artirilmis, yalnizca
ATAY 85 ve Zubkov bireyleri ile deneme reaksiyonu kurulmustur. Bu reaksiyon sonucunda
yapilan incelemede Atay 85 ve Zubkov cesitlerine ait allellerin ayrilmadigi kesin olarak

anlasilmistir (Sekil 5.52).
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39 no
5651xA NTC
NTC

Sekil 5.51. 39 Numaral1 primer setinde yapilan KASP analizi sonucunu gosterir grafik.

Atay
Zubkov
NTC

NTC

Sekil 5.52. 39 numarali primer setinde Atay 85 ve Zubkov ¢esitlerinde yapilan analiz sonucunu

gosterir grafik.

1-41 primer setlerinde yapilan taramalarin ardindan allelleri ayirdigi belirlenen 8 ve 21 numarali
primerler ile mevcut tiim genotipler taranmigtir. Bu taramalarda hata olmadigindan emin olmak
amaciyla Atay 85 ve Zubkov cesitlerinden 2 farkli bireyden DNA izolasyonu yapilmis ve
reaksiyona Atay 1-2, Zubkov 1-2 adlariyla eklenmistir. Reaksiyon sonuglar1 6nceki sonuglarla
tam uyumluluk gostermis olup 8 ve 21 numarali primer setlerinin allelleri ayirdig1 tespit
edilmigtir. Sekil 5.53’de primerlerin KASP reaksiyon sonuglart ve allelik dagilimlar

belirtilmistir.
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Primer 8

ATAY1 ATAY2 |[FUBKOVIIZUBKOWE DH 1X3 DHIXS

DH19X4 DH19XS DH20X1 DH20X2 DH20X3 DH20X4 DH20X5

7751xA  2851xA  6351xA
NTC  NTC

Primer 21
ATAY1 ATAY? [OBKGVIIZUBKGWEE 0H 1x3 DHIXS DH2X2 DH2X3 DH18X1 DH18X2 DH19X1 DH19X2

DH19X4 DH19XS DH20X1 DH20X2 DH20X3 DH20X4 DH20X5 DH20X6 DH 22X2 16351xA  2051xA
r 6351xA S651xA

NTC NTC

RR Allelic Discrimination Adtelic Discrimination

T RR-
5500 L m ] 28 h .
| ]
5000 £ " ]
x C
£ I 2300 .
o 4500 1 RI‘ ] ¥ " .
[ A z
2aom} ‘ i R
= * A 2
T 400 ¢ £ r
K t A 5 280 3
2 g R A
Z 3500 ¢ g e
& 3
3000 4 ] a
® rr 2200 .'r’
Y oo G .
[ +* o ]
$ : ¢ : } t rr
4000 5000 6000 7000 8000 9000 4
RFU for Allele 1 - FAM .

2400 2500 2600 2700 2800 2
RFU for Allele 1 - FAM

Sekil 5.53. 8 ve 21 numarali primer setleri kullanilarak mevcut tiim g¢esitlerde yapilan
genotipleme analizinin sonucu. Allelik dagilim haritalarinda RR: Dayanikli homozigot, Rr:

Heterozigot, rr: Hassas homozigot ¢esitleri ifade etmektedir.

5.8. Fizyolojik Analiz Sonug¢lari
5.8.1. Fotosentez Etkinliginin Belirlenmesi

Fotosentez etkinligine iliskin verilerle yapilan varyans analizi sonuglari ¢izelge 5.6’de

verilmigtir.
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Cizelge 5.6. Yiiksek sicaklik, kuraklik ve kuraklik+sicaklik stresinin ekmeklik bugday

cesitlerine ait fotosentez etkinligi degerlerine iliskin verilerle yapilan varyans analiz tablosu.

*: p<0.05; ns: incelenen Ozellikler arasindaki farkliliklar Gnemsiz

Varyasyon

Kaynag S.D. 4. giin 9. giin 14. giin
Tekerriir 4 — — -
Sicaklik (A) 1 ns ns ns
Hata, 4 — - -
Kuraklik (B) 1 " o .
AXB 1 ns ns ns
Hata, 8 — — -
Cesit (C) 1 * ns ®
AXC 1 ns * ns
BXC 1 ns ns ns
AXBXC 1 ns ns ns
Hata; 16 E - -

Varyans analiz tablosu incelendiginde stres uygulamasinin 4. giiniinde fotosentez etkinligi

bakimindan ¢esitler arasindaki

%S5 diizeyinde O©nemli bulunmustur. Stres

uygulamasinin 9. giinlinde ise kuraklik faktorii ile birlikte sicaklik x c¢esit interaksiyonu

fotosentez etkinligi bakimindan 6nemli ¢ikmistir. Stres uygulamasinin 14. giiniinde fotosentez

etkinligi degerlerine ait verilerle yapilan varyans analizi sonucuna gore birbirinden bagimsiz

olarak kuraklik stresi ve ¢esit faktorii onemli ¢ikmustir. Degisimler Sekil 5.54” de gosterilmistir.
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Fotosentez Etkinliginde Goriilen Degisimler (umol CO? m2 s1)

14
12,2
12 11,52 11,7
1036 _ 10,6 0,7 10,59 1032 10.14
9,74 9,76 947 ’
10 >
8,93 8,84 8.44
744 7,89 7,9 ’ 7,99
6 5,12 4,88
4
2
0
4. Giin 9. Gilin 14. Gin
u Atay 85 Kontrol u Atay 85 Kuraklik = Atay 85 Sicaklik
Atay 85 Kuraklik ve Sicaklik B Zubkov Kontrol u Zubkov Kuraklik
B Zubkov Sicaklik u Zubkov Kuraklik ve Sicaklik

Sekil 5.54. Cesitler, donemler ve uygulamalar aras1 fotosentez etkinligi degisimlerini gosterir

grafik.

Analiz sonuglarina gore fotosentez etkinliginin 4. giin él¢iimlerinde Atay 85 ¢esidinde kuraklik
stresi altinda %5,98 oraninda diisiis gosterdigi, sicaklik stresinde %1,92 artig, kuraklik+sicaklik
stresinde ise %13,8 oraninda diisiis gosterdigi belirlenirken; Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi
altinda %6,42 diisiis gozlemlenirken, sicaklik stresinde %5,9 artis, kuraklik+sicaklik stresinde
%15,28’1lik azalma tespit edilmistir. 9. giin 6l¢iimlerinde Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresi
altinda 9%19,23 azalma gozlemlenirken sicaklik stresinde %32,25 artis, kuraklik+sicaklik
stresinde %15,84 diisiis belirlenmis olup; Zubkov ¢esidinde kuraklik stresinde %10,58, sicaklik
stresinde %2,5, kuraklik+sicaklik stresinde ise %22,19 oranlarinda azalma gozlenmistir. 14.
glin Olgtimlerinde Atay 85 cesidinde kuraklik stresinde %35,19 azalma, sicaklik stresinde
%6,84 artis, kuraklik+sicaklik stresinde %38,23 azalma gozlenmistir. Buna karsin Zubkov
¢esidinde kuraklik stresinde %30,97, sicaklik stresinde %21,2, kuraklik+sicaklik stresinde ise

%32,64 oranlarinda diisiis gézlenmistir.
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5.8.2. Klorofil Miktar Tayini Sonuclar:
Klorofil miktarina iligkin verilerle yapilan varyans analizi sonuglari ¢izelge 5.7°de verilmistir.

Cizelge 5.7. Yiksek sicaklik, kuraklik ve yiliksek sicaklik-kuraklik stresinin ekmeklik bugday
cesitlerine ait klorofil miktarina iligkin verilerle yapilan varyans analiz tablosu.

*: p<0.05; **: p<0.01; ns: incelenen 6zellikler arasindaki farkliliklar 6nemsiz kabul edilmistir.

Varyasyon

Kaynag S.D.  Stres dncesi 5 giin 10. giin 15. giin
Tekerriir 4 - - - -
Sicaklik (A) 1 ns ns ns ok
Hata; 4 - - - -
Kuraklik ( B) 1 ns w% w% w%
AXB 1 ns ns ns ns
Hata: 8 - - - —
Cesit (C) 1 oo ns ns ns
AXC 1 ns ns ns ns
BXC 1 ns ns ns ns
AXBXC 1 ns ns ns ns
Hatas 16 = - - -

Stres uygulama oncesinde ¢esitlerin klorofil miktarlar1 arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur. Stres uygulama boyunca ise 6zellikle kuraklik stresinin bitkilerin klorofil
miktarlart {izerinde 6nemli derecede etkisinin oldugu belirlenmistir. Stres uygulamasinin
ilerleyen donemlerinde ise yiiksek sicaklik stresi de bitkilerin klorofil miktarini 6nemli
derecede etkilemistir. Stres uygulamalari altinda yetistirilen bugday ¢esitlerinde stres uygulama

siiresince belirlenen klorofil miktarlart agiklamalariyla Sekil 5.55°de belirtilmistir.
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Klorofil Miktarinda Gériilen Degisimler

60
50
40
30
20
10
0 Giin 5. Giin 9. Giin 14. Giin
m Atay 85 Kontrol 43,25 46,25 45,15 43,93
m Atay 85 Kuraklik 44,45 38,75 36,4 30,075
m Atay 85 Sicaklik 43,675 44,825 42,325 37,075
Atay 85 Kuraklik + Sicaklik 46,125 39,925 32,875 24,2
m Zubkov Kontrol 49,875 47,575 47,6 45,15
m Zubkov Kuraklik 52,4 46,9 40,675 37,6
m Zubkov Sicaklik 49,925 47,55 39,25 37,175
m Zubkov Kuraklik + Sicaklik 51,65 41,525 35,175 29

Sekil 5.55. Cesitler, donemler ve uygulamalar arasi klorofil miktar1 degisimlerini gosterir

grafik. Degerler SPAD Birimidir.

5. gilin yapilan klorofil miktar1 6l¢limlerinde Atay 85 kuraklik stresinde %16,21, sicaklik
stresinde %7,08, kuraklik+sicaklik stresinde %13,68 azalma gosterirken; Zubkov ¢esidinde bu
oran kuraklik stresinde %1,41, sicaklik stresinde %0,05, kuraklik+sicaklik stresinde de %12,71
olarak belirlenmistir. 9. giin 6l¢limlerinde Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresinde %19,38, sicaklik
stresinde %6,26, kuraklik+sicaklik stresinde %27,19 oranlarinda diislis gozlenirken; Zubkov
¢esidinde kuraklik stresinde %14,55, sicaklik stresinde %17,54, kuraklik+sicaklik stresinde
%?26,1 oranlarinda diisiis belirlenmistir. 14. giin 6l¢timlerinde Atay 85 ¢esidinde kuraklik stresi
altinda %31,54, sicaklik stresi altinda %15,6, kuraklik+sicaklik stresi altinda %44,9 oranlarinda
diislis gozlenmis olup; Zubkov ¢esidinde kuraklik stresi altinda %16,72, sicaklik stresi altinda

%17,66, kuraklik+sicaklik stresi altinda %35,77 oranlarinda azalma belirlenmistir.
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5.8.3. Prolin Miktar1 Degisimleri

Uygulamalarda belirlenen prolin miktarina ait ortalamalar ile ortalamalar arasindaki farkliliklar

cizelge 5.8’de verilmistir.

Cizelge 5.8. Stres kosullar altinda yetistirilmis olan bugday c¢esitlerinde prolin aktivitesine ait

ortalamalar ile ortalamalar arasindaki farkliliklarin 6nem diizeyi.

