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Danigsman: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

Agir metal kirliligi tiim diinyada biiyiik bir ¢evresel problemdir. Toprak ve suda yiiksek
konsantrasyonlarda biriken agir metallerin genotoksisiteye ve fonksiyonel biyomolekiillerin
coguna zarar verdigi bilinmektedir. Ornegin, diisiik konsantrasyonlarda bakir tiim organizmalar
icin gerekliyken, yiiksek konsantrasyonda bakir, kadmiyum ve kursun bitkilerden insanlara
kadar tiim canlilar1 olumsuz yonde etkileyen gereksiz ve tehlikeli elementlerdir. Aspir bitkisi
tohum ve tohumdan elde edilen yagi igin yetistirilen 6nemli bir tarim bitkisidir. Aspir yagi, gida
ve endiistriyel uygulamalarda kullanilan 6nemli bir oleik asit ve linoleik asit kaynagidir. Bu
calismada, farkli konsantrasyonlardaki bakir, kursun ve kadmiyum agir metal streslerine maruz
birakilan dort farkli aspir ¢esidinin (BALCI, BDYAS-4, LINAS ve ASOL) kok, kotiledon ve
yaprak orneklerinde oleik asitin linoleik aside doniisiimiinden sorumlu CtFAD2 (FAD2-6,
FAD2-7, FAD2-11) genlerinin ifade diizeyleri Real-Time PCR ile belirlenmistir. Aspir ¢esitleri
21 gilin siireyle iklimlendirme kabininde yetistirildikten sonra 24 saat farkl
konsantrasyonlardaki (0, 40, 80, 160, 320, 640 mg/L) bakir, kursun ve kadmiyum agir metal
stresine maruz birakilmistir. 24 saat siire ile agir metal streslerine maruz kalan aspir cesitlerinin
kok, kotiledon ve yaprak orneklerinden RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve Real-Time PCR
analizi yapilmistir. Artan bakir konsantrasyonlarina maruz kalan aspir gesitlerinde FAD2
genlerinin ifade seviyelerinde azalma olurken, 160 mg/L ve 320 mg/L’den sonra yeniden artigin
oldugu goriilmistiir. Kursun stresinde kontrol grubuna gore 160 mg/L’ye kadar genel bir diisiis
olurken, 320 mg/L konsantrasyonda en yiiksek seviyelere ulagmigtir. Kadmiyum stresinde ise
FAD2 genlerinin ifade diizeylerinin 160 mg/L’de en yliksek seviyelere ulastigi ve sonraki
konsantrasyonlarda diistiigli tespit edilmistir. Tez calismasinda elde edilen sonuglar FAD2
genlerinin aspir bitkisinde agir metal streslerine karsi savunma mekanizmasinda rol oynadigini
gostermektedir.

Agustos 2018, 172 sayfa
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DETERMINATION of FAD2 GENE mRNA EXPRESSION LEVELS IN SAFFLOWER
(Carthamus tinctorius L.) VARIETIES EXPOSED TO COPPER (Cu*), LEAD (Pb*?) and
CADMIUM (Cd*?) HEAVY METAL STRESS
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Heavy metal contamination is a major environmental problem all over the world. It is known
that high concentration of heavy metals in soils and waters cause genotoxicity and damage most
of the functional bio-molecules. For instance, although low concentration of copper is essential
for all organisms but high concentration of copper, cadmium and lead are non-essential
elements that negatively affect every living organism from plants to humans. Safflower is an
important agricultural plant which is being grown for the seeds and seed oil. Safflower oil
constitutes an important source of oleic acid and linoleic acid which can be used for food and
industrial applications. In this study, we investigated the expression levels of CtFAD2 (FAD2-6,
FAD2-7, FAD2-11) genes which are important for conversion of oleic acid (Omega-9) to
linoleic acid (Omega-6) at root, cotyledon and leaf tissues of four Turkish safflower varieties
(BALCI, BDYAS-4, LINAS and ASOL) subjected to copper, lead and cadmium heavy metals
stress conditions by gRT-PCR. Safflower species which were grown in perlite for 21 days in a
controlled environmental growth chamber were exposed to 24 hours of differnt concentration
(0, 40, 80, 160, 320, 640 mg/L) of copper, lead and cadmium heavy metal stress. RNA isolation,
cDNA synthesis and Real Time PCR analysis were performed with root, cotyledon and leaf
tissues which were subjected to 24 hours of all stress conditions. It was found that the
expression levels of FAD2 genes have decreased in the safflower varieties which were exposed
to increasing concentrations of copper, but increased again after 160 mg/L and 320 mg /L.
Under lead stress conditions, expression levels of FAD2 genes revealed a general decrease
pattern up to 160 mg / L compared to the control group and then they reached the highest level
of expression at 320 mg/L concentration. Under cadmium stress conditions, expression levels of
FAD2 genes were found to reach the highest expression level at 160 mg/L and following
decreased at subsequent concentrations. All results suggest that FAD2 gene plays a key role in
defence mechanism against heavy metal stresses.

August 2018, 172 pages
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1. GIRIS
1.1 Aspir Bitkisinin Sistematik Yeri

Simif : Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)
Takim . Asterales

Familya : Asteraceae (Papatyagiller)
Cins : Carthamus

Tiir : Carthamus tinctorius (Aspir)

Aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisi papatyagiller (Asteraceae) familyasina ait bir
tiirdiir. Aspir bitkisinin diinya geneline dagilmis yaklasik 25 yabani tiirii vardir ve bu
yabani tiirlerden bazilar1 (Carthamus lanatus L., Carthamus dentatus Vahl., Carthamus
persicus Willd, Carthamus glaucus Bieb, Carthamus tenuis Bois ve Balansa) lilkemizde

de dogal ortamlarda yayilis gostermektedir (Davis 1975, Singh ve Nimbkar 2006).

1.2 Aspir Bitkisinin Botanik Ozellikleri

e Kok: 1-3 metreye kadar uzayabilen kazik kok sistemine sahiptir. Kazik kokiin
etrafinda ¢ok sayida ikincil (yan) kokler olusmaktadir. Bu yan kokler 60-90 cm kadar
uzayabilmektedir.

e Sap (Govde kism): Govde kismi oldukga kuvvetlidir. Govde yapist silindirik yapida
olup, govdenin dip kisimlar1 oldukca kalinlasmistir. Govde kismi uzadikga incelerek,
tilysiiz, daha diiz ve acik gri veya yesilimsi beyaz renk alir. Ana govde 15-20 cm

uzunlugunda yan dallara ayrilir.

e Yaprak: Yaprak yapisi gesitler arasinda oldukca farklilik gostermektedir. Yaprak
genisligi oldukca fazla olup 2,5-5 cm, yaprak uzunlugu ise 10-15 cm arasinda
degismektedir. Ciceklerin etrafin1 saran brakteler yumurta seklinde ve sert yapidadir.

