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Doktora Tezi

AGIR METAL STRESINE MARUZ KALMIS FASULYE CESITLERINDE
CAMTA ve YABBY GENLERININ GEN IFADESI DUZEYINDE INCELENMESI

Evrim KOCAMAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Emine Stimer ARAS

Diinya niifusundaki hizli artis ve paralelinde gelisen gida talebi dogrudan ekilebilir alanlarda verimlilik
kontroliiniin saglanmasindaki etkenlerin incelenmesini ve bu degiskenlerle birlikte ortaya c¢ikan ve
¢ikabilecek olan problemlerin ¢oziimii i¢in yeni ¢aligmalar yapmanin gerekliligini de beraberinde
getirmektedir.

Agir metallerin bitkilerde ¢esitli mekanizmalar {izerinde toksik etkilerinin oldugu bilinmektedir ve bu
toksik etkilere bagli gelisen cevaplarda stres kosullarina yonelik tepkilerin olusmasinda ve bu kosullara
adaptasyon stirecinde transkripsiyon faktorlerinden bahsetmek bir zorunluluk halini almaktadir. Bitkilerin
agir metal toksisite tolerans sinirlarinin bilinebilmesi i¢in metal tiir ve miktarina, zararin derecesine ve
ayrica zarar olusum siirecine ait verilerin de bilinmesi gerekmektedir. Bu bilimsel verilerin bilinmesi ve
Olciilmesi bitkilerin gelisimi ve canlilif1 agisindan oldukga 6nemlidir.

Bu tez galigmasinda CAMTA ve YABBY genleri (transkripsiyon faktorleri) secilerek, kursun (Pb), bakir
(Cu) ve kadmiyum (Cd) stresine maruz kalmis iki farkli fasulye cesidinin (Akman-98- Onceler-98) gen
ifade profillerinin karsilastirilmasi amaglanmigtir. Farkli derisimlerde bakir (Cu), kursun (Pb) ve
kadmiyum (Cd) stresleri uygulanmus iki farkli fasulye ¢esidi yaprak orneklerinde ilgili genlerin, qRT-
PCR metodu ile ifade diizeyleri belirlenmis ve housekeeping gen olan aktin (ACT) genine gore
normalizasyonu saglanmistir. Caligmada elde edilen sonuglar, iki farkli fasulye cesidine ait yaprak
dokularinda farkli derisimlerde bakir (Cu), kadmiyum (Cd), kursun (Pb) stresi uygulamasi sonrasinda
hedef genlerin ifadesinde kontrole gore dnemli farkliliklar meydana geldigini ortaya koymustur. Kursun
(Pb) derisiminde artisin Akman-98 cesidinde CAMTA gen ekspresyonu iizerinde ¢ok etkili olmadigi,
belirlenmistir. Bakir (Cu) derisiminin Akman-98 cesidinde gen ifade diizeyinde artisa, Onceler-98 fasulye
cesidinde ise azalisa neden oldugu saptanmigtir. Kadmiyum (Cd) stresi uygulanan 6rneklerde, Akman-98
fasulye cesidinde her iki gende de ifade artis1 gdzlenmistir. Onceler-98 cesidinde ise YABBY-7 genine ait
ifade seviyesinde azalis, CAMTA-4 geninin ifade diizeyinde ise artis meydana geldigi tespit edilmistir.

Bitkilerde stres adaptasyonu olduk¢a kompleks cevap mekanizmalarindan olusmaktadir. Bu nedenle
CAMTA ve YABBY gen ailelerinin iki farkli fasulye ¢esidinde agir metal stres toleranslarinin belirlenmesi
ve karsilagtirilmasi; bitkilerde abiyotik stres toleransinda yer alan molekiiler mekanizmalarin daha
derinden aydinlatilmasi ve stres cevap mekanizmalarinda etkili olduklari bilinen iki gen ailesinin, Kilit
rollerinin belirlenmesi i¢in olduk¢a Snemlidir. Bu calisma ile uygulanan stresler sonrasinda iki farkli
fasulye ¢esidinin gen ifade profillerinin farkli seyretmesi, tolerans ve adaptasyon mekanizmalarinin farkli
evrimsel siirecler izledigini gostermektedir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak, CAMTA ve YABBY genlerinin
bitkilerin ¢ok degiskenli stresler altindaki rollerinin belirlenmesi ve potansiyel genetik belirtegler olarak
kullanilabilmesi de miimkiin gériinmektedir.

Temmuz 2019, 102 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

INVESTIGATION OF CAMTA AND YABBY GENES AT GENE EXPRESSION LEVEL
UNDER HEAVY METAL STRESS IN COMMON BEAN

Evrim KOCAMAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Emine Siimer ARAS

The rapid increase in the world population and the growing food demand in parallel bring about the
examination of the factors in ensuring efficiency control in the arable land and the need for new studies to
solve the problems that may arise with these variables.

It is known that heavy metals have toxic effects on various mechanisms in plants and it becomes a
necessity to consider transcription factors in the response to stress conditions and in the adaptation
process of plants to these conditions. In order to know the range of tolerance of heavy metal toxicity in
plants, various data such as the type and amount of metal, the degree of damage and also the process of
damage formation should be available. Knowing and measuring these concepts is very important for the
development and viability of plants.

In this study, gene expression profiles of two genes belonging to different transcription factor families;
CAMTA and YABBY, were investigated in two different common bean varieties exposed to lead (Pb),
copper (Cu) and cadmium (Cd) stress Various concentrations of the heavy metals were applied to the
leaves of two different common bean varieties (Akman-98 and Onceler-98) and, the expression levels of
the genes were determined by gRT-PCR followed by a normalization procedure performed by using
actin (ACT) as a housekeeping gene. Results revealed that mRNA levels of target genes show differences
after lead (Pb), copper (Cu)and cadmium (Cd) stress exposure. Increasing the concentration in the lead
(Pb) stress was not very effective in CAMTA genes on Akman-98 variety It was determined that copper
(Cu) concentration cause the increased gene expression level in Akman-98 bean variety and cause the
decreased in Onceler-98 bean variety. Increasing the concentration of cadmium (Cd) caused an increase
in expression levels in both genes in Akman-98 bean variety. Higher concentrations of cadmium (Cd)
caused as the decrease in YABBY-7 gene expression level and the increase in CAMTA-4 gene expression
level in Onceler-98 bean variety.

Stress adaptation in plants consists of highly complex response mechanisms. For this reason,
determination and comparison of heavy metal stress tolerances of CAMTA and YABBY gene families in
two different bean varieties are more important for the deeper elucidation of the molecular mechanisms
involved in abiotic stress tolerance in plants and to determine the key roles of the two gene families
which are known to be effective in stress mechanism mechanisms. The differences in gene expression
profiles of two different bean varieties after the stresses applied by this study show that tolerance and
adaptation mechanisms follow different evolutionary processes. Based on these findings, it is also
possible to identify the roles of CAMTA and YABBY genes under multivariate stresses and to use them as
potential genetic markers.

July 2019, 102 pages

Key Words: Heavy metal, CAMTA, YABBY, gene expression


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/gene%20expression

TESEKKUR

Doktora egitimim Ve tez caligmam boyunca kiymetli bilgi, birikim ve tecriibeleri ile
bana yol gosterici ve destek olan degerli danisman hocam sayin Prof. Dr. E. Siimer
ARAS’a (Ankara Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali1), hem tez hem de tez disi
bilimsel ¢alismalarimin her asamasinda yardimci olan sayin Dog¢. Dr. Demet
CANSARAN DUMAN ve saym Dog¢. Dr. ilker BUYUK’e sonsuz tesekkiir ve

saygilarimi sunarim.

Calismalarim boyunca yardimini hi¢ esirgemeyen degerli arkadaslarim saym Recep
KARAMAN’a, saym Sinan Ozgiir AYDIN’a ve saymn F. Seyma GOKDEMIR e sonsuz
tesekkiir ederim.

Ve...

Akademik kariyerimin tiim asamasinda her tiirlii destegi esirgemeyen aileme ve biricik

ogluma sonsuz siikranlarimi sunuyorum.

Evrim KOCAMAN

Ankara, Temmuz 2019



°C

A
ABA
ACT
Al

B
BADH
C

Ca*
CaM
CAMTA
CdcClI2
cDNA
Ccr
CO2
cm?®
CMO
Cu

Co
CRC
dk
dH-0
DNA
EDTA
EtOH
Fe
FEEDTA
FIL

ar
GSA
H
H20:2
HCIO
Hsps
INO

K

kg
LEA-3
M

mg
Mg

ml
mm
Mn

SIMGELER DiZiNi

Santigrad

Adenin

Absisik Asit

Aktin

Aluminyum

Bor

Betain aldehit dehidrogenaz
Karbon

Kalsiyum

Kalmodulin

Kalmodulin baglayici transkripsiyon aktivitorleri
Kadmiyum Kloriir
Tamamlayict DNA

Klor

Karbondioksit
santimetrekiip

kolin betain aldehide kolin monooksigenaz
Bakir

Kobalt

Crabs Claw

Dakika

Distile su
Deoksiriboniikleik Asit
Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
Etil Alkol

Demir

Demir Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
Filamentous Flower
Gram
Glutamik-y-semialdehit
Hidrojen

Hidrojen peroksit
Hipoklorit

Is1 Soku Proteinleri

Inner no Outer

Potasyum

Kilogram

Late Abundant Protein-3
Milyon

milligram

Magnezyum

mililitre

milimetre

Mangan



Mo
MRNA
MYA

Na
Ni

Ph

ppm
RNA
Rpm
ROT
RT-PCR
gPCR

Si
SOD
TF
TBE
TUIK
uv
Zn

ng
uM

Molibden

Haberci RNA

Million Years Ago
Azot

Sodyum

Nikel

Oksijen

Fosfor

Hidrojen Giicii
Milyonda bir
Riboniikleik Asit
Dakikada Devir Sayisi
Reaktif Oksijen Tiirleri
Real Time PCR
Kantitatif PCR

Kiikdirt

Silisyum

Stiperoksit Dismutaz
Transkripsiyon Faktorii
Tris Borat EDTA
Tiirkiye Istatistik Kurumu
Ultraviyole

Cinko

mikrogram
mikromolar

mikrolitre

Vi



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI

ETIK o [
OZET o i
ABSTRACT bbbt e bttt e re e i
TESEKKUR .......ooooiieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt iv
SIMGELER DIZINI ......c.cooiiiiiiiiiiic s v
ICINDEKILER .......cooooviiiieceeee oottt vii
SEKILLER DIZINT ........coooiiiiiiieeeeeeeeeeeee e Xi
CIZELGELER DIZINIT ........coooiviiiiiieeeceeeeeeeeeeeeeeeee e Xiv
1 GIRIS ...ttt 1
1.1 Fasulye (Phaseolus vUIgaris L.).......ccccoveiiiieiiieiiiicceece e 3
11.1 TaArTRCESE .....oeeiic 3
1.1.2 SIflandiriimast ... 4
113 Diinyada ve Tiirkiye’de fasulyenin 6nemi ve iiretimi .................c...ccccoo.. 4
1.14 TKIim ve topraK iSteKIeri. ...............c.cceveevieiiceieeeeceeeeee e, 6
1.2 Bitkilerde Stres ve Stres Cesitleri...............cccccoviiiiiiiiiiii 6
1.2.1 ADIYOLIK Stres ¢esitleri.............cocooiviiiiiiiic i 7
1.2.1.1  Yiiksek s1caklK Stresi ............ccoooviiiiiiiiiiic e 7
1.2.1.2  DiisliK S1CAKIK SEresi.......ccooiiiiiiiiiiiiiii e 8
1.2.1.3  TUZIUIUK SEFESI....ciiiiiiiiiee e 8
1,204 BESIN SEIESI ..ottt 9
1.2.1.5  AZir metal stresi..........ccoooiiiiiiiiiiii 10
1.21.6  OKSIHALIT STIES ..ot 10
1217  KuraKIK Sresi.........ccoooiiiiiiiiiiiiici s 11
1.2.2 Bitkilerin abiyotik strese cevap mekanizmalari ... 12
1221 OSMOIITIET ...t 14
1.2.2.2  Antioksidanlar ve detoksifikasyon genleri ..o 15
1.2.2.3  Tyom tagimmast ............coccoooiueieivieeicieieiecee et 16
1.2.2.4  Stresle iligkili proteinler .................cccoooiiiiiii 17
1.2.2.4.1 Is1 50Ku proteinleri.............cccooovviiiiiiiiiiiiice 17



1.2.2.4.2 Geg¢ embriyogenez bagimh proteinleri.................cccccoooiiiiiiniiie e, 18

1.3
131
1.3.2
1.3.3
134
1.3.5
1351
1.35.2
1.35.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.7.1
1.7.2
1.7.3
2

2.1

3

3.1
3.11
3.1.2
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
343
3.5
3.6
3.7

AGIF MEtaller...........oooiiiiiiiiiiiii e 18
Agir metallerin bitkilerdeki islevi ... 19
Bitkilerde metal alinimi ... 20
Bitkilerde metal taginimi...............c.coooiiiiiiiiiiii 20
AZir metal Kirliligi ..............cooovviiiii i 20
Metal birikiminin bitkilerde yol actig1 degisiklikler ................................. 21
Sekilsel deGiSiKIKIEr .............c.cocviiiiiiiiiii e 21
Biyokimyasal de@isikliKler ..................ccccooiiiiiiii 21
Serbest radikal olusumu ...............c.cccooiiiiiiiii 22
Bakir (Cu)’in Bitkilere EtKisi.............ccccoooiiiniiic 22
Kursun (Pb)’un BitKilere EtKisi............c.ccccoccviiiiiiii e 23
Kadmiyum (Cd)’un Bitkilere EtKisi ................cccccooiiiiiiiii 23
Transkripsiyon FaKtorleri ... 24
Phaseolus vulgaris genomunda transkripsiyon faktorii — gen icerigi ...... 26
CAMTA QBN ATIEST ... 27
YABBY 08N AHIESI...ccuiiiiiiiiiiiiiieiiee e 28
KAYNAK OZETLERI.........ocitiiiiniieese s 30
AMACIAT ... 34
MATERYAL VE YONTEM .......coooviiiiiiiiniiniininsisisesssssisssss s 36
TONUM TEMINT . 36
AKMaN-98 (KUru faSUIYE) ........ccoiiiiiiiiiiie e 36
Onceler-98 (BarbUNYa)..........cccoveveueveeirieeiceeesieeee s sessesessssee s seseenen, 36
Tohumun Sterilizasyonu ve Bitkinin Yetistirilmesi ...................cc.cc.c..0. 36
Hoagland Besin Cozeltisinin Hazirlanmasi ..., 37
Bitki Stres Kosullarinin Olusturulmasi..............cccccoooviiiiiiiiiieniiiiee e, 39
80 ppm -160 ppm kursun (Pb) Stresi............cccccoveiiiiiiiiiineec e 40
80 ppm -160 ppm bakir (Cu) Stresi..........ccocoeviiiiiieiiiiciieeseeseee e 40
80 ppm — 160 ppm kadmiyum (Cd) StreSi .......ccccouveviieiiieiie e 40
Ornekler Icin Kodlarm Olusturulmasi ................c.cocoovvveveviissineneseennn, 41
Total RNA TZolasyonu..............c.ccoveiiueiciiieiceie e, 41
RNA Miktarmin Belirlenmesi ...............c.ccocooiiiiiiii 42

viii



3.8
3.9
3.10
3.11
3.11.1
3.11.2
3.12

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
451
452
4.5.3
4.6
4.7

4.7.1

4.7.2

4.7.3

4.7.4

4.7.5

4.7.6

CDNA SENTEZI ...
PrIMEr DAZAYNI........cccocoviiiiiicc ettt
Real-Time PCR REAKSIYONU .........ccoiiiiiieiiiie e
Morfolojik ve Fizyolojik Parametre Olgiimler .................cccccc.cceverunnene.
Kuru-Yas agirhik olgiimleri.............cccoooiiiiiiiiiee
(o 0] (=TT 0 =\ Y/ SR
Normalizasyon ve istatistiksel analiz .............cccccooevieiiiiiici i
BULGULAR ..o
Fasulye Cesitlerinde Stres Uygulamalar: .................c.cccooooii
RNA TZOIASYONU ..........cooooveicecceeeecee e
CDINA SENTEZI.....ceiiiiiisiee e
Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini.........cccccocovviieniiinininnnnns
Yas-Kuru ASirlik OIcEmIeri ............cco.covveviieiieieiceesece e,
Yaprak; yas-Kuru agirhik ol¢imleri............ccocooooviiiiiiniiinnci i
Kok; yas-Kuru agirhk olgimleri................c.coooiiiiniiiniiic
Kok ve yaprak yas-kuru agirhklarimin karsilastirilmasi..........................
Real-Time PCR Uygulamasi..............cccoooiiiinininiiinicieiese e

RT-PCR Sonuclari, Sonuclarin Normalizasyonu ve Istatistiksel
ANALIZE .ot

Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde CAMTA-1 geni’nin mRNA kat degisimlerinin
degerlendirilmesi ............cccooiiiiiiiiiiii

Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde CAMTA-4 geninin MRNA diizeylerinin degerlendirilmesi...

Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde CAMTA-8 geni’nin mRNA diizeylerinin
degerlendirilmesi ............ccooiiiiiiiiiii

Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde YABBY-4 geninin mMRNA diizeylerinin degerlendirilmesi....

Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde YABBY-5 geninin mMRNA diizeylerinin degerlendirilmesi....

Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde YABBY-7 geninin mMRNA diizeylerinin degerlendirilmesi....

73

75

76

77

78



4.7.7 Genlere gore; Kursun (Pb) (80 ppm) stresi altinda Akman-98 ve
Onceler-98 fasulye cesitlerinde mRNA kat degisim ortalamalarinin
ANALIZE e 79
4.7.8 Genlere gore; Kursun (Pb) (160 ppm) stresi altinda Akman-93 ve
Onceler-98 fasulye cesitlerinde mRNA kat degisim ortalamalarinin
ANALIZE e ne e 80
4.7.9 Genlere gore; Bakir (Cu) (80 ppm) stresi altinda Akman-98 ve
Onceler-98 fasulye cesitlerinde mRNA kat degisim ortalamalarinin
ANALIZE e ne e 82
4.7.10  Genlere gore; Bakir (Cu) (160 ppm) stresi altinda Akman-98 ve
Onceler-98 fasulye cesitlerinde mRNA kat degisim ortalamalarinin
ANALIZE ..ot nee e 84
4711  Genlere gore; Kadmiyum (Cd) (80 ppm) stresi altinda Akman-98 ve
Onceler-98 fasulye cesitlerinde mRNA kat degisim ortalamalarinin
ANANIZIE ettt 85
4,712 Genlere gore; Kadmiyum (Cd) (160 ppm) stresi altinda Akman-98 ve
Onceler-98 fasulye cesitlerinde mRNA kat degisim ortalamalarimin
ANALIZIE ettt 87
5 TARTISMA VE SONUC .......oooiiiiiiiiiiiie it 89
KAYNAKLAR ittt e e e e nbb e e nnb e e e nnnes 92
OZGECMIS ...ttt ettt ettt as st 102



Sekil 1.1
Sekil 1.2
Sekil 1.3
Sekil 1.4
Sekil 1.5
Sekil 1.6

Sekil 1.7

Sekil 3.1

Sekil 3.1

Sekil 3.2

Sekil 3.3
Sekil 3.4

Sekil 4.1

Sekil 4.2
Sekil 4.3
Sekil 4.4

Sekil 4.5

Sekil 4.6

Sekil 4.7

Sekil 4.8

Sekil 4.9

Sekil 4.10

SEKILLER DIiZiNi

Phaseolus vulgaris L. siniflandirilmasi (Freytag ve Debouck 2002)...........cccccvvvvennen 4
Kuru fasulyenin diinyadaki bolgelere gore liretim oranlar1 (Anonim 2017)................ 5
Kuru fasulye tiretiminde en iyi on {ilke (Anonim 2017) ......cccoerviivninniiniieienene e 5
2010-2017 yillart arasinda Tiirkiye’de kuru fasulye {iretimi (Anonim 2017).............. 6
Stresle iligkili genler ve metabolitler (Vinocur vd. 2005).......ccccooveiiniinieniniicnene 13
Phaseolus vulgaris L.’de bulunan 8 CAMTA proteinine ait bilgiler (Biiyiik vd.

20709) bbb 28
Arabidopsis YABBY gen ailesi (Bowman 2000) .........ccccoceveeieeninieeieseenee e 29

Ankara Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’na ait iklimlendirme
kabininde (25°C - %70 nem) steril perlit iceren tepsilere ekimi yapilmus iki
haftalik fideler........coiiiiiiiiii s 38

Ankara Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’na ait iklimlendirme
kabininde (25°C - %70 nem) steril perlit iceren tepsilere ekimi yapilmis iki

haftalik fideler (deVam)........cccviiiiiiiiiiie e 38
Istenilen biiyiikliige ulasan bitkilerin perlitlerden ayiklanmasinin ardindan, stres
uygulanabilmesi icin ayr1 kaplara konulmus fasulye ornekleri..........cococovveiienienenns 39
Real Time PCR cihazi, Light Cycler Nano (Roche).........cccccovviiiiiiiiiiiniicnicnics 44
Ankara Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’na ait etiivde kurutulan
YapTaKIar Ve KOKIET ........cciviiiiiiiiiiie it 46
Istenilen biiyiikliige ulasan ve perlitlerden ayiklanmasinin ardindan, stres
uygulanabilmesi i¢in ayr1 kaplara konulan fasulye ornekleri ..........cccocoeviieiiinicninns 48
RNA izolasyonu sonrasi 6rneklerin jel gOTUntisii.......ocovererverinieieiieiese e 49
BSA standartlar1 kullanilarak olusturulan standart egri grafigi .........coceevervrvenennnnn 50
Akman-98 fasulye ¢esidinde yaprak; yas ve kuru agirliklarinin kontrol grubu
agirliklarina gore ortalamalarin kargilagtirilmast .........ooceeiieiienieiiinceee 52
Onceler-98 fasulye 6rneklerinde yaprak; yas ve kuru agirliklarmin kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarinin kargilagtirilmasi.........cccooceviiiiiiiiciienenne 53
Akman-98 fasulye o6rneklerinde kok; yas ve kuru agirliklarinin kontrol grubu
agirliklarina gore ortalamalarinin karsilagtirilmast ........cccooevveeiiniciiiiccncc 54
Onceler-98 fasulye drneklerinde kok; yas ve kuru agirliklarinin kontrol grubu
agirliklarina gore ortalamalarinin karsilastirtlmast .........ccooovvveniiiiiiecn e 55
Akman-98 ve Onceler-98 fasulye drneklerinde uygulanan streslere gore yaprak
ve kok agirlik ortalamalarinin dagilimlart ..o 58
Aktin (ACT) gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gore olusturulan
standart €Z11 GrafiZl.......ovivieiiiriee s 59
Aktin (ACT) geni i¢in qRT-PCR’1 yapilan ¢cDNA seri diliisyonlarinin pik
GOTUNTUSTL ..t r e e e e ne e nre e e 59

Xi



Sekil 4.11 CAMTA-1 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gore olusturulan

Standart €11 GrafiGi......covveiiiiiiiieie e
Sekil 4.12 CAMTA-1 geni i¢in qRT- PCR’1 yapilan c¢cDNA seri diliisyonlarmnin pik
GOTUNTUSTL et
Sekil 4.13 CAMTA-4 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gére olusturulan
Standart €11 GrafiSi......ccovveiiiiiiiieie e
Sekil 4.14 CAMTA-4 geni icin qRT-PCR’1 yapilan c¢cDNA seri diliisyonlarinin pik
GOTUNTUSTL vt bbb s
Sekil 4.15 CAMTA-8 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gore olusturulan
standart €Z11 GrafiZi.......oovvreeiiiiee e s
Sekil 4.16 CAMTA-8 geni i¢cin qRT-PCR’1 yapilan cDNA seri diliisyonlarinin pik
GOTUNTUSTL 1.vveiiiiiriiie sttt s e e s s b e e e s sb e e e s sb e e e s sr e e e s srreeeean
Sekil 4.17 YABBY-4 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gore olusturulan
Standart €Z11 GIafIZi.....c.vveiieiiiiee e s
Sekil 4.18 YABBY-4 geni icin PCR’1 yapilan cDNA seri diliisyonlarinin pik goriintiisii............
Sekil 4.19 YABBY-5 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gore olusturulan
Standart €Z11 GIafiZi.......ovvreeriiiee e s
Sekil 4.20 YABBY-5 geni i¢in PCR’1 yapilan cDNA seri diliisyonlarinin pik goriintiisii ............
Sekil 4.21 YABBY-7 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gore olusturulan
Standart €Z11 GIafiZi.......oovreeiiiiee s
Sekil 4.22 YABBY-7 geni i¢in PCR’1 yapilan cDNA seri diliisyonlarinin pik goriintiisii............

Sekil 4.23 Akman-98 fasulye g¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-1 genine ait mMRNA
KAt AEGISTMICTI. .. .eiueiieeieiie ittt sree s

Sekil 4.25 Akman-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-4 genine ait mMRNA
KAt EZISTMICTI. ....veevveiveceeeie et bbb sr e b nne s

Sekil 4.26 Onceler-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-4 genine ait mMRNA
KAt EZISTMICTI. ....veevveieeceieie ettt sb e e b e nenre s

Sekil 4.27 Akman-98 fasulye g¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-8 genine ait mMRNA
KAt AEGISTMICTI. .. .evveieeieiie sttt bbbt

Sekil 4.28 Onceler-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-8 genine ait mMRNA
KAt EZISTMICTI. ...ttt bbb e e nne s

Sekil 4.29 Akman-98 fasulye gesidine uygulanan stresler ve YABBY-4 genine ait mRNA
KAt AEGISTMICTI. .. .evveieeieiie sttt bbbt

Sekil 4.30 Onceler-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-4 genine ait mRNA
KAt AEZISTMICTI. ..e.veiueeiee ettt bbbt b e e nne s

Sekil 4.31 Akman-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-5 genine ait mRNA
KAt AEZISTMICTI. ...ttt bbbt e nne s

Sekil 4.32 Onceler-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-5 genine ait mRNA
LA (T4 530001 (<3 PP PR PP PRRTRP

Sekil 4.33 Akman-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-7 genine ait mRNA
KAt AEZISTMICTI. ..e.veiueeiee ettt bbbt b e e nne s



Sekil 4.34 Onceler-98 fasulye cesidine uygulanan stresler ve YABBY-7 genine ait mMRNA

Kat AeGISTMICTI ... .eevieeieieie e

Sekil 4.35 Genlere gore; kursun (Pb) 80 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98

fasulye ¢esitlerinde mRNA kat degisim dagilimlarinin kargilastirmalari ................