Prolin pmol/gram yas agirhk

Kurakhk
Atay 85 Zubkov

Kontrol 0,25 0,63
NS

Kurak 0,53 3,91
(24/14)

Ortalama 0,39 2,27

Kontrol 0,83 1,3
YS

Kurak 2,87 16,27
(36/24)

Ortalama 1,85 8.79
Ortalama 1,12 5,53

Analizler sonucu, kontrol kosullarinda toleransli Zubkov ¢esidinin (0,63umol/g (yas agirlik) )
hassas Atay 85 cesidine (0,25umol/g YA ) gore yaklasik 2,5 kat daha fazla prolin {irettigi
saptanmistir. Hassas Atay 85 cesidinin kontrole gore stres kosullarinda prolin miktarlarindaki
artiglar, kuraklik stresinde 2,1 kat, yiliksek sicaklik stresinde 3,3 kat ve hem kuraklik hem de
yiiksek sicaklik stresinde ise 11,5 kat olarak bulunmustur. Dayanikli Zubkov ¢esidinde prolin
miktarindaki bu artiglar; kuraklik stresinde 6,2 kat, yiiksek sicaklik stresinde 2,1 kat ve hem
kuraklik hem de yiiksek sicaklik stresinde ise 26 kat olarak belirlenmistir.

5.8.4. Nisasta ve Seker Analizleri
5.8.4.1. Nisasta Analizleri
Nisasta analizleri 14. giin toplanan numunelerden ve hasat sonras1 numunelerinden yapilmustir.

14. giin kontrol numunelerinde Zubkov ¢esidinde total nisasta oraninin Atay 85 ¢esidinden
%4,13 daha fazla oldugu, kuraklik numunelerinde dikkate deger bir farklilik olmadig, sicaklik
ve kuraklik+sicaklik streslerinde total nisasta oranlarimin kontrol ¢esitlerini gegctigi
gozlemlenmistir. Sicaklik stresi uygulamasi yapilan Atay 85 c¢esidinde total nisasta orani

%18,86 iken Zubkov c¢esidinde %?22,02 olarak gozlenmistir. Kuraklik+sicaklik stresi
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uygulamalarinda total nisasta orani Atay 85 ¢esidinde %25,92, Zubkov ¢esidinde %29,39
gozlemlenmistir (Sekil 5.56).

14. Giin Tohumlarinda Ortalama
Nisasta (%)

29,39

Miktar (%

30,00 21,26 19,53 22,02 25,9
~ 25,00 19,9 18,8
20,00 171
15,00
10,00
5,00 Zubkov
0.00 Atay 85

Kontrol Kurakhk Sicakhk Kurakhk
+
Sicakhk

UYGULAMA

Sekil 5.56. 14. giin tohumlarinda stres uygulamalarinda ¢esitler arasi ortalama nisasta oranlarini

% olarak gosterir grafik.

21. giin numunelerinde kontrol numunelerinde Atay 85 ve Zubkov cesitlerinde total nisasta
oranlar arasinda %0,8’lik 6nemsiz bir fark vardir. Kuraklik numunelerinde Atay 85 ¢esidinde
%11,48’lik bir diislis gozlemlenirken Zubkov c¢esidinde %0,25lik bir diislis oldugu
gbzlenmistir. Sicaklik stresi uygulamasina ait numunelerde Atay 85 ¢esidinde %1,86 oraninda,
Zubkov c¢esidinde %4,55 oraninda dislis gozlenmistir.  Kuraklik ve sicaklik stresi
kombinasyonu uygulanmis numunelerde Atay 85 cesidinde % 57,82 oram (%14,32 diisiis),
Zubkov ¢esidinde %64,48 orani (%7,35 diisiis) gdzlemlenmistir (Sekil 5.57).
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Hasat Sonrasi1 Uygulamalar Arasi
Tohumda Nisasta Degisimi (%)

72,23 71,98
72,1 7, 267,68 64,48
80,00 60,6 57,8
é 60,00
S 40,00
=
s 20,00 Zubkov
0,00 Atay 85
Kontrol Kurakhk Sicakhk Kurakhk
+
Sicakhik

UYGULAMA

Sekil 5.57. Hasat sonrasi tohumlarinda stres uygulamalarinda gesitler arasi ortalama nisasta

oranlarini % olarak gosterir grafik.

5.8.4.2. Seker Analizleri

Sukroz analizleri i¢in hazirlanan standartlarin dogrulugunun arastirilmasi ve sukroz

hesaplamalarinin yapilabilmesi i¢in standart egri hazirlanmistir (Sekil 5.58).

Sukroz Standart Egrisi

0,14
0,12 y=0,0007x - 0,0164}.,.0
0,08
0,06
0,04
0’02 ...._....

0 L =
0,02 ¢ 50 100 150 200 250
-0,04

Sekil 5.58. Sukroz standartlarindan alinan sonuglarla olusturulan standart egri grafigi.

14 gilin tohumlarinda sukroz analizi yapildiginda uygulamalar ve ¢esitler arasi strese verilen

yanitlarda farkliliklar oldugu gozlemlenmistir (Sekil 5.59). Kontrol ¢esitlerinde sukroz icerigi
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Atay 85 ¢esidinde %0,634 oraninda Olgiiliirken, Zubkov ¢esidinde 90,943 orani 6l¢lilmiistiir.
Kuraklik stresi altinda Atay 85 ¢esidinde %0,214 oraninda azalma gdsterip %0,42 orani
Ol¢iilmiistiir. Zubkov ¢esidinde kontrolden % 0,28 oraninda bir azalma goriiliip %0,663 orani
Olcililmiistiir. Sicaklik stresinde Atay 85 ¢esidinde kontrole oranla %0,34 azalma gosterip
%0,294 orani 6l¢iiliirken, Zubkov ¢esidinde kontrolden %0,5 oraninda azalma goriiliip %0, 442
orani Ol¢lilmiistiir. Kuraklik-sicaklik kombine stresinde Atay 85 ¢esidinde sukroz orani kontrol
orneklerine kiyasla %0,211 diisiis gosterip %0,423 oran1 dl¢iiliirken, Zubkov ¢esidinde kontrole
kiyasla 90,489 azalma goriiliip %0,454 sukroz orani 6l¢iilmiistiir.

14 Giin Tohumlarinda % Sukroz

0,943

0,663
S0 ; 0,63 0,442 0,454
<0 4 A2
= 0,6 y 0,29 0
= 0,; Zubkov
z 030 Atay 85

Kontrol Kurakhk Sicakhk Kurakhk
+
Sicakhik

UYGULAMA

Sekil 5.59. 14 giin tohumlarinda stres uygulamalarinda cesitler arasi sukroz analizini gosterir

grafik.

Hasat sonrasi tohumlarinda sukroz analizi yapildiginda uygulamalar ve gesitler arasi strese
verilen yanitlarda farkliliklar oldugu gézlemlenmistir (Sekil 5.60). Kontrol ¢esitlerinde sukroz
icerigi Atay 85 cesidinde %0,558 oraninda oOl¢iiliirken, Zubkov cesidinde %0,643 orani
Olciilmiigtiir. Kuraklik stresi altinda Atay 85 cesidinde %0,230 oraninda azalma gdsterip
%0,328 oran1 6l¢iilmiistiir. Zubkov ¢esidinde kontrole oranla %0,021 oraninda bir artis goriiliip
%0,664 oran1 Ol¢llmiistiir. Sicaklik stresinde Atay 85 cesidinde kontrole oranla %0,03 artis
gosterip %0,588 orani Olgiiliirken, Zubkov ¢esidinde kontrolden %0,08 oraninda artis goriiliip
%0,651 orani Olcililmiistiir. Kuraklik ve sicaklik kombine stresinde Atay 85 ¢esidinde sukroz
oran1 kontrol orneklerine kiyasla 90,247 diisiis gosterip %0,311 orani dlgiiliirken, Zubkov

cesidinde kontrole kiyasla %0,287 azalma goriiliip %0,356 sukroz orani dlgiilmiistiir.
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Hasat Sonrasi1 Uygulamalar Arasi Tohumda
Sukroz (%)

0,643 0,664 0,651

~ 08 055 0,58 0,356

< 0.6 0,32 0,31

504 : :

= 02 Zubkov
= o Atay 85

Kontrol Kurakhk Sicakhk Kurakhk
+ Sicakhk

UYGULAMA

Sekil 5.60. Hasat sonras1 tohumlarinda stres uygulamalarinda gesitler aras1 sukroz analizini

gosterir grafik.

5.8.4.3. Hasat Sonras1 Amiloz Miktar Tayini

Amiloz analizleri i¢in %0, %10, %20, %25, %30, %40 amiloz i¢eren standartlar hazirlanmis ve
spektrofotometre okumalar1 sonucu elde edilen absorbans degerleri kullanilarak bir grafik

olusturulmustur (sekil 5.61). Hesaplamalar neticesinde y=0,114x+0,1126 formiilii bulunurken,
R? degeri 0,9996 olarak tespit edilmistir.

Amiloz Standart Ornekleri

y=0,0114x+0,1126
R?=0,9996

0 10 20 30 40 50

Sekil 5.61. Amiloz standartlar1 kullanilarak olusturulan grafik.
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Ogiitiilmiis numuneler ile yapilan analiz sonuglarinda tohumda yer alan %amiloz oranlari
belirlenmistir (Sekil 5.62). Nisasta analizlerinde cesitler ve uygulamalar arasi nisasta
oranlarinin biiylik farkliliklar gosterdigi baslik 5.7.4.1°de belirtilmistir. Bunun iizerine tespit
edilen kuru numunede amiloz miktarlar1 ve tohumda yer alan nisastadaki oranlar1 dikkate

alinarak nisasta amiloz orani (%) hesaplanmistir (Sekil 5.63).

Kuru Numunede % Amiloz

25,90 24,68 26,52
30,00 24,5 24,4 22,3
20,00
10,00 Zubkov
0,00 Atay 85
Kontrol Kurakhk Sicakhk Kurakhk
+
Sicakhk

m Atay 85 mZubkov

Sekil 5.62. Kuru numunede tespit edilen amiloz oranini (%) gosterir grafik.

Tanede Amilozun Total Nisastaya Oram
(“o)

31 48 36,46 41,13

Atay 85

Kontrol Kurakhk Sicakhk Kurakhk
+ Sicakhk

60,00
40,00
20,00

0,00

H Atay 85 ®Zubkov

Sekil 5.63. Tanede tespit edilen amilozun total nisasta miktarina orantilanmasi ile elde edilen

grafik.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. Tartisma

Yiiksek adaptasyon yetenegine sahip bir bitki olan ekmeklik bugday (7riticum aestivum L.),
iilkemizde de hemen her ekolojik bolgede ve ilde yetistirilebilen bir tiirdiir. Bugdayin biyotik
ve abiyotik faktorlere karst direngli bir iirlin olmasinin altinda, uzun yillardir yetistirilen bir
iirlin olarak stirekli bir seleksiyon baskisi altinda kalmasi ve evrimsel siiregte diger tiirlerden
aldig1 kazanimlar yatmaktadir. Giinlimiizde 1slah edilerek gelistirilen ¢esitlerde yiiksek tohum
verimi daha ¢ok goz Oniinde bulunduruldugundan, c¢esidin genetik potansiyelini ortaya
koyabilmesi bakimindan yetisme kosullarinin optimize edilmesi gerekmektedir. Bugdayin
gelisim siirecindeki 6zellikle abiyotik olumsuz kosullarin 6nemli dl¢lide verim kaybina yol
act1g1 bilinmektedir. Sulama suyu ihtiyaci diger {irlinlere gore ¢ok daha az bir iirlin olmasina
ragmen kuraklik ve sicaklik gibi stres kosullarindan fazlaca etkilenerek ciddi bir verim kaybi

yasar.