Bazi cesitlerinde yapraklar dikenlidir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Papatyagiller

e Cicek: Aspir bitkisinin ¢igekleri sari, kirmizi, turuncu, beyaz ve krem renklerde
olabilmektedir. Bitkideki cicek tabla sayis1 5-50 arasinda degismekte ve her cicek
tablasinda yaklasik 100 ¢igek bulunmaktadir.

e Tohum: Aspir tohumlar kalin, sert ve lifli yapiya sahiptir. Genel olarak bakildiginda
bir tohum tanesindeki kabuk oran1 % 50 civarindadir. Tohum kabugu genel olarak
beyaz, krem rengindedir. Baz1 tohumlarda koyu renkte ¢izgiler mevcuttur (Singh ve
Nimbkar 2006, Yaydi 2010, Kayagetin vd. 2012) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1 Aspir bitkisinin genel goriiniisii, ¢igegi, tarlas1 ve tohumu
(www.uni-marburg.de 2007, www.pref.saitama.lg.jp 2011,
www.agroscope.admin.ch 2013, www.indiamart.com 2015)


http://www.pref.saitama.lg.jp/
http://www.agroscope.admin.ch/

1.3 Aspir Bitkisi, Tarihi ve Genel Ozellikleri

Onemli bir yag bitkisi olan Aspir (Carthamus tinctorius L.) papatyagiller (Asteraceae)
familyasinin ticari 6neme sahip 6nemli tiyelerinden biridir. Amerikan safrani, boyaci
safran, kir safrani, boyac1 aspiri ve zaferan olarak adlandirilmaktadir. Ticari
kullanimda safran bitkisiyle sik sik karistirildigindan “yalanci safran” da denilmektedir.
Aspir bitkisi genis yapraklara sahip sar1, kirmizi, turuncu, beyaz ve krem renklerinde
cigekleri olan tek yillik bir bitkidir. Dikenli ve dikensiz formlar1 bulunan aspir bitkisi
yaklagik 50-100 cm arasinda boylanabilmektedir. Kurak iklime dayanakli bir bitkidir.
Ortalama yag orani1 % 30-50 arasinda degiskenlik gostermektedir (Babaoglu 2005).

Aspir bitkisinin kullaniminin milattan 6nceye dayandigi ve yaklasik 3500 yillik bir
gecmise sahip oldugu kayitlardan anlasilmaktadir (Weiss 1971, Johnson vd. 2001).
Giliney Asya’dan orijin aldigr daha sonra Ortadogu bolgesinde ve Akdeniz kiyilarina
dogru yayildig1 bilinmektedir (Ashri 1973, Yenice ve Bayraktar 1996). Bu tarihlerden
beri Misir, Cin, Hindistan ve Japonya’da ekimi yapilmaktadir. Ik kullanim amaci tibbi
igerikli olup sonralari ¢i¢ekleri kullanilarak gida ve kumas boyasi olarak kullanilmistir.
Son zamanlarda ise tohumundaki yag igeriginin yiiksek olmasi sebebiyle 6nemli bir yag
bitkisi olarak kullanilmaya baslanmis ve pek ¢ok ¢esidi kiiltiire alinmistir (Dajue ve
Miindel 1996, Babaoglu 2007, Ahwalat 2008, Anonim 2010a, Anonim 2010c, Anonim
20114, Er vd. 2011).

Onemli bir yag bitkisi olan aspirin tohumlar1 yaklasik % 30-50 oraninda kaliteli yag
icermektedir. Aspir yaginin soya, aycicegi ve misir gibi farkli yag bitkilerinden elde
edilen yaglardan ¢ok daha kaliteli oldugu ifade edilmektedir (Bayrak 1997). Linoleik
(omega-6) ve oleik (omega-9, zeytinyag kalitesine sahip) yag icerigi bakimidan zengin
olan aspir son zamanlarda yemeklik yag olarak kullanilmaya baglanmistir (Sekil 1.2).
Aspir bitkisinden elde edilen yag igeriginde Ozellikle insan saglhigi agisindan 6nemi
bliylik olan toplam doymamis yag asitleri oran1 oldukga yiiksektir. Bu oran aygigegi
bitkisinde yaklagik olarak % 80-85 civarindayken aspirde bu oran % 90-93 civarindadir.
Beslenme acisindan diisiiniildiiginde oleik asidin (omega-9) Onemi agikardir.

Giliniimiizde en kaliteli yag olarak kabul géren zeytinyaginda oleik yag asidi orant %


https://tr.wikipedia.org/wiki/Papatyagiller
https://tr.wikipedia.org/wiki/Safran

55-85 civarindayken aspirdeki oleik yag asidi oraninin % 90’larda olmasi aspir
bitkisinin ve elde edilen yagin ne kadar énemli oldugunu gostermektedir. Bu da aspir

yaginin en az zeytinyagi kadar kaliteli ve degerli oldugunun ispatidir (Oztiirk vd. 2007).

Sekil 1.2 Aspir bitkisinin olgun ¢icegi ve aspir yagi (www.underthesunseeds.com 2003,
www.naturesgardencandles.com 2018)

1.3.1 Diinya genelinde aspir bitkisinin tarihi, iiretimi, kullanim alanlari ve 6nemi

Aspir bitkisinin diinya geneline dagilmig yaklagik 25 yabani tiirii vardir ve bu yabani
tiirlerden bazilari kiiltiire alinarak pek ¢ok amaca yonelik kullanilmaktadir (Davis 1975,

Singh ve Nimbkar 2006).

Aspir tarim1 ¢ok uzun zamanlardan beri Cin, Japonya, Hindistan, Misir ve iran gibi
iilkelerde yapilmaktadir. Ortagag déneminde ise Avrupa’ya yayilmus; Italya, Fransa ve
Ispanya gibi iilkelerde tarimina baglanmistir (Dajue ve Miindel 1996). Amerika kitasinin
kesfinden sonra da aspir tarimi1 oraya tasinmstir. Ozellikle Cin’de yogun olarak tarimi

yapilan aspir bitkisi pek ¢ok amagla kullanilmigtir (Weiss 1971).

Aspirin gicekleri pek ¢ok hastaligin tedavisinde tibbi amagla kullanilirken, ¢ay olarak da
tilketilmistir. Aspirin ¢igeginde yogun olarak bulunan bazi aminoasitler, mineraller ve
ozellikle B1, B2, BI12, C ve E vitaminleri ¢ay olarak tiiketilmesinin Onemli
sebeplerindendir. Aspir bitkisi kadinlarda regl donemlerinin diizenli ve agrisiz

gecmesinde, kalp-damar hastaliklarinin tedavisinde ve pek c¢ok agri ve sisliklerin



giderilmesinde basarili bir sekilde kullanilmistir. Son zamanlarda yapilan klinik
arastirmalarda bu etkilerinin dogrulugunu destekler niteliktedir. Yiiksek tansiyona karsi
da etkili oldugu klinik ¢alismalarda gdsterilmistir. Ayrica aspir ¢igeklerinde (yogun
olarak sar1 renktekilerde) antioksidanlarin varligit da yapilan calismalarda tespit
edilmistir (Singh ve Nimbkar 2006, Babaoglu 2007, Delshad vd. 2018) (Sekil 1.3).