Sekil 4.36 Genlere gore; kursun (Pb) 160 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98

fasulye cesitlerinde mRNA kat degisim dagilimlarinin karsilastirmalari.................

Sekil 4.37 Genlere gore; bakir (Cu) 80 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98 fasulye

cesitlerinde mRNA kat degisim dagilimlarinin karsilagtirmalari.............ccoceveenee.

Sekil 4.38 Genlere gore; bakir (Cu) 160 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98

fasulye ¢esitlerinde mRNA kat degisim dagilimlarinin karsilagtirmalari.................

Sekil 4.39 Genlere gore; kadmiyum (Cd) 80 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98

fasulye ¢esitlerinde mRNA kat degisim dagilimlarinin karsilastirmalari.................

Xiii



Cizelge 1.1
Cizelge 1.2
Cizelge 1.3

Cizelge 1.4

Cizelge 3.1
Cizelge 3.2
Cizelge 3.3
Cizelge 3.4
Cizelge 3.5
Cizelge 3.6
Cizelge 3.7
Cizelge 4.1

Cizelge 4.2
Cizelge 4.3

Cizelge 4.4

Cizelge 4.5

Cizelge 4.6

Cizelge 4.7

Cizelge 4.8

Cizelge 4.9

Cizelge 4.10
Cizelge 4.11
Cizelge 4.12
Cizelge 4.13
Cizelge 4.14

CIZELGELER DiZiNi

Bitkilerde stres ve gesitleri (Maheswari vd. 2012) ...ccccoocvevviieniiieniieenien, 7
Abiyotik stres-ROS iliskisi (Gill vd. 2010) .....ccovvirviiiiiieieieeseseeee 15
Onemli baz1 agir metallerin gereklilik ve kirleticilik yoniinden
siniflandiriimast (Y1ldiz 2004).......ccociiiiiiiiiiiiieiieeiee e 19
Phaseolus vulgaris L.’de bulunan sekiz YABBY proteinine ait bilgiler (inal
V0. 2007) ottt 29
Hoagland besin ¢0zeltisi 1¢eriKIeri.......oiuiiiiiiiiiiiiiiiieic e 37
Ornekler igin olusturulan kodlar ve karsiliklarma ait 6rnekler.................. 41
Genezol protokolii islem basamaklart...........c.ccoooeeviiiiiii 42
Toplam RNA ve primer KartSImi ..........coeovviveiiiiiiienieeseese e 43
Aktin ve hedef CAMTA - YABBY genlerine ait primer tasarimlari............ 44
Calismada kullanilan Real Time PCR protokolii...........ccccevveeiieiiiinnnnnne 45
Caligmada kullanilan Real Time PCR programi............cccoovevvvveiienennnn. 45
Orneklerin, BSA standartlarinin absorbanslarina gére hesaplanan protein
TIKEATIATT .o 50
Ortalama absorbans ve ortalama konsantrasyon degerleri ..............cc........ 51

Akman-98 fasulye ¢esidinde yaprak; yas ve kuru agirliklarinin kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarinin karsilastirilmasi ...........cccoceeeee 52

Onceler-98 fasulye cesidinin yaprak; yas ve kuru agirliklarmin kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarinin karsilagtirilmast ... 53

Akman-98 fasulye drneklerinde kok; yas ve kuru agirliklarinin kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarinin karsilagtirilmast ..o 54

Onceler-98 fasulye drneklerinde kok; yas ve kuru agirliklarmin kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarin karsilastirilmasi.........cccocceevnennee 55

Akman-98 ve Onceler-98 fasulye drneklerinde uygulanan streslere gore
yaprak ve kok agirlik ortalamalarinin dagilimlart ... 56

CAMTA-1 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri . 66
CAMTA-4 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri . 66
CAMTA-8 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri . 67
YABBY-4 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri... 67
YABBY-5 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri... 68
YABBY-7 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri... 68

Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart Sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglari (CAMTA-1)...69

Xiv



Cizelge 4.15

Cizelge 4.16

Cizelge 4.17

Cizelge 4.18

Cizelge 4.19

Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (CAMTA-4)...70

Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (CAMTA-8)...70

Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (YABBY-4)....71

Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (YABBY-5)....71

Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (YABBY-7)....72

XV



1 GIRIS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Fabacea ailesine ait Tiirkiye’de ve diinyada tiiketilen
yemeklik baklagil ¢esitleri arasinda 6nemli yere sahip bir tiirdiir. Hem protein degerinin
yiksek olmasi agisindan, hem de yetistigi topragin humus ve azot miktarini
arttirmasindan dolay1 tarimda tercih edilmektedir. Anavatan1 Asya olarak kabul edilen
fasulyenin Tiirkiye’de tescillenmis 30’a yakin ¢esidi bulunmaktadir (Tarim, Gida ve

Hayvancilik Bakanligi, Biilten 2017).

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde siklikla goriilmekte olan; yenilenebilir enerji
kaynaklarinin Oneminin heniiz tam anlamiyla kavranamamis olmasi, kontrolsiiz
sanayilesme ve motorlu tasitlarin yaygin kullanimi, insan kaynakli bircok metal ve
metal tlirevinin dogaya salinimina neden olmaktadir. Bu salimima bagl olarak da
giinimiizde metal toksisitesi en 6nemli ¢evresel problemlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Metal toksisitesi, topraktaki birikimi ve ekosistem degiskenlerine olan
etkisinin yan1 sira besin zinciriyle veya aeresol- toz bilesimi halinde solunumuyla da
insan ve hayvan saghgimi tehdit etmektedir. Yiiksek konsantrasyondaki agir metallerin
bitkilerde fotosentez, mineral beslenme ve su iliskileri gibi birgok fizyolojik siireg

tizerinde zararl etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Ali vd. 2013, Li vd. 2013).

Dogada sik¢a rastladigimiz agir metallerin bazilari; Kobalt, bakir, mangan, nikel,
molibden bitki gelisiminde 6nemli bir rol istlenirken; kadmiyum (Cd), kursun (Pb),
arsenik, aliiminyum, civa bitki gelisimine zarar veren agir metallerdendir. Ancak bu iki
agir metal grubunun bitkilerde asir1 birikimi ¢ogu zaman bitkinin generatif ve vejetatif

gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir (Giir vd. 2004).

Agir metaller bitkiler lizerinde 6nemli bir abiyotik stres faktoriidiir. Bitkilerin stres
kosullara verdikleri tepkilerin ve ayrica bu siiregte, mevcut kosullara uygun olarak

gelistirdikleri adaptasyonlarin bilinmesi gerekmektedir (Abolghassem vd. 2015).

Birim alana diisen verim miktarmin artirilmasi, ekolojik kosullara uygun bitki
cesitlerinin belirlenmesi ve biyoteknolojik gelismelerden faydalanip bitki g¢esitlerinin

cevresel etkilere daha hizli ve daha fazla adapte olmasini saglamaya baglhidir.


https://www.hindawi.com/26035039/

Bu nedenle bitki gesitlerinin stres kosullarina kars1 gelistirdikleri savunma
mekanizmalarinin iizerine ¢alisilmasi ve bu mekanizmalarin belirlenip aydinlatilmasi

oldukg¢a 6nemlidir (Biiyiik ve Aras 2016).

Bu mekanizmalar aydinlatilirken; metal tirii ve miktar1 ile birlikte bitki ¢esidinin
toksisite tolerans seviyesi ve zarar olusum siireci gibi kavramlarin da bilinmesi ve
iizerinde c¢alisilmast gerekmektedir. Zira bu kavramlarin bilinmesi ve arastirilmasi

bitkilerin gelisimi i¢in oldukga biiyiik 6nem arz etmektedir (Paschke vd. 2005).

Bitkilerde stres kosullarmma yonelik tepkilerin olusmasi ve bu siiregte bitkinin
uyumlulugu ve adaptasyon siireci denilince, transkripsiyon faktorlerinden bahsetmek
bir zorunluluk halini almaktadir. Transkripsiyon faktorleri, genel bir ifade ile DNA’nin
belli bolgelerine baglanarak genin ifade seviyesine etki eden proteinler olarak
tanimlanabilir. Bazi transkripsiyon faktorleri RNA polimeraz kompleksinin
baglanmasini etkiledigi gibi bazi transkripsiyon faktorleri de kromatin yapisini
degistirmektedir. Gen ifadesini engelleyici transkripsiyon faktorlerine ‘repressorler’,
gen ifadesini kolaylastiran transkripsiyon faktorlerine ise ‘aktivatorler’ adi
verilmektedir. Aktivatorler; RNA polimeraz kompleksini ve histon asetilesyonunu
tetiklerler, repressorler ise tam tersi bir etkiyle histon deasetilesyonunu
tetikleyebilmektedirler.  Transkripsiyon faktorleri  bitkilerde Onemli regiilator
molekiillerden olup ilgili genlerin promotor bdlgelerinde cis elementleriyle baglanti
kurarak genin ifade seviyesine aktivatdr veya repressor olarak etki etmektedirler
(Agarwal vd. 2007). Diizenleyici olarak rol oynadiklari yolaklara; gelisim, bazal
transkripsiyon regiilasyonu, hiicrelerarasi sinyallere olusan cevap, patojenezis, ¢evresel
faktorlere cevap, hiicre siklusunun kontrol edilmesi ve bitkilerde metabolit birikimi

arttirmaya aracilik etmek gibi hayati hiicresel olaylar ornek olarak verilebilir

(Warnmark vd. 2003).

Genler bitkilerde stres kosullarina kars1 verilen cevaplar dikkate alindiginda erken ve
gec cevap genleri olarak smiflandirilabilmektedir. Ge¢ cevap genlerinde, yavas
indiiklenme ve genelde devamli bir ekspresyon s6z konusuyken; erken cevap

genlerinde, hizli ama geg¢ici bir indiiklenmeden bahsedilir.



Bitkilerin stres etkenlerine verdikleri cevaplarda bir¢ok sinyal iletim yolu
bulunmaktadir ve degisen stres etkilerine bagl olarak da bir¢ok genin ekspresyonunda
da degisimler goriilmektedir (Zhu vd. 2002).

Yapilan son ¢alismalarda, stres tolerans1 kavrami devreye girdiginde bitki aleminde iki
spesifik transkripsiyon faktoriiniin 6nemli oldugu goriilmektedir. Bunlar, CAMTA
(Calmodulin baglayic1 transkripsiyon aktivitorleri) ve YABBY’dir. CAMTA’lar;
hastaliklara kars1 direng, herbivor ataklara karsi direng ve abiyotik stres toleransi gibi
biyolojik siireglerde 6nemli bir rol oynarlar (Doherty vd. 2009). YABBY gen ailesi de
ozellikle yaprak, ¢igek ve meyvenin gelisiminde onemli rol oynamaktadir (Han vd.
2015).

Daha 6nce fasulye bitkisinde farkli transkripsiyon faktorii aileleri ile yapilmis genom
diizeyinde biyoinformatik ¢alismalar mevcuttur (Biiyiik ve Aras. 2016, inal vd. 2017).
Ancak, CAMTA ve YABBY transkripsiyon faktorii ailelerinin, fasulye bitkisinde agir

metal stresi ile iliskisinin incelendigi bir ¢aligma bilgimiz dahilinde bulunmamaktadir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinin amaci, biri direngli, digeri hassas olmak tizere iki
farkli fasulye ¢esidinin agir metal stresi altinda YABBY ve CAMTA genlerinde meydana
gelen gen ifadesi degisimlerini qRT-PCR ile mRNA diizeyinde incelemektir.

Bu calisma ile Tirkiye’de biiyiik bir ticari éneme sahip olan fasulye c¢esitlerinin
dayaniklilik sinirlarinin mukayese edilmesi ve agir metal stresi sonrasi bitki savunma

mekanizmasi lizerindeki etkisinin incelenmesi hedeflenmistir.

1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

1.1.1 Tarihgesi

Fasulyenin anavatani kimi arastirmacilara gére Avustralya kimi arastirmacilara gore ise
Afrika olarak belirtilmektedir. Ancak fasulyenin anavatani olarak Amerika kabul
edilmigtir. Amerika’dan sonra fasulye ilk O6nce Avrupa’da daha sonra da Asya’da

yetistirilmeye baslanmistir.



Ozellikle Meksika’da fasulye yetistiriciliginin uzun yillar 6ncesine dayandig
bilinmektedir. Amerika ve Meksika’da fasulyenin bir¢ok degisik formlarinin oldugu
tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de ise fasulye yetistiriciligine diger baklagillerden sonra
baslandig1 ve yaklasik 200 yila yakin siiredir yetistirildigi diisiiniilmektedir (Anlarsal
2005).

1.1.2 Smiflandirilmasi

Fasulye Phaseolus cinsine bagli bir tiirdiir. En 6nemli tiirii olan Phaseolus vulgaris

L.’nin siniflandirilmasi Sekil 1.1°de belirtilmistir (Freytag vd. 2002).

Domain..........ccoceevvnes Eukarya (Okaryotikler)
Alem.......ooiiii e Plantae
Béliim........................ Magnoliophyta
Suf..........................Magnoliopsida
Takim.......coooooviinnnnnn. Fabales

Adle oo Fabaceae (Baklagiller)
Cins..ooiiii e Phaseolus L

1 LPhaseolus vulgaris L.

Sekil 1.1 Phaseolus vulgaris L. siiflandirilmasi (Freytag ve Debouck 2002)

1.1.3 Diinyada ve Tiirkiye’de fasulyenin 6nemi ve iiretimi

Fasulye hem insanlar i¢in hem de ¢iftciler igin fazlaca 6nem arz etmektedir. Fasulyenin
besleyici bir bakliyat olmasi, mineral ve proteince zengin olmasi ayrica insanlar
tarafindan tadimin lezzetli bulunmasi sebebiyle 6nemli besinlerden biridir (Giiveng
1993). Fasulye yiiksek protein igeriginin (%18-30) yam sira fosfor, demir ve Bl
vitamini bakimindan da benzer gidalar icerisinde ayr1 bir 6neme sahiptir. Tanesindeki
protein, insan beslenmesinde mutlak gerekli olan 16sin, lisin, izoldsin, fenilalanin, valin,
teronin, triptofan ve metiyonin gibi amino asitleri icermektedir (Onder ve Ozkaynak
1994).



Kuru fasulye diinyada en ¢ok yetistiriciligi yapilan baklagil tiiriidiir. Kuru fasulyenin

diinyada yetistirilme oranlar1 Sekil 1.2°de verilmistir.

0.1%\
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@ Afrika @® Amerika Asya @ Avrupa @ Okyanusya
Sekil 1.2 Kuru fasulyenin diinyadaki bolgelere gore liretim oranlart (Anonim 2017)
Ulkeler bazinda kuru fasulye iiretiminde ise verimlilikten dolayr 5 milyon ton ile

Myanmar ilk sirada gelmektedir. Diinya iilkelerine gore fasulye tiretiminde en iyi on

tiretici ilke Sekil 1.3’te verilmistir.
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Sekil 1.3 Kuru fasulye iiretiminde en iyi on iilke (Anonim 2017)

Sekil 1.4’te verilen FAOSTAT verilerine gore 2010-2017 dénemi degerlendirildiginde
Tirkiye’de ortalama 94.000 hektar alanda 201.000 ton kuru fasulye iiretimi
yapilmaktadir (Anonim 2017).
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Sekil 1.4 2010-2017 yillar1 arasinda Tiirkiye’de kuru fasulye tiretimi (Anonim 2017)

Kuru fasulye yetistirilen alanlar ve iiretimi bakimindan iilkemizde bulunan boélgeler
degerlendirildiginde i¢ Anadolu Bélgesi birinci sirada gelmektedir. Konya ili 70 bin ton

tiretimi ile tek bagina tiretimin %30 unu karsilamaktadir (Anonim 2018).

1.1.4 iklim ve toprak istekleri

Fasulye iretiminde en uygun sicaklik 15-20°C’dir. Fasulye ¢imlendikten sonra
topraktan ilk ¢ikis1 uygun Kosullarda yedi-on giin arasinda olmaktadir. Ideal sicaklik
olmaz ise bu siire yirmi-yirmi bes giine kadar ¢ikabilir. Vejatasyon stiresi fasulyede 70-
140 giin arasinda degismektedir. Fasulyenin sarilici veya bodur ayrica, erkenci ya da
gecci olmasinda vejetasyon siiresinin ve yetistirilen bdlgenin ekolojik sartlart dnemlidir

(Ozkorkmaz-Aticy, F. vd. 2014).

Ciceklenme siiresi toprak nemine de baghdir. Diisik nemde c¢igek tozlarinin
¢imlenememesinden kaynakli ¢icek dokiilmeleri goriilmektedir. Yiiksek sicaklikta da
yine giceklerde dokiilme goriildiigiinden mahsul miktar1 olduk¢a azalmaktadir. 0-25°C
fasulyelerde en ideal ciceklenme sicakligidir. Fasulyelerin olgunlasma zamaninda ise
hava kuru olmahdir (Freytag and Debouck 2002, Ozdem 2012).

1.2 Bitkilerde Stres ve Stres Cesitleri

Bitkilerde stres ¢esitleri abiyotik ve biyotik olarak iki grup altinda incelenebilmektedir.
Bu iki grup Cizelgel.1’te verilmistir (Maheswari vd. 2012).



Cizelge 1.1 Bitkilerde stres ve ¢esitleri (Maheswari vd. 2012)

STRES CESITLERI
BiYOTIK STRES ABIYOTIK STRES
FUNGI KURAKLIK
BAKTERI TUZLULUK
PARAZIT YUKSEK VE DUSUK SICAKLIK
VIRUS AGIR METAL STRESI
BOCEK OKSIDATIF STRES
PATOJEN BESIN STRESI

1.2.1 Abiyotik stres cesitleri

1.2.1.1 Yiiksek sicaklik stresi

Yiiksek sicaklik stresi bitkilerin ¢ogunlugunun iyi gelistigi 15-45°C smirmin istiindeki
sicakliklarda ortaya ¢ikar. Diinya popiilasyonunun 2050 yilina kadar 9.2 milyara
ulagsmast beklenmektedir. Bu artisla birlikte kiiresel 1sinmanin da gittikge artacagi
diistiniilmektedir. 2100 yilina kadar CO, miktarinin ve diger sera gazlarinin miktarinin
yiikselmesi sonucunda kiiresel hava sicakliginin ortalama 1,5-4,5°C artacagi
diigiiniilmektedir (Bahuguna vd. 2014). Bu yiikselisten dolay1 bitkilerin yiiksek sicaklik
stresine bagli sorunlarinin da giin gectikge artmasi ve bu stres ¢esidinin ¢ok daha

onemli bir sorun haline gelmesi kacinilmaz goriinmektedir.

Yiiksek sicaklik stresinde, bitkilerin yetismeleri, metabolizmalar1 ve alinan iiriiniin
kalitesi ve miktarlar1 ciddi sekilde etkilenir. Yiiksek sicaklik sonucunda molekiillerin
hareketleri hizlanir, biiylik organik molekiiller arasindaki baglar gevser ve biyolojik
zarlar daha akigkan hale gelir. Bununla beraber yiiksek sicaklik, proteinlerin denatiire
olmasina, enzimlerin aktivitesinin azalmasma, hiicre yapt ve fonksiyonlarinin

degismesine neden olur.

Diger stres cesitlerinde gortildiigii gibi yiiksek sicaklik stresinde de fotosentez oldukga
etkilenmektedir.  Yiiksek sicaklikla birlikte lipitler arasindaki hidrojen baglari ve

membran proteinlerinin  polar gruplar1 arasindaki elektrostatik etkilesimlerin



zayiflamasi nedeniyle bu strese maruz kalinmasi proteinlerin ve hem tilakoid hem de
plazma membranlarin etkilenmesine neden olmaktadir (Sharp vd. 2004, Yasuda vd.
2008, Redondo-Gomez 2013).

Bitkiler yiliksek sicakliga kompleks bir cevap gosterirler. Bu cevap uzun dénemde
kendini gosteren evrimsel fenolojik ve morfolojik adaptasyonlari igerirken aym
zamanda kisa donemde goriilen yaprak oryantasyonunun degisimi, transpirasyonun,
membran lipid komposizyonunun degisimi gibi kagmma ve aklimatizasyon

mekanizmalarini igerir (Redondo-Gomez, 2013).

1.2.1.2 Diisiik sicakhik stresi

Soguk stresi normalde 15-25°C’de yasayan bitkilerde sicaklik 0°C ve iistiindeyse
goriilen bir stres iken donma stresi sicaklik 0°C altinda diistiigi zaman gortilen bir
strestir. Diisiik sicaklik sonucunda bitkide bazi degisiklikler goriiliir. Bunlar;
dokulardan elektrolit kagagi olmasi sonucunda membran akiskanliginin azalmasi,
kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlarin yavaslamasi, su dengesinin ve mevcudiyetinin

azalmasidir (Redondo-Gomez, 2013).

Bitkilerde intraseliiler buz kristalleri plazma membranina niifuz ettigi takdirde direk
Olimle sonuclanir. Bitkiler sadece ekstraseliiler donmay1 tolere ederler ki bu da hiicre

dehidrasyonu ve hiicre hacminin azalmasiyla iliskilidir (Redondo-Gomez, 2013).

1.2.1.3 Tuzluluk stresi

Diinyadaki ekim alanlarmin %50’sinin ve tarimsal alanlarin %20’sinin tuz stresinde
oldugu diisiiniiliirken, her yil bir milyon hektardan fazla arazinin de tuzluluga maruz

kaldig1 tahmin edilmektedir (Yildiz vd. 2010).

Bu topraklarda biiyiimekte olan bitkiler ise tuz stresine gosterdikleri toleransa gore
ikiye ayrilmaktadir. Tuzluluk oranit %20 olan topraklarda yetisebilenler yani halofit
bitkiler ve tuz stresine sinirli bir tolerans gosterebilen (tuzluluk orami %0.01 olan

topraklarda yasayanlar) glikofit bitkilerdir (Redondo-Gomez, 2013).



Toprakta biriken tuz hem bitki fonksiyonunu hem de toprak yapisini bozmaktadir.
Topraktaki yiiksek tuz miktar1 direkt olarak bitkilere zarar vermekte ve su
gecirgenligini azaltarak topragin yapisini da bozmaktadir. Tuzluluk; iyon toksisitesi,
bitki biiylimesindeki degisimler, mineral bozukluklar, membran kararsizligi, membran
gecirgenligi, azalan fotosentez etkinligi gibi fizyolojik stirecleri etkilemektedir.
Bunlarla birlikte tiim bitki seviyesinde gdzlenen bodurluk, yapraklarin kii¢tilmesi ve
hiicre 6liimleriyle birlikte goriilen nekroz sonucunda biiyiime uglarinda, yapraklarda ve
tomurcuklarda gozlenen sar1 lekeler gibi etkileri de mevcuttur (Flowers vd. 2008,

Yildiz vd. 2010, Zhu, 2002).

Bitkiler tuz stresine iki farkli yolla tolerans gosterirler. Birincisi bitkiye giren tuz
miktarinin, ikincisi ise fotosentetik dokularda birikiminin ve sitoplazmadaki tuz
konsantrasyonunun azaltilmasidir. Bitkiler bu yollar1 temel alan tuzun atilmasi, tuzun
hari¢ tutulmasi ve intraseliiler iyon boliinmesi gibi ana tolerans mekanizmalarini

gelistirmislerdir (Redondo-Gomez, 2013).

1.2.1.4 Besin stresi

Bitkilerin besin ihtiyaglar1 16 elementle karsilanmaktadir. Bunlar; mangan (Mn), demir
(Fe), kalsiyum (Ca), hidrojen (H), oksijen (O), ¢inko (Zn), azot (N), fosfor (P),
magnezyum (Mg), kiikiirt (S), karbon (C), bakir (Cu), potasyum (K), klor (Cl)’dur.
Bitkiler i¢in bu besinlerin arasindaki denge énemlidir (Chiou, 2007, McCauley, 2009).

Bitkilerin ihtiyaglarini karsilamak ve gelisimlerini saglamak i¢in gerekli besin araliklar
vardir. Bu besin araliklart bitkiden bitkiye degisiklik gosterir. Bu araliklarinin
degismesi sonucunda bitkinin gelismesinde sorunlar ortaya c¢ikar ve fazla besin

alinmas1 durumunda ise toksisite goriiliir (Fujii vd. 2005).

Bitkilerdeki zararlar element eksikligine gore farkliliklar gosterir. Ornegin; azot
eksikliginde yapraklarin biiyiimesi yavaslayip nekroz goriiliirken, fosfat eksikliginde
yapraklar koyu yesil renkte gozlenirler ve koklerinde ¢iiriime gerceklesir. Potasyum
hayati yolaklarda gorev aldigi icin etkileri hemen gozle goriilmese de uzun vadede

yapraklarda nekrozlar olusur (McCauley, 2009).