Verim kaybinin ortaya ¢ikiginda ¢esidin genetik yapisi, iklim kosullari, toprak yapisi, topraktaki
kullanilabilir azot miktar1 ile uygulanan yetistirme teknikleri biiyiik rol oynamaktadir. Iklim
kosullarina baglh olarak ortaya ¢ikan kuraklik, yiiksek sicaklik gibi stres faktorleri bitkilerdeki
tim metabolizmayr olumsuz yonde etkilemektedir. Verim ve kaliteyi etkileyen, bitkide
metabolizmayi, biiyiime ve gelismeyi engelleyen uygun olmayan herhangi bir durum veya

madde stres olarak kabul edilir ve bitki toleransi ile yakindan iliskilidir.

Farkli ekmeklik bugday genotipleri kuraklik, sicaklik ve her iki faktoriin kombine edildigi
cevresel stres kosullarina tabi tutulmus ve ¢esitlerin anatomik ve fizyolojik tepkileri 1130061
ve 1130661 numarali TUBITAK projeleri kapsaminda incelenmistir. Her iki stres kosuluna en
hassas ¢esit olarak Atay 85, en toleransli ¢esit olarak da Zubkov cesitleri belirlenmis ve bu tez
caligmasinda da bu cesitlerin kullanilmasina karar verilmistir. Cesitler tez konusu kapsaminda
kontrol, kuraklik, sicaklik, kuraklik+sicaklik stresi olmak iizere 4 farkli yetistirme ortaminda
biiyiitiilmiis, kuraklik+sicaklik stresinin bitkiler ilizerinde en zorlayici stres kosulu oldugu
belirlenmistir. Kombine edilmis strese maruz kalan her iki ¢eside ait bitkilerin 15. giinlerinde
yapraklarmin kurudugu, bitki boyu olarak diger stres kosullarina oranla daha kisa oldugu
goriilmiistiir. Yalmizca kuraklik stresi uygulanan bitkilerin yapraklarimi 21. giine kadar

korudugu, bolgesel kurumalar olsa da yaprak yiizeyinin %25’ini ge¢medigi gézlemlenirken;
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yalnizca sicaklik stresi uygulanan bitkilerin yapraklarinda sararmalar gézlenmesine ragmen tam
kuruma olmadigy, stres uygulamasi sonlandirilanina kadar genel goriiniimiinii muhafaza ettigi
gozlenmistir. Yapilan farkli ¢aligmalarda bu stres faktorii kombinasyonunun tahillarda en yikict
etkiyi gosterecegi belirtilmis olup (73,113-116), elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu

gozlenmistir.

Sicaklik stresine maruz kalan bitkiler yapraklarim1 sogutabilmek i¢in stomalarini agarak
transpirasyon yapmakta, kuraklik stresi altinda ise su kaybin1 en aza indirgemek i¢in stomalarini
kapatmaktadir. Kuraklik ve sicaklik stresinin kombine uygulandigi durumlarda bitkiler
stomalarin1 agmayip, yaprak sicakliklarini azaltamamaktadir (73). Arabidopsis’te sicaklik
stresine maruz kalan bitkilerde stoma iletkenliginin %17 artig gosterdigi, kuraklik stresinde
%77 oraninda azalma, kuraklik+sicaklik stresinde ise bu azalmanin %70 oraninda oldugu, buna
karsin fotosentezin sicaklik stresinde artis gdstermesine ragmen, kuraklik stresinde %63
civarinda, kuraklik+sicaklik stresinde %67 oraninda diisiis gosterdigi bildirilmistir. Ayni
bitkilerde solunum incelendiginde yalnizca sicaklik stresine maruz birakilan bitkilerin
solunumunu da artirdig1, bununla birlikte topraktan su alinimini da artirdigi i¢in biinyesindeki
nem miktarin1 korudugu, kuraklik stresinde bitkilerin azalan i¢ sularint muhafaza edebilmek
adina solunumu yavaslatarak kendisini korumaya aldigi, kuraklik+sicaklik kombinasyonunda
solunum yapmaya calistigi ancak bununla beraber diisen i¢ su kapasitesini koruyamadigi
goriilmistiir (117). Yapilan baska bir calismada, misir bitkisinde kuraklik stresi altinda hassas
cesitlerde fotosentez oraninin %87 oraninda diisiis gosterdigi gézlemlenirken, bu oranin strese
dayaniklt cesitlerde %46 civar1 belirtilmistir. Stres uygulamasit sonlandirilip bitkiler
sulandiginda ise bitkiler 1 hafta sonunda kontrol bireylerinin fotosentez hizina yakin degerlere
kavusmustur (118). Ayn1 anda kuraklik ve sicaklik stresinin goriildiigii durumlarda bitkilerin
metabolik yanitlarinin yalnizca tek bir stres faktoriine maruz kalan bitkilere strese verdigi
cevaba gore degisebildigi ve bitkilerin alternatif biyolojik yolaklara yoneldigi calismalarla
ortaya konmustur (73,117,119). Bu tez ¢alismasinda klorofil miktar1 belirlenmesi icin 5., 9. ve
14., fotosentez etkinliginin belirlenmesi i¢in de 4., 9. ve 14. giinlerde Ol¢limler alinmistir.
Calismanin 14. giliniinde tez ¢alismasinin sonuglarin1 yayinlarla karsilastirmak adina bitki
sicakligr Olclilmiis (Sekil 6.1) ve c¢ikan sonuglarda yalnizca sicaklik stresine maruz birakilan
bitkilerin, kuraklik+sicaklik stresine maruz birakilanlardan daha soguk oldugu saptanmis olup,

sonucun yukarida verilen literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 6.1. Bitki sicakligi 6l¢limii sonuglart

Benzer olarak, klorofil miktar1 ve fotosentez etkinligi bakimindan yapilan incelemelerde her iki
cesit icin de kuraklik+sicaklik kombinasyonunun en yikici etkiyi gosterdigi belirlenmistir. Atay
85 cesidine ait klorofil miktarinin kuraklik stresinde 6nemli derecede diistligii goriilmektedir.
Stres uygulamasinin ilerleyen donemlerinde kuraklik stresi ile birlikte yiliksek sicaklik stresi
uygulandiginda, bitkilerde klorofil miktarinda carpici diistisler gozlemlenmis olup, yaprakta
klorofil miktar1 degeri 24’°e kadar diismiistiir. Zubkov ¢esidine ait klorofil miktar1 hem kuraklik
hem de ytiksek sicaklik stresinden etkilendigi goriilmektedir. Ancak klorofil miktarindaki azalig
Atay 85 ¢esidine gore donemsel olarak daha yavas ve az olmustur. Zubkov ¢esidinde en diisiik
klorofil miktar1 stres uygulamasinin 14. giiniinde 29 birim ile kuraklik ve yiiksek sicaklik
stresinin birlikte uygulandigi bitkilerde belirlenmistir. Stres uygulamasimnin 4., 9. ve 14.
giiniinde olgiilen fotosentez etkinlik degerleri incelendiginde stres uygulamasinin 4. giiniinde
genel olarak Zubkov cesidinde fotosentez etkinliginin Atay 85 cesidine gore daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Atay 85 cesidinin kuraklik stresinden énemli derecede etkilendigi ve
fotosentez etkinliginin stres uygulamasmin sonlarima dogru onemli derecede azaldig
goriilmektedir. Atay 85 ¢esidinde yliksek sicakligin fotosentez etkinligi lizerine etkisi 9. glinden
sonra arttig1 ve fotosentez etkinliginde dnemli bir azalmaya neden oldugu sdylenebilir. Zubkov
cesidinde stresin fotosentezi olumsuz etkilemeye basladigi donemin 14. giin sonras1 oldugu
goriilmiistlir. Klorofil miktar1 ve fotosentez etkinligi degerlerinin birbiri ile uyumlu ve tutarl
oldugu goriilmiis olup, sonuglar farkli bitkilerde yapilan benzer calismalarla benzerlik
gostermektedir (73,117—119). Stres kosullarina hassas bireylerde klorofil miktar1 ve fotosentez

etkinligi, toleransli gesitlere oranla daha yiiksek miktarda ve hizli diisiis gostermektedir.
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Kuraklik stresinin her iki parametre icin sicaklik stresine gore daha baskilayici bir faktor oldugu
belirlenmis, kuraklik+sicaklik stres kombinasyonunun ise bitki iizerine her iki stresin ayr1 ayri

uygulamalarindan ¢ok daha yikici bir etki gosterdigi goriilmiistiir.

Abiyotik stres kosullarina yanit mekanizmalarindan birisi de prolin ve sukroz miktarlarinda
meydana gelen degisimlerdir. Prolin, 6zellikle abiyotik stres kosullarinda aktif olan genlerin
iriinii bir aminoasittir (61). Kuraklik stresinde serbest radikallerin indirgenmesinde ve
membran biitiinliiglinlin korunmasinda gorev alir (67). Prolin amino asidinin stres kosullarina
yanit olarak degisen miktarlarinin ve etkilerinin incelenmesine yonelik pek c¢ok calisma
yayinlanmigtir. Misir bitkisinde kuraklik stresine hassas ve tolerant c¢esitlerde yapilan
caligmada, hassas cesitlerde prolin iceriginin kontrole oranla 4 kat artig gosterdigi belirtilirken,
bu oran dayanikli ¢esitlerde 14 kat olarak rapor edilmistir (118). Sicaklik stresi altinda prolin
iretiminin yerini sukrozun aldigi, ozmotik dengenin bu sekilde saglanmaya calisildigi
belirtilmistir (117,119). Calismamizda, kuraklik, sicaklik, kuraklik+sicaklik streslerine maruz
birakilan Atay 85 ve Zubkov cesitlerine ait bitkilerde 14. giin yapraklarinda yapilan prolin
analizi sonucunda uygulanan her tiirlii stres kosullarinda prolin {iretiminin kontrole gore
degisen oranlarda artis gosterdigi gozlemlenmis, . prolin igeriginin kuraklik stresi altinda dikkat
cekici miktarda artis gosterdigi belirlenmistir. Stres kosullarina adaptasyonun bir gostergesi
olarak bilinen prolin miktariin, stres kosullarinda dayanikli Zubkov ¢esidinde hassas Atay 85
cesidine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sonuclarin yukaridaki literatiirler ile

uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Bugday gibi pek ¢ok tahilin yliksek nisasta igerigine sahip olmalar1 nedeniyle iilkemizde ve
diinyada genis alanlarda tiretimi yapilmaktadir. Genig bir adaptasyon kabiliyetine sahip olan
bugday, nisasta icerigi en yiiksek {iriinlerden biri oldugundan diinya beslenmesinde anahtar role
sahiptir. Bugday olumsuz stres kosullarinda bile nigasta iiretimini devam edecek sekilde
evrimsel siirecini devam ettiren ayn1 zamanda ¢ok uzun yillardir 1slah materyali olarak
insanoglu tarafindan seleksiyon baskisi altinda olan bir iiriindiir. Oldukca genis bir ekolojik
yelpazede yetismesine ragmen, nisasta biyosentez mekanizmasi oldukca karmasik olup, bu
yolaktaki pek cok enzimin kuraklik ve sicaklik gibi abiyotik stres faktorlerinden onemli

miktarda etkilendigi bilinmektedir.
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Nisasta biyosentez yolaginda yer alan genler genel olarak AGPaz grubu, SS grubu (GBSS
dahil), SBE grubu, DBE grubu olarak siniflandirilabilirken, stres kosullarinda iiretimin
diismesinin yan1 sira yikiminda da rol oynayan amilaz enzimleri de bu biyosentez yolaginin
sonuna, total nisasta miktarinda belirleyici olarak eklenebilir. Kuraklik stresi altinda muisir
bitkisinde embriyo gelisiminin durabilecegi ve tane olusumunun negatif etkilenerek %75’e

kadar tane kayb1 ile sonuglanabilecegi bildirilmistir (120).