Aspir ekstrakti

Sekil 1.3 Aspir bitkisinden elde edilen ekstrakt ve ticari tablet hali (www.imaherb.com
2017)

Tibbi amacla kullanimindan bagka yine Ortadogu ve Asya iilkelerinde aspir bitkisinin
farkli kisimlar1 gida maddesi olarak kullanilmaktadir. Cigekleri yemeklere, mezelere,
corba ve diger gidalara renk vermesi (sari-parlak renk) amaciyla tercih edilmis ve
edilmektedir. Peynir yapiminda peynirin mayalanmasi ve hos bir koku kazanmasindan,
tohumlarinin ¢erez olarak tiiketilmesine, yesil yaprak ve gen¢ fidelerinin salata
yapiminda kullanimina kadar pek ¢ok farkli sekilde gida maddesi olarak tiiketilmis ve
tiikketilmektedir. Etiyopya’da ise ¢ok ¢ok ince olacak sekilde 6giitiilmiis aspir tohumlari
su ile karistirilarak belli bir siire sonra yoresel olarak “Fitfit” ad1 verilen i¢ki eldesinde

kullanilmaktadir (Babaoglu 2007).

Bilindigi iizere aspir bitkisinin dikenli ve dikensiz olmak iizere iki farkli formu
bulunmaktadir. Dikensiz ¢esitleri Japonya, Cin, Ispanya, Italya ve Amerika’da
cigcekcilikte, park ve bahgelerin diizenlenmesinde siis bitkisi olarak kullanilmaktadir

(Babaoglu 2007).



Yesil, taze haldeyken de hayvan yemi olarak kullanilmasinin yani sira yagi islendikten
sonra kalan posast yiiksek oranda protein igermesinden dolayr kiispe olarak

hayvancilikta kullanilmaktadir (Babaoglu 2005).

Aspir bitkisi sanayinin de goézdesi olan bir bitkidir. Boya, vernik, yem, ilag, kozmetik ve
margarin gibi pek ¢ok sektorde kullanilmaktadir. Kagit sanayisinde 6zellikle ambalaj
yapiminda, tugla ve seramik iiretiminde aspir tohumlarimin kabuklart tercih
edilmektedir. Boya sanayisinde boyar madde olarak kullanilan aspirden iki farkli madde
elde edilmektedir. Bunlar boya iiretiminde kirmizi rengi saglayan Carthamin ve sar1
rengi veren Carthamidin maddeleridir. Bu maddeler tekstil sanayisinde, boya ve gida
sanayisinde yogun olarak kullanilmaktadir. Ayrica aspirden yiiksek oranda elde edilen
linoleik asit (omega-6) kolayca kuruyabilen yaglardan oldugundan boya sanayisinde
tercih edilmektedir (Babaoglu 2007, Sahin ve Tasligil 2016) (Sekil 1.4).

/ !
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Sekil 1.4 Aspirden elde edilen boyayla ipliklerin boyanmasi (www.imaherb.com 2017,
Sahin ve Tashgil 2016°dan degistirilerek alinmistir)

Gelisen teknolojiyle beraber giindeme gelen diger bir konu ise biyodizel {iretimidir.

Biyodizel; bitkisel, hayvansal ve cesitli organik atik yaglardan elde edilebilen petrol



kullanimina alternatif gelecegin yakiti konumundadir (Karabas 2013). Fosil kaynakli
petrol, dogalgaz ve komiir gibi yakitlarin zamanla tiikenecegi goz Oniinde
bulunduruldugunda bu tip yakitlarin 6nemi giderek artmaktadir. Bitkiler agisindan
diisiiniildiiglinde biyodizel iiretiminin temel ham maddesi de yagli tohumlara sahip
bitkilerdir. Biyodizel yapiminda kullanilan yaklastk 50’ye yakin bitki tird
bulunmaktadir. Bunlarin baginda seker kamisi, soya, sorgum, konola ve muisir gibi
bitkiler gelmektedir. Yapilan pek c¢ok calismada aspirin biyodizel iiretiminde
degerlendirilecek 6nemli potansiyele sahip oldugu anlasilmistir. Son yillarda iiretilen
aspir tohumlarmin kullanimi bu yonde gergeklesmistir (Anonim 2011b, Tortopoglu
2011, Sahin ve Tasligil 2016).

Ayrica biyodizel iiretiminin yaninda yagli tohumlardan elde edilen diger bir ham madde
ise gliserindir. Biyodizelin yan {irlinii olarak elde edilmektedir. Elde edilen bu gliserin
pek cok petro-kimya tirlinlerinin yerine ham madde olarak kullanilmaya baslanmustir.
Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri'nde kalp stentlerinin yapiminda petro-kimya

iriinlerinin yerine gliserin kullanilmaktadir (Berk ve Yasar 2008).

Biitiin bu 6zelliklerinden dolay1 glinlimiizde aspir bitkisinin 6nemi anlasilmis ve giderek
artan alanlarda tretimi/tarimi yapilmaya baglanmistir. Diinya geneli aspir tiretimine
bakildiginda 1961 yilinda yaklasik 326 bin tonluk tiretim yapilirken, bu say1 1975 yilina
kadar siirekli artig gostermistir. 1979 yilinda yaklasik 1,2 milyon tonluk iiretimle zirve
yapmustir. 2000’11 yillara kadar aspir iiretimi yillara gore artan ve azalan sayilarda
gerceklesmigstir. 2005 yilinda yaklagik 582 bin ton civarinda tiretim yapilmistir. Son 10-
15 wyil igerisinde yapilan pek cok arastirma sonucunda aspirin degeri ve Onemi
anlasilmis ve bu da iiretimin artmasina sebep olmustur. 2010 yil1 itibariyle 660 bin ton
tiretim yapilirken, 2014 yili 730 bin ton, 2015 yili 825 bin ton, 2016 yili itibariyle
yaklagik 950 bin ton olarak aspir tiretimi gergeklesmistir (Anonymous 2016) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Secilmis yillara gore diinya geneli aspir iiretim miktart (ton) (Anonymous

2016)

Diinya genelinde aspir liretimi yapilan bazi iilkelerin belirlenmis 6 farkli zaman

dilimindeki tiretim miktarlari ¢izelge 1.1’de verilmistir.