1.2.1.5 Agir metal stresi

Sanayi ve tarimsal aktiviteler sonucunda topraklarin, yer alt1 ve yer iistii sularinin her
gecen giin daha fazla Kirlenmesi nedeniyle. agir metal stresi giin gegtikge daha 6nemli
hale gelmektedir. Bitkilerin gelisiminde hayati éneme sahip olan kobalt, mangan,
demir, ¢inko ve bakir gibi elementler bitkinin biliyiime ortaminda az miktarda
bulunmasi gereken elementlerdir. Gerekenden fazla olmalar1 durumunda bitkide
zamanla birikerek ciddi zararlara neden olmaktadirlar. Bu elementler hayati 6neme
sahip olan enzimlerin g¢alismalarini inhibe etmekte, elektron aktariminda devreye
girerek solunumu ve fotosentezi olumsuz yonde etkileyerek bitkiye ciddi zarar
vermektedirler. Bitkiler agir metal stresinden kag¢inmak igin bazi Onlemler
gelistirmislerdir. Bunlardan bazilari; metale daha az direncli bitki dokularindan bu agir
metallerin  ayrilmasi, metallerin tuz kristalleri igerisinde bosaltilmas:  gibi

mekanizmalardir (Maksymiec, 2007, Redondo-Gomez, 2013).

1.2.1.6 Oksidatif stres

Hiicrelere zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) bitki hiicrelerinde olusmasi
hiicrede oksidatif strese sebep olmaktadir. Oksidatif stres; kuraklik, tuzluluk, UV
1sinlari, sicak, soguk, agir metaller, besin eksikligi, yaralanma, hava kirliligi, patojen
enfeksiyonu ve herbisitler gibi cevresel kosullarda meydana gelmektedir. Gigli
oksidantlar membran sistemlerinde ve DNA’da Onemli hasarlar olustururlar.
Stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksi radikaller reaktif oksijen tiirleridir. Oksidatif
hasarin Onlenmesinde ve dengelenmesinde hem enzimatik olan hem de enzimatik
olmayan antioksidatif sistemler énemli rol oynarlar. Enzimatik sistemde superoksit
dismutaz, katalaz, peroksidaz, fenol oksidaz ve askorbik asit oksidaz enzimleri rol
almaktadir. Enzimatik olmayan sistemde ise glutatyon, fenoller, flavonoidler ve
poliaminler gibi gii¢lii rediiktanlar bulunmaktadir (Mittler 2002, Apel vd. 2004, Gill vd.
2010).

10



1.2.1.7 Kuraklik stresi

Kuraklik stresi, %26’lik oranla en fazla goriilen dogal stres faktorii olarak gézlenmistir
(Kalefetoglu vd. 2005). Son yillarda niifus artis1 ve kiiresel 1sinmayla birlikte daha da
onemli bir meteorolojik olay haline gelmektedir. Kuraklik; yagis miktarindaki

azalmadan ya da diizensizlikten dolay1 meydana gelen bir durumdur.

Yiiksek sicaklik, yagis yogunluklarindaki degisiklikler, yagis mevsiminin gecikmesi,
siddetli riizgar ve diisiik nem miktar1 kurakligin olugsmasinda rol alan onemli etkenler
arasinda sayilabilir. Kurakligin olugsmasi oldukga yavas olup etkinligi uzun siire devam
etmektedir. Tarimsal kuraklik ise, bitkinin ihtiyact olan suyun toprakta
bulunmamasidir. Bitkilerin gelisiminde yavaslamaya ve {iriin miktarinda azalmaya

neden olmaktadir (Miyashita vd. 2005, Cirak ve Esendal 2006).

Kuraklik, bitkiyi farkli seviyelerde, fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda da olumsuz
yonde etkilemektedir. Oncelikle kuraklik basladiginda hiicre genislemesi ve
biliylimesinde azalmalar goriiliir. Kuraklikta ilerleme devam ettigi takdirde bitkideki
zarar miktar1 da artar. Ozellikle fotosentez bundan olduk¢a fazla -etkilenir.
Transpirasyon orani diiser; dokularda ozmotik potansiyel ve solunum aktivasyonu
azalir. Hiicresel seviyede ise membranlar ve proteinler hidrasyonun azalmasiyla ve

ROS artigtyla zarar goriir (Redondo-Gomez 2013, Verma vd. 2013).

Kuraklik stresi altinda turgor kaybi nedeniyle hiicre biiylimesi olumsuz olarak
etkilenmekte ve hiicreler kiigiik kalmaktadirlar. Kuraklik stresi ile tohumlarin ¢imlenme
yeteneklerini de kaybettikleri goriilmektedir. Suyun yeterli miktarda olmamasi, ksilem
ve floem aktivitelerini negatif yonde etkilediginden meyvelerin kiigiik kalmasina ve
tirtin kalitesinin diisiik olmasina sebebiyet vermektedir. Kuraklik boyunca fotosentez ve

solunum yavaslamakta, hatta durabilmektedir (Kalefetoglu vd. 2005).

Stomalarin kapanmasi ise kurakliga karsi verilen ilk tepkilerdendir. Stomalarin
kapanmasiyla, kloroplastlara CO, girisi de kisitlanmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalarda stomalarin kapanmasinin daha ¢ok topragin su potansiyeline bagl oldugu

gosterilmistir (Mullet vd. 1996, Kalefetoglu vd. 2005).
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Bitkiler kuraklik stresinin tistesinden gelmek i¢in bazi mekanizmalar gelistirmislerdir.
Oncelikle su kaybmin azaltilmasi i¢in stomalar kapatilir (Mullet vd. 1996, Kalefetoglu
vd. 2005, Redondo-Gomez 2013, Verma vd. 2013). Stomalarin kapanmasi absisik asit
(ABA) tarafindan indiiklenir. Bitki hormonu olan ABA, kuraklik stresinde stomal
davranigin ve metabolizmanin regiile edilmesiyle gorevlidir. Kokte sentezlenen ABA
ksilem araciligiyla serbest formuyla ya da glikozla konjuge halde yapraklara

tasinmaktadir (Sauter vd. 2002).

Kuraklik devam ettigi takdirde yapraklar su kaybetmeye devam eder. Boylece yaprak
dokularindaki turgor basinci diiser ve yapraklar solmaya baslar. Bu durumla
karsilasildiginda bitki gilines i1sinlarindan korunabilmek igin ilk olarak fotosentetik
mekanizmayr koruma altina alir. Kloroplastlarla yapilan calismalar sonucunda iki
fotosistemin 6zellikle de fotosistem II’nin kuraklik stresinden oldukca fazla etkilendigi
goriilmiistiir. Fotosistem II’nin reaksiyon merkezinde olan ve fotoinhibisyonun en etkili
oldugu alanlar olan D1 ve D2 proteinlerinin yiiksek etkili stres altinda degredasyonlari
gerceklesmekte ve bunun sonucunda tiim fotosistem II parcalanmaktadir. Bunun
olmamast i¢in stomal koruma gerceklestirilir, stomalar kapatilir ve CO; akisi

siirlandirilir (Giardi vd. 1996, Lu vd. 1999, Redondo-Gomez, 2013).

Ayrica kuraklik stresinin lstesinden gelebilmek i¢in diizenleyici proteinler de
mevcuttur. Bu proteinler, stres sinyalinin transdiiksiyonunu regiile ederler ve gen
ekspresyonunu ayarlarlar. Kodlanan proteinlerin bazilar1 hiicreleri kurumanin
etkilerinden korurlar. Bu durum, ¢6ziinen maddelerin birikiminin yonetilmesini,
membranlar arasindaki pasif tasinmayi, su taginma sisteminde gerekli enerji ihtiyacinin
diizenlenmesini ve hiicre yapisinin kuruma ve ROS hasarindan korunmasini

icermektedir (Redondo-Gomez, 2013).

1.2.2 Bitkilerin abiyotik strese cevap mekanizmalari

Bitkiler, c¢evresel ortam kosullarinda meydana gelen degisiklikleri kontrol
edememelerinden dolayr degisiklikler karsisinda hayatta kalabilmek i¢in iki 6nemli
strateji gelistirmislerdir. Bu iki strateji; stresten kagcinma ve stres toleransidir. Bitkilerin

hareket etme yetenekleri olmadigi igin stresten kag¢inma stratejisi yerine stresten
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korunmak i¢in daha cok tolerans mekanizmasini kullanirlar (Maheswari vd. 2012).
Bitkilerin gelistirdigi bu mekanizma genelde benzer hiicresel sinyal yolaklarimi ve
cevaplarin1 ortaya ¢ikarir. Stres proteinlerinin ortaya ¢ikmasi ve antioksidanlarin gen

ifadelerinde artis olmasi bunlara 6rnek olarak verilebilir (Wang vd. 2003).

Bitkiler abiyotik stres cesitlerine karsi hayatlarin1 devam ettirebilmek i¢in tolerans ve
adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Cevresel streslere karsi gelistirdikleri
adaptasyon mekanizmalar1 molekiiler ag kaskatlariyla kontrol edilirler. Bu durum stres
cevap mekanizmalarin aktiflestirir; boylece homeostaz yeniden saglanir ve hasar goren
proteinlerin ve membranlarin tamiri ve korunmasi saglanir. Ancak bu durumun
kontrolii olduk¢a zordur. Ciinkii bitkilerde abiyotik stres cevaplari oldukc¢a karmasik
mekanizmalardir ve multigeniktir (Wang vd. 2003, Vinocur vd. 2005, Bhatnagar-
Mathur vd. 2008, Hirayama vd. 2010, Cramer vd. 2011). Stresle iliskili genler ve bu
genlerin ekspresyonlari bitkilerde abiyotik stres toleransinin molekiiler mekanizmasi ile
ilgili genlerdir. Bu genler ii¢ ana grupta incelenebilir. Bunlar; sinyal ve diizenleyici
yolaklarda gorevli genler (MAP kinazlar, fosfolipazlar ve transkripsiyon faktorleri),
stres toleransiyla ilgili proteinleri kodlayan genler (1s1 soku proteinleri (Hsps) ve
saperonlar, ge¢c embriyogenez bagimlhi (LEA) proteinleri ve serbest radikal tutuculari)
fonksiyonel ve yapisal metabolitlerin sentezlenmesinde gorevli yolaklarda bulunan
enzimlerdir (iyon tasiyicilar) (Wang vd. 2003, Vinocur vd. 2005, Bhatnagar-Mathur
vd. 2008, Hirayama vd. 2010, Cramer vd. 2011). Stresle iliskili genler ve proteinler ana
gruplar halinde Sekil 1.5’te gosterilmistir.

STRES IiLE iLiSKIiLIi GENLER VE PROTEINLER

DIiGER STRES CEVAP OSMOLITLER- . . iYON VE su
; POLIAMINLER
MEKANIZMALARI | OSMOPROTEKTANLAR TASINMASI

! ! ! |

KAZANILMIS BiTKi STRES TOLERANSI

1 1 1 1

SINYAL YOLAGI
BILESENLERI VE Hsps/SAPERONLAR KARBON

TRANSKRIPSIiYON ve LEA PROTEINLERI METABOLIZMASI

FAKTORLERI

ROS TEMIZLEYICILERI
VE
DETOKSIiFIKASYON

STRES IiLE iLiSKIiLi GENLER VE PROTEINLER

Sekil 1.5 Stresle iligkili genler ve metabolitler (Vinocur vd. 2005)
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1.2.2.1 Osmolitler

Osmolitler; osmotik strese cevap olarak organizmalarda birikirler. Osmolitler; diistik
molekiiler agirlig1 olan olduk¢a fazla ¢oziinebilen bilesiklerdir ve genellikle yiiksek
hiicresel konsantrasyonlarda bile toksik degildirler. Genelde bitkileri; hiicresel osmotik
diizenlemenin ayarlanmasiyla, ROS detoksifikasyonuyla, membran biitlinligiiniin
korunmasiyla, kimyasal saperon olarak gorev almalariyla ve enzimlerin/proteinlerin
stabilizasyonunun saglanmasiyla stresten korurlar. Ayni zamanda ¢ofu c¢oziinen;
bitkileri, hiicresel bilesikleri dehidrasyon hasarindan koruduklari i¢in osmoprotektanlar
olarak da adlandirilirlar. Osmolitler; li¢ ana gruba ayrilirlar. Bunlar; amino asitler
(prolin), kuaterner aminler, gesitli sekerler ve seker alkolleridir (mannitol) (Chen vd.
2002, Wang vd. 2003, Vinocur vd. 2005, Ashraf ve Foolad, 2007, Bhatnagar-Mathur
vd. 2008).

Prolin; glutamik-y-semialdehit (GSA) ve Al-pirolin-5-karboksilat (P5C) tarafindan
glutamattan sentezlenir. P5C sentaz (P5CS) glutamatin P5C’ye doniisiimiinii katalizler,
bunu P5C’nin P5C rediiktaz (PSCR) tarafindan proline doniistiiriilmesi izler. Bitkide
tuz stresi altinda prolin birikiminin oldugu goriilmiistiir. Bu durum, prolin dehidrogenaz
enziminin upregiilasyonuyla sonuglanir ve prolin seviyesi diigser. Prolin dehidrogenaz
enziminin antisens veya duyarsiz oldugu Arabidopsis bitkisinde serbest prolin miktari
artar ve bitki tuz stresi altinda daha 1yi bir tolerans gosterir (Chen vd, 2002, Wang vd.
2003, Vinocur vd, 2005, Ashraf ve Foolad, 2007, Bhatnagar-Mathur vd. 2008).

Bitkilerde glisin betain olduk¢a fazla calisilan bir osmoprotektandir. Glisin betain
kloroplastlarda kolinden iki adimli bir siiregle sentezlenir. Ilk adimda kolin betain
aldehide kolin monooksigenaz (CMO) enzimiyle doniistiiriiliir ve bu adim kuraklik ve
tuzlulukla indiiklenir. Ikinci adimda ise betain aldehit, betain aldehit dehidrogenaz
(BADH) enzimi ile glisin betaine doniistiiriiliir. Piring, patates ve domates gibi bir¢ok
onemli bitki glisin betain birikimini gergeklestiremez. Bu sebeple glisin betain
biyosentezinin, genetik miihendisligiyle bitkilerin stres kosullarina daha toleransli hale
getirilmesi son donemlerde tercih edilen bir yaklagimdir (Chen vd. 2002, Wang vd.
2003, Vinocur vd. 2005, Ashraf ve Foolad, 2007, Bhatnagar-Mathur vd. 2008).
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Seker alkolleri de bitkilerin tolerans mekanizmalarinda énemlidir. Mannitol; tuz ve su
stresi altinda bitkide birikimi gergeklesen bir seker alkoliidiir. Tarczynski vd. (1993),
mannitol 1-fosfat dehidrogenaz kodlayan bakteriyel bir geni tiitiine aktararak seker
mannitoliinli sentezleyen ve biriktiren transgenik tiitiin bitkileri yetistirmislerdir. Bu
sayede tuzluluga toleransinin arttigini rapor etmislerdir. Trehalozun biyomolekiillerinin
gevresel stresten korudugu da diisiiniilmektedir (Chen vd. 2002, Wang vd. 2003,
Vinocur vd, 2005, Bhatnagar-Mathur vd. 2008).

1.2.2.2 Antioksidanlar ve detoksifikasyon genleri

Bitkilerde abiyotik strese karst verilen ilk cevaplardan biri ROS iiretiminin
gergeklesmesidir. Ozellikle tuz, kuraklik, sicaklik ve bu gibi birincil stresler sonucunda
olusan ikincil bir stres olan oksidatif stres sebebiyle meydana gelen ROS membranlara
ve makromolekiillere ciddi hasarlar verir hatta hiicreyi oliime bile gdtiirebilirler
(Cizelge 1.2). Bitkiler; ROS seviyesini kontrol altinda tutabilmek ve ROS sonucunda
olusacak oksidatif hasarlanmadan kendilerini koruyabilmek amaciyla oldukca
kompleks bir antioksidan savunma mekanizmast gelistirmislerdir. Bitkilerin
gelistirdikleri bu mekanizma 6nemli bir tolerans mekanizmasidir. Antioksidanlar yani
ROS temizleyicileri; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon rediiktaz gibi
enzimatik olabildikleri gibi askorbat, glutatyon, karotenoidler ve antosiyaninler gibi
enzimatik olmayan molekiiller de olabilir. Bu molekiillere ek olarak ROS
temizleyicileri arasinda osmolitler, bazi proteinler ve amfifilik molekiiller de sayilabilir
(Bhatnagar-Mathur vd. 2008, Cramer vd. 2011, Gill vd. 2010, Mittler vd. 2004,
Vinocur vd. 2005, Wang vd. 2003).

Cizelge 1.2 Abiyotik stres-ROS iliskisi (Gill vd. 2010)

ABIYOTIK STRESLER
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Transgenik tiitiin bitkilerinde over-eksprese olan Cu/Zn-SOD ile birlikte oksidatif strese
kars1 artan bir dayaniklilik elde edilmistir. Baska bir ¢calismada, kuraklik sartlarindaki
transgenik alfalafa (Medicago sativa) bitkilerinin Mn-SOD eksprese ettikleri ve sonugta

hasarin azaldig1 gosterilmistir (Wang vd. 2003, Bhatnagar-Mathur vd. 2008).
1.2.2.3 Iyon tasinmasi

Osmotik stres, topraktaki ve sulama suyundaki iyon toksisitesi ve tuzluluk 6zellikle de
Na* ve CI iyonlarmin dengesizligi sonucu bitkilerin gelismesini yavaslatan ve hasar
veren bir durumdur. Bitkiler bu gibi kosullar altinda iyonik ve osmotik homeostazi
saglamak amaciyla iyon tasinmasinda segici davranirlar. Hiicresel iyon homeostazinin
saglanmasinda Na'/H" antiporterlar1 ¢ok onemli bir rol oynar. Na*/H" antiporterlari;
membranda Na* ve H* degisimini katalizler ve bdylece sitoplazmik pH’m, sodyum
seviyesinin ve hiicre turgorunun dengelenmesi gorevlerini de yerine getirirler (Wang

vd. 2003, Zhu, 2003, Bhatnagar-Mathur vd. 2008).

Arabidopsis’te vakuolar Na'/H" antiporter geni olan AtNHX1 geninin ifadesinin
artmastyla tuzluluk durumunda biiylimenin ve gelismenin gergeklestigi gosterilmistir.
Tuzlu toprakta yetistirilen transgenik domates bitkisinde yine aymi genin ifadesinin
artmasi1 durumunda biiylimenin, ¢icek ve meyve tiretiminin normal kosullardaki gibi

gerceklestigi gosterilmistir (Wang vd. 2003, Zhu, 2003, Bhatnagar-Mathur vd. 2008).

Bitkiler iyon dengesinin bozulmamasi i¢in bir yol daha gelistirmislerdir. Bitkilerde
protonlar, iyon tasima sisteminde iyonlara eslik ederler. Bu durum hiicre membraninda
bulunan proton pompalar1 sayesinde proton gradientinin olusturulmasiyla saglanir.
Proton elektrokimyasal gradientinin olusmasindan {i¢ proton pompasi sorumludur.
Bunlar; plazma membran H-ATPaz pompas1 (PM HATPaz), vakuolar tipli H-ATPaz
pompasi (V-ATPaz) ve vakuolar H pompalayan pirofosfataz pompasidir (H-PPaz). PM
H-ATPaz; H"nin hiicreden gecirilmesini saglayarak proton harekete gecirme Kuvvetini
olustururken V-ATPaz ve H-PPaz; vakuolar liimenin ve endo-membran bilesenlerini
asitlestirirler (Zhu, 2002, Wang vd. 2003, Zhu, 2003).
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1.2.2.4 Stresle iliskili proteinler

Bitkiler stres kosullar1 altinda yasayabilmek icin stresle iligkili olan proteinleri
kodlayan genleri aktif hale getirirler. Kuraklik, tuzluluk ve yiiksek sicaklik ¢ogu
proteinin denatlirasyonuna ve fonksiyonlarinin kaybina neden olur. Is1 soku proteinleri
(Hsps) ve ge¢ embriyogenez bagimli (LEA) protenleri stres kosullari altinda biriken
stresle iligkili iki 6nemli protein tiiriidiir. Bu proteinler stres kosullar1 altinda hiicresel
korunmada gorev alirlar (Sun vd. 2002, Wang vd. 2003, Vinocur vd. 2005, Wahid vd.
2007, Bhatnagar-Mathur vd. 2008).

1.2.2.4.11s1 soku proteinleri

Bitkiler stres altinda iken proteinler ve enzimler fonksiyonlarini1 yerine getiremezler.
Stres altinda hiicrelerin sag kalimi igin proteinlerin fonksiyonlarin1 devam ettirebiliyor
olmasi olduk¢a onemlidir. Stresle iliskili bir¢ok protein vardir. Fakat bunlardan en
onemlisi Hsps’dir. Hsps kodlayan genlerin aktivasyonu yiiksek sicaklik altinda
organizmalarin molekiiler seviyede gosterdikleri en belirgin cevaptir. Hsps’ler; normal
hiicresel stliregte protein sentezinden, hedeflenmesinden, olgunlagsmasindan ve
degredasyonundan sorumlu olan molekiiler saperonlar gibi davranirlar. Bununla birlikte
molekiiler saperonlar; proteinlerin ve membranlarin stabilizasyonunda ve proteinlerin
stres sartlar1 altinda yeniden katlanmasinda da fonksiyoneldirler (Sun vd. 2002, Wang
vd. 2003, Vinocur vd. 2005, Wahid vd. 2007, Bhatnagar-Mathur vd. 2008).

Bitkilerde 5 korunmus Hsps ailesi vardir. Bunlar; Hsp100, Hsp90, Hsp70 Hsp60 ve
kiiciik Hsps’lerdir (sHsps). Bununla birlikte bitkilerde en etkili olan Hsps de sHsps’dir.
Ayrica bir¢ok calismada da bitkilerde sHsps’nin sadece yiiksek sicaklik altinda degil
ayni zamanda kuraklik, tuzluluk, oksidatif stres ve diisiik sicaklikta da ifade edildigini
gostermistir (Sun vd. 2002, Wang vd. 2003, Vinocur vd. 2005, Wahid vd. 2007,
Bhatnagar-Mathur vd. 2008).
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1.2.2.4.2 Ge¢ embriyogenez bagimh proteinleri

Geg embriyogenez bagimli (LEA) proteinleri de stresle iligkili olan proteinlere 6rnektir.
LEA proteinleri bir¢ok bitkide kurakliga, soguga ve osmotik strese cevap olarak
bulunur. LEA proteinlerinin gérevleri tam olarak bilinmemekle birlikte embriyogenezin
ge¢ evresi sirasinda sentezleniyor olmalari, stresle wuyarilmalart ve yapisal
karakteristikleri (hidrofilik olmalar1 ve tekrar eden motifleri) bize fonksiyonu hakkinda

tahminde bulunma firsat1 verir.

LEA proteinlerinin iyon ayrilmasinda su baglayici molekiiller gibi bir fonksiyonunun
oldugu ve membran stabilizasyonunu sagladigi disilintilmektedir. Grup II tip LEA

proteini olan COR85’in soguk stresinde etkili oldugu gdsterilmistir.

Grup III tip LEA proteini olan HVAT1’in ise kuraklik ve tuz stresinde etkili oldugu
gosterilmistir (Bhatnagar-Mathur vd. 2008, Tunnacliffe vd. 2007, Vinocur vd. 2005,
Wang vd. 2003).

1.3 Agir Metaller

Bitkiler ihtiyag duyduklar1 tim maddeleri kolayca kokleri araciligi ile topraktan
almaktadirlar. Ancak bazen bitkiler bu maddeleri disaridan alirken bir¢ok olumsuz
durum ile kars1 karsiya kalmaktadirlar. Bu negatif durumlar bitkiyi hayati derecede
sikinttya sokabilmektedir. Besin elemetlerinin farkli gdrevleri gorevleri oldugu i¢in,

bitkide bunlarin dengeli halde bulunmasi ¢gok 6nemlidir (Brohi vd. 1994).

Bitki besin elementleri, bitkilerin hayatlarin1 siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan
elemetlerdir. Bahsedilen bu elementlerden Mg, Mn, H, 0, CI, S, Ca, Fe, Zn, Cu, C ve
Mo biitiin bitkiler i¢in kesinlikle gereklidir. Ni, Al, Na, Co, ve V ise sadece bazi bitkiler
icin ya da hiicresel islevlerde ihtiya¢ duyuldugu ig¢in yararli element olarak kabul
edilmektedir (Yildiz, 2003). Kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve civa en siddetli toksik agir
metallerdir (Cepel, 1997). Bitki dokularina bakildiginda neredeyse tiim elementleri
gormek miimkiindiir. Bitki biinyesine pasif olarak gecebilen agir metaller, besin

zincirine dahil olmaktadirlar. Bu nedenle bitkilere, insanlara ve hayvanlara zarali etkiler
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yapabilmektedirler (Lauwerys vd. 1993).

Onemli baz1 elementlerin bitki-hayvan icin gerekliligi ve ayrica kirletici olup olmadig1

Cizelge 1.3’te verilmistir.

Cizelge 1.3 Onemli

baz1 agir

metallerin

siniflandirilmasi (Yildiz 2004)

gereklilik  ve

kirleticilik  yoniinden

Agir Metal Gereklilik Kirleticilik
Giimiis Gerekli degil Kirletici
Kadmiyum Gerekli degil Kirletici
Krom Gerekli Kirletici
Kobalt Gerekli Kirletici
Bakar Gerekli Kirletici
Demir Gerekli Kirletici
Civa Gerekli degil Kirletici
Mangan Gerekli Kirletici degil
Kursun Gerekli degil Kirletici
Nikel Gerekli Kirletici
Platin Gerekli degil Kirletici degil
Kalay Gerekli degil Kirletici
Cinko Gerekli Kirletici

Cevre kirliligi ile ortaya ¢ikan agir metal tanimi genelde ¢ok az konsantrasyonlarda

dahi zehirli etkisi olan metaller seklinde tanimlanmaktadir (Kahvecioglu vd. 2007).