Fakli bitki tiirlerinde nisasta biyosentez yolaginin stres kosullarinda nasil etkilendigi ile ilgili
yapilan g¢alismalarda, kuraklik stresine maruz kalan bitkiler i¢in nisasta iiretim yolaginin
basinda oncii olarak yer alan AGPaz enzimlerinde ifade diisiisii gbzlenirken (120,121), bu stres
kosullarina tolerans gosterebilen bitkilerde ise bu durumun tersinin goriilebilecegi, AGPaz
aktivitesinin artis gosterdigi belirtilmistir (73). AGPaz aktivitesi sonucu elde edilen ADP-
glukoz kompleksi ya GBSS ile amiloza ya da diger SS enzimleri yoluyla amilopektine doniisiir.
Normal kosullar altinda tanede GBSSI enzimini kodlayan genlerin ifadesi baglangicta ¢ok
diisiik iken, ilerleyen donemlerde dikkat cekici bir artis gostermektedir (30). Bu ifade artisi
biyosentez sliresince siirekli devam etmez. Nisasta depolanmasi doneminin ortasinda artan
ifade baslangici, son donemlerde azalis gosterir (122). Kuraklik stresi altinda incelenen hassas
musir bitkilerinde GBSSI ve GBSSII enzimlerini kodlayan genlerin ifadelerinde dikkat ¢ekici
diisiisler rapor edilmistir (120). SS grubunda yer alan SS/ ifadesi dolum doneminin
baslangicinda diisiik, ortasinda en yiiksek, sonunda ise diisiikk iken, SSI/ grubunun ifade
diizeyleri dolum doneminin baglangicinda ¢ok yiiksek, orta-sonlarinda yiiksek ve sonlarinda ise
azdir (122). Tahil endosperminde aktivitesi en yiliksek SS tiirti SSIIa’dir. Buna karsin en biiyiik
gorevleri SSI ve SSIII enzimleri alir (30). Normal sartlarda SBE grubu enzimlerin tiim dolum
doneminde aktivitelerinin mevcut oldugu, dolum dénemi ortasinda artis ge¢se de sonrasinda
yine ilk seviyeye dondiigii rapor edilmistir (122). Kuraklik ve/veya sicaklik streslerinde SS
grubu tiim enzimlerin yan1 sira AGPaz, SBE ve DBE grubu enzimlerin ifade diisiisleri
gosterdigi (73,123), a ve B amilaz igeriklerinin ise artis gosterdigi rapor edilirken (120) buna
bagli olarak nisasta iiretim ve depolanmasinin azaldigi bilinmektedir. Sicaklikta meydana
gelebilecek 5°C’lik bir artisin bazi1 varyetelerde nisasta verimini %10-15 oraninda
diisiirebilecegi (16) buna gerekge olarak da biyosentez yolagindaki bazi enzimlerin 20°C’nin
iizerindeki sicakliklara fazlasiyla hassas olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Sicaklik
stresinin bugdayda nisasta birikimi iizerine etkilerinin arastirilmasi iizerine yapilan bir

calismada (123) gece sicakliklar1 kontrol bireyleri ile ayn1 olan, yalnizca giindiiz zamaninda
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sicaklik stresine maruz kalan bireylerde nisasta depolanmasinin daha erken baslayip, sonlandigi
gozlenmistir. Kontrol bireylerinde nisasta depolanmasi 26, giindiiz sicaklik stresine maruz
kalan bitkilerde ise 21 giin siire ile gdzlenmis olup, nisasta oraninda %20 diisiis rapor edilmistir.
Bu ¢alismada diger bir grup ise sicaklik stresine tiim giin dongiisii boyunca maruz kalan bitkiler,
kontrol bitkileri ile kiyaslanmis olup nisasta depolanmasinin kontrolden 3 giin 6nce basladigi
ve yalnizca 11 giin slirdiigii belirlenirken, depolanan nisasta miktarinda ise %58’lik bir azalig
rapor edilmistir. Giindliz dongiisiinde karsilasilan kuraklik stresinde nisastanin parcalandigi,
sukroz olarak yapraklara taginarak bitkiye diren¢ kazandirildigi rapor edilmistir (120,124). Bu
durumun sicaklik stresinde prolin yerine seker tiirevlerinin turgor dengeleme ozellikleri ve
membran proteinlerini oksidatif stresten koruyabilme yetenekleri ile bagintili oldugu
diisiiniilmektedir. Stres kosullarina toleransli ve hassas bitkiler ile yapilan baska bir ¢calismada
(118) stres kosullar altinda strese toleransli bitkilerin sukroz igeriklerinde artis gézlenirken,

hassas bireylerde %50’ye yakin diisiis rapor edilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda da kuraklik, sicaklik ve kuraklik+sicaklik streslerine maruz
birakilan Atay 85 ve Zubkov ¢esitlerine ait bitkilerde stres kosullar1 uygulamalari, ¢esitler arasi
ve farkli gelisim donemler arasinda gen ifadeleri incelenerek kontrol bireyleriyle
karsilagtirilmistir. Karsilastirmalar, her bir enzim grubuna dahil baslica enzimleri kodlayan
genlerin tane ve yaprak dokusunda gen ifadesinde meydana gelen degisimler incelenerek
yapilmustir. Her bir gene 6zgiin primerler dizayn edilerek qRT-PCR sistemiyle gen ifadeleri
belirlenmistir. Gen ifadesi ¢aligsmalarinda nisasta biyosentezi i¢in incelenen enzim gruplart:
AGPaz, SS’ler, SBE, DBE ve Amilaz iken, sukroz metabolizmasi i¢in baslica birka¢ genin

ifadesi de arastirmaya konu olmustur.

AGPaz enzim grubunda yapilan inceleme sonucunda, stres kosularma hassas olan Atay 85
cesidinde enzim aktivitesinin Zubkov ¢esidinden daha erken basladigl goriilmiistiir. AGPaz
enzim grubunu kodlayan AGPaz L ve AGPaz s genlerinin ifadelerinin Atay 85 ¢esidinde 7. ve
14. giin donemlerinde nispeten daha yiiksek oldugu belirlenirken, daha sonraki dénemde azalan
bir ifade sergiledigi goriilmiistiir. Zubkov ¢esidinde gen ifadesinin nisasta biyosentezinin orta-
son asamalarina dogru 6nemli miktarda artig géstermesi enzim aktivitesinin Atay 85 cesidinde
daha erken bagladigini bize gosterdigi diistiniilmektedir. Atay 85 ¢esidinde AGPaz enzimlerini
kodlayan genlerin stres kosullarindan negatif etkilendigi ve verilen tepkinin genellikle gen

ifadesinde diisiise neden oldugu diisliniilmekte olup, elde edilen sonuglar bu enzim grubu ile
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yapilan diger ¢alismalara benzerlik gostermektedir (73,120,121,123). Buna karsin Zubkov
cesidinde bu stres kosullarindan negatif olarak etkilendigi tek durumun 21. giin 6rneklerinde
AGPaz L geninde meydana gelen ifade disiisleri oldugu goriilmiistiir. Bu degisimler de
yalnizca sicaklik iceren stres uygulamalarinda olmustur. Bu sonuglar AGPaz enzimleri
acisindan genel olarak kiyaslandiginda, Zubkov c¢esidinin kuraklik stresi altinda AGPaz
enzimlerini kodlayan genlerin ifadelerini artirdig1 ya da korudugu gozlenirken, bu durumu stres
kosullarina tolerans gelistirme mekanizmalarindan birisi olarak kullanabilecegi fikrini
olusturmustur. Stres kosullarinda AGPaz enzimlerinin yiiksek aktivite gosterebilmesi arzu
edilen ve biyoteknolojik ¢alismalara hedef gosterilen bir 6zellik olmakla beraber (73), bu

baglamda Zubkov ¢esidinin bu 6zelligi sagladig gdzlenmistir.

SS grubunda GBSS enzimini kodlayan genler, diger SS grubu enzimlerini kodlayan genlerden
ayr1 olarak incelenmistir. Bunun sebebi ise GBSS enziminin son iiriiniiniin amiloz, diger SS
yolaginin ise amilopektin olmasidir. GBSS enzimini tane dokusunda kodlayan gen GBSSI iken
yaprak dokusunda kodlayan ise GBSSII genidir. GBSSI geninin ifadesinin incelendiginde, Atay
85 c¢esidinde 7. gilin kontrol 6rneklerinde gen ifadesinin heniiz baslamadigi, ancak kuraklik
stresi kosullarinda ise genin ifade olmaya basladig1 goriilmiistiir. Bu durum 6ncelikle deney
hatas1 olarak algilanmis olsa da, tekrarli analizler ve kullanilan cDNA ile yapilan dogrulama
PCR’lar1 ile deney hatasindan kaynaklanma olasiliginin ¢ok diisiik oldugu sonucuna varilmistir.
Buna karsin, Zubkov c¢esidinde GBSSI geni ifadesi lizerine kontrol bireylerinde yapilan
incelemeler tamamen yukarida bahsedilen literatiirlere uygun olarak sonu¢lanmistir. Kontrol
bireyleri lizerinde yapilan analizlere gore Atay 85 cesidinde GBSSI aktivitesinin 14. giinde
basladigi, buna karsin Zubkov ¢esidinde ise 7. giinde devam ettigi goriilmektedir. Sicaklik
iceren stres kosullar1 altinda her iki genotip de donemlerde (7.- 14.- 21. giinlerde) benzer
tepkileri de8isen oranlarda vermislerdir. Bu durum ise GBSSI gen ifadesinin kurakliktan ziyade
sicakliktan daha fazla etkilendigini, test edilen stres kosullarina toleransli genotiplerde ifadenin
korunma egilimi gosterirken, hassas genotiplerde ise gen ifadesinde daha sert diislis ve
yiikselislere neden oldugunu gostermistir. GBSSII geni ifadesi yaprak dokusunda incelenmis
olup, kontrol bireylerinde ifade Atay 85 ¢esidinde daha yiiksek bulunmustur. GBSSII ifadesi
stres kosullar1 altinda Atay 85 ¢esidinde siirekli diisiis egilimi gostermis olup, literatiirlerle
uyumlu bir tepki verirken, Zubkov ¢esidinde en yliksek degisimi sicaklik stresi altinda ifadenin
%113 artmasi ve kuraklik stresinde ise %57 ifade azalis1 literatiirlerle bagdasmayan bir durum