Cizelge 1.1 Diinyada aspir tiretimi yapan iilkelerin, 6 farkli zaman dilimindeki iiretim
(ton) miktarlar1 (Anonymous 2016)

Ulke/Y1l 1975 1990 2000 2014 2015 2016
Kazakistan - - 25340 135430 148839 168000
Meksika 532297 159384 96438 144412 126395 122000
Hindistan 211900 486500 260400 113000 90000 53000
ABD 180000 120000 128160 94640 97180 100000
Rusya - - 1770 81747 153710 287000
Arjantin 3330 15870 30800 3090 28600 52000
Tirkiye 1350 124 18 62000 70000 58000
Cin - - 39000 32261 32428 33000
Ozbekistan - - 1100 21397 28880 30000
Tanzanya - - 6238 13502 14394 15000
Kirgizistan - - 10880 10634 13608 11000
Etiyopya 25000 36473 6466 6325 7420 8000
Avustralya 18163 10477 9000 3175 2685 2500
Kanada - 561 6700 - - -
Tacikistan - - 68 2550 1301 2000
Diger 34533 7984 2360 5304 9162 7016
TOPLAM 1006573 837373 624738 729467 824602 948516

Kitalararasi tiretime bakildiginda ise 2016 yil1 degerlerine gore Asya kitasindaki tiretim

360 bin ton ile ilk sirada yer almaktadir. Asya kitasina sirasiyla Avrupa (290 bin ton) ve



Amerika (273 bin ton) takip etmektedir. Afrika kitasindaki tiretimi (22,5 bin ton) ise gok
sinirlt olup son sirada yer almaktadir (Anonymous 2016).

Sekil 1.6 2016 yili verilerine gore diinya aspir iiretiminim kitalara gore dagilimi
(Anonymous 2016)

1.3.2 Tiirkiye’de aspir bitkisinin tarihi, iiretimi, kullanim alanlari ve 6nemi

Aspir bitkisinin iilkemize ilk gelisi Orta Asya’dan go¢ eden Tiirkler sayesinde olmustur.
(Kog 2001, Berber 2007). 1940-50’1i yillarda balkanlardan gelen gé¢menler sayesinde
iilkemize getirilen aspirin tarimi yapilmaya baslanmistir. ilk 1slah ¢aligmalar1 1930°Iu
yillarda Eskisehir’de baglamistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda en iyi performansi
gosteren aspir ¢esidi “Yenice-1813” ismiyle ¢iftgilere dagitilarak tarimi tesvik edilmistir

(Dinger 1964, Giinal 2001, Berber, 2007).

1960’1 yillarda artan niifusa bagli olarak yag ihtiyacini karsilayabilmek i¢in Tarim
Bakanlig1 tarafindan ¢aligmalar yeniden baslatilmistir. 2004 yilindan sonra yapilan
calismalar sonucunda aspirin sadece yemeklik yag olarak kullanimindan bagka
biyodizel olarak da kullanimi1 s6z konusu olmustur. Aspir tiretimi yapilan sehir sayist
2006 yilinda 8 iken, 2007 yilinda 19’a, 2008’de 28 sehre, 2009 yilinda ise 35°e
cikmigtir. 2016 yili itibariyle bu sayr 40’a ulagmistir (Anonymous 2016, Anonim

2017a). Aspir tiretiminin yapildig1 tarim arazilerindeki artig sekil 1.7°de verilmistir.
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Sekil 1.7 2006 yilindan itibaren Tiirkiye aspir ekim alanindaki degisim (Anonymous
2016)

1960’11 yillarin basindan itibaren iiretimi az da olsa yapilmaya baslanan aspir, 1965
yilinda 900 ton, 1980 yilinda 535 ton, 1990 yilinda 125 ton ve 2000 yilinda 18 ton
olarak gerceklesmistir. Fakat 2005 yilindan sonra 6nem ve degerinin giderek
anlasilmasiyla birlikte ilk olarak 2006 yilinda aspir {iretimi devlet tesviki kapsamina
almarak c¢iftgiye farkli kalemlerde destekler verilmis, bu da iiretime artis olarak
yansimigtir. 2010 yilinda 26 bin ton olan aspir iiretimi, 2014 yilinda 62 bin ton, 2015
yilinda 70 bin tona ulagmistir. 2016 yili tiretim miktari ise 58 bin tondur (Anonymous
2016) (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2 Tiirkiye’de 2000 yili ve sonrasinda yillara gore aspir iiretimi (Anonymous

2016)

Yil Uretim (Ton) Yil Uretim (Ton)
2000 18 2009 20076
2001 25 2010 26000
2002 25 2011 18228
2003 170 2012 19500
2004 150 2013 45000
2005 215 2014 62000
2006 395 2015 70000
2007 2280 2016 58000
2008 7068
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Ulkemiz ve insanimiz icin yag denildiginde ilk akla gelen zeytinyag1 ve aygicegi yagi
oldugundan aspir yagi ¢ok az yemeklik yag olarak kabul gérmistiir. Yemeklik yag
olarak da kullanimi yoresel ya da bolgesel olarak smirli kalmistir. Halbuki iilkemizde
yillik yag tiiketimi 1,4-1,6 milyon ton arasindayken iiretim sadece 750 bin ton
civarindadir (2014 yili igin). Bu da gostermektedir ki Tiirkiye yag agisindan neredeyse
yar1 yartya disa bagimli bir iilke konumundadir. Aspir yaginin bu acig1 kapatabilme
potansiyeli ¢ok yiiksekken hala onemi ve degeri ililkemiz ve insanimiz agisindan

anlasilmis durumda degildir (Anonim 2017b).

Aspir lilkemizde 6zellikle Dogu Anadolu ve Giiney Dogu Anadolu bolgelerinde baharat
olarak kullanilmaktadir. Bu bolgelerde “Haspir” olarak adlandirilan aspir ¢igekleri bazi

yemeklerde renk ve aroma vermesi igin kullanilmaktadir (Sahin ve Tasligil 2016) (Sekil
1.8).

Sekil 1.8 Baharat olarak satilan kurutulmus aspir ¢i¢ekleri (Gaziantep) (Sahin ve
Taslhigil 2016)

Son yillarda aspir tarimi devlet destegi kapsamina alinmistir. Devlet ve devlet destekli
kuruluslar tarafindan yapilan 1slah ¢aligmalar1 sonucunda pek ¢ok aspir ¢esidinin tarimi
tesvik edilmistir. 2013 yilinda Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi ile Enerji
Bakanlig1 arasinda yapilan protokolle, ¢iftgiye tirettigi aspiri alma giivencesi verilmistir.

Ayrica aspirin biyodizel yapiminda kullanilmastyla ilgili olarak iilkemizde gerekli yasal
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diizenlemeler de son zamanlarda yapilmistir. Bu yasal diizenlemede yer alan maddelere
gore akaryakit olarak kullanilacak motorin ¢esitlerinde yerli tarim iirtinlerinde iiretilmis
yag asidi metil esteri (YAME) kullanimi zorunlu hale getirilmistir. Uretimde
kullanilacak olan yag asidi metil esteri oraninin 2014 yili itibariyle en az % 1, 2015 yili
itibariyle en az % 2, 2016 yili itibariyle de en az % 3 olmasi zorunlulugu getirilmistir.
Bu durum hali hazirda yemeklik yag olarak yetmeyen yag iiretimi konusunda alternatif
kaynaklara yonelmeyi zorunlu kilmistir. Boylelikle aspir bitkisinin dnemi ve degeri

anlasilmaya baslanmigtir (Anonim 2011b, Tortopoglu 2011) (Sekil 1.9, 1.10).