1.3.1 Agir metallerin bitkilerdeki islevi

Bitkiler gelisimleri i¢in bazi agir metallere diisiik konsantrasyonlarda ihtiyag
duymaktadir. Bu ihtiyaglarinin en onemli nedenlerinden biri agir metallerin enzim
sisteminde kofaktdr olarak bulunmasidir. Ornegin, bakir (Cu) bitkilerde gerekli bir
kofaktor olup, fotosentetik elektron transportunda rol oynar (Marschner 1995, Raven
vd. 1999).
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1.3.2 Bitkilerde metal alinim

Karada yasayan bitkiler basta olmak iizere bitkiler metalleri genellikle kokleri araciligi
ile topraktan alirlar (Marschner 1995, Greger, 1999). Ancak yapilan son ¢alismalarda
bitkilerin, iyon ve gaz halinde bulunan metalleri de biinyesine gerek stomalar1 gerekse
kutikula tabakasiyla alabildikleri gosterilmistir (Lindberg vd. 1992, Marschner, 1995).

1.3.3 Bitkilerde metal tasinimi

Bitkiler kokleri araciligi ile metalleri almakta, ksilem ile govde ve yapraklarina
tagimaktadir. Yapilan calismalarda, agir metallerin yapraklardan koklere uzanan bir
taginiminin olmadig1 saptanmistir. Muhtemelen floemin, metalleri baglayabilen iyon ve
molekiillere sahip canli hiicre icermesi metallerin tasinmasini zorlastirmaktadir (Greger

1999).

1.3.4 Agir metal kirliligi

Metal kirliligi dogada, (Li 1981, Goyer vd. 1989) fabrikalarda kullanilan ilaglardan,
koruyuculardan, fabrika bacalarindan ¢ikan hava kirleticilerinden ve atiklarindan, artan
trafikten vb birgcok farkli kaynaklardan olmaktadir (Peterson 1993, Li 1981, Goyer vd.
1989). Agir metal kirliligi gliniimiizde ozellikle hareket edemeyen topraklar iizerinde
yasayan bitkilerde birgok olumsuz etkilere sebebiyet vermektedir (Munzuroglu ve Giir,
2000). Agir metal kirliligi bitkilerin vejetatif ve generatif organlarina (Zheljazkov ve
Nielsen, 1996), bitkinin biiytimesine, (Fernandes ve Henriques 1991, Claire vd. 1991)
mineral beslenmesine (Costa vd. 1994), transpirasyona (Lidon vd. 1993), fotosenteze
(Nussbaum vd. 1988), enzim aktivitesine (Doncheva vd. 1996), niikleik asit yapisina
(Somashekaraiah vd. 1992) klorofil biyosentezine (Munzuroglu ve Gegkil 2002)
olumsuz etki ederek bitkideki bir¢cok prosesin degismesine sebep olmaktadir (Phalsson
1989). Bu nedenle agir metal Kkirliligi goriilen topraklar iizerinde ¢esitli 1slah

caligmalarinin yapilmasi ¢ok 6nem arz etmektedir (Gieger vd. 1993).
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1.3.5 Metal birikiminin bitkilerde yol actig1 degisiklikler

Asir1 metal stresinde bitkilerde gozle goriilebilir ve Olgiilebilir (morfolojik degisiklikler)
diizeyde degisiklikler meydana gelir. Ancak bu degisikliklerin yani sira ortaya ¢ikan
daha bircok degisikligin saptanabilmesi ise karmasik biyokimyasal analizler

gerektirmektedir.

1.3.5.1 Sekilsel degisiklikler

Metal birikimi, bitkilerde ilk goze c¢arpan etkiyi koklerde gostermektedir. Kokler
fazlaca kisalmakta ve azalmaktadir. Metal alinimi siirdiikge etki govde lizerinde de
goriinekerek govdenin kisa kalmasina neden olmaktadir (Peralta vd. 2000, Munzuroglu
ve Gegkil 2002, Stolt vd. 2003, Koleli vd. 2004, Sharma vd. 2004, Chaoui ve Ferjani
2005, Lombardi ve Sebastiani 2005).

1.3.5.2 Biyokimyasal degisiklikler

Metaller, bitkilere hem dogrudan hem de dolayli yoldan etki ederek biyokimyasal
degisikliklere neden olmaktadir. Bitkilerdeki molekiillerin etkilenmesi dogrudan,

serbest radikallerin olusumu ise dolayli yoldan etkidir.

Metaller, enzimlerin siilfidril gruplarma baglanarak enzim inaktivasyonuna sebep
olurlar. Yapilan ¢aligmalarda Pb ve Cd’un fosforibulokinaz enzimlerini inhibe ettigi

(Ros vd.1990) saptanmustir.

Metal stresi, hiicre zarin1 da etkilemektedir. Hiicre zarindaki lipitlere baglanarak yapiyi
ve fonksiyonlar1 degistirmektedir (Lindberg ve Griffiths 1993, Jones ve Kochian
1997).

Bitkiler iizerinde agir metal birikimin yol ac¢tig1 zararlar arastirildiginda fotosentez
bunlarin basinda gelmektedir. Ozelllikle Cd’nin Kklorofil sentezini engelledigi, ayrica
kloroplastlarinda yapisal bozukluklara neden oldugu saptanmigtir (Gadallah 1995a, b,
Ouzounidou 1998, Baszynski vd. 1980).
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Prasad ve Strzalka’nin 1999 yilinda yapmis oldugu ¢alismada Kalvin dongiisiinde bazi

enzimlerin gesitli metaller nedeniyle inhibe oldugu ortaya konulmustur.

Stomalarin agilip kapanmasindaki degisiklikler fotosentez hizim1 etkilemektedir.
Barcel6 ve arkadaglar1 (1986a, b) yaptiklar1 ¢alismalarda, Cd’nin su ve iyon taginimini
degistirdiginden stoma agilmasinin engellendigini saptamislardir. Metallerin ayni
zamanda mitokondri zarlarinda, elektron transport sisteminde, adenin nukleotit ve fosfat
transportunda da olumsuz etki yaptig1 gosterilmistir (Brierley 1977, Taiz 1997 ve Losch
ve Kohl 1999).

1.3.5.3 Serbest radikal olusumu

Bitkilerde serbest radikallerin metal iyonundan elektron transferi ve metal iyonlarmin

metabolik tepkimeler ile etkilesimi sonucu ortaya ¢iktigi goriilmektedir (Kalyanaram
1996, Dietz vd. 1999).

1.4 Bakir (Cu)’in Bitkilere Etkisi

Bakirin (Cu) bitkilerdeki goérevi tizerine birgok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar ile

bakirin (Cu) bitki fizyolojisindeki rolii oldukg¢a detayli incelenmistir.

Bunlar;

v' Hayati 6nem tagiyan enzimlerin yapisinda yer almast,

v" Fotosentezde, solunumda, azot kullaniminda ve depolanmasinda, hiicre duvari
metabolizmasinda vb. 6nemli rol oynamast,

v" Organik maddelerle bilesik yapmas,

v" Ksilemin damarlarinin gegirgenligini diizenlemesi,

v' Hastaliklarda ve hastaliklara kars1 direngte rol oynamasi,

v" DNA ve RNA nin iiretimini kontrol etmesidir.

Bakir (Cu) eksiliginde bitkilerde nelerin etkilendigi bilinmese de dolayli olarak

bitkilerin etkilendigi bilinmektedir. Bitkiler bakirin eksikliginde gorecegi zarar kadar
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fazlaliginda da zarar gormektedir. Aslinda bakir (Cu) oldukga zehirli bir metaldir.
Tarimsal triinlere, suda yasayan canlilara ve insanlara zehirli etkisi olabilmektedir
(Vural 1993). Bitkilerin bakir (Cu) zehirlenmesinde, renkleri koyulastigi, kokleri
bozuldugu, membran gecirgenligi hasar gordiigiinden kok hiicrelerinde iyon kaybi

yasadig1, fotosentez isleminin bozuldugu belirtilmektedir (Cing1 2007).

1.5 Kursun (Pb)’un Bitkilere Etkisi

Dogaya en ¢ok zarar veren metallerin basinda kursun (Pb) gelmektedir ve gevre
kirliligine neden olan en 6nemli agir metaldir. Kursun, fabrika bacalarindan, tasitlarin
egzos gazlarindan boya ve petrol sanayine ait atiklardan dogaya gegmektedir
(Saygideger 1995, Mark and Hendershot 1997, Aksoy 1995). Ancak kursunun en fazla
egzos gazlarindan kaynaklandigini gériilmektedir (De Jonghe and Adams 1982, Servant
1982).

Kursunnun bitkilerdeki olumsuz etkileri incelenmis ve bazilari asagida belirtilmistir.

v" kok sisteminin gelisiminin zarar gérmesi

v" bitkinin bodur kalmasina sebebiyet vermesi

v kloroza (yapraklarin sarimtirak renk aldigi bitki hastaligi) neden olmasi
v" enzim aktivitesinin engellenmesi

v hormonal durum bozukluguna sebebiyet vermesi

v memran gecirgenliginin dengesizlesmesine neden olmasi

v tohumlarin ¢imlenmesini engelleyerek ¢imlenme indeksini azaltmasi

(Sharma ve Dubey 2005).

1.6 Kadmiyum (Cd)’un Bitkilere Etkisi

Kadmiyum (Cd), nadir bulunan, dogada saf olarak bulunmayan ve diger metallere
kiyasla ¢ok daha fazla toksik bir metaldir. Biyolojik yarilanmasi émriiniin uzun olmasi
ve cok diistik dozlarda dahi toksik olmasindan dolay1r ¢ok onemli bir ¢evre kirletici
elemettir (Goyer 1991, Lyons vd. 1996). insan, hayvan ve bitkiler i¢in gerekli olmayan
toksik bir elemettir (Jiang ve Li 1989, Catak vd. 2000). Suda yiiksek ¢oziinen bir elemet
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oldugundan bitki kokleri ile rahat¢a alinarak besin zincirine dahil olmaktadirlar
(Dalcorso vd. 2010, Gill vd 2011). Kadmiyum (Cd) pillerde, gemi sanayisinde,
celiklerin kaplanmasinda, boya ve elektrik sanayisinde kullanilir. En 6nemli kadmiyum
(Cd) kaynaklari; komiir yakilmasi, tarimda kullanilan giibreler ve baca gazlaridir

(Kahvecioglu vd. 2007).
Kadmiyum (Cd) bitki biinyesinde;

v nitrat asimilasyonunu azaltir (Gouia vd. 2000).

v' stomalarin kapanmasina neden olmaktadir (Sheoran vd. 1990).

v fotosentez oranini ve klorofil sentezini azaltir (Sandalio vd. 2001).

v" metabolizmalarini degistirmekte ve enzimleri inaktive etmektedir (Sheoran vd.
1990).

v klorofil sentezinin azalmasina neden olur (Zengin ve Munzuroglu, 2005).

v’ lipid peroksidasyonuna, N ve S metabolizmasinin engellenmesine neden olur

(Marquez-Garcia vd. 2011).
1.7 Transkripsiyon Faktorleri

DNA’daki genetik bilginin okunup ifade edilmesinde gérev alan protein gruplarindan
biridir.  Transkripsiyon  faktorleri, RNA polimeraz tarafindan bir genin
transkripsiyonuna aktivator veya repressor olarak etki etmektedir (Roeder 1996, Lee vd
2000).

Ornegin goklu sinyal yolaklarin regiile ederler, bu durumda da gen transkripsiyonu ve
onun downstream mekanizmasi aktive olur. Bitki genomu ¢ok sayida transkripsiyon
faktorii (TF) igerir. Ornegin; Arabidopsis genomunun %5.9’u 1.500’den fazla
transkripsiyon faktoriinii kodlar. Bu TF’lerinin ¢ogu MYB, bZIP, WRKY gibi birkag
biiyiilk multigen ailesine aittir. Ayn1 aileye mensup olan TF’ler genelde farkli stres
uyarilarina cevap verirken, bazi stres baskilayici genler de ayni TF’lerini kullanabilirler
(Singh vd. 1985, Wang vd. 2003, Vinocur vd. 2005, Bhatnagar-Mathur vd. 2008,
Hirayama vd. 2010).
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Dehidrasyona duyarli transkripsiyon faktorleri (DREB) ve C-tekrarli baglanma
faktorleri (CBF); DRE ve CRT’ (C-tekrar) cis-aktive edici elementlerine baglanirlar ki
bunlar ayn1 motifi (CCGAC) igerirler. CBF1, CBF2, CBF3 ya da DREB1B, DREB1C
ve DREB1A gibi CBF/DREB1 ailesinin iiyeleri stresle uyarilirlar. DREB/CBF
proteinleri AP2/EREBF (etilenden sorumlu element baglayict protein) multigen ailesi
tarafindan kodlanir ve KIN1, KIN2, ERD10, RD17, COR15A gibi soguk ve su stresiyle
iliskili baz1 genlerin transkripsiyonlariyla ilgilidir (Singh vd. 1985, Wang vd. 2003,
Vinocur vd. 2005, Bhatnagar-Mathur vd. 2008, Hirayama vd. 2010).

Absisik asit (ABA) sinyali bitki stres cevabinda ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Kuraklikla
uyarilan genlerin ¢aligmalarinda bu genlerin ABA tarafindan uyarildigi gosterilmistir.
TF aileleri olan bZIP ve MYB; ABA sinyalinde ve onun gen aktivasyonunda gorevlidir
(Singh vd. 1985, Wang vd. 2003, Vinocur vd. 2005, Bhatnagar-Mathur vd. 2008,
Hirayama vd. 2010).

Suyun smirlt oldugu hiicresel dehidrasyon kosullarinda endojen ABA seviyesinin
yiikselmesi indiiklenir. Bu durumda sinyal faktorlerinin ve transkripsiyon faktorlerinin
kodlandig1 genlerin downstream hedefleri uyarilir. ABA ile iligkili bitki stres
toleransinin kazanilmasi dehidrasyon stresi haricinde kuraklik stresinde de etkilidir.
ABF3 ve ABF4 ekspresyonu; Arabidopsis’de RAB18, ABI1 ve ABI2 gibi ABA/stres-
duyarl genlerin ekspresyonlarinin degisimiyle kuraklik toleransini artirmistir (Wang

vd.003, Bhatnagar-Mathur vd. 2008).

Tim canli organizmalarda oldugu gibi, bitkilerde de gen ifadesinin biyolojik
kontroliiniin diizenlenmesi esastir. Bitki organlarinin planlanmasi, gelistirilmesi,
farklilagsmasi, stomalarin gelisimi, lateral organlarin olusmasi, ¢igek olusumu ve cesitli
cevresel sinyallere verilen cevaplar gibi birgok fonksiyon i¢in transkripsyon faktorleri
bitkilerin olmazsa olmazidir (Yanagisawa, 1998). Bitkilerde gen ifadesini
gerceklestiren mekanizmalar1 aciklamaya yonelik yapilan ¢aligmalarda, bitki
promotorlari ile etkilesime giren ¢ok sayida DNA’ya baglanan protein tanimlanmis ve
bu proteinlere karsilik gelen DNA’lar klonlanmistir (Katagiri vd. 1989, Tabata vd.
1989). Bu proteinlerin bazilari, hayvanlarda veya maya hiicrelerinde karakterize edilmis

transkripsiyon faktorlerine benzerken, digerleri bitkilere 6zgiidiir. DNA’ya baglanan
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AP2/EREBP, DOF ve GT1/GT2 proteinleri gibi bitki proteinleri hayvan ve mayalarla
homoloji gdstermeyen proteinlerdir (Yanagisawa 1998). Bu tez calismasinda da agir
metal stresi uygulanmus fasulye ¢esitlerinde YABBY ve CAMTA proteinlerine ait mMRNA

diizeyleri incelenmistir.

1.7.1 Phaseolus vulgaris genomunda transkripsiyon faktorii — gen icerigi

Bitkilere 6zgl transkripsiyon faktorleri (TF), ¢evresel stres uyaranlarina karsi tepki,
bitkisel hastalik ve savunma yollari, yaslanma, biiyiime, hiicre boliinmesi ve yanitlar
da dahil olmak iizere cesitli biyolojik siirecleri diizenleyen 6nemli rollere sahiptir.
Cesitli stres kosullarinda, bitkide meydana gelebilecek fizyolojik ve metabolik tepkiler,
sinyal iletimi olusturarak, strese cevap veren gen/genlerin ifadesini baslatirlar.
Transkripsiyon faktorleri stres kosullar altinda, transgen kiiltiir bitkilerinin tiretiminde
rol oynamakla birlikte, stresle basa c¢ikmada yiiksek bir potansiyele sahiptirler
(Yamaguchi ve Shinozaki 2006).

Transkripsiyon faktorleri, gelismis bitkilerde genomun yaklasik %7’lik bir kism
tarafindan kodlanmaktadir (Udvardi vd. 2007).

Transkripsiyon faktorleri, DNA baglanma ve transkripsiyonel diizenleme bolgelerini
igerir ve birden fazla hedef genin transkripsiyonunu diizenleyebilecek yetenege

sahiptirler.

Yaygin olarak fasulye [Phaseolus vulgaris (L.)], 588MB kii¢iik genom biiyiikliigiinde
ve diploid genotiplidir (2n%2x%22) (Arumuganthan ve Earle 1991). Fasulye Fabaceae
(Baklagiller) familyasinin Papilionoideae alt familyasina ait bir tiirdiir ve besin
bilesenleri nedeniyle gelismekte olan iilkelerde olduk¢a fazla tiiketilmektedir.
Simbiyotik azot sabitleyici bakterilerin yardimi ile atmosferden yiiksek azot fiksasyon
kabiliyeti ile de bilinmektedir. Azot fiksasyon kabiliyeti ile sentetik mahsul giibrelerine
duyulan ihtiyaci azaltmasi nedeniyle toprak yikamasinin neden oldugu su kirliligini
azaltmaktadir. Ayrica fasulye, gelismekte olan iilkelerde daha iyi insan beslenmesini
saglamaya yonelik gida giivenligi planlarmin hayati bir bilesenidir (Broughton vd.

2003). Ayn1 zamanda fasulye terapotik ve geleneksel bir ilag kaynagi olarak da
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onemlidir. Bu nedenle, Phaseolus vulgaris (L.) 'in ekimi hem ekonomik, hem saglik

hem de ¢evresel agidan 6nemlidir (Borges vd. 2012, Ning vd. 2016).

Bununla birlikte, diisiik hasat, ani iklim degisikligi ve cesitli stres faktorleri iiretimi
olumsuz etkilediginden talebi karsilamamaktadir. Bu nedenle strese toleransh gesitler
tiretme talebi artmaktadir. Transgenik bir iriin gelistirmek icin, diizenleyici
mekanizmalarda ve TF'lerin bitkilerde hem abiyotik hem de biyotik streslerde yer alan
cesitli molekiiler mekanizmalarda ana diizenleyicilerin oldugu bilinmektedir (Borges

vd. 2012, Ning vd. 2016).
1.7.2 CAMTA gen ailesi

Ca*?iyonlari, okaryotlarda hiicre i¢i sinyal iletiminde ve gen transkripsiyonunda ikincil
bir haberci olarak 6nemli rol oynamaktadir. Hiicrede Ca*? stresine kars1 birgok sensor
proteini kesfedilmistir. Bu proteinlerin arasinda Kalmodulin (CaM), kalsiyum sinyal

iletiminde rol oynadig1 gosterilen, en ¢ok ¢alisilan proteinlerden biridir (Wei vd. 2017).

Kalmodulin baglama transkripsiyon aktivatorii (CAMTA) familyasi, ilk defa hizli yanit
stres proteinlerinden biri oldugu bilinen CaM baglayici proteinlerin taranmasi sirasinda
tiitiinde (NtER1) gozlenmistir. (Kim, M.C. vd. 2019) Son yillarda; CAMTA genlerinin
genom c¢apinda tanimlanmasi birgok bitki tiiriinde gergeklestirilmistir. Kalmodulin
baglayict transkripsiyon aktivatorleri (CAMTA), cesitli biyotik ve abiyotik streslere
cevap veren bitkilerde onemli rol oynayan bir transkripsiyon faktorleri ailesidir.
Bugiine kadar, Phaseolus tiirlerinin genomlarindaki CAMTA genlerinin bilesimi
hakkinda bir ¢alisma yapilmamistir. Biyoinformatik analizleri ile 23 Phaseolus vulgaris
genotipinin farkli kuraklik stres diizeylerine morfolojik ve biyokimyasal tepkisi
degerlendirilmis ve duyarli ve toleranshi genotiplerin yaprak dokularinda Ph CAMTA1
ekspresyon desenleri analiz edilmistir. Gen yapisi, protein alani organizasyonu ve
filogenetik analizler, Phaseolus CAMTA'larinin yapisal olarak benzer oldugunu ve diger
bitki CAMTA'lar1 gibi ii¢ gruba ayrilmistir (Biiyiik vd. 2018).
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Gene name Transcript name NCBILocus ID  Chr. no. Chr. location Length (aa) Mol wt(kDa) pl  Subcellular localization

Pyvul-CAMTA-1 Phvul.002G209300.1 XP_00T7159108.1 2 36,924,678 1086 121.64 5.66 nucl: 12, cyto: |
36,935,363

Pyul-CAMTA-2 Phvul002G236500.1 XP_00T159660.1 2 42310465 1105 125.26 5.57 mucl: 10, cyto: 2, vacu:
42317944 1

Pyvul-CAMTA-3 Phvul. LOD2946.1 XP_007158673.1 2 32095502 987 109.53 568 nucl: 14
32,104.715

Pyvul-CAMTA-4 Phvul.0D6G206400.1 XP_00T148412.1 6 30,900.851- 1076 121.66 5.82 nucl: 12, cyto: |
30,911,858

Pyvul-CAMTA-5 PhvulO03GI19800.1 XP_007154445.1 3 20,859,348 997 112.12 7.43 mucl: 9, eyto: 3, chlo: 1
29,867.209

Pyvul-CAMTA-6 Phvul.O03G111900.1 XP_007154355.1 3 28,187.173- 922 104.78 6.76 nucl: 11, cyto: 1, plas: |
28,194,709

Pyul-CAMTA-7 Phvul.009G254500.1 XP_007138978.1 9 36,734,077- 911 10277 6.78 nucl: 9, cyto: 4
36,745.918

Pyul-CAMTA-8 PhvulO01G263000.1 XP_007163775.1 1 S5L71L829- 966 108.64 522 nucl: 13
51,722,211

Sekil 1.6 Phaseolus vulgaris L.’de bulunan 8 CAMTA proteinine ait bilgiler (Biiyiik
vd. 2019)

1.7.3 YABBY gen ailesi

Bitki transkripsiyon faktorlerinden biri olan YABBY tohumlu bitkilere spesifiktir.
YABBY gen ailesi; siirgiin, ¢i¢ek, yaprak ve meyve gelisimine katkida bulunmaktadir.
Apikal ve ¢icek meristemleriyle iiretilen tiim lateral organlarda ifade edilmektedir

(Bowman ve Smyth 1999, Siegfried vd. 1999).

YABBY, Arabidopsis'te sadece alt1 iiyeye (FIL, CRC, INO, YAB2, YAB3 ve YAB5),
Orzya sativa da sekiz iiyeye ve Lycopersicum esculentum da dokuz iiyeye sahip kiigiik
bir gen ailesinden olusur (Huang vd. 2013). Bununla birlikte, etkilerinin molekiiler

temeli heniiz tam olarak anlagilamamistir (Sawa vd. 1999).

YABBY genlerinin ifade seviyeleri iizerine gesitli ¢alismalar yapilmistir (Huang vd.
2013, Inal vd. 2017). Cicek olusumunda ve yaprak gelisiminde FIL ya da YABBY1 geni
gorevlidir (Yuan ve Perry 2011). Damarlanmanin gelisiminde ise FIL alt ailesine ait
olan YABBY4 diizenleyici olarak davranmaktadir (Liu vd. 2007). CRABS CLAW (CRC)
ise Arabidopsis’te karpel ve nektarin gelisimini, hashasta oviil olusumunu, oral
meristem sonlanmast ve disi organlarin farklilasmasinda rol almaktadir (Orashakova
vd. 2009). INO geni icin Arabidopsis’te yapilan bir c¢alisma ile oviilin dis
integlimentinin olusumu ve asimetrik biiyiimesinde rol aldigi tespit edilmistir

(Villanueva vd. 1999).
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YABBY genlerinin ifade seviyelerinin oviillerde yiliksek cikmasi, oviil gelisiminde

onemli bir rol oynadigini gdstermektedir. Ayrica sicak, soguk, tuz ve kuraklik gibi

abiyotik stresler altinda YABBY genlerinin bir kisminda ifade seviyesinin diisiik oldugu

gosterilmistir (X.C Yang vd. 2008).