ortaya ¢ikarmistir. Bu durum ise Atay 85 cesidinde stresle azalan bir amiloz sentezi oldugunu,
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Zubkov cesidinde ise amiloz liretiminin stres kosullar1 altinda korunma egiliminde oldugu
diisiincesini pekistirmistir. GBSS enzim grubunu kodlayan genlerde stres altinda ifade diisiisii
gozlenmesi hassas bitkiler i¢in ortak kani (73,120) olup bu durum Atay 85 i¢in anlamli iken,
toleransli Zubkov c¢esidinin literatiirlerde belirtilenlere aksi sonuglar gosterip, genel kaniya
istisnai bir tolerans olusturdugu gézlenmistir. SS grubuna dahil diger bir enzim olan SSI’i
kodlayan genlerin ifadesi her iki genotipte tane ve yaprak dokusunda incelenmistir. Tane
dokusunda SS7 ifadesi her donemde kontrol bireylerinde Atay 85 ¢esidinde daha yiiksek iken,
stres kosullar1 ile karsilasildiginda Zubkov ¢esidinde gen ifadesinin korundugu, Atay 85
cesidinde ise gen ifadesinin diisiis egiliminde oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte SS7
ifadesinin her iki genotip i¢in de kuraklik+sicaklik stres kombinasyonundan etkilendigi
goriilmis olup, sonuglar literatiirle uyumludur. Yaprak dokusunda incelenen SS7 geni ifadesi
kontrol bireylerinde Zubkov ¢esidinde %28 daha yiiksek bulunurken, her iki genotipin de stres
kosullarinda gen ifadesinde diisiis egilimi seklinde tepki verdigi goriilmiistiir. Buna karsin,
Zubkov cesidinde kuraklik stresinde meydana gelen ifade diisiisii, Atay 85 ¢esidinden ¢cok daha
yiiksek bulunurken bu durum, GBSSII ifadesi de goz Oniine alindiginda kuraklik stresinde
nigasta liretiminin azaltilip, seker tiirevlerinin korunmasi yoluyla bitkiye bir turgor basinci
kazandirma girisimine isaret etmektedir. SSII enzim grubunda 2 adet gen (SSI/all ve SSiic)
incelenmistir. SS//a ifadesi tanede kontrol bireylerinde incelendiginde 7. giin 6rneklerinde Atay
85 ¢esidinde gen ifadesinin dikkat ¢ekici miktarda daha fazla oldugu, diger donemlerde ise
neredeyse yakin olduklar1 gozlenmistir. Atay 85 ¢esidinde ifade kontrol bireylerinde 3 donemde
de literatiirlere aykir1 bir diisiis egilimi gosterirken, Zubkov ¢esidinde 14. glinde %62’lik dikkat
cekici bir artis ve sonrasinda azalis gostererek literatiire uygun bir yanit olusturmustur. Stres
kosullar1 altinda SS7/a ifadesi tiim kosul ve donemlerde Atay 85 ¢esidinde ifade diisiisiine neden
olurken, Zubkov c¢esidinde kuraklik stresinde artig, kuraklik+sicaklik kombinasyonunda ise
azalmaya ragmen gen ifadesinde koruma yoniinde bir yanit olusturdugu belirlenmistir. Bu
durum ise tanede SS//a ifadesinin kurakliktan ziyade sicaklik ve sicaklik iceren diger stres
kombinasyonlarina kars1 daha hassas oldugunu gostermektedir. Yaprak dokusunda SS//c gen
ifadesi gen ifadesi kiyaslamalar1 sonucunda her iki ¢esidin de ifade diizeylerinin birbirlerine
yakin olduklari, stres kosullar1 altinda ise ayni tepkileri degisen ancak onemli bir fark
olusturmayacak oranlarda verdikleri gézlenmistir. Bu durum da SSII enzimini kodlayan
genlerin ifadesinin yaprak dokusunda kurakliktan olumsuz etkilenmedigini, buna karsin

sicaklik faktoriinden negatif etkilendigini belirtmektedir. SSIII enzimi tane dokusunda gegici
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nigasta tiretimi i¢in 6nemlidir. Tane dolumu siirecinde yiiksek aktivite gosterdigi bilinmektedir.
Tez caligmas1 kapsaminda SSIII genini inceleyebilmeye firsat veren primerler kullanilarak
tanede 3 farkli donemde ifadeler karsilastirilmis ve 2 genotip arasinda bir takim dikkat ¢eken
farkliliklar bulunmustur. Atay 85 ¢esidi 7. giinde tiim stres kosullarini tolare edebilirken, 14. ve
21. giinlerde tiim stres kosullarinda ifade diisiisleri gostermistir. Kontrolleri ise 14. giinden
itibaren artig ve sonrasinda stabil bir goriiniim sergilemistir. Zubkov ¢esidi ise en fazla sicaklik
iceren stres faktorlerinden negatif etkilenirken bu degisimlerin higbirisinin negatif yonde %651
gecmedigi gozlenmistir. Sonuglara gore Zubkov g¢esidi SSIII gen ifadesi kuraklik stresinden
etkilenmemekte, sicaklik ve sicaklik iceren stres kosullarina karsi hassasiyeti 21. giin
doneminde baslamaktadir. Cesitlerde stres faktorlerine bagimli SSIII aktivitesi literatiirlere
(73,120,123) uygun olmakla beraber, stres kosullarina karsi tanede hassas bireylerde ifade
diisiisi, toleransli bireylerde ise ifade korunmasi seklinde olup, nisasta olusumunun/yikiminin
dongiisiiniin korunduguna isaret etmektedir. Yaprak dokusunda SSIII enzimini kodlayan 2
farkli gen ifadesi (SSI/I ve SSIIIb) incelenmis, SSIII geninin Zubkov kontrol 6rneginde Atay
85’den yaklasik %263 fazla sentezlenip, stres kosullar1 altinda ayni tepkileri 6nemli diizey
farkliliklariyla verdikleri gozlenmistir. SSI/Ih geni igin ise Zubkov c¢esidinde kontrol
bireylerinde ifade %34’e yakin daha diisiik bulunmus olup, stres kosullar altinda Atay 85 ¢esidi
her 3 stres kosulunda da ortalama %70 civari ifade diisiisii gosterirken, Zubkov ¢esidinde ifade
korunmugstur. Bu durum ise yaprakta SSIII genlerinin strese hassas g¢esitlerde onemli ifade
kayiplartyla karsilasirken, toleranshi gesitlerde ise ifadenin korunma ya da artis egilimi
gosterdigini isaret etmistir. Elde edilen bulgular, hassas gesitler i¢in belirtilen tiim literatiirlere
uyumlu olup, Zubkov c¢esidi i¢in istisnai bir durum gdstermis ve stres kosullarinda nisasta
dongiisiiniin korunarak bitkiye diren¢ kazandirilma ¢abasinin bir sonucu olarak yorumlanmastir.
SSIV enzimini kodlayan genin ifadesi yalnizca yaprakta incelenmis olup, ¢esitler arasinda
kontrolde onemli ifade farkliligina rastlanmaz iken, stres kosullarinda toleransli Zubkov
cesidinin ifadesini korudugu, Atay 85 ¢esidinin ise stres kosullarinin artmasiyla orantili olarak
ifade kaybina ugradigi belirlenmistir. Ancak literatiirlerde de SSIV enziminin fonksiyonu tam

olarak ortaya konamadigi i¢in bu konuda yorumlama yapilamamuistir.

SBE grubu enzimlerin ifadelerinin incelenmesi icin tane dokusunda SBEIla ve SBEIIb,
yaprakta ise SBEIla enzimini kodlayan genlerin ifadesi incelenmistir. Tanede SBEIla gen
ifadesi Atay 85 i¢in her 3 donemde de Zubkov ¢esidinden daha yiiksek bulunmus olup, kontrol
bireyleri kendi i¢inde kiyaslandiginda Zubkov ¢esidinde ifadenin degisim gostermedigi, Atay
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85 c¢esidinde ise ifadenin donemsel olarak diisiis gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum, amilopektin
olusumunun 21. giin civar1 Atay 85 cesidinde yavaslamaya basladigini diisiindiirmiis olup,

Zubkov i¢in ise degismeden devam ettigini diislindiirmiistiir.

Stres kosullarinin Atay 85 ¢esidini SBEIIa ifadesi agisindan olumsuz etkiledigi gozlenirken en
zorlayici stres faktoriiniin kuraklik+sicaklik oldugu belirlenmistir. Zubkov ¢esidinin ise stres
kosullarindan etkilenmedigi gozlenmistir. SBEIIb ifadesinde her iki c¢esit i¢in de kontrol
bireyleri incelendiginde gen ifadelerinin 14. giin diisiis gostermeye basladigi ve bu sekilde
siirdiigii belirlenmis olup ifade degisim oranlar1 denk bulunmustur. Ancak stres kosullarinda
yapilan incelemede 7. giin Orneklerinde her 2 c¢esit de aymi tepkileri verirken, 14. giin
orneklerinde kuraklik stresi Atay 85 ¢esidinde %74 ifade diisiisiine, Zubkov ¢esidinde ise %150
ifade artisina neden olmustur. Genel olarak Zubkov cesidi stres faktdrlerinden olumsuz
etkilenmez iken, Atay 85 ¢esidinin tiim stres kosullarindan negatif etkilendigi belirlenmistir.
Yaprak dokusunda yapilan incelemede SBEIla geninin ifadesi kontrol edilmistir. Kontrol
bireylerinin kiyaslanmasinda Zubkov ¢esidinde ifadenin %138 daha yiiksek oldugu gozlenirken
yine Zubkov ¢esidinde stres kosullarinin hi¢ birinde ifadede degisim gozlenmemistir. Atay 85
cesidinde stres kosullarindan sadece biri uygulandiginda gen ifadesinde kuraklik stresinde
%155, sicaklik stresinde %281 artis gozlenmis olup, kuraklik+sicaklik stresinde degisim
gozlenmemistir. SBE enzim ailesi ic¢in genel goriis, strese toleransli genotiplerin ifadesinin
degisim gostermedigi, hassas genotiplerde dikkat ¢eken gen ifadesi degisimleri oldugu yoniinde
olup, hassas ¢esitlerin gosterdigi tepkiler genel literatiirlerle uyumludur. Stres kosullar altinda
SBE grubu enzimleri kodlayan genlerin ifadesinin diistligii bazi1 arastiricilar tarafindan da
bildirilmis olup (123), hassas Atay 85 bu tanima uymaktadir. Zubkov ¢esidi tolerant bir bitki

olarak gen ifadesini korumasiyla dikkat ¢ekmistir.