) : : SANLIURFA KOSULLARINDA
? AMERIKAN ASPIR ASPIR BITKISINDE SULAMANIN

CESITLERI encnammmesa]  VERIM VE YAG KALTES| DZERINE ETKLER

GBI AR 1 T AR A

Sekil 1.9 Aspir ekimi yapilan farkli sehirlerdeki ekim alanlari
(www.altinekindernegi.org 2012, www.gapgundemi.com 2016)

Sekil 1.10 Hasat zamani gelmis aspir 6rnekleri (www.eziraatci.com 2010a)

1.4 Aspir Bitkisinin Tarimm

Aspir bitkisi; diger yag bitkileri olan soya, kolza, kanola, ay¢igegi ve yerfistig1 gibi cok
fazla suya ihtiya¢ duymadigi icin lilkemizde pek ¢ok alanda tarima elverisli bir bitkidir.
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(Gilbert 2008). Ozellikle iilkemizde yer alan kurak bélgelerde ekimi ¢ok rahat
yapilabilmektedir. Diizenli sulama sonucunda da Onemli derecede verim artigi
olmaktadir. Aspir bitkisinin en verimli ekim dénemi mart sonu nisan basi gibidir.
Yaklasik olarak 110-140 giin igerisinde olgunlagsmakta ve temmuz sonu agustos basi
gibi hasadi yapilmaktadir. Aspir bitkisi i¢in en uygun iklim araligi bu tarihlerdir
(Babaoglu 2007) (Sekil 1.11).

Toprak yapisi bakimmdan 6zel gereksinimlere ihtiyag duymamaktadir. Su tutma
kapasitesi yiiksek, pH’s1 5-7 ya da nétr olan topraklarda aspir tarimi/iiretimi kolaylikla
yapilabilmektedir. Kira¢ topraklarda da ¢ok kolay sekilde gelisebilmekte ancak bu
durum verimi etkilemektedir. Aspir bitkisinin tarimi i¢in ideal nem aralig1 ise % 60
civarindadir. Diger yagl tohumlari olan bitkiler gibi yiiksek oranlardaki nem, gelisimini
ve verimi olumsuz yonde etkilemektedir (Dajue ve Miindel 2006, Babaoglu 2007,
Anonim 2010b).

Topraktan Cikis fKiime Seklinde Saplarin Dallanma Ciceklenme Olgunlasma
Yapraklanma Uzamasi

EKimM HASAT
Mart Sonu Temmuz Sonu
Nisan Ba§| A 110-140 Gﬁn P R Aéustos BaSI

Sekil 1.11 Aspir bitkisinin olgunlagsma sathalar1 (Dajue ve Miindel 2006’dan
degistirilerek alinmistir)

Aspir tarimindaki en 6nemli avantaj diger yagh tohumlarin islenmesinde kullanilan
makinelerin herhangi bir degisime ihtiya¢c duymadan aspir tohumlarinin iglenmesinde de

kullanilabilir olmasidir. Topragin ekim igin hazirlanmasindan hasat edilmesine, hasat
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edilen {iriinlin depolanmasina kadar olan evrelerde kullanilan biitiin alet, ekipman ve

makineler kolaylikla aspir i¢inde kullanilabilmektedir (Kose 2014).

1.4.1 Aspir tariminda yabanci ot kontrolii

Aspir tariminda en Onemli unsurlardan biri ekimi yapilacak arazideki yabanci ot
kontroliidiir. Aspir bitkisi gelisiminin ilk evresi olan 3-4 haftalik donem igerisinde
arazide var olan yabanci otlara karsi oldukga hassastir. Yabanci otlarla rekabeti olduk¢a
diisiiktiir. Bu durumdan dolayr aspir ekimi yapilmadan Once araziye herbisit (ot ilact)
uygulamasi Onerilmektedir. Uygulama hem toprak yiizeyine yapilabilirken hem de
topraga karistirma seklinde de olabilmektedir. Aspir bitkisinin toprak yiizeyine
cikmasint takiben bu ilacin tekrar toprak yiizeyine uygulanmasi gerekmektedir
(Babaoglu 2007, Anonim 2010b, 2010c). Bu zirai ilaglarin basinda ise; Trifluralin,
Metolachlor, EPTC, Barban, Profluralin ve Paraquat gibi herbisitler gelmektedir. Bunlar
oldukga etkili kimyasal formiillere sahip herbisitlerdir. Bu herbisitlerin bazal yapisinda
bulunan kimyasal maddeler ise (bakir etilendiamin siilfat tuzlari, bakir trietanolamin
kompleksi, bakir hidrazinium siilfat, bakir siilfat, kursunarsenit, bakir arsenit vb.)

canlilart olumsuz yonde etkilemektedir (Anonymous 2006, Mastin ve Rodgers 2014).

1.5 Cevre Kirliligi ve Etkileri
1.5.1 Cevre kirliligi

Cevre; diinya iizerinde yasamini slirdiirmekte olan tiim canlilarinin hayatlar1 boyunca
birbirleriyle iliskilerini silirdiirdiigii dis ortamdir. Cevre kirliligi ise, ¢evrenin dogal
yapisina uygun olmayan sekilde insan eliyle bozulmasidir. Bu dogal olmayan
bozulmalar ekosistemin yani ¢evrenin kirlenmesi seklinde tanimlanmaktadir. Cevre
kirliligi ilk olarak kentsel yasam i¢in alanlar olusturma mecburiyeti sonucunda yasam
alanlar1 olusturma amaciyla ortaya cikmustir. Gelisen teknolojiyle birlikte ilerleyen
sanayl ve endiistriyel atilimlar g¢evre kirliliginin giderek artmasina ve daha hizli
kirlenmesine neden olmustur. Ozellikle 1950°li yillardan sonra niifusun hizla artmasi ve

buna paralel gelisen ihtiyaclara cevap verebilmek icin gelistirilen teknolojiler yasam
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icin gerekli tiim dogal kaynaklarimizin daha fazla kirlenmesine neden olmustur.
Gilinimiiz diinyasinda ise ekosistemin kirlenmesi/bozulmasit ¢ok daha ciddi bir hal

almistir (Sanh 1984, Yarsan vd. 2000).