Cizelge 1.4 Phaseolus vulgaris L.’de bulunan sekiz YABBY proteinine ait bilgiler (inal

vd. 2017)
Genler Fitozom tanim Kromozom Protein  Molekiiler
lokasyonu uzunlugu Agirhg
(Da)
PvulVYABBY-1  Phvul.002G069700.1 9553549..9556683 256 28916.8
PvulVABBY-2 Phvul.003G039800.1 4217179..4219619 173 18978.4
PvulVABBY-3 Phvul.003G061800.1 8393693..8395131 237 26412.2
PvulYABBY-4 Phvul.003G166100.1 37492965..37496762 186 20894.8
PvulYABBY-5 Phvul.003G217700.1 43407696..43410807 215 23982.3
PvulYABBY-6 Phvul.005G117600.1 33854923..33864003 185 20704.5
PvulVABBY-7 Phvul.010G079200.1 29466002..29468643 215 23915.2
PvulYABBY-8 Phvul.011G100300.1 10846106..10852521 183 20458.2

Gen Ailesi

Ifade Diizeyi

CRABS CLAWYCRC)

FILAMENTOUS FLOWERS (FIL} (YABEYI, AF0O)

Y4ABBY? (Y4B
YABBY3 (YAB3)

INNER NOQ OUTER (INOWYABBT4)

YABEY5(YABs)

EKarpeller ve nektarinler

Kotiledonfar, vapraklar, sepaller, petaller, stamenlerde ve karpellerde

Kotiledonlar, vapraklar, sepaller, petaller, stamenlerde ve karpellerde

Kotiledonlar, vapraklar, sepaller, petaller, stamenlerde ve karpellerde

Dis integument tabalkast

Bilinmivor

Sekil 1.7 Arabidopsis YABBY gen ailesi (Bowman 2000)
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2 KAYNAK OZETLERI

Populus trichocarpa genomunda her biri CAMTA proteinleri ile ilgili korunmus alanlar
iceren yedi CAMTA geninin tanimlandigi Wei, M. vd. (2017)’nin caligmasinda;
PtCAMTA'larin kok ve yaprak dokularinda ekspresyon modelleri analiz edilmis olup,
analiz sonuglarinda CAMTA geninin, stres veya fitohormonla iliskili cis-elementler
icerdigi bulunmustur. Calismada tim PtCAMTA genleri kopyalanmis bolgelere
yerlestirilmis ve PtCAMTAL ve PtCAMTA7'nin filogenetik agacin ayni dalinda yer
aldig1 sirastyla kromozom I ve III'iin homolog bélgelerinde bulundugu kesfedilmistir.
Bu bulgu iki genin homolojisi ile agiklanmistir. Diger tiirlerde karakterize edilen
CAMTA'larda tespit edildigi gibi, PtCAMTA'larin yedi tanesinin de korunan alanlar
icerdigi tespit edilmistir. CaM Baglanma Bolgeleri (CaMBD) igeren alt gruplardan
birinde, PtCAMTA2 ve PtCAMTA3'te diger genlerde bulunmayan varyasyonu
belirlenmistir. Filogenetik agaca dayanarak, PtCAMTA2 ve PtCAMTA3 arasinda yakin
bir iliski oldugu tespit edilmistir. ilging sekilde, PtCAMTA2 ve 3'iin AtCAMTAS ile

yakindan iliskili oldugu bulunmustur.

Phaseolus vulgaris'deki CAMTA genlerinin in siliko genom ¢apinda analiz yaklasimiyla
belirlendigi ve karakterize edildigi Biiyiik, I. vd. (2019)’nin c¢alismasinda Phaseolus
vulgaris'in 11 kromozomunun besinde, toplam sekiz CAMTA geni tanimlanmistir. Dort
gen ciftinin segmental olarak kopyalandigi ve bu segmental kopyalama olaylarinin
29.97 ila 92.06 MYA (Milyon Y1l Once) arasinda gergeklestigi goriilmiistiir. Phaseolus
vulgaris, A. thaliana ve G. Max’a ait filogenetik agagda CAMTA homologlarinin,
homolojilerine ve Pvul-CAMTA genlerinin 11 ila 12 arasinda degisen intron sayilarina
gore ti¢ grup olusturdugu goriilmistiir. Phaseolus vulgaris ve G.max'm CAMTA genleri,
A. thaliana'ya kiyasla oldukca benzer genomlara sahip olduklarindan daha yiiksek
benzerlik ortaya koymustur. Bu ¢alismada hem yaprak hem de kok dokularinda, bazi
Pvul-CAMTA genlerinin, tuz stresi kosullar1 altinda farkli sekilde ekspresyon profili
olusturdugu goriilmiistiir. Tuz ile muamele edilmis yaprak dokularindaki Pvul-CAMTA-
1, -2, -3, -4, -5 ve - 8 genlerinin ekspresyon seviyelerinin, muamele edilmemis yaprak
dokularina kiyasla arttigi gézlenmistir. Pvul-CAMTA-6 geni ise ayni ekspresyon
seviyelerini korumustur. Her iki kosulda da azalmis ekspresyon seviyesi gosteren tek

gen, Pvul-CAMTA-7 olmustur. Kok dokularda Pvul-CAMTA genlerinin yarisinin tuz
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stresine cevap vermedigi goriilmiistiir. Sadece ti¢ Pvul-CAMTA (Pvul-CAMTA-1, Pvul-
CAMTA-2 ve Pvul-CAMTA-4) geninde, tuz stresine maruz birakilan ve kontrol

numuneleri arasindaki ekspresyon seviyesi agisindan fark tespit edilmistir.

Pirince ait bir YABBY geninin izole edilip, ekspresyon modellerinin ayrintili olarak
analiz edildigi Liu, H. vd. (2007)’nin ¢alismasinda dizi karakterizasyonu ve filogenetik
analizleri sonucunda, bu genin FIL / YAB3 alt ailesine gruplanmisg olan OSYABBY4
geni oldugunu gostermistir. B-glukuronidaz’in raportdr gen ve in situ analizleri tutarh
bir sekilde OSYABBY4’iin meristemlerde ve pirincin vaskiiler dokularinda gelismekte
oldugunu, ozellikle de floem dokusunda ifade edildigini ve piring geninin
fonksiyonunun angiosperm benzerlerinden farkli oldugunu ortaya koymustur. Bununla
birlikte, ektopik olarak OsYABBY4'ii eksprese eden transgenik Arabidopsis bitkilerinin,
FIL veya YAB3'li abaksial lateral organlarla asir1 eksprese edenlere ¢ok benzer bir

sekilde davrandigi goriilmiistiir.

Domates’te SUN, OFP ve YABBY gen familyalarinin genom ¢apinda tanimlandigi,
filogeni ve ifade analizlerinin yapildigt Huang, Z. vd. (2013)’nin ¢aligmasinda
domateste 34 SISUN, 31 SIOFP ve 9 SIYABBY geni tanimlanmig ve 12 kromozom
tizerindeki pozisyonlari tespit edilmistir. Genom haritalama analizi, SISUN, SIOFP ve
SIYABBY genlerinin, birkag kromozomun ¢ogunlukla tist ve alt boliimlerinde yerlesim
gosterdigi goriilmistiir. Arabidopsis ve domates familyalarinin {iyelerinden (Solanum
peruvianum, Solanum pimpinellifolium, Solanum lycopersicum), sirasiyla 1Q67, OVATE
ve YABBY alanlarinin protein sekanslarini temel alan ii¢ filogenetik aga¢ olusturulmus,
Arabidopsis ve domates genlerinin en yakin varsayilan ortolojileri, filogenetik agag

tizerindeki pozisyona ve dizi benzerligine gore belirlenmistir.

Domates’te yer alan tiim YABBY genlerinin gen ekspresyon seviyeleri ile meyve sekli
arasindaki iliskinin analiz edildigi Han H.Q. vd. (2015)’nin ¢alismasinda 24 tiiriin
genomunun taranmasiyla sekans analizi yapilmis olup, domates igerisindeki dokuz
YABBY geni deneysel olarak tanimlanmistir. Filogeni, biitiin proteinlere veya YABBY
domainine gore olusturulmus ve diger angiospermlerde tarif edildigi gibi bes farkl ¢esit
gozlenmistir. Domates c¢esitlerinin ekspresyon paternlerinin meyve sekli ve/veya

bliytikligli bakimindan biiyiik farkliliklar gostermesi, meyve gelisimi sirasinda YABBY
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genlerinin hem negatif hem de pozitif fonksiyonlara sahip oldugunu ortaya

koymaktadir.

FILAMENTOUS FLOWER (FIL), YABBY2 ve YABBY genlerinin agiklandig1 Siegfried,
K.R. vd. (1999)’nin ¢alismasinda genomik DNA hibridizasyon deneylerine dayanarak,
YABBY gen ailesinin Arabidopsis'te 6-7 iiye igerdigi tahmin edilmistir. Ailenin dort ek
tiyesi (YABBY1, YAB2, YAB3 ve YABS5) cDNA kiitiiphanesinden izole edilmis olup,
besinci bir ek iiye (YAB4)’iin sekansi Arabidopsis genom projesinden alimmustir.
Calismada YAB1, YAB2, YAB3 ve YAB5’in YABBY domainin karboksil tarafinda bazi
sekans benzerlikleri sergiledigi goriilmiistiir. YABBY ve ¢inko parmak bolgeleri arasinda
kalan bolge, aile iiyeleri arasinda genellikle degiskenlik gostermektedir, ancak YAB1 ve
YAB3 arasinda bazi yapisal benzerlikler saptanmistir. Bu veriler, YAB1 ve YAB3'iin
ailedeki en son gen duplikasyonunu temsil ettigini ve YAB2 ve YABS5'in, YAB1/3 ile
CRC veya YAB4'ten daha yakindan iliskili oldugunu gostermektedir. Analizde YAB1'in
FIL’e karsilik geldigi anlasilmistir. FIL, YAB2 ve YAB3'e genlerinin benzer sekilde
ifade edildikleri belirlenmis ve bunun da benzer biyolojik fonksiyonlara sahip

proteinleri kodlayabileceklerini gosterdigi ifade edilmistir.

C2C2-YABBY gen ailesinin Phaseolus vulgaris’te genom g¢apinda tanimlama ve
karakterize edildigi Behget, I. vd. (2017)’nin ¢alismasinda tuz stresine maruz birakilan
iki fasulye c¢esidinin (Yakutiye ve Zulbiye) yaprak ve koklerinde uzunluklar1 173 ila
256 amino asit arasinda degisen sekiz PVulYABBY proteini ortaya cikartilmistir.
Tanimlanan sekiz PvulYABBY geni arasinda {i¢ bolimlii olarak duplike gen ¢ifti tespit
edilmis ve bu gen iftlerinin PvulYABBY- 1 / PvulYABBY-3, PvulYABBY-5 /
PvulYABBY-7 ve PvulYABBY-6 / PvulYABBY-8 oldugu ifade edilmistir.

Agir metal stresine maruz birakilan bitkilerde sinyal yanitlarini aragtiran Maksymiec,
W. (2008)’1n ¢alismasinda elde edilen veriler, 6zellikle jasmonat, etilen ve H,0, ile
baglantili olanlar olmak iizere, sinyal yollarinin indiiksiyonu yoluyla dolayl: agir metal
etkisinin olasiligin1 gostermektedir. Agir metallerden etkilenen sinyal iletim yollari,
uzun siire strese maruz kaldiktan sonra (genellikle bitki direncini azaltarak), biiylime
islemlerinde hizli bir diisiise yol agabildigi veya yaslanmay1 hizlandirabildigi sonucuna

varilmistir.
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Fotosentez, transpirasyon, stoma iletkenligi ve klorofil floresans 6zelliklerinin bdriilce
bitkilerinde incelendigi Miyashita, K. vd. (2004)’nin ¢alismasinda bitkilere kuraklik
stresi uygulanmis ve tekrar su verilerek metabolik aktivitelerinin geri kazanimi
arastiritlmistir. Suyun kesildigi 2 giin boyunca, fotosentez ve terleme hizi ile stoma
iletkenligi hizla azalmistir. Suyun kesildigi 7 giin boyunca, Fv / Fm klorofil fliioresans
Ozellikleri hafifce azalmistir. Kuraklik stresi uygulanan giin sayisi arttik¢ca fotosentez,
terleme ve stoma iletkenliginde iyilesme oran1 yavas yavas azalmustir. lyilesme
oranlarima daha detayli bakildiginda ise kuraklik stresi sonrasi fotosentez, terleme ve
stoma iletkenliginin iyilesme oranlarinda kendi iclerinde de farkliliklar oldugu
belirlenmistir. Iyilesme oranlar1 karsilastirildiginda en yiiksek iyilesme oranmin
fotosentezde, en diisiik iyilesme oraninin ise stoma iletkenliginde oldugu goriilmiistiir.
Calisma sonuglari, yaprak su potansiyeli ile fotosentez, terleme ve stoma iletkenligi geri

kazanim seviyeleri arasinda yakin bir iligski oldugunu agikg¢a gostermektedir.

Kagitagaci’nin soguk stresi altinda transkripsiyonel diizenlenmesinin ve transkripsiyon
faktorlerinin kapsamli bir analizle ortaya kondugu Peng, X. vd. (2015)’nin ¢alismasinda
sonuglar, 47 familyaya ait toplam 794 transkripsiyon fakétiiniin %59'undan fazlasininin
soguk stresine verilen cevap mekanizmalarinda rol oynadigini gostermistir. Sirasiyla 95,
550 ve 149 TF igeren orta ve ge¢ yanit veren gruplar olmak {izere ii¢ grup olusturulmus
ve farkli sekilde ifade edilen bu TF'leri arasinda, bir bHLH, iki ERF ve iigc CAMTA,
birincil sinyal transdiiksiyonunda calisan kilit TF'ler olarak kabul edilmistir. Calisma
sonucunda soguk stresinin orta asamasinda, TF'ler tarafindan diizenlenmis temek iki
biyolojik prosesin oldugu saptanmistir bunlar, soguk stres direnci ve apikal meristemin

bliylimesi/gelismesidir.

Cevresel stresler; iiretkenlik, hayatta kalma ve iireme biyolojisinde bitkilerin yani sira
mabhsuller i¢in de 6nemli rol oynar. Bitkiler, iki yaygin alana dahil olabilen bir¢ok
cevresel strese maruz kalir: abiyotik (fiziksel ¢evre) ve biyotik (6rnegin patojenler,
herbivor canlilar). Bununla birlikte, bitkiler stres etkileriyle basa ¢ikmak icin farkli
tolerans mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu mekanizmalar fizyolojik, biyokimyasal,
molekiiler ve genetik degisiklikleri igeri, 2013 yilinda ’Molecular Stress Physiology of
Plants’’ kitabinda Redondo-Gomez, S. tarafindan yazilan bu bdliimde, bitkilerin hem

abiyotik (kuraklik, yiiksek sicaklik, sogutma ve donma, UV-B radyasyonu, tuzluluk ve
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agir metaller) hem de biyotik g¢evresel stresleri tolere etmek i¢in gelistirdigi baglica

mekanizmalara genel bir bakig sunmaktadir.

Pennisetum glaucum’daki stres indiikleyebilen DREB2A transkripsiyon faktorii’niin
analiz edildigi Agarwal, P. vd. (2007)’nin ¢alismasinda, DNA baglama aktivitesi ile
fosforilasyonu negatif olarak diizenleyen bir fosfoprotein olan DREB TF’iiniin ¢ok
calisilmamig olan DREB2 ¢esidine odaklanilmistir. Transkripsiyon aktivasyon faktorii
DREB2A'y1 sifreleyen 332 amino asitlik cDNA, strese dayanikli bir gida tahil {iriini
olan Pennisetum glaucum'dan klonlanmistir. Filogenetik agag, PgDREB2A'nin
monokotlardan izole edilen DREB’lere (DREB'ler bagimsiz bir dal olusturmasina
ragmen) daha yakin oldugunu ortaya koymustur. Sonuglar, PQDREB2A’nin soguk stresi
ile daha yiiksek diizeyde bir regiilasyon profili olusturdugunu gostermektedir. Bu
gozlemler, Arabidopsis ve piringtente yer alan diger DREB2A'lardan farklidir ve
PgDREB2A proteininin, ACCGAC'a sahip olan promotor bolgesi asagi akis genlerini
diizenleyebildigini de ortaya koymaktadir. Ayrica bu c¢alisma, PgDREBZ2A'in
translasyon sonrasi modifikasyonunun da bitkilerde stres kaynakli DRE'ye bagimli gen

ekspresyonunu etkileyebilecegini gdstermektedir.

Sasaki vd. (2013) bugdayda (Triticum aestivum) soguk toleransiyla ilgili yeni bir LEA
proteini tanimlanmislardir. WC16 proteininin stres kosullar1 altinda hem protein hemde

DNA’y1 korudugunu belirlemislerdir.

2.1 Amaglar

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Bitki Molekiiler Biyolojisi
Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilen Phaseolus vulgaris L. tiirleri ile stres
caligmalarinda 6nemli transkripsiyon faktorlerinden CAMTA ve YABBY gen aileleri ile
genom capinda tanimlama ve gen ifade profili olusturma calismalar1 gergeklestirilmistir

(Buyuk vd 2019, inal vd 2017).

Bu projede, Onceler-98 ve Akman-98 fasulye cesitleri, dogada yaygim bir sekilde
bulunan agir metallerden olan kadmiyum (Cd), bakir (Cu) ve kursun (Pb) streslerine

farkli derisimlerde maruz birakilmistir. Boylelikle laboratuvarimizda gergeklestirilen

calismalarda one cikan ve karakterizaSyonu saglanan CAMTA-1, CAMTA-4, CAMTA-
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8 ve YABBY-4, YABBY-5, YABBY-7 genlerinin agir metal stresi altindaki fasulye
bitkilerindeki gen ifade seviyelerinin karsilagtirilmasi ve Phaseolus vulgaris L’in stres
kosullar1 altinda olusturdugu molekiiler ve biyokimyasal cevap mekanizmalarinin

aydinlatilmas1 amacglanmastir.
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3 MATERYAL VE YONTEM
3.1 Tohum Temini

Bu tez calismasinda ‘T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Miidiirliigii, Geg¢it Kusagir Tarimsal Arastirma Enstitlisii Miidiirligi’

den temin edilen iki farkli fasulye (Phaseolus vulgaris) ¢esidi kullanilmustir.
3.1.1 Akman-98 (Kuru fasulye)

Yapraklar1 ve baklalar1 yesil, ¢igekleri ise beyazdir. Yapraklarinin sekilleri oval sivri
ucludur. 110-130 giinde yetisen boylar1 65-75 cm olan bodur kuru fasulye g¢esididir.
Yaklasik bir baklasinda 3-6 adet tane bulunmaktadir. Tanelerinde protein oran1 % 22-27
arasinda degismektedir. Islatildigi zaman yarim saatte pismektedir. Akman-98 kuru
fasulye’nin en belirgin 6zelligi virus ve bakteri hastaliklarina direngli olmasidir.

(Anonim 2013).
3.1.2 Onceler-98 (Barbunya)

Tescil ettirilmis ilk barbunya tiiriidiir. Yapraklar: yesil, baklalar1 acik yesil, ¢igekleri ise
beyazdir. Yapraklarinin sekilleri oval sivri ugludur. 105-115 giinde yetisen boylar1 40-
50 cm bodur tipli barbunya cesididir. Yaklasik bir baklasinda 3-5 adet tane
bulunmaktadir. Tanelerinin sekli yuvarlaga yakin ve orta iriliktedir. Pisme siiresi
1slatilarak 30-35 dakika civarindadir. Onceler-98’in virus ve bakteri hastaliklarma orta

derecede direnglidir (Anonim 2013).
3.2 Tohumun Sterilizasyonu ve Bitkinin Yetistirilmesi

Calisma kapsaminda temin edilen Phaseolus vulgaris L. Akman-98 ve Onceler-98
cesidine ait tohumlar ekilmeden Once sterilizasyon isleminden gegirilmistir. Bu islem
ceker ocak altinda ve bek alevi yakininda gerceklestirilmistir. Sirasiyla; %5’°lik sodyum
hipoklorit (NaClO) ile 3 dk muamele edilen tohumlar, otoklavlanmis distile su ile
(ddH,0) ile yine 3 dk boyunca yikanmustir. islem basamaklar1 toplamda bes kez ard

arda tekrar edilmistir. Bu islem sirasinda, manyetik karistiricili 1sitici iizerinde, sabit
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karistirma hizinda ve oda sicakliginda calisilmistir. Islem bitiminde tohumlar steril

edilmis kabin igerisinde kurumaya birakilmistir.

Ekim islemi yapilacak olan perlitler %1°lik NaClO ile yikandiktan sonra ddH2O ile
durulanmis ve 121°C’de 15 dk boyunca otoklavlanmistir. Ardindan 3-4 giin boyunca

70°C’de etiiv igerisinde kurumaya birakilmistir.
3.3 Hoagland Besin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Iki farkli gesit tohum iki hafta boyunca Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulanan steril perlit
iceren tepsilerde yetistirilmistir. Hoagland besin ¢ozeltisi igerigi ¢izelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1 Hoagland besin ¢ozeltisi igerikleri

KNO; 101,1 gr H;BO, 2,8 gr

KH,PO, 136,1 gr MnCl,.4H,0 1,8 gr
Zz MgSO,.7H,0 246,5 gr z CuS0O,.5H,0 0,100 gr
2 @ Ca (NOs),.4H,0 236,1 gr g 2 NaMoO, 0,025 gr
= FEEDTA 10,4 gr = ZUS0,.7H,0 0,200 gr
= EDTA.2Na ’ o= v ’
¥ FeSO,.7H,0 784r £
<§( o KOH 56,1 gr = O |Her bir bilesen 1L saf su icerisinde

Her bir bilesen 1L saf su icerisinde ¢oziiliir.
coziiliir.

Hoagland ¢6zeltisi hazirlamak i¢in, Cizelge 3.1°de belirtilen miktarlarda kalsiyum nitrat
(Ca (NOs),), potasyum fosfat (KH,PO4), potasyum nitrat (KNO3), magnezyum siilfat
(MgSO,), H3BO3, MnCI2.4H,0, CuS0,4.5H,0, NaMo0O4, ZnS0O,.7H,0 ve ferrik EDTA
cozeltisinden eklenip saf su ile 1 L’ye tamamlanir. Cozeltinin homojen olabilmesi igin
manyetik karistiricida 5-10 dk boyunca karistirilir. Bu islem sirasinda dikkat edilmesi
gereken ise, eklenen FeEDTA c¢ozeltisinin pH degerinin 5,5 olmasidir. pH degerinin az
ya da c¢ok olmasi, bitki gelisimi iizerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Hazirlanan
cozeltiler i¢in, FEEDTA nin 1s1l islemler sonucunda bozunmaya ugramasi ve 1stya karsi

dayaniksiz olmasi1 nedeniyle, yiiksek sicaklikta ¢aligilmamasi onerilmektedir.

Tescillenmis fasulye cesitleri arasindan secgilen, daha 6nce acgiklanan prosediire uygun

olarak steril edilmis Onceler-98 ve Akman-98 c¢esidi tohumlar, hazirlanan steril perlit
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ortaminda, 20 gilin boyunca 22°C sicaklik ve %70 nispi nem iceren Mikrotest iklim
kabininde, 15 giin boyunca Hoagland besin ¢dzeltisi ile sulanarak Ankara Universitesi

Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bitki Molekiiler Biyolojisi Laboratuvari’nda, steril perlit

igeren tepsilere ekimi yapilarak biiyiitiildii.

Sekil 3.1 Ankara Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’na ait iklimlendirme
kabininde (25°C - %70 nem) steril perlit iceren tepsilere ekimi yapilmis iki
haftalik fideler

Sekil 3.1 Ankara Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’na ait iklimlendirme
kabininde (25°C - %70 nem) steril perlit iceren tepsilere ekimi yapilmis iKi
haftalik fideler (devam)
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3.4 Bitki Stres Kosullarinin Olusturulmasi

Sekil 3.2 Istenilen biiyiikliige ulasan bitkilerin perlitlerden ayiklanmasinin ardindan,
stres uygulanabilmesi i¢in ayr1 kaplara konulmus fasulye 6rnekleri
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3.4.1 80 ppm -160 ppm kursun (Pb) stresi

80 ppm’lik kursun (Pb) soliisyonu igin 1,6 gr kursun (Pb) 1L distile su igerisinde
¢oziilerek 1000 ppm’lik stok g¢ozeltiler elde edilmistir. 500 ml Hoagland besi ortamina
kursun (Pb) son konsantrasyonu 80 ppm olacak sekilde 20 ml kursun (Pb) soliisyonu
eklenmistir. 160 ppm’lik kursun (Pb) soliisyonu i¢in 3,2 gr kursun (Pb) 1L distile su
igerisinde ¢oziilerek 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiler elde edilmistir. 500 ml Hoagland besi
ortamina Kursun (Pb) son konsantrasyonu 1600 ppm olacak sekilde 40 ml kursun (Pb)
soliisyonu eklenmistir. 15 giinde yetistirilen bitkilerden birer fide alinarak 80 ppm ve
160 ppm kursun (Pb) igeren kaplara konulmus, iklim ve gelistirme odasinda tutularak
24. saatte yaprak ve kok dokularindan drneklem alimi gergeklestirilmistir. Ornekler sivi

azot ile muamele edilerek -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.4.2 80 ppm -160 ppm bakir (Cu) stresi

80 ppm’lik bakir (Cu) soliisyonu i¢in 1,25 gr bakir (Cu) 1L distile su igerisinde
coziilerek 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiler elde edilmistir. 500 ml Hoagland besi ortamina
Bakir (Cu) son konsantrasyonu 80 ppm olacak sekilde 20 ml Bakir (Cu) soliisyonu
eklenmistir. 160 ppm’lik Bakir (Cu) soliisyonu i¢in 2,50 gr Bakir (Cu) 1L distile su
icerisinde ¢oziilerek 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiler elde edilmistir. 500 ml Hoagland besi
ortamina Bakir (Cu) son konsantrasyonu 160 ppm olacak sekilde 40 ml Bakir (Cu)
soliisyonu eklenmistir.15 giinde yetistirilen bitkilerden birer fide alinarak 80 ppm ve
160 ppm bakir (Cu) iceren kaplara konulmus, iklim ve gelistirme odasinda tutularak 24.
saatte yaprak ve kok dokularindan drneklem alimi gerceklestirilmistir. Ornekler sivi

azot ile muamele edilerek -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
3.4.3 80 ppm — 160 ppm kadmiyum (Cd) stresi

80 ppm’lik kadmiyum (Cd) soliisyonu igin 1,25 gr kadmiyum (Cd) 1L distile su
igerisinde ¢oziilerek 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiler elde edilmistir. 500 ml Hoagland besi
ortamina kadmiyum (Cd) son konsantrasyonu 80 ppm olacak sekilde 20 ml kadmiyum
(Cd) soliisyonu eklenmistir. 160 ppm’lik kadmiyum (Cd) soliisyonu igin 2,50 gr
kadmiyum (Cd) 1L distile su igerisinde ¢oziilerek 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiler elde

40



edilmistir. 500 ml Hoagland besi ortamina kadmiyum (Cd) son konsantrasyonu 160
ppm olacak sekilde 40 ml kadmiyum (Cd) soliisyonu eklenmistir. 15 giinde yetistirilen
bitkilerden birer fide alinarak 80 ppm ve 160 ppm kadmiyum (Cd) igeren kaplara
konulmus, iklim ve gelistirme odasinda tutularak 24. saatte yaprak ve kok dokularindan
orneklem alimi gergeklestirilmistir. Ornekler sivi azot ile muamele edilerek -80 °C’de

derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
3.5 Ornekler I¢cin Kodlarin Olusturulmasi

Calismada herhangi bir karisikliga yol agmamak igin fasulye 6rnekleri; gesitlerine, agir
metal uygulamasma, konsantrasyona ve doku tiplerine gore kodlanmigtir. Bu

kodlamada asagida belirtilmistir.