DBE grubunda izoamilaz (ISO) grubu ve Pullulanaz (PUL) enzimlerini kodlayan genlerin
ifadeleri incelenmistir. Yapilan bir calismaya gore (30) DBE enzimlerini kodlayan genlerden
Isoll ve Isolll gen ifadesinin tiim siirecte ¢ok diisiikk oldugu ve degisim gostermedigi
belirtilmistir. Buna karsin Isol ve Pul genlerinin ifadelerinin tohum gelisiminin 2. haftasinda
dikkat ¢eken miktarlarda (12 ve 56 kat civari) artis gosterdigi, sonlarinda diislise gectigi ancak
yine de ilk seviyelerden yiiksek oldugu belirtilmistir. Buna karsin, caligilan 2 ¢esidin higbir
kontrol 6rneginde Isol ve Pul ifadelerinde bu seviye degisimlerine rastlanmamistir. Bu durum

literatiirde belirtilen duruma istisna bir durum olarak dikkat cekmistir. Her 4 genin ifadelerinin
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7. gin kontrol Orneklerinde birbirlerine denk oldugu gozlenmis olup ifade seviyelerinin
diisiikliigii literatiirde bahsedilen ilk doneme dair verilere uyumlu bulunmustur. Bu enzim
grubuna ait genler ile mevcut stres kombinasyonunu i¢eren bir ¢aligmaya rastlanilamamis olup,
Isol ifadesi tane dokusunda tiim donemlerde her 2 genotip i¢in de kuraklik stresinde dikkate
deger bir ifade diisiisiine neden olmaz iken, Atay 85 ¢esidinde 21. giin, Zubkov ¢esidinde ise
14. ve 21. giin kuraklik 6rneklerinde dnemli ifade artiglar1 gézlenmistir. Bunun yan1 sira Atay
85 ¢esidi i¢in diger tiim stres kosullar1 ve donemlerde Isol geni ifadesinde dikkat ¢eken ifade
distisleri gozlenirken, Zubkov c¢esidinde hicbir stres kosulu ve doneminde ifadede diisiis
gozlenmemistir. Yaprak dokusunda incelenen Isol geni ifadesi sonuglarma gore Atay 85
¢esidinin tiim stres kosullar altinda gen ifadesinin 6nemli diisiisler yasadigi, en kritik diistisleri
ise sicaklik ve kuraklik+sicaklik streslerinde gordiigli, Zubkov cesidinin ise kuraklik stresinden
etkilenmedigi ve bu genin ifadesi i¢in diger stres kosullarini da tolare edebildigi gozlenmistir.
Isoll geninin ifadesi tane dokusunda incelendiginde Atay 85 ¢esidinde ifadenin 3 donemde de
Zubkov cesidinden yiiksek oldugu belirlenmistir. Stres kosullar1 altinda gen ifadesinde diisiis
ile yanit olusturan Atay 85 ¢esidine karsin, Zubkov ¢esidinde ifadenin 7. ve 14. giinlerde
kuraklik stresinde artig gosterip, diger tiim Orneklerde degismemesi nisasta biyosentezinin
baslarinda karsilasilan kuraklik stresinin Zubkov genotipi i¢in tanede tesvik edici bir durum
olabilecegi fikrini desteklemistir. Yaprak dokusunda incelenen Isoll ifadesinde Atay 85
cesidinin sicaklik stresine hassasiyeti gen ifadesi sonuglartyla dogrulanmistir. Kuraklik igeren
stres kosulunu tolare edebilirken, sicaklik ve kuraklik+sicaklik stresinde ifade diizeyinde dikkat
cekici bir diisiis belirlenmistir. Buna karsin, toleransli kabul edilen Zubkov ¢esidi ise tekil stres
kosullarinda gen ifadesini dikkat ¢ekici miktarda artirmis, kuraklik+sicaklik kombinasyonunda
ise korumustur. Isolll geni ifadesi tane dokusunda daha onceki g¢aligmalarda da bahsedildigi
gibi donemsel olarak dikkat cekisi degisimler yapmamistir. Her 2 genotip i¢in de kontrol
bireylerinde gen ifadesi 21. giin 6rneklerinde artis gdstermis olup, bu artis orani literatiire
uyumlu olarak 2 katin altinda kalmistir. Atay 85 ve Zubkov c¢esitleri birbirleriyle
kiyaslandiginda ise ifadelerde dikkat ¢ekici bir farklilik gozlenmemistir. Stres kosullar1 altinda
ise genotipler birbirlerinden farkli yanitlar olusturmus, bu durum ise Isolll enziminin farkl
genotiplerde, farkli stres kosullar1 altindaki tepkisinde meydana gelen ¢esitlilik olarak dikkat
cekmistir. Stres kosullar1 altinda Atay 85 ¢esidinde Isolll geninin tanede en ¢ok degisim
gosterdigi donem, nisasta liretimi i¢in en 6nemli donem olarak kabul edilen 14. giin periyodu

olmustur. Stres kosullar arttik¢a genin ifadesi de dikkat ¢ekici olarak artig gostermistir. Zubkov
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cesidinde ise gen ifadesi higbir kosul altinda esik degerine ulasacak kadar degisim
gostermemistir. Yaprak dokusunda ise her iki genotip de Isolll ifadesinde ¢ok yakin tepkiler
olusturmustur. Bu durum ise Isolll ifadesinin yaprakta hassas ve tolerant ¢esitler arasinda stres
kosullar1 altinda ayni1 tepkiyi olustururken, tane dokusunda hassas ¢esitlerde nigsasta olumunun
en yogun oldugu donemde ifadenin dikkat ¢ekici miktarda artis gosterdigini, tolerant gesitlerde
ise korundugunu gostermistir. Isolll enziminin nigasta yikimu ile ilgili oldugu diistiniildiigiinden
(125), tanede artan Isolll ifadesi, stres kosullar altinda nisasta yikimini isaret etmektedir. PUL
enzimini kodlayan genlerin ifadesi tane ve yaprak dokularinda incelenmistir. Tanede genotipler
aras1 kontrol bireyleri kiyaslamasinda ifade farklilig1 gozlenmemistir. Her iki ¢esidin de kontrol
bireyleri donemler arasi ifade kiyaslamalarinda azalan bir ifade grafigi ¢izmistir. Bu azalig
grafigi ise literatiire uygun bulunmamustir. Bu durumun sebebi olarak literatiirlerin bu
calismadaki genotipleri kapsamamasi nedeniyle olusabilecek bir istisnai durum olmasi ya da
bugday genomunda yer alan farkli kromozomlar olabilecegi diisiiniilmektedir. Stres kosullar
altinda ise ¢esitlerin farkli tepkiler vermesi, hassas ve tolerant ¢esitlerde PUL enziminin tanede
farkli tepkiler meydana getirerek, strese yanitta olusturdugu gesitliligi gdstermektedir. Yaprak
dokusunda PUL enziminin nisasta biyosentezinde gorev almakla birlikte fonksiyonel kritik bir
gorevi olmadig1 distliniilse de tez kapsaminda ifade analizine tabi tutulmustur. Analiz
sonuclarina gore toleransh gesitte stressiz kosullar altinda genin ifadesinin, hassas ¢eside oranla
%185 daha fazla oldugu, stres kosullar altinda ise gen ifadesinde ifade farklilig1 olmadigi, hem

hassas hem de tolerant ¢esidin gen ifadesinde diisiis gosterdigi belirlenmistir.

Amilaz grubu enzimlerden a-amilaz enziminin ifadesi yalnizca tane dokusunda incelenmistir.
Her iki genotipte de 21. giinde dikkat ¢ekici miktarda artan a-amilaz gen ifadesi goriilmiis, 7.
ve 14. giinlerde Atay 85 ¢esidinde A4 geni ifadesi yiiksek iken, 21. giin 6rneklerinde Zubkov
cesidinde gen ifadesinde Onemli artiglar saptanmistir. Bu durum ise hasat sonrasi nisasta
miktarinin kontrol bitkilerinde Atay 85 ¢esidinde daha yliksek olabilecegi fikrini olusturmustur.
Gen ifadesi hassas gesitlerde literatiirlere uygun olarak stres kosullar1 altinda artis gosterirken
tolerant ¢esitte 7. glin gézlenen artig, dnemsiz kabul edilmistir. Bunun sebebi ise 7. giin kontrol
orneklerinde gen ifadesinin yok kabul edilecek kadar diisiik olmasidir. Stres kosullar1 altinda
hassas cesitte 44 ifadesinin gen ifadesinde artislar gozlenirken, tolerant cesit 44 ifadesinde

diisiis ya da korunma goriilmiistiir.

Nisasta biyosentezinde yer alan tiim genleri i¢eren degisim haritas1 sekil 6.2°de verilmistir.
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Sekil 6.2. Tez caligmasi kapsaminda incelenen ve nisasta sentezinde yer alan enzimleri

kodlayan genlerin ifade degisimlerini gdsterir heatmap grafigi.

Nisasta biyosentezinde gorev alan enzimlerin yani sira sukroz metabolizmasinda yer alan bazi
enzimlerin de ifadesi tez kapsaminda incelenmistir. Bu amagla SucSI, SucSII, SucSc ve SucTII
enzimlerini kodlayan genlerin ifadeleri incelenmistir. SucSI gen ifadesi tane ve yaprak
dokusunda incelenmistir. Tane dokusunda yapilan analiz sonucunda gen ifadesinin kontrol
bireylerinde 3 donemde de genotipler arasinda ifade diizeylerinin ayni oldugunu, nisasta olum
déneminin sonuna dogru ifadenin her iki genotipte de diisiis gosterdigi, stres kosullarindan fazla

etkilenmedigini gostermistir. Yaprak dokusunda da her iki genotipte incelenmis olup, kontrol
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bireyleri arasinda ifade farkliligi olmadigi, stres kosullarindan her iki genotipin de etkilendigi,
kuraklig1 her iki genotipin de bu gen ifadesi i¢in tolare edebilirken, sicaklik ve kuraklik+sicaklik
streslerinden olumsuz etkilendigi ve ifadelerde diislis oldugu goézlenmistir. Ancak her iki
genotip ifade diisiisleri agisindan kiyaslandiginda Atay 85 ¢esidinde gen ifadesi diisiisleri %50
barajin1 asarken, Zubkov ¢esidinde bu orana ulagilmamistir. Yaprak dokusu i¢in énemli bir
enzim olan SucSIl’in 6zellikle sicaklik ve sicaklik igerek stres kombinasyonlarindan énemli
miktarda etkilendigi, hassas ¢esitlerde gen ifadesi dnemli miktarda diisiis gosterirken, toleransh
cesitlerde ise diisiisiin sinirli oldugu belirlenmistir. Gen ifadesinde stres kosullarinda meydana
gelen bu degisim literatiirlerle (73,123) ile uyumludur. SucSII geni ifadesi tane ve yaprak
dokusunda incelenmis olup, sonuclari tez bulgularinda sunulmustur. Bu sonuglara gére Zubkov
cesidinde SucSII geni ifadesinin tanede baslangicta diisiik, orta donemde yiiksek, son donemde
ise yine eski seviyeye dondiigii gozlenirken, Atay 85 cesidinde ise en yiiksek seviyenin
baslangigta oldugu, daha sonra diisiise gectigi belirlenmistir. Bu durumun sebebinin genotipik
ozeliklerden kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Farkli ebeveynlerden melezlenilerek elde
edilen bu tip cesitlerin fotosentetik kapasitelerinin farklilik gosterebilecegi bilinen bir
durumdur. Stres kosullar1 altinda bu gen bakimindan her iki genotipin sergiledigi tepkiler
birbirine ¢ok benzerdir. SucSII ifadesinin kuraklik ve sicaklik streslerinden etkilendigini
bildiren literatiirlerle (73,120) ile tez sonuglart son derece uyumludur. Yaprak dokusunda
SucSII gen ifadesi kontrol bitkilerinde ¢ok diisiik olmast nedeniyle (Cq > 34) ifade degisim
miktarlar1 yiiksek olsa da bu enzimin yapraktaki aktivitesinin taneye gore ¢ok diisiik olmasi
nedeniyle degerlendirmemistir. SucSc enzimini kodlayan genlerin ifadesi tane ve yaprak
dokusunda incelenmis, SucSc enzimine dair abiyotik stres faktorleri ile ilgili herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Tanede cesitler arasi gen ifadesi farki 6nemsiz iken, Atay 85 cesidi
kontrol bireylerinde 3 donemde de gen ifade degisimi 6nemsiz bulunmustur. Buna karsin
Zubkov ¢esidinde gen ifade diizeyinin 21. giinde 6nemli miktarda artis gostermesi, bu genin
tane dokusunda ifadesinin ge¢ bagladigin1 gostermektedir. Her iki genotipe ait SucSc enzimini
kodlayan genin birbirinden farkli seviyelerde ve stres kosullarina farkli ifade olmalart genel
olarak farkli ebeveynlere sahip olmalar ile agiklanabilir. Yaprak dokusunda SucSc ifadesi
incelendiginde ise Atay 85 ¢esidinde kontrol bireyinde bu genin ifadesinin yliksek olmasi buna
karsin farkli stres kosullarinda karsilastirildiginda 6nemli diisiisler goriilmiistiir. Zubkov ¢esidi
SucSc geni ifadesinde stres kosullarinda degisim gostermemistir. Bu durumun ¢esidin test