Insan, hayvan, bitki ve diger mikroorganizmalar ekosistemin biyolojik unsurlarini
olustururken toprak, su ve hava ekosistemi olusturan fiziksel unsurlardir. Ekosistemin
en Oonemli fiziksel unsurunu olusturan su ortamu, atik-kirli sular ve diger atiklarin yasam
alanlarindan temizlenmesi i¢in kullanildigindan ekosistemin diger fiziksel unsurlari olan
hava ve toprak ekosisteminden c¢ok daha fazla kirlenmeye maruz kalmaktadir.
Ekosistemdeki dogal dengeyi bozan ve ¢evre kirliligine neden olan kirleticiler su

sekilde gruplandirilabilir (Hammand ve Beliles 1980, Detlefsen 1988, Hapke 1991).

v Yapay organik atiklar,

v' Endiistriyel ve sanayii atiklari,

v' Petro-Kimya tiriinleri/tiirevleri ve atiklari,
v Tarimsal (Yapay-Kimyasal bazl) giibreler,
v" Tarimsal ilaglar,

v’ Deterjanlar, temizlik maddeleri,

v Radyoaktivite ve atiklari,

v’ Pestisitler, herbisitler, fungisitler vb.,

v Inorganik tuzlar,

v Kimyasal ¢esitli maddeler,

v' Atk 1s1.

1.5.2 Cevre Kkirliliginin canhlar iizerine etkileri

Canlilar hayatlarin1 devam ettirebilmek i¢in ekosistemin fiziksel unsurlariyla siirekli
olarak iligki halindedir. Canlilar yasadiklar1 g¢evrelerinde olusabilecek herhangi bir
degisime karsi olumsuz durumlarla karsilasabilirler. Insanlar ve hayvanlar olusan
Olumsuzluga kars1 daha hizli tepki verebilirken ya da ortamdan uzaklagmasi daha
kolayken bitkilerde bu durum tam tersidir. Bitkiler c¢evresinde olusabilecek
olumsuzluklara karsi tamamen agik durumdadir. Olusan olumsuzluklara direkt olarak

maruz kalirlar. Besin zinciri igerisinde insanlarin en 6nemli dogal besin kaynaklari
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bitkiler oldugundan bu olumsuzluklardan dolayli olarak insanlar da zarar

gorebilmektedir (Lichtenhaler 1996).

Bitkilerin normal biiyiime ve gelismesini olumsuz yonde etkileyen g¢evre sartlarinda
meydana gelen farkliliklar, bitkilerde bir takim degisimlere neden olur. Bitkilerde
meydana gelen bu degisimler sonucunda ¢evreye karst verdigi cevaba genel anlamda
stres denir. Bu olay sadece bitkilerde meydana gelen bir durum degildir. Ekosistemde
yer alan tiim canlilarda olumsuz etkilere sebep olan dis kaynakli faktorlerin tamami
stres olarak tanimlanabilir. Dogalar1 ve sesil yasamlar1 geregi bu durumdan en g¢ok

etkilenen ekosistemin canli unsuru bitkilerdir (Biiyiik vd. 2012).

Bitkiler sahip olduklar1 6zellikler ve gelistirdikleri bir takim mekanizmalar sayesinde
pek c¢ok stres faktoriine karsi farkli yeteneklere/toleranslara sahiptir. Stres faktoriine
kars1 olusturulan cevap bitkinin tiiriine, karsilastig1 stres faktoriine, stresin siiresine ve
strese kars1 koymaya calisan organinin sahip oldugu o6zellikle ilgilidir (Kog¢ vd. 2012).
Bitkiler dogal yapist geregi yasamlart boyunca pek c¢ok farkli stres faktoriiyle
karsilasmakta ve stres kosullarinda yasamak zorunda kalmaktadir. Yapilan pek cok
simiflandirmaya gore stres faktorleri abiyotik ve biyotik olmak iizere iki gruba

ayrilmaktadir (Levitt 1972).

Abiyotik faktorler ekosistemin fiziksel unsurlarimi olusturan su kirliligi, hava kirliligi,
toprak kirliligi ve bunlara neden olan faktorler arasinda yer alan organik ya da sentetik
kimyasallar, ¢esitli atiklar, zirai ilaglar, deterjanlar vb. gibi unsurlardir. Biyotik faktorler
ise mantar, bakteri, viriis gibi canlilardan kaynakli hastaliklar ve buna bagl olusan
enfeksiyonlardir. Ayrica hayvanlar ve insanlar da bitkiler i¢in birer biyotik stres

faktoriidiir (Lichtenhaler 1996).

Cesitli atiklar, zirai ilaglar, deterjanlar ve farkli kimyasallarin alt basamaginda yer alan
agir metaller ekolojik dengeyi en fazla tehdit eden ve olumsuz yonde etkileyen abiyotik
faktorlerdir. Agir metaller sadece bitkiler i¢in degil hayvanlar ve insanlar i¢cin de 6nemli
bir stres faktoriidiir. Ayrica agir metaller insanlar i¢in 6nemli hastalik etmenidir (Kirbag

ve Munzuroglu 2006).
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1.6 Agir Metaller

Agir metaller icin farkli tanimlamalar mevcuttur. Bu tanimlamalarda bazen yogunluk
bazen de atomik agirlik s6z konusu iken bazi tanimlamalarda kimyasal 6zellik ve
toksisite oOzelligi kullanilmistir. Bu anlamda diisiintildiiglinde genel kabul goren iki
tamm 6ne ¢ikmaktadir. Birincisi, fiziksel agidan yogunlugu 5 g/cm®ten biiyiik olan ve
molekiiler agirliklart 63,5 ve 200,6 g olan metaller olarak tanimlanmaktadir. Diger bir
tanim ise ‘yiikksek yogunluga sahip olan ve diisiik konsantrasyonlarda dahi toksik

etkileri olan metal’ olarak tarif edilmektedir (Hapke 1991, Duffus 2002).

Bu tanimlar1 birlikte diislindiigiimiizde agir metallere en basta verebilecegimiz 6rnekler;
kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko gibi metallerdir. Bu
orneklerle birlikte varligi bilinen 60’dan fazla agir metal bulunmaktadir. Agir metaller
molekiiler yapilarindan dolayr genellikle siilfiir bilesikleri, silikat ve silikatlar i¢inde
bagl olarak ya da karbonat halinde bulunmaktadirlar (Kahvecioglu vd. 2007, Oke¢u vd.
2009).

Agir metaller Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Cevre Koruma Ajanst (EPA)
tarafindan yayimlanan ve ¢evre kirliligine sebep olan oncelikli ve tedbir alinmasi
gereken kirleticiler igerisinde yer alan en 6nemli ¢evre kirleticileridir (Yu 2005). Bazi
agir metallerin ¢evreye yayiliminda en etkin olan endiistriyel alanlar ¢izelge 1.3’te

gosterilmistir.

Cizelge 1.3 Agir metallerin ¢cevreye yayiiminda en etkin olan endiistriyel faaliyetler

(Rether 2002)
Endiistri Cd Cu Pb Zn Hg
(Kadmiyum)  (Bakir) (Kursun) (Cinko) (Civa)
Kagit Endiistrisi — + + + +
Petrokimya + — + + +
Klor-Alkali Uretimi + — + — +
Giibre Sanayi + + + +
Demir Celik Sanayi + + + +
Enerji Uretimi + N N N .