Cizelge 3.2 Ornekler i¢in olusturulan kodlar ve karsiliklarina ait rnekler

24 SAAT 24 SAAT 24 SAAT
80 PPM 160 PPM NA
Kursun (Pb) Bakir (Cu) Kadmiyum (Cd) Kursun (Pb) Bakir (Cu) Kadmiyum (Cd) Kontrol

Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok Yaprak Kok

AKMAN-98 1A 8A 2A 9A 3A 10A 4A 11A 5A 12A 6A 13A 7A 14A

ONCELER-98 10 80 20 90 30 100 40 110 50 120 60 130 70 140

3.6 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu islemi Genezole protokoliine (Cizelge 3.3.) gore gergeklestirilmistir.
Izole edilen RNA’larda miktar tayinin yapilmasi i¢in Nanodrop ND-Spectrometer 1000
cihazi kullanilmistir (Chomczynski ve Mackey 1995).
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Cizelge 3.3 Genezol protokolii islem basamaklari

B e

1 2 ml’lik eppendorf tiipe 1 ml genezol eklenir.

2 Tiipiin icerisine 100 - 150 mg 6rnek eklenir.

3 Pipetaj yapildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk bekletilir

4 Tiipiin igerisine 200 pl kloroform eklenir, dikkatlice karistirilir.

5 15.000 rpm’de 4°C’de 15 dk santrifiij edilir ve iist s1v1 yeni tiipe aktarilir.

5 Tiipiin igerisine 1:1 oraninda 250 pl isopropanol eklenir ve hafif pipetaj
yapilir.

7 Oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

8 15.000. rpm’de 4°C’de 10 dk santrifiij edilir, st s1v1 atilir, pellet tiip dibinde
gozlenir.

9 Pellet iizerine %70 EtOH eklenir.

10 15.000 rpm’de 4°C’de 5 dk santrifiij edilir, Tst s1v1 atilir.

11 Pellete degmeden uzaklastirilir ve 5-10 dk oda sicakliginda kurutulur.

12 40 — 60 pul RNAse free water eklenir.

13 5 dk 55°C’de inkiibe edilir.

[zolasyon isleminden sonra RNA’lar ilk dnce %1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve daha

sonra Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazi ile safligi ve miktar1 belirlenmistir.

3.7 RNA Miktarinin Belirlenmesi

RNA izolasyonundan sonra cDNA sentezleme islemine gegmeden once RNA’larin

miktar ve saflik tayini yapilmistir. 260/280 orami 1,9-2,1; 260/230 orani ise 2,0-2,5

arasinda ise bu RNA’nin saf oldugunun gostergesidir.
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Agaroz Jel Elektroforezi

%1°lik agaroz jel hazirlamak i¢in; 100 ml 1 X TBE igerisinde 1 g agaroz ¢oziildi ve
mikrodalgada kaynatildi. Cozelti, yaklasik 65°C’ye geldikten sonra 10 mg/ml
konsantrasyonundan 4 pl etidyum bromid eklenerek, agaroz jel tankina dokiildii ve 30
dk boyunca donmasi beklendi. Etidyum bromid RNA’nin UV 1sik altinda
goriintiilenmesini saglamaktadir. Daha sonra 1 pl yiikleme boyasi, 6x loading dye, 3
hacim RNA 6rnegi 80-100 voltta, 30 dk boyunca yiiriitiildii. Jel UV-Transilimiinatér’de

gbzlemlendi.

3.8 cDNA Sentezi

cDNA sentezi, cDNA sentez kiti (Biorad RNA o6rneklerinden ¢cDNA sentezi iScript™
c¢DNA Synthesis Kit) kullanilarak gergeklestirildi. Thermo Termalcycler PCR cihazinda
reaksiyon kosullar1 25°C’de 5 dk, 46°C’de 20 dk ve 95°C’de 1 dk olacak sekilde
sentezlendi. Sentelenen cDNA’larin tizerine 90 pl su ddH,O su eklenerek 1/10 oraninda
seyreltildi. Cizelge 3.4’te ¢cDNA sentezinin ilk asamasinda hazirlanan total RNA —

primer karigimi igerisinde bulunan bilesenler ve son konsantrasyonlar1 gériilmektedir.

Cizelge 3.4 Toplam RNA ve primer karigimi

Bilesen Son Konsantrasyon

Total RNA 10 ng — 5 pg total RNA
Primer (50 pmol/ul) |2.5 uM

Saf su Toplam hacim 10 pl’ye ayarlanir

Sentezlenen cDNAlar -20°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
3.9 Primer Dizaym

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Bitki Molekiiler Biyolojisi
Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilen Phaseolus vulgaris L. tiirleri ile stres

caligmalarinda 6nemli transkripsiyon faktorlerinden CAMTA ve YABBY gen aileleri ile
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genom ¢apinda tanimlama ve gen ifade profili olusturma g¢alismalari daha once
gerceklestirilmistir. Bu calismalardan elde edilen YABBY-4, YABBY-5, YABBY-7,
CAMTA-1, CAMTA-4, CAMTA-8 genlerine ve housekeeping gen olan olarak kullanilan
ACT (aktin) genine ait kullanilan primerler ¢izelgede verilmistir (Ilker vd. 2018, inal
vd. 2017).

Cizelge 3.5 Aktin ve hedef CAMTA - YABBY genlerine ait primer tasarimlari

Primer Kod ileri Primer Geri Primer

Pvul-CAMTA-1 ATGAGCCCAACCAGCACTTT ATCCATCGGCCCCAAACTTT
Pvul-CAMTA-4 AGGGCTTGCAAATCTGGACA GGTGACCTCTTACATGGGCC
Pvul-CAMTA-8 GCCACTTGTCATCCCTCACA GCATCTTGTATCCGTGCAGC
Pvul-YABBY-4 TGGCAAGATGTTCAGGGACC TCTCGGGAGGCCTATTCACA
Pvul-YABBY-5 TTGCACTAACCTCCTGCCAG AGGTTATGGGACGGGGAGAA
Pvul-YABBY-7 TTTCACCGGACCAACACCTC TGGAGCAAGGAACACTCACC
Actin TGAGCAAGGAGATTACAGCATTGG CATACTCTGCCTTCGCAATCCAC

3.10 Real-Time PCR Reaksiyonu

cDNA sentezini takiben yapilacak olan Real-Time PCR c¢alismasi i¢in taramasi
yapilacak hedef genler olan YABBY-3, YABBY-4, YABBY-5, CAMTALl — CAMTA4 ve
CAMTA-8 ve housekeeping olarak secilmis ACT genlerinin reaksiyon optimizasyonlari
ve O0n denemeleri yapildi. Uygulama i¢in kullanilacak olan Real-Time PCR cihazi

(Sekil 3.3) araciligiyla Thermo Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X)

kullanilarak gergeklestirildi.

Sekil 3.3 Real Time PCR cihazi, Light Cycler Nano (Roche)
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Calismada ilk olarak optimizasyon icin denemeler yapilmistir. Yapilan reaksiyon
denemeleri sayesinde en ideal primer ve cDNA derisimleri belirlenmistir. Real-Time -
PCR denemelerinde en erken cq (quantification cycle) degerini veren kosullar en ideal
kosul olarak se¢ilmistir. Calismada kullanilan Real-Time PCR protokolii ve Real Time
PCR programi (tiim genler icin) Cizelge 3.4 ve 3.5’te belirtilmistir.

Cizelge 3.6 Calismada kullanilan Real Time PCR protokolii

Bilesen Son Konsantrasyon
thermo Maxima SYBR Green/ROX qRT-PCR Master Mix 1X

Forward Primer 0,7 uM

Reserve Primer 0,7 uM

cDNA 2 ug

Toplam Hacim 12,5 pl'dir

Cizelge 3.7 Calismada kullanilan Real Time PCR programi

Program Sicakhik Sure Diéngii
sayisi

On denatiirasyon 95 °C 10dk 1

Denatiirasyon 95 °C 10s

Baglama 60 °C 30s 40

Uzama 72°C 15s

Real Time PCR’da Cq degerleri pik profilleri araciligi ile belirlenmistir. Bu Cq
degerleri ve olusturulmus olan standart egri grafikleri ile mRNA seviyeleri kantitatif

olarak tespit edilmistir.
3.11 Morfolojik ve Fizyolojik Parametre Olciimler
3.11.1 Kuru-Yas agirhk ol¢iimleri

Kontrol ve strese maruz birakilan tiim Orneklerden rastgele alinan yaprak ve kok

ornekleri 1/10.000’lik hassas terazide ayri1 ayri tartilmigs ve yas agirliklari (Q)
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belirlenmistir. Kuru agirliklarinin belirlenebilmesi igin ise, 6rnekler 700C’de etiivde 24

saat kurutulmus ve yine 1/10.000’lik hassas terazide ayri ayri tartilarak ol¢iim islemi

yapilmustir.

“EP‘I'L -""'“

Sekil 3.4 Ankara Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’na ait etiivde kurutulan
yapraklar ve kokler

3.11.2 Protein tayini

Calismada protein tayinleri Bradford yontemine (Bradford 1976) gore yapildi. Bradford
yontemi ile protein tayini yapilirken standart protein olarak BSA (Bovine Serum
Albumin) kullanilmistir. Sivi azot ile ezildikten sonra -80°C’de saklanan 6rneklerden
0.08 gr alinmig ve 0.7 ml sodyum-fosfat tamponunda (pH=7,2) homojenize edilmistir.
Homojenatlar ependorf tiiplere konularak +4°C’de 12 dk 14.000 rpm devirde santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatantlardan 3 pl alimarak ELISA plateine konularak
iizerinell7 pl Bradford boya eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra
spektrofotometrede (UV-VIS) 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri
belirlenmistir. Belirlenen absorbans degerlerinden, standart olgiimler kullanilarak

toplam ¢oziinebilir protein miktar1 saptanmustir.
3.12 Normalizasyon ve istatistiksel analiz

Farkli agir metal stresi uygulanmis bitkilerde CAMTA ve YABBY genine ait transkript

profilleri, kontrol profilleri ve ACT ile karsilastinlmistir. Elde edilen verilerin
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istatistiksel olarak degerlendirilmesi Livak ve Schmittgen (2001)’in 2T metoduna
gore yapilmistir. Arastirmacilarin bir kontrol grubunun birden fazla deney grubu ile
karsilagtirmasi gerektiginde Dunnet testini kullanmalar1 6nerilmektedir (Dunnet 1955).
Post-Hoc testi ise (Multiple Comparisons Dependent Variable: Expression Dunnet T3)
eger varyans analizi sonucunda gruplar arasinda bir fark bulunmussa, farkliligin hangi

gruplardan kaynaklandigini tespit etmek i¢in kullanilmaktadir (Roscoe 1975).

Cq degeri olarak belirlenen gen ekpresyonu sonuglar1 ¢alismada housekeeping gen
olarak kullanilan ACT (aktin) ve kontrol sartlar1 dikkate alinarak normalize edilmistir
(Livak ve Schmittgen 2001). Bu verilerin ortalama, standart sapma, standart hata ve
istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri istatistik programi (SPSS 20) ile hesaplanmastir.
Bu sekilde agir metal stresi altinda yetirilmis olan drneklerde CAMTA ve YABBY geni
mRNA ifade seviyesi tespit edilmeye ¢aligilmistir.

Farkli derisimlerde agir metal stresleri uygulanmis fasulye orneklerinde CAMTA-1,
CAMTA-4, CAMTA-8 ve YABBY-4, YABBY-5, YABBY-7 genlerine ait farklilasan ifade
sonuclarinin, housekeeping gen olarak kullanilan ACT (aktin) genine gore 244CT

yontemi kullanilarak (Livak ve Schmittgen 2001) normalizasyonu saglandi.

Bu verilere ait istatiksel anlamlilik dereceleri, ortalamalari, standart sapma ve standart
hatalar1 i¢cin SPSS Ver. 20.0 yazilimi kullanildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu, gorsel ve analitik yontemler ile (Kolmogrov-Smirnov/ Shapiro-Wilk

testleri) incelendi.

Gen parametrelerinde normal dagilim goriilmediginden karsilagtirmalar Mann Whitney
U testi kullanilarak yapildi (Vengatesan vd. 2018). Test istatistigi (Sig. degeri) 0,05’in

altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuglar olarak degerlendirildi.
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4 BULGULAR
4.1 Fasulye Cesitlerinde Stres Uygulamalari

Onceler-98 ve Akman-98 fasulye cesitlerine ait tohumlar 15 giin bpyunca Hoagland ile
sulanarak yetistirilmistir. Yetistirilen bitkilere 80 ppm ve 160 ppm olmak iizere iki
farkli konsantrasyonda kadmiyum (Cd), bakir (Cu) ve kursun (Pb) stresleri uygulanmis

ve 24. saat sonunda aliman 6rnekler sivi azot ile muamele edilerek -80°C’lik derin

dondurucuda saklanmustir.

Sekil 4.1 Istenilen biiyiikliige ulasan ve perlitlerden ayiklanmasinin ardindan, stres
uygulanabilmesi igin ayr1 kaplara konulan fasulye 6rnekleri
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4.2 RNA izolasyonu

Bitki 6rneklerinin tiimii stress uygulandiktan sonra sivi azot ile ezilmis ve ardindan —

80°C’lik derin dondurucuda saklanmistir. RNA izolasyonu Genezol protokoliine gore
yapilmis, RNA miktar ve saflik tayininde Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazi
kullanilmistir (Chomczynski ve Mackey 1995).

RNA izolasyonu sonrasi 6rneklerin jel goriintiisii asagidaki gibidir.

Sekil 4.2 RNA izolasyonu sonrasi 6rneklerin jel goriintiisii

4.3 cDNA Sentezi

cDNA sentez kiti (Biorad RNA orneklerinden cDNA sentezi iScript™ c¢cDNA Synthesis
Kit) kullanilarak ve calisilacak olan CAMTA-1, CAMTA-4, CAMTA-8, YABBY-4,
YABBY-5, YABBY-7 ve housekeeping gen olan ACT’in uzunluklarinin 400 bg’den
biiyiik olmasi nedeniyle Anchored-oligo(dT)1s ile ¢alisilmustir.

4.4 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Calisma kapsaminda protein konsantrasyonlari Bradford Yontemi ile belirlenmistir
(Bradford 1976).

Calismamizda standart egri olusturmak igin sigir serum albiimin (BSA) proteini
kullanilmigtir. BSA proteinin 0,125pg/ul, 0,25ug/ul, 0,5pg/ul, 1ug/ul ve 2ug/ul
olan konsantrasyonlarmin 595nm’deki absorbanslar1 dl¢iildii ve standart egri grafigi
(Sekil 4.2) olusturuldu. Konsantrasyonu bilinmeyen protein Grneginin absorbansi ile
BSA standartinin absorbanslari1 karsilastirilarak numunelerin miktarlar1 belirlenmistir.

[k dnce regresyon esitlik formiilii elde edilmistir.
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Sekil 4.3 BSA standartlar kullanilarak olusturulan standart egri grafigi

Cizelge 4.1 Orneklerin, BSA standartlarinin absorbanslarina gére hesaplanan protein
miktarlari

1. 1. 2. 2. &, &, 4, 4, 5 5. 6. Absorbans 6.
Absorbans - Konsantrasyon Absorbans Konsantrasyon Absorbans Konsantrasyon Absorbans Konsantrasyon Absorbans Konsantrasyon — Oleiimii ~ Konsantrasyon

Ornekler  Oleiimi; Olgiimii Olgiimii Olgiimii Olgiimii

(595 nm) (ng/uL) (595 nm) (ug/uL) (595 nm) (ng/pL) (595nm)  (ug/uL) (595 nm) (ng/pL) (595 nm) (ng/pL)
1A 0,356 09534956 | 0,307 | 0,7080007 027 0522627 0,325 0982321 031 0536106 0,293 0,6656963
2A 0,225 02971725 | 0255 | 04474755 | 0252 | 04324452 | 0216 0,302152 027 0445623 0,246 04293182
3A 0,329 08182229 | 0342 | 08833542 | 0304 | 06929704 | 0,318 0,715265 0,33 0,842683 0,327 0,8365995
4A 0,269 05176169 | 0266 | 05025866 | 0287 | 06077987 027 0516662 0277 0601222 0275 05101182
5A 0,259 04675159 027 0522627 02% | 0652889 024 0490326 0,284 0649237 0,301 0,5034695
6A 0278 05627078 | 0259 [ 04675159 | 0255 [ 04474755 | 0255 0555201 0,214 0450198 0,323 0,4723002
7A 0331 08282431 033 0,823233 0338 | 08633138 | 0327 0497518 0,319 0872366 0,353 1,1449059
10 0,259 04675159 | 0265 | 04975765 031 0,723031 027 0431269 0,256 0,730115 0,308 0,52673%
20 0,325 0,7981825 032 0,773132 0297 | 06578997 | 0316 0801588 0,325 0,662958 0,301 0,7646682
30 0,348 09134148 | 0357 | 09585057 | 0,399 | 1,1689299 033 0932156 0,36 1,061523 0414 10471714
40 0,356 09534956 | 0382 | 10837582 | 0384 | 10937784 | 0,345 0939021 0,391 1,115583 0,386 10764282
50 0,286 06027886 | 0269 | 05176169 033 0823233 0,275 0,605238 0,244 0,856223 0,366 04821775
60 0,366 10035966 | 0371 | 10286471 | 0382 | 10837582 0,37 0,998563 0,382 0,996248 0,367 11211909
70 0,372 10336572 | 0382 | 10837582 | 0374 | 10436774 | 0371 0,984885 0,395 1,052363 0,362 11238448
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Cizelge 4.2 Ortalama absorbans ve ortalama konsantrasyon degerleri

Ortalama Kontrol ) Ortalama Kontrol )
Ornekler Absorbans gn;l;lﬁ::l?hiore Konsantrasyon grlzlzll;l;lnnlilhiore

(595 nm) derecesi (p) (ng/nl) derecesi (p)
1A 0,311 0,078 0,7280411 0,522
2A 0,244 0,004 0,3923644 0,004
3A 0,325 0,261 0,7981825 0,522
1A 0,274 0,004 0,5426674 0,055
5A 0,275 0,004 0,5476775 0,025
6A 0,264 0,006 0,4925664 0,01
TA 0,333 - 0,8382633 -
10 0,278 0,004 0,5627078 0,004
20 0,314 0,004 0,7430714 0,004
30 0,368 0,337 10,136,168 0,423
40 0,374 0,81 10,436,774 0,936
50 0,295 0,006 0,6478795 0,004
60 0,373 0,467 10,386,673 0,47
70 0,376 - 10,536,976 -

4.5 Yas-Kuru Agirhk Olgiimleri

45.1 Yaprak; yas-kuru agirhk dl¢iimleri

Akman-98 fasulye cesidinin uygulanan stres sonrasi yaprak yas ve kuru agirliklar ile

yaprak kontrol grubu yas ve kuru agirliklar karsilagtiritlmistir (Cizelge 4.3). Bakir (Cu)

160 ppm ve kadmiyum (Cd) 80 ppm derisiminde gozlenen farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu goriilmistiir (p<0,05). Diger derisimlerde ise uygulanan stresler sonrast

agirliklar ile kontrol grubu agirliklar1 ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamstir (p>0,05).
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Cizelge 4.3 Akman-98 fasulye ¢esidinde yaprak; yas ve kuru agirliklarinin kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarinin karsilastirilmasi

Yas Agirlik YAPRAK Kuru Agirlik YAPRAK
UYGULANAN STRESLER Mean =+ Std. Dev. p Mean = Std. Dev. p
Kursun (Pb) 80 ppm 0,383 +0,161 0,028 + 0,009
Kontrol 0,223 + 0,006 0,507 0,029 £ 0,005 0,658
Kursun (Pb) 160 ppm 0,220 + 0,123 0,036 +0,012
Kontrol 0,223 + 0,006 0,507 0,029 + 0,005 0,376
Bakir (Cu) 80 ppm 0,233+ 0,100 0,028 = 0,008
Kontrol 0,223 + 0,006 0,507 0,029 £ 0,005 0,827
Bakir (Cu) 160 ppm 0,363 £0,015 0,035+0,012
Kontrol 0,223 + 0,006 0,046 0,029 + 0,005 0,513
Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,400 £ 0,095 0,033 £ 0,007
Kontrol 0,223 £ 0,006 0,046 0,029 + 0,005 0.275
Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,273 £ 0,093 0.653 0,027 + 0,007 0827
Kontrol 0,223 £ 0,006 ! 0,029 + 0,005 !

Akman-98 fasulye ¢esidinde yaprak yas agirliklarinin uygulanan tiim stresler sonrasinda
kontrol grubu ortalama agirhiklarmin altinda kaldigi goriilmistir. Yaprak kuru
agirliklarinin ise (¢ok belirgin farklar olmamakla birlikte) kontrol grubu ortalama

agirliklarina yakin degerler aldig1 goriilmiistiir.

Yaprak yas ve kuru agirhiklarinin kontrol grubu agirhiklarina gore dagilimlarn

(Akman)
mmm Yaprak yas agirhik Yaprak kuru agirhk =Yaprak yas agirlik kontrol =—Yaprak kuru agirlik kontrol
1.200
1.100
1.000
0.900
0.800
. 0.700
2
= 0.600
‘E" 0.500
0.400
0.400 0.383 0.363
0.273
0-300 0.220 0.233
0.200
0.100 0.028 0.036 0.028 0.035 0.033 0.027
Z = -
0.000
Kursun Kursun Balkar Bakir Kadmiyum Kadmiyum
80 ppm 160 ppm 80 ppm 160 ppm 80 ppm 160 ppm

Sekil 4.4 Akman-98 fasulye ¢esidinde yaprak; yas ve kuru agirliklarinin kontrol grubu
agirliklarina gore ortalamalarin karsilastirilmasi

Onceler-98 fasulye cesidinin yaprak yas ve kuru agirliklarina uygulanan stress
uygulamalar1 sonrasi agirliklar1 ile kontrol grubu ortalamalar1 karsilagtirilmistir

(Cizelge 4.4). Istatistiksel olarak anlaml1 bir fark goriilmemistir (p>0,05).
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Cizelge 4.4 Onceler-98 fasulye cesidinin yaprak; yas ve kuru agirliklarmim kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarinin karsilastiriimasi

UYGULANAN Yas Agirlik YAPRAK Kuru Agirlik YAPRAK
STRESLER Mean + Std. Dev. p Mean + Std. Dev. p
Kursun (Pb) 80 ppm 0,320 + 0,052 0,032 + 0,002

Kontrol 0,323 £0,076 0,825 0,031 +0,014 0,507
Kursun (Pb) 160 ppm 0,303 £ 0,150 0,034 + 0,009

Kontrol 0,323 + 0,076 0,827 0,031 +0,014 0,827
Bakir (Cu) 80 ppm 0,263 + 0,068 0,032 + 0,009

Kontrol 0,323 £0,076 0,261 0,031 +0,014 0.827
Bakir (Cu) 160 ppm 0,313+ 0,015 0,029 + 0,006

Kontrol 0,323 £0,076 0,513 0,031 +£0,014 0,999
Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,310 £ 0,040 0,030 + 0,003

Kontrol 0,323 £0,076 0,827 0,031 +0,014 0,999
Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,313 + 0,046 0.817 0,032 £ 0,008 0999
Kontrol 0,323 £0,076 ' 0,031 +£0,014 '

Onceler-98 fasulye &rneklerinde yaprak yas agirhiklarinin uygulanan tiim streslerde
ortalama agirliklarin, (Kursun (Pb) 80 ppm haric) kontrol grubu ortalama agirliklarinin
tizerinde degerler verdigi goriilmiistiir. Yaprak kuru agirliklarinin ise (¢ok belirgin
farklar olmamakla birlikte) kontrol grubu ortalama agirliklarina yakin degerler verdigi
gortlmiistir. Bakir (Cu) derisimi arttirildiginda yaprak yas agirliginda belirgin bir artig
goriilmistiir. Kursun (Pb) ve kadmiyum (Cd) derisimlerinin arttirilmasinda bu durumun

tam tersi bir degisim gozlenmistir (sekil 4.5).

Yaprak yas ve kuru agirliklarinin kontrol grubu agirliklarina gére dagihmlari (Onceler)

mmm Yaprak yas agirhik Yaprak kuru agirhk =Yaprak yas agirhk kontrol =Yaprak kuru agirlik kontrol

1.200
1.100
1.000
0.900
0.800
0.700

0.600

Agirlik (g)

0.500

0.400

0.300

.320 0.303
0.200
0.100 0.032 0.034
0.000

Kursun Kursun
80 ppm 160 ppm

L
.310 .313
263 .313
0.032 0.029 0.030 0.032
T

Bakir
80 ppm

Bakir
160 ppm

Kadmiyum
160 ppm

Kadmiyum
80 ppm

Sekil 4.5 Onceler-98 fasulye 6rneklerinde yaprak; yas ve kuru agirliklarini kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarinin karsilastirilmasi

53



4.5.2 Kok; yas-kuru agirhik él¢iimleri

Akman-98 fasulye 6rneklerinde kok, yas ve kuru agirliklarina uygulanan stresler sonrasi
agirliklar1 ile kontrol grubu ortalamalarinin karsilastirilmalarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gorilmemistir (p>0,05). kuru agirlik ortalamalarinda da kontrol grup

ortalamasi ile ayn1 seviyede oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Akman-98 fasulye 6rneklerinde kok; yas ve kuru agirliklarinin kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarinin karsilastiriimasi

R A
o O IO T o LW
A R
igii?;)llum " gy 00,’7716375 0(?’13215 0796 Od?o?f 00,2)00058 0.907

KOK yas ve kuru agirhiklarinin kontrol grubu agirhiklarina dagihimlan
(Akman)

Kok yas agirhk Kok kuru agirhik — K&k yas agirhik kontrol —K&k kuruagirlik kontrol
1.200

1.100
1.000
0.900

0.800

0.700

0.600

Agirhik (g)

0.500

0.400

0.300

0.200

0.100

0.000

Kursun Kursun Bakir Bakir Kadmiyum Kadmiyum
80 ppm 160 ppm 80 ppm 160 ppm 80 ppm 160 ppm

Sekil 4.6 Akman-98 fasulye 6rneklerinde kok; yas ve kuru agirliklarinin kontrol grubu
agirliklarina gore ortalamalarinin karsilastirilmast

Onceler-98 fasulye drneklerinin kék yas ve kuru agirliklarina uygulanan stresler sonrasi

agirliklar ile kontrol grubu ortalamalarinin karsilastirilmalarinda, bakir (Cu) 160 ppm
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derisiminde farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilmistir (p<0,05) (Cizelge
4.6). Diger derisimlerde ise uygulanan stresler sonrast agirliklar1 ile kontrol grubu

agirliklar1 ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir

(p>0,05).