edilen stres kosullarini tolare kabiliyetinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.
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Sukroz metabolizmasinda yer alan bazi1 enzimlerden bir digeri de SucTII enzimi olup, bu enzim
bitki biinyesinde sukroz tasinmasi icin onemlidir. Atay 85 cesidinde tane dokusunda gen
ifadesinin Zubkov ¢esidinden baslangigta daha yiiksek oldugu gozlenirken, 14. giinden itibaren
durumun denk hale geldigi goriilmiistiir. Bunun yani sira Atay 85 ¢esidinde SucTlI ifadesinin
yiiksek baslayip, azalan bir egilimde oldugu goézlenirken, Zubkov ¢esidinde ifadenin 14. giin
itibari ile artig gosterip daha sonra diislise gectigi gézlenmistir. Stres kosullarina yanit olarak
Atay 85 c¢esidinde genel durum ifade diisilisii olarak gdzlenirken 21. giin kuraklik stresi bu
duruma istisna olusturarak ifadede artisa neden olmustur. Zubkov cesidinde ise ifade genel
olarak korunma ya da artis grafigi ¢izerken buna tek istisna 14. giin kuraklik+sicaklik stresi
olarak gozlenmistir. Bu durum Atay 85 ¢esidinde nigasta biyosentezinin Zubkov ¢esidinden
daha once bagladigi diisiincesini kuvvetlendiren sukroz transferine isaret etmektedir. Toleransh
kabul edilen gesitte gen ifadesinin stres kosullarinda korunma ya da artig tepkisi olusturarak,
stresin neden oldugu etkilerin tanede en aza indirgenmesi durumu gozlenmistir. Yaprak
dokusunda ise SucTII geni ifadesinin genel olarak Zubkov ¢esidinde %300’e yakin bir oranda
daha yiiksek oldugu gozlenirken, stres kosullarinda Atay 85 cesidinde gozlenen kritik ifade
kayiplarina karsin, Zubkov ¢esidi bu durumu kuraklik+sicaklik stresi disinda tolare edebildigi
goriilmiistiir. Sicaklik stresi altinda tolerant bitkilerin yiiksek sukroz igeriklerine sahip olduklari
ve stresin olumsuz etkilerini bu sayede tolare edebildikleri bilinen bir durumdur (126,127). Bu
durum ise Zubkov ¢esidinde sukroz mobilizasyonunun yiiksek oldugu fikrini gli¢lendirdigi bu

cesidin sicakliga toleransini bu sayede artirabildigi diisiiniilmektedir.

Stres kosullar altinda, nisasta biyosentezine yonelik gen ifadesi caligmalari verileri genel olarak
degerlendirildiginde, Atay 85 c¢esidinde kontrol sartlarinda nigasta biyosentezinin yiiksek
oldugu gozlenmistir. Buna karsin test edilen tiim stres kosullarindan olduk¢a olumsuz
etkilendigi, Zubkov ¢esidinin tiim stres kosullarina daha toleransli oldugu, nisasta biyosentez
mekanizmasinda bliyiikk bir gerileme olmadan fotosentetik aktivitesine devam ettigi
goriilmiistiir. Bu hipotezin dogrulamasini yapmak amaciyla aligma kapsamina nisasta ve seker
analizlerinin de eklenmesine karar verilmis olup, 14. giin ve hasat sonras1 tohumlarda nigasta,
sukroz miktar analizleri yapilirken, hasat sonrasi tohumlarda amiloz miktarlar1 da saptanmastir.
Nisasta biyosentezinin, 6zellikle sar1 olum doneminin baslarinda stres altinda yiiksek olacagi
beklenen bir durumdur. Ciinkii bitki evrimsel kazanimlarinin bir sonucu olarak tiiriinii
stirdiirebilmek adina metabolik ve fizyolojik aktivitesini tohum olusturmaya yoneltecektir. Bu

durum ise 14. giin tohumlarinda yapilan nigasta miktar tayini ile dogrulanmig olup, en yikici
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stres olarak goriilen kuraklik+sicaklik stresinde nisasta miktarlar1 her iki ¢esitte de kontrol
bitkilerinin yaklasik %40 iizerinde bulunmustur. Buna karsin hasat sonrasi tohumlarda yapilan
analiz sonucunda her iki c¢esitte kontrol orneklerinde nisasta oranlari birbirine yakin
bulunurken, stres kosullar1 altinda nisasta miktarlarinda 6nemli diisiisler gézlenmistir. Zubkov
cesidinin nisasta biyosentezinde gorev alan genlerinin stres kosullarindan Atay 85 c¢esidine
oranla daha az etkilendigi gen ifadesi sonuglari ile dogrulanmistir. 14. giin ve hasat sonrasi
orneklerde yapilan sukroz miktar tayinlerine gore sukroz igerigi her kosul altinda Zubkov
cesidinde daha yliksek bulunmus olup, bu durum bitkinin toleranslilig1 agiklanabilmektedir.
GBSSI geninin ifadesinde gbzlenen istisnai durum Zubkov cesidinde gen ifadesinin Atay 85
cesidinden daha yiiksek baslayip daha sonra dengelendigi sonucu ile birlesince kuru numunede
amiloz analizi yapilmistir. Bu sonuclar gen ifadesi ¢alismalarinda elde edilen veriler ile uyum
gostermis olup, genel amiloz oraninin Zubkov c¢esidinde daha fazla olmasi goriisiini

dogrulamistir.

Kuraklik ve sicakliga toleransh bugday c¢esidi elde edilmesine yonelik 1slah programlarinda
kullanilmak tizere etkili ve giivenli bir markdr sisteminin gelistirilmesi, tez konusunun diger
onemli bir amacidir. Yeni nesil dizileme ile elde edilen transkriptom verilerinden yararlanarak
KASP yontemine uygun molekiiler markorler gelistirmek amaciyla c¢ok sayida analiz
yapilmustir. 14. giin Orneklerinde yapilan transkriptom analizlerden elde edilen SNP
verilerinden tiiretilen olas1 markdr dizilerinden ¢esitli 6zellikleri temsil eden 39 adet set tez
caligmasi1 kapsaminda temin edilmistir. Bilindigi lizere oldukca yeni bir sistem olan KASP
genotipleme sistemi, lilkemizde az sayida arastirma grubu tarafindan c¢alisilmakta olup, bitki
1slahina tam anlanmu ile entegre edilmis yiirliyen bir program yoktur. Bu baglamda ¢aligma
siirecinde KASP genotipleme yontemi detaylica arastirilmis olup, ¢alisma yontemi, karsilasilan
hatalara ¢oziim arama, metot optimizasyonu hakkinda deneyimler edinilmistir. Yapilan
denemelerde Oncelikle primer setlerinin optimizasyonu tamamlanmis, KASP gibi 3’li
oligoniikleotid kullanan sistemlerde basarili bir amplifikasyon i¢in baglanma sicakliginin ¢ok
kritik oldugu anlasilmistir. Baglanma sicakliklart saptanan ve calisilmaya uygun bulunan
primer setleri ile daha detayli PCR optimizasyonlari tamamlanmistir. Bunun sonucunda21 adet
primer seti ile genotipleme caligmalarina baslanmistir. Calismada oncelikle mevcut primer
setlerinin sinyal olusturma yetenekleri incelenmis ve bir kisminin ¢ok diisiik diizeyde sinyal
olusturdugu ya da hig¢ sinyal olusturmadigi gézlenmistir. Diislik sinyal olusumuna PCR i¢in

kullanilan DNA miktar1 ve segilen reaksiyon dongii sayisinin neden olabilecegi diisiiniilmiis ve
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bu konuda yayinlanan bir ¢caligma (108) ile bu diisiince dogrulanmis yasanan problemler biiytik
olglide ¢oziilmiistiir. Ancak bazi primer setlerinin sinyal olusturmama durumu yapilan ¢esitli
ve tekrarli denemeler sonucunda da ¢dziilememis olup, bu primer setleri galisma dist
birakilmistir. Bu durumun mevcut primer setlerinin erime sicakligi (Tm) sicakliklar1 arasinda
var olan biiylik farkliliktan ya da olas1 biyoinformatik islem hatalari nedeniyle hatali primer dizi
verilerinin kullanilmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Verimli ve giiclii sinyal
olusturan primer setleri iginde Atay 85 ve Zubkov cesitleri arasinda allel ayrimi yapabilen
yalnizca 8 ve 21 numarali primer setleri tespit edilmistir. Bu primer setleri ile yapilan tekrarli
caligmalarda da ayn1 sonuglarin alinmasi lizerine islevselliklerinin test edilmistir. Bu amacgla,
Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisii Bugday Islah biriminden temin edilen Atay 85 x
Zubkov melezleri, bu melezlerden elde edilen double haploid bitkiler ve Atay 85 ile Zubkov
cesitlerinin diger elit gesitler ile melezlenmesi sonucu elde edilen bitkiler kullanilarak primer
setleri taranmistir. Yapilan tarama sonunda, double haploid bitkilerde beklenen ayni sinyal
diizeyi alinmig, melezlerde ise farkli sinyaller gézlenmistir. Bu durum primerlerin islevsel
olarak kullanilabilecegi kanisini gliclendirmistir. Calisan her iki primerin de bitkinin sicaklik
stresine tepkisi ile iliskili oldugu, 8 numarali primerin sicaklik stresine toleransi, 21 numarali
primerin ise sicaklik stresine hassasiyeti ifade ettigi diisliniilmektedir. Bu ¢alisma sonucunda
sicaklik stresine yaniti temsil eden 2 olas1 primer seti elde edilmis olup, kesinlestirilerek daha
etkin kullanimi i¢in daha ileri deneylere ihtiya¢ duyulabilecegi diisiiniilmektedir. Atay 85 ve
Zubkov melezlerinin ve bu melezlerden elde edilen/edilecek double haploid bitkilerin
karsilagtirmali dizi analizleri bu primerlerin dogrulugunu ve etkinligini kuvvetlendirebilir.
Ancak bu calisma i¢in yeterli biitge bulunamadigindan biyoinformatik dogrulama analizleri
yapilamamis, yalnizca laboratuvar ortaminda mevcut bireyler ile 6n analizler yapilarak bitkiler
test edilmistir. Bu dogrulamalarin tamamlanmasi i¢in uzun yillardir devam eden melezleme
caligmalar1 sonucu elde edilecek bireyler kullanilarak KASP genotipleme analizleri de

kullanilabilir.
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6.2. Sonuc¢

Bu tez kapsaminda, diinyada ve iilkemizde iiretim alanlarinin biiylik bir kism1 yar1 kurak
alanlarda bulunan bugday bitkisinde kuraklik ve sicaklik stresine toleranslilia yonelik yeni
nesil dizileme ile elde edilen transkriptom verilerinden yararlanarak etkili markor sistemi
gelistirilmesi birincil amacimiz olmustur. Bu baglamda, ¢alisma sonunda Atay 85 ve Zubkov
cesitleri arasinda allel ayrimi yapabilen yalnizca iki adet, sonuglar tekrarlanabilir primer seti
tespit edilmistir. Her iki primerin de bitkinin sicaklik stresine tepkisi ile iliskili oldugu, 8
numarali primerin sicaklik stresine toleransi, 21 numarali primerin ise sicaklik stresine
hassasiyeti ifade ettigi goriilmiis olup, bu markor adaylarinin daha etkin kullanimi i¢in daha
ileri deneylere ihtiya¢ duyulabilecegi diistiniilmektedir. Gelistirilen olast markorlerin
dogrulanarak, hassasiyetinin artirilmasi ve boylece 1slah ¢alismalarinda kullanilmasinin 6nemli

faydalar saglayacagi kanaatindeyiz.