(Termik)
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EPA tarafindan yayimlanan liste icerisinde yaklasik 70 kadar element yer almaktadir.
Bu elementler igerisinde onem ve etkileri bakimindan yaklasik 20 element dikkat
cekmektedir (Fe, Mn, Zn, Cu, V, Mo, Co, Ni, Cr, Pb, Be, Cd, TI, Sb, Se, Sn, Ag, As,
Hg, Al ). Bu listede yer alan bazi elementler bitkiler ve hayvanlar i¢in hayati 6nem
tasimaktadir ve mikro besin elementi (Fe, Cu, Zn, Mn, Mo, Ni) olarak alinmasi
gerekmektedir. Bu elementlerin bulundugu ortam ya da canlidaki birikimi belirli
smirlar1 asmadigr siirece toksik etki yapmamaktadir (Yildiz 2004, Ok¢u vd. 2009).
Demir, bakir, ¢inko, mangan gibi agir metaller grubuna dahil edilen bu elementler belli
seviyelerde bitkiler tarafindan alinmasi gereken esansiyel elementlerdir (Yu 2005,

Cizelge 1.4).

Cizelge 1.4 Baz1 6nemli agir metallerin ekolojik siniflandirmasi (Yildiz 2001)

Element Ozgiil Agirlik  Bitki ve hayvan Igin ~ Cevreyi kirletici
(glcm®) Gereklilik Durumu  olup olmadig

Bakir (Cu) 8.9 Gerekli Kirletici
Kursun (Pb) 11.3 Kirletici
Kadmiyum (Cd) 8.5 Kirletici
Krom (Cr) 7.2 Gerekli Kirletici
Kobalt (Co) 8.9 Gerekli Kirletici
Glimiis (Ag) 10.5 - Kirletici
Demir (Fe) 7.9 Gerekli Kirletici
Civa (Hg) 13.6 Kirletici
Mangan (Mn) 7.4 Gerekli

Molibden (Mo) 10.2 Gerekli Kirletici
Nikel (Ni) 8.9 Gerekli Kirletici
Platin (Pt) 21.5

Talyum (TI) 11.9 Kirletici
Kalay (Sn) 7.3 Kirletici
Uranyum (U) 19.1 Gerekli Kirletici
Vanadyum (V) 6.1 Gerekli Kirletici
Tungstem (W) 19.3 Gerekli Kirletici
Cinko (Zn) 7.1 Gerekli Kirletici
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1.6.1 Bakar (Cu) agir metali ve etkileri

Bakir (Cu), atom sayist 29, atom agirhigi 63,54, yogunlugu ise 8.91 g/em® olan bir
metaldir. Bakir dogada serbest ya da bilesik durumda bulunan, iletkenligi ¢ok iyi olan

ve kolay islenebilmesi agisindan tercih edilen bir metaldir (Sekil 1.12).

9
3 Bakir

Cu
(Copper)

63.546

N

Sekil 1.12 Bakir agir metalinin kimyasal 6zellikleri

Bakir, yiiksek bitkilerde normal metabolizmanin siirdiirilmesinde énemli bir metal ve
mikro besin maddesidir. Bakirin bitkiler agisindan 6nemiyle ilgili yapilan pek ¢ok
calismada bakirin organik maddelerle ve vitaminlerle bilesik olusturarak metabolik
olaylarda kontrolér olarak gorev yaptigi ifade edilmistir. Ozellikle enzim yapisina
kofaktor olarak katilmaktadir. Bakir ve ¢inko gibi agir metaller bitki biiyiime ve
gelisimindeki metabolik yolaklarda yer alan pek cok protein ve enzimlerde kofaktor
olarak islev gormektedir. Bitkiler i¢in hayati 6nem tasiyan fotosentez, solunum ve hiicre
ceperi gibi metabolik ve fizyolojik olaylarda onemli rol oynamaktadir. Ksilem
borularinda suyun tasinmasi bakir agir metalinin kontroliinde ger¢eklesmektedir. Ayrica
DNA ve RNA gibi hiicresel kalittm materyallerinin {iretimini yine gorev yaptigi
enzimler vasitasiyla kontrol etmektedir. Eksikliginde ise DNA ve RNA {iretimi
aksayabildigi gibi ayn1 zamanda durabilir. Bu da bitki hiicre iremesini olumsuz etkiler.
Bunlara ek olarak hastaliklara kars1 bitkiye direng kazandiran metabolik olaylarda yine

basroldedir (Allan 1997, Raven vd. 1999, Okgu vd. 2009).

Bakirin bitkiler i¢in bu derece dnemli olmasiyla birlikte eksikligi durumunda yukarida
verilen metabolik olaylarda aksamalar olmaktadir. Ayni sekilde c¢ok g¢esitli

biyokimyasal ve fizyolojik silireclerde yer almasina ragmen fazla Cu birikmesi bu
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metabolik olaylarin islevinin durmasina neden olmaktadir. Ciinkii bakir oldukea toksik
bir metaldir. Fazlaligi durumunda bitkilerde pek ¢ok doku hasarlarina neden olur.
Koklerde asir1 birikimi sonucunda su ve iyon alisverisini olumsuz etkileyerek koklerde
gelisim bozuklugu ve gerilemesi gibi olaylara sebep olur. Fazla birikmesiyle olusan
toksik etkisi yiiziinden olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) DNA’da hasar olusmasina ve
genel anlamda bitkilerin 6liimiine neden olur (Upadhyay ve Panda 2009, Nzengue vd.
2011).

1.6.1 Kursun (Pb) agir metali ve etkileri

Kursun (Pb), atom sayisi 82, atom agirligi 207,19, yogunlugu ise 11,3 g/cm® olan bir
metaldir. Kursun dogada organik ve inorganik halde bulunan, yumusak kolay

islenebilen, mavimsi gri renkte bir elementtir (Sekil 1.13).

2 2

Kursun
Pb
(Lead)

207.20

N\

Sekil 1.13 Kursun agir metalinin kimyasal 6zellikleri

Ekosistem icerisinde c¢esitli sanayi ve endiistriyel faaliyetler esnasinda yogun olarak
kullanilan kursun, dogaya en c¢ok zarar1 veren agir metaller igerisinde on siralarda

gelmektedir (Karademir ve Toker 1995, Saygideger 1995).