Cizelge 4.6 Onceler-98 fasulye orneklerinde kok; yas ve kuru agirliklarinin kontrol
grubu agirliklarina gore ortalamalarin karsilastirilmasi

Yas Agirhik Kok Kuru Agirlik Kok
UYGULANAN STRESLER Mean = Std. Dev. p Mean = Std. Dev. p
Kursun (Pb) 80 ppm 0,745+ 0,179 0,039 + 0,006
Kontrol 0,733 +£ 0,121 0,827 0,028 + 0,009 0.275
Kursun (Pb) 160 ppm 0,677 0,121 0,037 = 0,002
Kontrol 0,733+ 0,121 0,513 0,028 + 0,009 0.275
Bakir (Cu) 80 ppm 0,623 = 0,092 0,039+ 0,010
Kontrol 0,733+ 0,121 0,268 0,028 £ 0,009 0.127
Bakir (Cu) 160 ppm 0,917 +£ 0,031 0.05 0,030 + 0,008 0.827
Kontrol 0,733 +£ 0,121 ’ 0,028 + 0,009 '
Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,740 £ 0,036 0,029 + 0,005
Kontrol 0,733 +£ 0,121 0.827 0,028 + 0,009 0,513
Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,737 £ 0,071 0,027 + 0,005
Kontrol 0,733 £ 0,121 e 0,028 + 0,009 0,999

Kok yas agirliklarinda kursun (Pb) ve bakir (Cu) derisimleri arttirildiginda agirliklarda
bir artis goriiliirken, kadmiyum (Cd) derisimin arttirilmasinda agirlikta bir disiis
goriilmistiir. Kuru agirhik ortalamalarminda da kontrol grup ortalamasi ile ayni

seviyede oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.6).

Kok yas ve kuru agirhiklarinin kontrol grubu agirliklarina gére dagihmlari
(Onceler)

Kok yas agirhk
1.200

. Kok kuru agirlik —KGk yas agirhik kontrol —KEk kuru agirhk kontrol

1.100
1.000
0.900

0.800

—0.700

0.600

Agirlik (g

0.500

0.400

0.300

0.200

0.100

0.000

Bakir
80 ppm

Bakir
160 ppm

Kursun
80 ppm

Kursun
160 ppm

Kadmiyum
80 ppm

Kadmiyum
160 ppm

Sekil 4.7 Onceler-98 fasulye érneklerinde kok; yas ve kuru agirliklarinm kontrol grubu
agirliklarina gore ortalamalarinin karsilastirilmast
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4.5.3 Kok ve yaprak yas-kuru agirhklarimin karsilastirilmasi

Akman-98 ve Onceler-98 fasulye drneklerinde uygulanan stresler sonrasi yaprak ve
koklerin yas-kuru agirlik ortalamalarinin karsilastirilmasinda (Cizelge 4.7); bakir (Cu)
160 ppm derisiminde yas yaprak agirliklar1 ortalamalarinda istatistiksel olarak anlaml
fark gortilmistiir (p:0,050). Diger stres derisimlerinde yaprak ve koklerin yas ve kuru
agirliklar ortalamalarinda birbirine yakin degerler gézlenmistir. Bu degerler arasindaki

farklar istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Cizelge 4.7 Akman-98 ve Onceler-98 fasulye drneklerinde uygulanan streslere gore
yaprak ve kok agirlik ortalamalarinin dagilimlart

Uygulanan Stres Mean + Std. Dev. p
Yas Agirlik Yaprak Akman-98 Kursun (Pb) 80 ppm 0,383+ 0,161 0,507
£ Onceler-98 Kursun (Pb) 80 pm 0,32 + 0,052
g' Yas Agirlik Kok Akman-98 Kursun (Pb) 80 ppm 0,664 + 0,102 0,513
g Onceler-98 Kursun (Pb) 80 ppm 0,745+ 0,179
% Kuru Agirlik Yaprak ~ Akman-98 Kursun (Pb) 80 ppm 0,028 +£0,009 0,507
% Onceler-98 Kursun (Pb) 80 ppm 0,032 + 0,002
N Kuru Agirlik Kok Akman-98 Kursun (Pb) 80 ppm 0,027 £ 0,007 0,077
Onceler-98 Kursun (Pb) 80 ppm 0,039 + 0,006
Yas Agirlik Yaprak Akman-98 Bakir (Cu) 80 ppm 0,233+0,1 0,658
= Onceler-98 Bakir (Cu) 80 ppm 0,263 + 0,068
g Yas Agirlik Kok Akman-98 Bakir (Cu) 80 ppm 0,627+ 0,134 0,817
j% Onceler-98 Bakir (Cu) 80 ppm 0,623 + 0,092
é Kuru Agirlik Yaprak ~ Akman-98 Bakir (Cu) 80 ppm 0,028 £ 0,008 0,513
:q; Onceler-98 Bakir (Cu) 80 ppm 0,032 + 0,009
= Kuru Agirlik Kok Akman-98 Bakir (Cu) 80 ppm 0,031 £ 0,009 0,275
Onceler-98 Bakir (Cu) 80 ppm 0,039 + 0,01
Yas Agirlik Yaprak Akman-98 Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,4+0,095 0,184
% Onceler-98 Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,31+ 0,04
2 Yas Agirlik Kok Akman-98 Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,767+ 0,31 0,513
g Onceler-98 Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,74 + 0,036
g Kuru Agirlik Yaprak ~ Akman-98 Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,033 +£0,007 0,513
E Onceler-98 Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,03 + 0,003
el Kuru Agirlik Kok Akman-98 Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,029 £ 0,008 0,827
x Onceler-98 Kadmiyum (Cd) 80 ppm 0,029 + 0,005
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Cizelge 4.7. Akman-98 ve Onceler-98 fasulye érneklerinde uygulanan streslere gore
yaprak ve kok agirlik ortalamalarinin dagilimlar: (devam)

Uygulanan Stres Mean =+ Std. Dev. p
Yas Agirlik Yaprak Akman-98 Kursun (Pb) 160 ppm 0,22+0,123 0,275
£ Onceler-98 Kursun (Pb) 160 ppm 0,303 +0,15
§ Yas Agirlik Kok Akman-98 Kursun (Pb) 160 ppm 0,76 £ 0,06 0,275
% Onceler-98 Kursun (Pb) 160 ppm 0,677 +0,121
e Kuru Agirlik Yaprak ~ Akman-98 Kursun (Pb) 160 ppm 0,036 £0,012 0,658
% Onceler-98 Kursun (Pb) 160 ppm 0,034 + 0,009
g Kuru Agirlik Kok Akman-98 Kursun (Pb) 160 ppm 0,041 £0,007 0,658
Onceler-98 Kursun (Pb) 160 ppm 0,037 + 0,002
Yas Agirlik Yaprak Akman-98 Bakir (Cu) 160 ppm 0,363+ 0,015 0,050
= Onceler-98 Bakir (Cu) 160 ppm 0,313+ 0,015
§ Yas Agirlik Kok Akman-98 Bakir (Cu) 160 ppm 0,8+0,147 0,513
i_\—io\ Onceler-98 Bakir (Cu) 160 ppm 0,917 £ 0,031
@ Kuru Agirlik Yaprak ~ Akman-98 Bakir (Cu) 160 ppm 0,035+0,012 0,513
= Onceler-98 Bakir (Cu) 160 ppm 0,029 + 0,006
2 Kuru Agirlik Kok Akman-98 Bakir (Cu) 160 ppm 0,025+ 0,005 0,376
Onceler-98 Bakir (Cu) 160 ppm 0,03 £ 0,008
e Yas Agirlik Yaprak Akman-98 Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,273 £0,093 0,507
2 Onceler-98 Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,313 + 0,046
§ Yas Agirlik Kok Akman-98 Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,723+ 0,153 0,827
3 Onceler-98 Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,737 £ 0,071
= Kuru Agirlik Yaprak ~ Akman-98 Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,027 £ 0,007 0,376
é Onceler-98 Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,032 % 0,008
§o) Kuru Agirlik Kok Akman-98 Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0,032 +0,005 0,275
X Onceler-08 Kadmiyum (Cd) 160 ppm 0.027 + 0,005

Uygulanan stres derigimlerinin arttirtlmasi sonucunda Kursun (Pb) stresinde yas agirlik
yaprak ve kok agirliklarinda degisiklikler gozlenirken (istatistiksel olarak anlaml
degildir) diger streslerde yaprak-kok kuru ve yas agirliklarinda (bakir (Cu) 160 ppm
hari¢) belirgin bir degisim goriilmemistir (Sekil 4.7).
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KURSUN 80 ppm

Akman  ® Onceler

KURSUN 160 ppm

Akman ® Onceler

1.000 1.000
0.900 0.900
0.800 0.745 0.800 [
0.700 0.700 0.677
E 0.600 = 0.600
| =
£ oswo £ 0500
< %
0.400 : 0.400
0.320 0303
0.300 0.300
0.200 0.200
.100 0.032 0.038 0.100 0.034 0.057
e T z
0.000 - - 0.000 = ]
Yasagrlikyaprak  Kuruagikyaprak  Yasagirhkkdk Kuru agirlik kisk Yagagirlkyaprak  Kuruagidikyaprak  Yag agirlik kisk Kuru agirik kdk
p: 0,507 p:0,507 p:0,513 p: 0,077 p:0275 p: 0,658 p:0275 p: 0,658
BAKIR 80 ppm BAKIR 160 ppm
Akman  ® Onceler Akman ® Onceler
1.000 1.000
0.917
0.900 0.900
0.800
0.800 0.800
0.700 Y 7h) T 0.700
g 060 5 060
Z o500 £ os00
» E 0.363
0.400 0.400
I 0.313
0300 0.233 0.263 0.300
0.200 0.200
0.100 0.028 0.032 0.031 0.039 0.100 0.035 0.029 0.025 0.030
2,000 I — T 0.000 L — = —
Yas agirlkyaprak  Kuru agirdik yaprak Yas agirhik kdk Kuru agirhik kdk Yagagirlikyaprak  Kuru agirlik yaprak Yas agirlik kdk Kuru agirhik kdk
p: 0,658 p:0,513 p: 0,817 p:0.275 p:0,050 p:0,513 p:0,513 p: 0,376
KADMIiYUM 80 ppm KADMIiYUM 160 ppm
™ Akman ™ Onceler ™ Akman ™ Onceler
1.100 100
1.000 1.000
0.900 0.900
0.800 0.800 0.72 0.737
0.700 0.700
c] =
I 0600 T 0600
£ E
& k3
F osw0 oo ¥ 050
0.400 0.400
0.310
0300 0.300
0.200 0.200
0100 0.033 0.030 s 0.029 100 0.027 0.032 0.032 0.027
0.000 ] i 0.000 ] Ot i
Yag agirlikyaprak  Kuru agidik yaprak Yas agirhik kék Kuru agirlik kisk Yasagrlikyaprak  Kuru agirlik yaprak Yas agirlik kik Kuru agirhik kdk
p:0,184 p:0513 p:0,513 p: 0,827 p: 0,507 p:0376 p:0,827 p:0.275

Sekil 4.8 Akman-98 ve Onceler-98 fasulye &rneklerinde uygulanan streslere gore
yaprak ve kok agirlik ortalamalarinin dagilimlar

4.6 Real-Time PCR Uygulamasi

cDNA sentezini takiben yapilacak olan Real-Time PCR ¢alismasi i¢in taramasi
yapilacak hedef genler olan CAMTA-1, CAMTA-4, CAMTA-8, YABBY-4, YABBY-5,
YABBY-7 ve housekeeping olarak secilmis ACT genlerinin reaksiyon optimizasyonlari

ve iyi on denemeleri yapilmistir. Sekil 4.8-4.21°de hedef genler ve ACT genleri igin
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olusturulan standart egri grafikleri ve bu grafiklere ait validasyon degerleri

gosterilmistir.

Sekil 4.9 Aktin (ACT) gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gore
olusturulan standart egri grafigi

10
Ccle

Sekil 4.10 Aktin (ACT) geni i¢in qRT-PCR’1 yapilan cDNA seri diliisyonlarinin pik
goruntusu
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Sekil 4.11 CAMTA-1 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuclarina gore
olusturulan standart egri grafigi
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Sekil 4.12 CAMTA-1 geni i¢in qRT- PCR’1 yapilan ¢cDNA seri diliisyonlarmin pik
goruntisu
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Sekil 4.13 CAMTA-4 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gore
olusturulan standart egri grafigi

Intansity (RFU)

10
ccccc

Sekil 4.14 CAMTA-4 geni i¢in JRT-PCR’1 yapilan cDNA seri diliisyonlarinin pik
goruntisu
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Sekil 4.15 CAMTA-8 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gére
olusturulan standart egri grafigi
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Sekil 4.16 CAMTA-8 geni i¢in JRT-PCR’1 yapilan cDNA seri diliisyonlarinin pik
goruntusu
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Sekil 4.17 YABBY-4 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gore
olusturulan standart egri grafigi

Intensiy (RFU)
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Sekil 4.18 YABBY-4 geni i¢in PCR’1 yapilan cDNA seri dillisyonlarmin pik goriintiisii
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Sekil 4.19 YABBY-5 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gére
olusturulan standart egri grafigi

5 10 15

Sekil 4.20 YABBY-5 geni i¢in PCR’1 yapilan cDNA seri diliisyonlarinin pik goriintiisii
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Sekil 4.21 YABBY-7 gen amplifikasyonu ve crossing point sonuglarina gére
olusturulan standart egri grafigi

Sekil 4.22 YABBY-7 geni i¢in PCR’1 yapilan cDNA seri dillisyonlarmin pik goriintiisii
4.7 RT-PCR Sonugclari, Sonuclarin Normalizasyonu ve Istatistiksel Analizi

CAMTA-1, CAMTA-4, CAMTA-8, YABBY-4, YABBY-5, YABBY-7 ve ACT genlerine ait

belirlenen Cq degerleri asagida yer alan ¢izelgelerde sunulmustur.
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Cizelge 4.8 CAMTA-1 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri

Ornekler ACT Cq degerleri CAMTA-1 Cq degerleri
20,85 20,108 23,55 23,218
1A 20,562 20,24222 22,548 21,25964
20,365 19,64431 22,864 23,14016
20,876 22,446 23,859 24,897
2A 21,352 20,75272 24,453 24,89685
21,55 21,43004 24,006 24,86457
20,335 20,123 22,468 24,266
3A 20,251 20,41114 22,169 24,94601
20,681 19,43451 23,146 24,49402
20,325 20,725 23,335 24,111
4A 20,56 21,376 23,67 22,34074
20,386 21,03675 23,468 23,87745
23,952 24,072 25,534 24,822
5A 23,567 24,94015 25,854 25,03875
23,888 25,32638 25,305 26,52491
20,884 21,122 22,453 22,493
6A 21,336 22,64325 22,1685 21,99506
21,562 20,69363 21,896 22,54944
20,889 20,597 21,634 22,006
TA 20,568 20,08748 21,52 20,48203
20,883 20,52404 21,933 21,42427

Cizelge 4.9 CAMTA-4 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri

Ornekler ACT Cq degerleri CAMTA-4 Cq degerleri
20,85 20,108 23,955 24,237
1A 20,562 20,24222 23,456 23,66304
20,365 19,64431 21,568 24,25509
20,876 22,446 23,496 24,624
2A 21,352 20,75272 24,799 23,2842
21,55 21,43004 25,16 24,80852
20,335 20,123 21,795 21,451
3A 20,251 20,41114 20,988 22,0088
20,681 19,43451 22,1 21,39054
20,325 20,725 22,566 22,962
4A 20,56 21,376 22,381 23,52037
20,886 21,03675 22,039 22,99953
23,952 24,072 24,671 24,829
5A 23,567 24,94015 24,699 24,69292
23,888 25,32638 24,055 24,11302
20,884 21,122 21,63 22,006
6A 21,336 22,64325 22,755 22,41424
21,562 20,69363 21,445 21,11221
20,889 20,597 22,444 22,89
TA 20,568 20,08748 21,976 23,07255
20,883 20,52404 22,415 21,89905
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Cizelge 4.10 CAMTA-8 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri

Ornekler ACT Cq degerleri CAMTA-8 Cq degerleri
20,85 20,108 20,455 24,949
1A 20,562 20,24222 23,496 20,73344
20,365 19,64431 22,279 22,47078
20,876 22,446 22,654 24,51
2A 21,352 20,75272 23,79 24,50834
21,55 21,43004 22,43 25,49526
20,335 20,123 22,415 20,849
3A 20,251 20,41114 21,635 21,88885
20,681 19,43451 22,15 21,8311
20,325 20,725 23,785 22,673
4A 20,56 21,376 21,966 22,39492
20,386 21,03675 23,43 23,69313
23,952 24,072 26,112 25,17
5A 23,567 24,94015 25,163 25,88053
23,888 25,32638 25,469 25,65315
20,884 21,122 21,496 19,696
6A 21,336 22,64325 22,365 21,62338
21,562 20,69363 20,171 20,21329
20,889 20,597 22,096 22,354
TA 20,568 20,08748 22,43 21,87626
20,883 20,52404 22,178 22,86723

Cizelge 4.11 YABBY-4 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri

Ornekler ACT Cq degerleri YABBY-4 Cq degerleri
20,85 20,108 21,469 20,241
1A 20,562 20,24222 28,698 11,60281
20,365 19,64431 21,425 19,25554
20,876 22,446 24,167 24,027
2A 21,352 20,75272 24,063 25,70077
21,55 21,43004 25,236 24,32892
20,335 20,123 21,165 20,077
3A 20,251 20,41114 20,3978 20,54273
20,681 19,43451 20,421 20,20018
20,325 20,725 22,063 21,093
4A 20,56 21,376 21,435 21,17265
20,886 21,03675 21,974 20,77226
23,952 24,072 27,145 26,285
5A 23,567 24,94015 27,685 25,45046
23,888 25,32638 26,072 26,11519
20,884 21,122 22,387 22,607
6A 21,336 22,64325 24,197 20,54788
21,562 20,69363 22,0123 23,60282
20,889 20,597 20,068 22,878
TA 20,568 20,08748 20,684 21,97756
20,883 20,52404 21,579 21,77261
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Cizelge 4.12 YABBY-5 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri

Ornekler ACT Cq degerleri YABBY-5 Cq degerleri
20,85 20,108 23,632 18,696
1A 20,562 20,24222 22,578 20,66402
20,365 19,64431 23,112 19,40974
20,876 22,446 24,751 25,141
2A 21,352 20,75272 24,886 24,36745
21,55 21,43004 24,675 24,99733
20,335 20,123 22,154 21,888
3A 20,251 20,41114 22,364 22,31678
20,681 19,43451 22,687 23,0493
20,325 20,725 22,245 20,659
4A 20,56 21,376 22,487 21,35209
20,886 21,03675 22,323 21,09803
23,952 24,072 24,547 25,697
5A 23,567 24,94015 24,963 25,34933
23,888 25,32638 26,141 24,01315
20,884 21,122 22,661 23,405
6A 21,336 22,64325 23,209 23,74313
21,562 20,69363 23,045 23,66109
20,889 20,597 21,193 20,215
TA 20,568 20,08748 21,674 19,58552
20,883 20,52404 20,222 21,58136

Cizelge 4.13 YABBY-7 ve ACT gen bolgesi amplifikasyonlarina ait tiim cq degerleri

Ornekler ACT Cq degerleri YABBY-7 Cq degerleri
20,85 20,108 21,459 20,497
1A 20,562 20,24222 20,546 19,07347
20,365 19,64431 19,638 20,9299
20,876 22,446 22,787 24,725
2A 21,352 20,75272 23,872 23,5763
21,55 21,43004 25,031 22,31509
20,335 20,123 20,943 22,451
3A 20,251 20,41114 22,364 21,32752
20,681 19,43451 21,78 22,19734
20,325 20,725 21,468 19,842
4A 20,56 21,376 20,451 20,1203
20,886 21,03675 20,1 21,23225
23,952 24,072 25,784 23,814
5A 23,567 24,94015 25,678 23,1105
23,888 25,32638 23,616 26,13775
20,884 21,122 21,654 20,848
6A 21,336 22,64325 21,675 20,66228
21,562 20,69363 21,986 20,30186
20,889 20,597 23,098 22,082
T7A 20,568 20,08748 22,361 22,34508
20,883 20,52404 22,693 22,40001

Hedef CAMTA-1, CAMTA-4, CAMTA-8, YABBY-4, YABBY-5, YABBY-7 genlerinin

ifadelerine ait sonuglar housekeeping gen olarak ¢alismada kullanilan ACT (aktin) ve
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22T metoduna gore normalize edilmistir (Livak ve

kontrol sartlar1 dikkate alinarak
Schmittgen 2001). Normalizasyon ile elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama,
standart hata ve standart sapmalari hesaplanmis ve Orneklerin kontrollerine gore
farklilagan gen ekspresyonu seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadig
Mann Whitney U testi kullanilarak tespit edilmistir. Tim orneklerin ACT genine ait

normalize edilmis gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinarak, elde edilen veriler

ile hedef genlere ait ifade diizeylerini gosteren grafikler ¢izilmistir.

Cizelge 4.14 Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglari (CAMTA-1)

CAMTA-1
} CAMTA-1 CAMTA-1 CAMTA-1 Anlamhilik derecesi
Ornekler Mean Std. Dev. Std. Hata (p degeri)
1A 0,364 0,174 0,100 0,024
2A 0,235 0,097 0,056 <0,001
3A 0,185 0,049 0,028 0,001
4A 0,306 0,079 0,046 <0,001
5A 0,811 0,122 0,071 0,055
6A 1,059 0,386 0,223 0,815
7A 1,000 - - -
10 4,718 2,498 1,442 0,061
20 1,297 0,861 0,497 0,611
30 0,980 0,214 0,123 0,884
40 9,733 2,297 1,326 0,003
50 0,769 0,163 0,094 0,133
60 0,710 0,352 0,203 0,29
70 1,000 - - -
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Cizelge 4.15 Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (CAMTA-4)

CAMTA-4
) CAMTA-4 CAMTA-4 CAMTA-4 Anlamhilik derecesi
Ornekler Mean Std. Dev. Std. Hata (p degeri)
1A 0,396 0,106 0,061 0,01
2A 0,513 0,245 0,141 0,075
3A 1,445 0,595 0,344 0,265
4A 0,965 0,180 0,104 0,751
5A 3,195 0,845 0,488 0,011
6A 2,553 0,445 0,257 0,004
TA 1,000 - - -
10 4,190 1,000 0,577 0,031
20 1,150 0,324 0,187 0,508
30 1,117 0,091 0,053 0,156
40 4,344 1,297 0,749 0,047
50 0,743 0,485 0,280 0,455
60 5,087 1,245 0,719 0,03
70 1,000 - - -

Cizelge 4.16 Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (CAMTA-8)

CAMTA-8
. CAMTA-8 CAMTA-8 CAMTA-8 Anlamhilik derecesi
Ornekler Mean Std. Dev. Std. Hata (p degeri)
1A 0,787 0,258 0,149 0,29
2A 0,596 0,165 0,095 0,052
3A 1,098 0,199 0,115 0,439
4A 0,847 0,596 0,344 0,7
5A 1,399 0,464 0,268 0,211
6A 4,662 1,810 1,045 0,073
TA 1,000 - - -
10 6,726 2,499 1,443 0,058
20 1,473 0,623 0,360 0,319
30 0,986 0,343 0,198 0,952
40 10,113 3,560 2,055 0,047
50 1,178 0,457 0,264 0,568
60 0,673 0,210 0,121 0,115
70 1,000 - - -
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Cizelge 4.17 Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (YABBY-4)

YABBY-4
) YABBY-4 YABBY-4 YABBY-4 Anlamhilik derecesi
Ornekler Mean Std. Dev. Std. Hata (p degeri)
1A 1,740 0,577 0,333 0,156
2A 0,216 0,084 0,048 <0,001
3A 1,577 0,284 0,164 0,072
4A 1,287 0,426 0,246 0,363
5A 0,453 0,227 0,131 0,014
6A 0,913 0,541 0,312 0,806
7A 1,000 - - -
10 2,673 1,168 0,674 0,131
20 0,063 0,010 0,006 <0,001
30 1,058 0,207 0,119 0,677
40 1,258 0,169 0,097 0,117
50 0,173 0,033 0,019 0,001
60 0,862 0,194 0,112 0,344
70 1,000 - - -

Cizelge 4.18 Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (YABBY-5)

YABBY-5
. YABBY-5 YABBY-5 YABBY-5 Anlamlilik derecesi
Ornekler Mean Std. Dev. Std. Hata (p degeri)
1A 0,538 0,063 0,036 <0,001
2A 0,105 0,007 0,004 <0,001
3A 0,250 0,076 0,044 0,003
4A 0,611 0,088 0,051 0,017
5A 0,646 0,189 0,109 0,032
6A 0,308 0,114 0,066 0,009
7A 1,000 - - -
10 1,103 0,135 0,078 0,258
20 0,155 0,074 0,043 0,003
30 0,910 0,229 0,132 0,532
40 1,245 0,413 0,238 0,413
50 0,045 0,016 0,009 <0,001
60 0,248 0,162 0,094 0,015
70 1,000 - - -
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Cizelge 4.19 Livak metodu ile elde edilen cq degerlerine ait standart sapma, ortalama,
standart hata ve kontrole gore istatistiksel analiz sonuglar1 (YABBY-7)

) YABBY-7

Ornekl YABBY-7 YABBY-7 YABBY-7 Anlamhhk derecesi
er Mean Std. Dev. Std. Hata (p degeri)
1A 3,880 1,966 1,135 0,127
2A 0,757 0,106 0,061 0,058
3A 1,222 0,251 0,145 0,266
4A 4,741 1,649 0,952 0,017
5A 2,918 0,805 0,465 0,015
6A 4,589 2,268 1,310 0,111
A 1,000 - - -
10 16,595 9,675 5,586 0,108
20 2,319 0,297 0,171 0,016
30 4,003 1,754 1,013 0,041
40 15,519 2,274 1,313 <0,001
50 1,009 0,182 0,105 0,933
60 0,604 0,132 0,076 0,007
70 1,000 - - -

p>0.05 Istatistiki olarak anlamsiz

471 Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde CAMTA-1 geni’nin mRNA kat degisimlerinin degerlendirilmesi

CAMTA genlerinde uygulanan streslerin derigimlerinin arttirilmasinin mRNA kat
degisimleri tizerindeki etkileri; Akman-98 fasulye ¢esidinde CAMTA-1 geninde kursun
(Pb) ve CAMTA-4 geninde kadmiyum (Cd) disindaki diger streslerde istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmustur. Onceler-98 fasulye cesidinde ise Akman-98 fasulye cesidinin
tersine, CAMTA-1 geninde kursun (Pb) ve CAMTA-4 geninde kadmiyum (Cd) stresinde
anlamli bir etkiye sahip olduklar1 goriilmiistir. CAMTA geninin mRNA kat degisiminin
Akman-98 fasulye ¢esidinde istatistiksel olarak daha anlamli oldugu goriilmiistiir.
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CAMTA-1 (Akman)
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Sekil 4.23 Akman-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-1 genine ait
MRNA kat degisimleri

CAMTA-1 (Onceler)
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Sekil 4.24 Onceler-98 fasulye cesidine uygulanan stresler ve CAMTA-1 genine ait
mRNA kat degisimleri

4.7.2 Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde CAMTA-4 geninin MRNA diizeylerinin degerlendirilmesi

CAMTA-4 geninde stres derisimlerinin arttirtlmas1 Akman-98 fasulye ¢esidinde, mMRNA

Kat Degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmustur. Onceler-98
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fasulye ¢esidinde ise mRNA kat degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli olan stresin

kadmiyum (Cd) oldugu goriilmistiir.