Bu ¢alisma kapsaminda ayrica, kuraklik ve sicaklik faktorlerinin nisasta biyosentez yolaginda
rol alan genlerin ifade diizeyleri {izerine etkileri incelenerek, nisasta biyosentezinde meydana
gelen degisimlerin molekiiler diizeyinde arastirilmasi amaglanmistir. Amiloplastlarda nigasta
biyosentezi son derece karmasik ve c¢ok sayida organize enzimlerin rol aldig1 bir siiregtir.
Yapilan caligmalarda, nisasta yolagi boyunca gorev alan ¢ok farkli yapida ve fonksiyondaki
enzimlerden sorumlu genlerde stres faktorlerine bagli olarak 6nemli ifade farkliliklar1 ortaya
konmustur. Bu calismada elde edilen bulgular dogrultusunda stres kosullar1 altinda nisasta
biyosentezinde meydana gelen degisimlerin molekiiler diizeyinde arastirilmasi ile iilkemizde
yaygin olarak goriilen kuraklik ve yiiksek sicaklik stresinde bugdayda nisasta veriminde
meydana gelecek degisimlerin genom diizeyinde incelenebilmesine yardimci olunacagi ve
gelecekte abiyotik stres kosullari altinda nisasta yolaklarinin manipiile edilmesine yonelik yeni

projelerin gelistirilmesi i¢in temel bir yol olusturulabilecegi diisiiniilmektedir.
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8. EKLER
8.1. EK1.DNA LADDER

Bu ¢aligmada 50 bp DNA Ladder Thermo Scientific GeneRuler 50 bp DNA Ladder (#SM0373)

kullanilmastir.
bp ng/0.5pg %
1000 30 6
/900 30 6
— 800 30 6
- 700 30 6
— 600 30 6
— 500 75 15
— 400 30 6
— 300 30 6
250 75 15
— 200 35 7
— 150 35 7
— 100 35 7
— 50 35 7

2.5% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/em, 1 h

5% polyacrylamide

0.5 pg/lane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8 V/cm, 3 h
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8.2. EK 2. RT-PCR Analizlerinde Kullanilan Primerlerin Melting Curve Grafikleri

Melt Peak

-d(RFU)/AT

Temperature, Celsius

Melt Peak

-d(RFU)/AT

Temperature, Celsius

Melt Peak

-d(RFU)/AT

Temperature, Celsius

Melt Peak

-d(RFU)T

Temperature, Celsius

Melt Peak

~d(RFU)/AT

Temperature, Celsius
Melt Peak

g

g

g

-d(RFU)/T
g 8

o

Temperature, Celsius
Melt Peak

-d(RFU)/AT

Temperature, Celsius

139



Melt Peak

Meit Peak

Temperature, Celsius
Melt Peak

Temperature, Celsius

Melt Peak

Temperature, Celsius

-d(RFU)/AT

140

5 =

: 2

: 3
Temperature, Celsius Temperature, Celsius
Melt Peak Melt Peak

- 5

5 5

g 2

] ¥

Temperature, Celsius
Melt Peak

Temperature, Celsius

Melt Peak

+ +
80 85
Temperature, Celsius



~d(RFU)AT

-d(RFU)AT

-d(RFU)/T

Melt Peak

T

~d{RFU)/T

85 70 80 85 20
Temperature, Celsius
Melt Peak

Temperature, Celsius
Melt Peak

Temperature, Celsius

Melt Peak

~d{RFU)AT

Temperature, Celsius

Mot Poak

Temperature, Celsius

| ACTIN

AR

75 8o 85
Temperature, Celsius

141



8.3. EK 3. KASP Genotipleme Reaksiyonlarinda Kullanilan Primerlerin Dizileri

Primer Ad1_ Dizisi 5'-3' % GC TM
1 GCACATTGCTTCTACCATGGAAT 43 53
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGTAGACTTGTGGAGTATCGGT 49 69
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGTAGACTTGTGGAGTATCGGC 53 71
2 CATCTCAACCGAGCTGCAA 53 51
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGAGGACCATGAGAAGCAAGA 50 69
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGAGGACCATGAGAAGCAAGA 52 70
3 TGGACAAGGGAATAAACCACAC 45 53
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCTTGCTGATAGTCCGAAGCTT 48 68
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTTGCTGATAGTCCGAAGCTC 52 70
4 CCCTTGAGATTGAGACACCTC 52 54
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTAACACTAGAGGAGCAAGCAT 44 67
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTAACACTAGAGGAGCAAGCAC 49 69
5 CTACAAGATCCTGCCGTCG 58 53
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCATCCCTTGGCGTTGACA 51 69
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCATCCCTTGGCGTTGACG 56 71
6 TCGAGAGTCTCCTTTGACCT 50 52
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTCCAGGTCGGGAAGATGA 50 69
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTCCAGGTCGGGAAGATGG 55 71
7 TGGCGTCGACATCACACA 56 50
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCAACCATCCTTTATCGTCTCT 47 68
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCAACCATCCTTTATCGTCTCC 51 70
8 TCGTCCACGTATCCCCATAG 55 54
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATCTCCCCAGCCTCCTTAAA 49 69
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATCTCCCCAGCCTCCTTAAG 54 71
9 AATAAGAACTGATAGACGTGCTGCT 40 54
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATGAATTAGGCGCCGGGAATT 48 68
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATGAATTAGGCGCCGGGAATC 52 70
10 CTGCGTCCATCATTGTTTGTTAT 39 52
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGAGATGTGGAAGGACGCA 53 70
/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGAGATGTGGAAGGACGCG 58 72
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11

CTGCGTCCATCATTGTTTGTT

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGAGATGTGGAAGGACGCA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGAGATGTGGAAGGACGCG

42

53

58

50

70

72

12

AGCAGTACGAGGAGGACCC

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCCATCCGTCCATTCAGCTA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCCATCCGTCCATTCAGCTG

63

46

54

55

69

71

13

GGAAACTCTTTCACCCTCTGTA

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTGTGATCATGTGCTTCCGT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTGTGATCATGTGCTTCCGC

45

46

51

53

68

70

14

CCTGTTGTTCTTGGGGATCTT

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGTCAGGCTGATGCTTCTTT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGTCAGGCTGATGCTTCTTC

48

49

54

52

69

71

15

ATGGACGGCAAGCTCGGG

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCGTTCTCGAGCTCCCCA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCGTTCTCGAGCTCCCCG

67

56

62

55

71

73

16

GGCAGTTTGTGATCAACTATTCT

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGACACTCAATAGTAGAAGATGTTCA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGACACTCAATAGTAGAAGATGTTCG

39

41

52

67

69

17

TTGGGGAGCCATCATCGAC

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTACCTGACTGTAGACCATTAACAA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTACCTGACTGTAGACCATTAACAG

58

43

53

67

69

18

GGACTACGCTGAAGCAGATT

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCTTCTGTTTTCTCTCAAGGTCTT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCTTCTGTTTTCTCTCAAGGTCTG

50

42

47

52

67

69

19

AGCTGCAGTGTGGATTGAAG

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCCTGCCATAAGTATCTCTTCTTTT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCCTGCCATAAGTATCTCTTCTTTC

50

41

52

67

69

20

GAGTTCATGCATCTCTGGCAT

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTCGTGTGATGGCTCCAGT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTCGTGTGATGGCTCCAGC

48

50

55

52

69

71

21

AGAGAGCACAATAAGTTTGTTCAG
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCGCATATTACACAACGACGT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCGCATATTACACAACGACGC

143

38

48

52

68

70



22

AACCATCGCCTAATTATGACATTT

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCACTGTCAGAACCTGCTTGA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCACTGTCAGAACCTGCTTGC

33

49

54

51

69

71

24

GGCTGTGTTGTAGACTATATACTCG

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCAAGCCAGTGCCAGCAT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCAAGCCAGTGCCAGCAG

44

54

59

56

70

72

25

GAGCACTACTATGTAACGATCCAC

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTCTGAATTTCTGCCAAAGTGTT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTCTGAATTTCTGCCAAAGTGTC

48

41

46

55

66

68

26

CCCTTGAGATTGAGACACCTC

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTAACACTAGAGGAGCAAGCAT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTAACACTAGAGGAGCAAGCAC

52

44

49

54

67

69

27

CATCTCAACCGAGCTGCAA

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGAGGACCATGAGAAGCAAGA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGAGGACCATGAGAAGCAAGG

53

50

55

51

69

71

29

TCGAGAGTCTCCTTTGACCT

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTCCAGGTCGGGAAGATGA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTCAGGTCGGGAAGATGG

50

50

55

52

69

71

30

GCATTCTTGCTAGTGTGTCG

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCATTGGAGAGCTGACAGAGA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCATTGGAGAGCTGACAGAGG

50

48

52

52

68

70

31

GCTGGTCGTACACCCATGAC

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGTACAGCTTCGGGATGTTGT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGTACAGCTTCGGGATGTTGC

60

49

54

56

69

71

32

AAGGTCAGGCTGGTCTCG

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCTGCTGTTCGGTTCT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTGCTGTTCGGTTCG

61

51

56

53

69

71

33

CTCCACCGTGACGATCCAGA

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCAACGTGTCATACCCATAGAAT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCAACGTGTCATACCCATAGAAG

60

51

56

56

69

71

34

CCTGATTGGAGCCCCTGATA
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGAATGATGTTCATCGCTGACA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGATGATGTTCATCGCTGACG

144

55

45

51

54

68

70



35

TGTGCAATGACTGTAACTCTACA

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCCGCCATATATGCCGTATA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCCGCCATATATGCCGTATG

39

49

54

52

69

71

36

GAAGCACGAGAGGCGGAAA

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATCATGCATCACCGGGTCA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATCATGCATCACCGGGTCG

58

50

55

53

69

71

37

CAAAAACACGAAATACTCAGAAACA

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAGGTAACATTTTTCGTCATCACAA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAGGTAACATTTTTCGTCATCACAG

32

40

44

51

66

68

38

ATGTGCCATCTCTTCGTTATCT

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCGCGTCTTGAGAGTGTCA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCGCGTCTTGAGAGTGTCG

41

52

58

51

70

72

39

GCCCAAGACCTTAGAAACATTGAA

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTACACAACAATCAAAGTTACATGCT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTACACAACAATCAAAGTTACATGCC

42

40

54

66

68

40

GGCTGTGTTGTAGACTATATACTCG

/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCAAGCAAGTGCCAGCAT

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCAAGCAAGTGCCAGCAG

44

54

59

56

70

72

41

CAAGCACCGGGGGATCCT
/FAM/GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATCTCCACCATCTCGCCA

/HEX/GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATCTCCACCATCTCGCCG

145

67

51

56

55

69

71
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