CAMTA-4 (Akman)
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6.000
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(p: 0,050) (p: 0,050) (p: 0,050)

Sekil 4.25 Akman-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-4 genine ait
mRNA kat degisimleri

CAMTA-4 (Onceler)
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Sekil 4.26 Onceler-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-4 genine ait
mRNA kat degisimleri
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4.7.3 Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde CAMTA-8 geni’nin mRNA diizeylerinin degerlendirilmesi

CAMTA-8 geninde uygulanan tiim streslerde derigimlerinin arttirilmasi Akman-98
fasulye ¢esidinde, mMRNA kat degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden
olmustur. Onceler-98 fasulye ¢esidinde ise mRNA kat degisimlerinde kursun (Pb)
stresinde artig, bakir (Cu) ve kadmiyum (Cd) streslerinde azalis olarak Olgiilse de bu

degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

CAMTA-8 (Akman)
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Sekil 4.27 Akman-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-8 genine ait
mRNA kat degisimleri

CAMTA-8 (Onceler)
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Sekil 4.28 Onceler-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve CAMTA-8 genine ait
mRNA kat degisimleri
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4.7.4 Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde YABBY-4 geninin mMRNA diizeylerinin degerlendirilmesi

YABBY-4 geninde uygulanan stresler her iki fasulye ¢esidinde de aymi yonli artis ve
azaliglara sebep olmustur. Akman-98 fasulye ¢esidinde mRNA kat degisiminde farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, Onceler-98 fasulye ¢esidinde kursun (Pb) ve
bakir (Cu) stresleri altindaki degisimler anlamlidir. YABBY-4 geni CAMTA -1 geninde
oldugu sekilde artis ve azalislar gosterse de artis-azalis oranlart ile bu oranlarin

anlamlilig1 a¢isindan fark gostermektedir.

YABBY-4 (Akman)
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Sekil 4.29 Akman-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-4 genine ait
mRNA kat degisimleri

YABBY-4 (Onceler)
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Sekil 4.30 Onceler-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-4 genine ait
mRNA kat degisimleri
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4.75 Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde YABBY-5 geninin mMRNA diizeylerinin degerlendirilmesi

YABBY-5 geninde uygulanan kursun (Pb) stresinde her iki fasulye g¢esidinde de ayni
yonlii artis goriilmiistiir ancak bu artis mRNA kat degisimi lizerinde istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir. Akman-98 fasulye ¢esidinde mRNA kat degisiminde nakir ve
kadmiyum (Cd) streslerindeki artis, Onceler-98 fasulye cesidinde ayn1 stresler iizerinde
azalis olarak olgiilmiistiir. Onceler-98 fasulye ¢esidinde bu gozlenen azalislar
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, Akman-98 fasulye ¢esidinde sadece bakir (Cu)

stresinde goriilen artis istatistiksel olarak anlamlidir.

YABBY-5 (Akman)
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Sekil 4.31 Akman-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-5 genine ait
mRNA kat degisimleri
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Sekil 4.32 Onceler-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-5 genine ait
mRNA kat degisimleri
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4.7.6 Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Bakir (Cu) stresi altindaki fasulye
cesitlerinde YABBY-7 geninin MRNA diizeylerinin degerlendirilmesi

YABBY-7 geninde uygulanan streslerde derisimin arttirlmasi Akman-98 fasulye
cesidinde mRNA kat degisimleri iizerinde artis olarak &l¢iilmiistiir. Onceler-98 fasulye
¢esidinde ise azalis olarak Ol¢iilmiistiir. Bakir (Cu) ve kadmiyum (Cd) stresleri her iki

fasulye ¢esidinde de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

YABBY-7 (Akman)
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4.000 0.757 1.222
o - =
0.000 =

80 ppm 160 ppm 80 ppm 160 ppm 80 ppm 160 ppm

mRNA Kat Degisimi

Kursun Bakar Kadmiyum
(p: 0,275) (p: 0,050) (p: 0,050)

Sekil 4.33 Akman-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-7 genine ait
mRNA kat degisimleri

YABBY-7 (Onceler)
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(p:0,513) (p: 0,050) (p: 0,050)

Sekil 4.34 Onceler-98 fasulye ¢esidine uygulanan stresler ve YABBY-7 genine ait
mRNA kat degisimleri
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4.7.7 Genlere gore; Kursun (Pb) (80 ppm) stresi altinda Akman-98 ve Onceler-98
fasulye cesitlerinde MRNA kat degisim ortalamalarinin analizi

Sonuglara gore, CAMTA-1 gen ifadesi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; Akman-
98°da 0,364 kat, Onceler-98°de 4,718 kat artmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda
80 ppm kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli

bir fark vardir. (p:0,050)

CAMTA-4 gen ifadesi kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,396 kat, Onceler-98°de
4,19 kat artis gostermistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm Kkursun (Pb) stresi

altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir. (p:0,050)

CAMTA-8 gen ifadesinin kontrol grubuna gére; Akman-98°da 0,787 kat, Onceler-98°de
6,726 kat yiiksek oldugu gozlenmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

vardir. (p:0,050)

YABBY-4 geninde yapilan 6lgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 1,740 kat,
Onceler-98°de 2,673 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktur. (p:0,275)

YABBY-5 geninde yapilan dl¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,538 kat,
Onceler-98°de 1,103 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

vardir. (p:0,050)

YABBY-7 geninde yapilan dl¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 3,880 kat,
Onceler-98°de 16,595 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

vardir. (p:0,050)
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Kursun 80 ppm
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GENLER

Sekil 4.35 Genlere gore; kursun (Pb) 80 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98
fasulye gesitlerinde MRNA Kkat degisim dagilimlarinin Karsilastirmalari

Ifade seviyeleri karsilastirildiginda; Uygulanan 80 ppm kursun (Pb) stresinin neden
oldugu en vyiiksek ortalama ifade degeri Onceler-98 érneklerinde YABBY-7 geni igin
gozlenmis (16,595 kat) ve en diisiik ortalama ifade degeri ise YABBY-5 geni igin (1,103
kat) goriilmistiir. Akman-98 orneklerinde ise en yiiksek ortalama degerine YABBY-7
geninde ulastig1 (3,880 kat) ve en diisikk ortalama degerine ise CAMTA-1 geninde
ulastig1 (0,364 kat) goriilmiistiir.

Akman-98’da uygulanan stresin, CAMTA-1, CAMTA-4 ve CAMTA-8 genlerine ait
mRNAlarda kat degisimlerine etkisi birbirine yakin oranda gergeklesirken YABBY

genlerinde belirgin farkliliklar gostermistir.

4.7.8 Genlere gore; Kursun (Pb) (160 ppm) stresi altinda Akman-98 ve Onceler-98
fasulye cesitlerinde MRNA kat degisim ortalamalarinin analizi

CAMTA-1 geninde yapilan dlglimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,306 kat,
Onceler-98°de 9,733 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

vardir. (p:0,050)

CAMTA-4 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gére; Akman-98’da 0,965 kat,
Onceler-98°de 4,344 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasmda 160 ppm
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kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

vardir. (p:0,050)

CAMTA-8 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gére; Akman-98’da 0,847 kat,
Onceler-98’de 10,113 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

vardir. (p:0,050)

YABBY-4 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gére; Akman-98’da 1,258 kat,
Onceler-98°de 1,287 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktur. (p:0,513)

YABBY-5 geninde yapilan 6lgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,611 kat,
Onceler-98°de 1,245 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasmda 160 ppm
kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

vardir. (p:0,050)

YABBY-7 geninde yapilan 6lgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 4,741 kat,
Onceler-98°de 15,519 Kkat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kursun (Pb) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

vardir. (p:0,050)

Kursun 160 ppm
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GENLER

Sekil 4.36 Genlere gore; kursun (Pb) 160 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98
fasulye gesitlerinde MRNA Kkat degisim dagilimlarinin Karsilastirmalari
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Onceler-98’de YABBY-4 ve YABBY-5 genlerinde uygulanan stres (kursun (Pb) 160
ppm) birbirine yakin oranda etki ederken YABBY-7 geninde en yiiksek artist

gostermistir.

Uygulanan kursun (Pb) 160 ppm stresinin Onceler-98’de en yiiksek ortalama degerine
YABBY-7 geninde ulastig1 (15,519 kat) ve en diisiik ortalama degerine ise YABBY-5
geninde ulastigr (1,245 kat) goriilmistiir. Akman-98’larda ise en yiiksek ortalama
degerine YABBY-7 geninde ulastigi (4,741 kat) ve en diisiik ortalama degerine ise
CAMTA-1 geninde ulastig1 (0,306 kat) goriilmiistiir.

4.7.9 Genlere gore; Bakir (Cu) (80 ppm) stresi alinda Akman-98 ve Onceler-98
fasulye cesitlerinde MRNA kat degisim ortalamalarinin analizi

CAMTA-1 geninde yapilan lgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,235 kat,
Onceler-98°de 1,297 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm bakir
(Cu) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.

(p:0,050)

CAMTA-4 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gére; Akman-98’da 0,513 kat,
Onceler-98°de 1,150 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm bakir
(Cu) stresi altinda grup ortalamalari agisindan istatistiksel olarak ¢ok yakin olmasina

ragmen anlamli bir fark vardir. (p:0,050)

CAMTA-8 geninde yapilan lglimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,596 kat,
Onceler-98°de 1,473 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm bakir
(Cu) stresi altinda grup ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.

(p:0,050)

YABBY-4 geninde yapilan dl¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,216 kat,
Onceler-98°de 0,063 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm bakir

(Cu) stresi altinda grup ortalamalar agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.

(p:0,050)
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YABBY-5 geninde yapilan dl¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,105 kat,
Onceler-98°de 1,155 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm bakir
(Cu) stresi altinda grup ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktur. (p:0,513)

YABBY-7 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,757 kat,
Onceler-98°de 2,319 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm bakir
(Cu) stresi altinda grup ortalamalar1 a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.

(p:0,050)
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GENLER

Sekil 4.37 Genlere gore; bakir (Cu) 80 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98
fasulye ¢esitlerinde MRNA Kat degisim dagilimlarinin Karsilastirmalari

Uygulanan Kursun (Pb) 80 ppm stresinin Onceler-98’de en yiiksek ortalama degerine
YABBY-7 geninde ulastig1 (2,319 kat) ve en diisiik ortalama degerine ise YABBY-4
geninde ulastigi (0,063 kat) goriilmiistiir.

Akman-98°lerde ise en yiiksek ortalama degerine YABBY-7 geninde ulastig1 (0,757 kat)
ve en diisiik ortalama degerine ise YABBY-5 geninde ulastig1 (0,105 kat) goriilmiistiir.

Uygulanan stres tiim genlerde farki artiglar gostermistir.
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4.7.10 Genlere gore; Bakir (Cu) (160 ppm) stresi altinda Akman-98 ve Onceler-98
fasulye cesitlerinde MRNA kat degisim ortalamalarimin analizi

CAMTA-1 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna goére; Akman-98’da 0,811 kat,
Onceler-98°de 0,769 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm bakir
(Cu) stresi altinda grup ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktur. (p:0,827)

CAMTA-4 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gére; Akman-98’da 3,195 kat,
Onceler-98°de 0,743 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm bakir

(Cu) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.

(p:0,050)

CAMTA-8 geninde yapilan lgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 1,399 kat,
Onceler-98°de 1,178 kat etki etmistir. AkKman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm bakir

(Cu) stresi altinda grup ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktur. (p:0,275)

YABBY-4 geninde yapilan 6lgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,453 kat,
Onceler-98°de 0,173 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm bakir

(Cu) stresi altinda grup ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.
(p:0,050)

YABBY-5 geninde yapilan dl¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,646 kat,
Onceler-98°de 0,045 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm bakir
(Cu) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.
(p:0,050)

YABBY-7 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 2,918 kat,
Onceler-98°de 1,009 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm bakir

(Cu) stresi altinda grup ortalamalar agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.
(p:0,050)
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Bakir 160 ppm
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GENLER

Sekil 4.38 Genlere gore; bakir (Cu) 160 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98
fasulye ¢esitlerinde MRNA Kat degisim dagilimlarinin Karsilastirmalari

Uygulanan bakir (Cu) 160 ppm stresinin Onceler-98°de en yiiksek ortalama degerine
CAMTA-8 geninde ulastig1 (1,178 kat) ve en diisiik ortalama degerine ise YABBY-5
geninde ulastigr (0,045 kat) goriilmistiir. Akman-98’larda ise en yiiksek ortalama
degerine CAMTA-4 geninde ulastigi (3,195 kat) ve en diisiik ortalama degerine ise
YABBY-4 geninde ulastig1 (0,453 kat) goriilmiistiir.

4.7.11 Genlere gire; Kadmiyum (Cd) (80 ppm) stresi altinda Akman-98 ve
Onceler-98 fasulye cesitlerinde MRNA kat degisim ortalamalarinin analizi

CAMTA-1 geninde yapilan 6lglimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,185 kat,
Once’lerde 0,980 kat etki etmisti. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir. (p:0,050)

CAMTA-4 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 1,445 kat,
Once’lerde 1,117 kat etki etmisti. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktur. (p:0,513)
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CAMTA-8 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 1,098 kat,
Once’lerde 0,986 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktur. (p:0,827)

YABBY-4 geninde yapilan dl¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 1,577 kat,
Once’lerde 1,058 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir. (p:0,050)

YABBY-5 geninde yapilan 6lgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,250 kat,
Once’lerde 0,910 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir. (p:0,050)

YABBY-7 geninde yapilan 6lgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 1,222 kat,
Once’lerde 4,003 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 80 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir. (p:0,050)

Kadmiyum 80 ppm
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GENLER

Sekil 4.39 Genlere gore; kadmiyum (Cd) 80 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-98
fasulye gesitlerinde mMRNA kat degisim dagilimlarinin Karsilastirmalar
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Uygulanan Kursun (Pb) 80 ppm stresinin ONCELER’de en yiiksek ortalama degerine
YABBY-7 geninde ulastig1 (4,003 kat) ve en diisiik ortalama degerine ise YABBY-5
geninde ulastig1 (0,910 kat) gorildii. Akman-98’larda ise en yiiksek ortalama degerine
YABBY-4 geninde ulastig1 (1,577 kat) ve en diisiik ortalama degerine ise CAMTA-1
geninde ulastig1 (0,185 kat) goriildii.

Onceler-98 ’de CAMTA-1, CAMTA-4, CAMTA-8, YABBY-4 ve YABBY-5 genlerinde
uygulanan stres (Kadmiyum (Cd) 80 ppm) mRNA kat degisimine birbirine yakin
oranda etki ederken YABBY-7 geninde en yiiksek artis1 gostemistir.

4.7.12 Genlere gore; Kadmiyum (Cd) (160 ppm) stresi alinda Akman-98 ve
Onceler-98 fasulye ¢esitlerinde mRNA kat degisim ortalamalarinin analizi

CAMTA-1 geninde yapilan lgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 1,059 kat,
Once’lerde 0,710 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktur. (p:0,275)

CAMTA-4 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 2,553 kat,
Once’lerde 5,087 kat etki etmisti. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir. (p:0,050)

CAMTA-8 geninde yapilan dlgiimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98°da 4,662 kat,
Once’lerde 0,673 kat etki etmisti. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir. (p:0,050)

YABBY-4 geninde yapilan dl¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,913 kat,
Once’lerde 0,862 kat etki etmisti. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktur. (p:0,513)
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YABBY-5 geninde yapilan dl¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 0,308 kat,
Once’lerde 0,248 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktur. (p:0,275)

YABBY-7 geninde yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubuna gore; Akman-98’da 4,589 kat,
Once’lerde 0,604 kat etki etmistir. Akman-98 ve Onceler-98 arasinda 160 ppm
kadmiyum (Cd) stresi altinda grup ortalamalar1 a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir. (p:0,050)

Kadmiyum 160 ppm
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GENLER

Sekil 4.40 Genlere gore; kadmiyum (Cd) 160 ppm derisiminde Akman-98 ve Onceler-
98 fasulye ¢esitlerinde MRNA kat degisim dagilimlarinin Karsilastirmalari

Uygulanan kadmiyum (Cd) 160 ppm stresinin Onceler-98’de en yiiksek ortalama
degerine CAMTA-4 geninde ulastigi (5,087 kat) ve en diisiik ortalama degerine ise
YABBY-5 geninde ulastigi (0,248 kat) goriilmistir. Akman-98larda ise en yiiksek
ortalama degerine CAMTA-8 geninde ulastig1 (4,662 kat) ve en diisiik ortalama degerine
ise YABBY-5 geninde ulastigi (0,308 kat) gériilmiistiir.

Uygulanan kadmiyum (Cd) 160 ppm stresinin Akman-98’da CAMTA-8 ve YABBY-7

geninde birbirine yakin degerde etki ettigi goriilmiistiir.
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5 TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada; farkli derisimlerde bakir (Cu), kursun (Pb) ve kadmiyum (Cd) stresleri
uygulanmus iki farkli fasulye ¢esidinde (Phaseolus vulgaris L.) stres cevap ve tolerans
mekanizmasinda iliskili oldugu disiinilen CAMTA-1, CAMTA-4, CAMTA-8, YABBY-4,
YABBY-5, YABBY-7 genlerinin yapraktaki mRNA kat degisimleri incelenmis, Strese

karsi gelistirilen cevap mekanizmasindaki rolleri arastirilmistir.

Hoagland besi ortaminda yetistirilen ve farkli derisimlerde bakir (Cu), kadmiyum (Cd),
kursun (Pb) stresleri uygulanmis Akman-98 ve Onceler-98 ¢esitlerinin yapraklarindan
alinan 6rnekler ile total RNA izolasyonu gergeklestirilmis ve ¢alismada protein tayinleri
Bradford yontemine (Bradford 1976) gore yapilmistir. (Cizelge 4.1)

Akman-98 ve Onceler-98 fasulye cesitlerine uygulanan stresler sonras1 yas-kuru yaprak
ve kokler igin agirlik ortalamalar1 karsilastirildiginda; bakir (Cu) 160 ppm derisiminde
Akman-98 fasulye ¢esitleri i¢in yas yaprak agirliklari ortalamalarinin kontrol grubuna
gore arttigl, Onceler-98 fasulye cesitleri icin yas yaprak agirliklari ortalamalarmin
kontrol grubuna gére azaldig1 goriilmiistiir. Onceler-98 ve Akman-98 fasulye gesitleri
yas yaprak agirliklart ortalamalarindaki arasindaki bu artig ve azalig karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p:0,050). Bu bulgularin litaratiir ile uyustugu
gozlemlenmistir. Bouazizi vd. (2010) yiiksek dozda bakir (Cu) stresine maruz birakilan
fasulyelerin kuru agirlik degerlerinde diisiisler oldugunu bildirmistir. Diger stres
derisimlerinde yaprak ve koklerin yas ve kuru agirliklar1 ortalamalarinda birbirine yakin

degerler gozlenmistir. Bu degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildir

(p>0,05).

Uygulanan stres derisimlerinin arttiritlmasi sonucunda kursun (Pb) stresi uygulamasi
sonucunda, yaprak ve kok yas agirliklarinda az oranda degisiklikler gozlenirken
(istatistiksel olarak anlamli degildir) diger streslerde yaprak-kok kuru ve yas
agirliklarinda (Bakir (Cu) 160 ppm harig) belirgin bir degisim goriilmemistir.

Iki farkli Phaseolus vulgaris L. ¢esidinde gen ifadesi analizleri i¢in Real-time PCR

yontemi kullanilmigtir. Hedeflenen genlerin stres sonrasinda ifadeleri genlerin
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etkinliklerinin ve stres ile iliskilerinin belirlenmesine olanak taniyan qRT-PCR

yontemiyle incelenmistir.

Calismada, Real-Time PCR denemelerinde SYBR Green I boyasi kullanilmistir. qRT-
PCR analiz sonuglarina gére, CAMTA-1, CAMTA-4, CAMTA-8, YABBY-4, YABBY-5,
YABBY-7 genlerinin, iki farkli fasulye ¢esidinin yaprak dokularindan alinan 6rneklerde,

gen ifadelerinin, kontrole gore farkliliklar gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 4.7).

Sonug olarak; uygulanan stresler sonucunda fasulye ¢esitlerinde ilgili genlerin mRNA
kat degisimleri incelendiginde, Kursun (Pb) stresinde derisimin arttilmasinin Akman-98
fasulye c¢esitleri tizerinde CAMTA genleri ifade seviyesinde ¢ok etkili olmadigi, kursun
(Pb) stresi derisiminin arttirilmasi sonrasinda Akman-98 fasulye ¢esidindeki mMRNA kat
degisiminde ¢ok fazla bir artis olmadig1 goriilmiistiir. Kursun (Pb) stresinde en fazla

mRNA kat degisiminin her iki fasulye ¢esidinde de YABBY-7 geninde oldugu goriildii.

Bakir (Cu) stresinde derigimin arttirilmasi Akman-98 fasulye ¢esidi igin tiim genlerde
MRNA Kkat degisimlerinin artmasina, Onceler-98 fasulye cesidi i¢in ise mMRNA Kat
degisimin azalmasina neden olmustur. Bakir (Cu) stresi derisiminin arttirilmas1 Akman-
98 fasulye cesidinde gen ifade diizeyinde artisa Onceler-98 fasulye cesidinin gen ifade

diizeyinde azalisa neden oldugu sdylenebilir.

Kadmiyum (Cd) stresinde derisimin arttirilmast Akman-98 fasulye ¢esidi igin tiim
genlerin ifadesindeartisa neden olmustur. Onceler-98 fasulye cesidinde ise derisimin
arttirilmas1 YABBY-7 geninin ifadesinde azalisa, CAMTA-4 geninin ifadesinde ise artisa
neden olmustur. Diger genlerin ifade seviyelerinde birbirine yakin degerler

gbzlenmistir.

Bitkilerde stres adaptasyonu olduk¢a kompleks cevap ~mekanizmalarindan
olusmaktadir. Bu nedenle CAMTA ve YABBY gen ailelerinin iki farkli fasulye gesidinde
agir metal stres toleranslarinin belirlenmesi ve karsilastirilmasi; bitkilerde abiyotik stres
toleransinda yer alan molekiiler makanizmalarin daha derinden aydinlatilmasi ve stres
cavap mekanizmalarinda etkili olduklar1 bilinen iki gen ailesinin, kilit rollerinin

belirlenmesi i¢in oldukc¢a onemlidir. Bu ¢alisma ile uygulanan stresler sonrasinda iki
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farklh fasulye ¢esidinin gen ifade profillerinin farkli seyretmesi, tolerans ve adaptasyon
mekanizmalarinin farkli evrimsel siiregler izledigini gostermektedir. Bu bulgulardan
yola ¢ikilarak, CAMTA ve YABBY genlerinin bitkilerin ¢ok degiskenli stresler altindaki
rollerinin belirlenmesi ve potansiyel genetik belirtecler olarak kullanilabilmesi de

miimkiin goriinmektedir.
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