Cevreye inorganik ya da organik bilesikler halinde ¢ok kolay yayilabildigi i¢in her
durumda toksik etki yaratmaktadir. Kursun agir metali inorganik halde atmosferde
partikiiller halinde bulunabilmektedir. Organik halde de ugucu olabilecegi i¢in pek ¢ok
gida maddesine ve igme sularma kolaylikla bulasabilmektedir. Bu sebepten dolay:
organik halde bulunan kursun agir metal bilesikleri bitki, hayvan ve insan hayati icin

ciddi tehlike olusturmaktadir. En bilinen 6rnek olan kursunlu benzin bu duruma iyi bir
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ornektir. Kursun agir metali petrol iiriinlerinde bulundugu gibi ¢ogu boya firiinlerinin
ham maddelerinde de bulunmaktadir. Kozmetik {iriinlerinden, su borularinin yapimina,
kursun iceren evsel iriinlerden sigara ve bocek ilaglarina kadar pek ¢ok alanda ve
tiriinde kursun agir metali yogun olarak kullanilmakta ve bulunmaktadir. Endiistriyel
alanlarda; kagit ve altin sanayisi, petro-kimya sanayisi, giibre sanayisi gibi pek ¢ok
alandan ¢evreye kursun agir metalinin salinimi olmaktadir. Yani neredeyse hayatin her
yerinde mevcuttur. Biitiin bu kaynaklardan salinan kursun kirliligi bitkiler, hayvanlar ve
insanlar i¢in ¢ok tehlikeli bir hale doniismiistiir. Kursun, insanlar i¢in direkt olarak

kanserojen bir ajandir (De Jonghe ve Adams 1982, Karademir ve Toker 1995).

Bitkiler agisindan degerlendirildiginde diger bazi1 agir metallere kiyasla higbir faydasi
olmamakla beraber olduk¢a toksikdir. Metabolik ya da fizyolojik siireglerin hicbir
yerinde kullanilmamaktadir. Bitki morfolojisi, bliylime ve fotosentez siiregleri iizerinde
olumsuz etkileri vardir. Yiiksek miktarlarda bulunmasi durumunda enzim aktivitelerini
inhibe etmektedir. Hiicre membran gecirgenligini bozarak besin ve mineral alinimini
bozmaktadir (Sharma ve Dubey 2005). Diger agir metallerde oldugu gibi bitki
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini artirarak oksidatif stresi

tetiklemekte ve DNA hasarina neden olmaktadir (Reddy vd. 2005).

1.6.2 Kadmiyum (Cd) agir metali ve etkileri

Kadmiyum (Cd), atom sayisi 48, atom agirligi 112,41, yogunlugu ise 8,6 g/cm® olan bir
metaldir. Toksik agir metallerden biri olan kadmiyum dogada saf olarak bulunmaz.
Kadmiyum dogada ¢inkoyla beraber bulunan, kolay islenebilen bir elementtir (Sekil
1.14).
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as i

Kadmiyum

Cd
(Cadmium)

112.41

N

Sekil 1.14 Kadmiyum agir metalinin kimyasal 6zellikleri

Cinko tiretiminin yaninda elde edilir. Biyolojik yarilanma siiresinin ¢ok uzun olmasi ve
cok diisiik konsantrasyonlarda bile asir1 toksik oldugu icin onemli bir kirleticidir

(Stobart vd. 1985, Greger ve Bertell 1992).

Sanayi ve endiistriyel kullanimi bakimindan nikel ve kadmiyum pil iiretim sanayisi,
gemi sanayisinde yiizey kaplamada, boya sanayisi, PVC iiretimi, elektronik sanayisi ve
seramik sanayisinde yogun olarak kullanilmaktadir. Ayrica petrol tiirevlerinde, deterjan
tiretiminde ve Ozellikle fosfatl zirai giibrelerin imalatinda da kullanilmaktadir (Larsson
vd. 1998). Bitkileri etkileyen en 6nemli kadmiyum kaynaklari Su borulari, fosil yakitlar,
tohumlarin saklanmasi i¢in kullanilan gesitli ilaglar ve ekim asamasi ya da sonrasinda

kullanilan zirai giibrelerdir (Kahvecioglu 2007).

Kadmiyum agir metali bitkiler i¢in de oldukc¢a toksik bir metaldir. Kadmiyum tohum
c¢imlenmesinin inhibisyonuna neden olmaktadir. Klorofil sentezinin inhibisyonu ve
klorofil-a/klorofil-b  protein  kompleksi ile fotosentez, karbonhidrat ve azot
metabolizmalarimi etkileyerek bitki biiylimesini olumsuz yonde etkilemektedir (Zhang
vd. 2003). Ayrica solunum ve enzim aktiviteleri lizerine de negatif etki yapmaktadir.
Diger agir metallerde oldugu gibi bitki hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimini artirarak oksidatif stresi tetiklemekte ve DNA hasari ile DNA ve RNA
tiretiminde anormalliklere sebep olmaktadir (Lindberg ve Wingstrand 1985, Rauser
1987, Marrs ve Walbot 1997, Haag-Kerver vd. 1999).
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1.7 Agir Metallerin Canhlar Uzerine Etkileri

Canlilar degisen miktarlarda agir metal olarak adlandirilan elementlere ihtiya¢ duyarlar.
Insanlarda o6zellikle demir, almmasi gereken c¢ok onemli bir elementtir. Ayrica
kobalt, bakir, mangan, molibden ve ¢inko gibi metallere de gereksinim vardir. Fakat bu
metallerin hepsinin asir1 miktarda alinmasi organizmaya zarar verebilir. Ekosistem
icerisinde yogun bir sekilde birikmeye baglayan agir metaller ekosistemin canli
unsurlar1 olan bitkilerden hayvanlara ve insanlara kadar hemen her ¢esit organizma igin

tehlike olusturmaktadir (Kirbag ve Munzuroglu 2006).

Son yillarda teknolojinin gelismesi, sanayi ve endistriyel malzemelerin hizla
tiretilmesini saglamistir. Kaliteli bir yasam i¢in gerekli cogu ara¢ gerecin iiretiminde
kullanilan agir metal icerikli ham maddelerin kullanim alanlar1 giderek artmaktadir. Bu
artista sadece sanayi ve endiistriyel liretim sorumlu degildir. Tarimsal alanlarda pek ¢ok
faktore karsi kullanilan zirai miicadele ilaglari, verimi artirmak i¢in kullanilan cesitli
yapay organik bilesikler de Onemli paya sahiptir (Yarsan vd. 2000, Kirbag ve
Munzuroglu 2006, Kog¢ vd. 2012).

Tibbi acidan diisiiniildiiglinde agir metal zehirlenmesi demir, mangan, alliminyum ve
arsenik gibi metallerin asirt miktarda alinmasiyla meydana gelmektedir. Toksik etki
olusturan biitiin metaller agir metal zehirlenmesi igerisinde degerlendirilmemektedir.
Ornegin bizmut en agir elementlerden biri olmasina karsin toksisitesi diisiik oldugundan

bu grupta yer almamaktadir (Duffus 2002).

Agir metal kirliligi tarimsal alanlarda iiriin kalitesinin ve verimin diismesine sebep
olmaktadir. Fakat bu metallerin yine toprakta bulundugu miktar toksisitesi agisindan
onemlidir. Ornegin; krom, nikel ve kursun agir metalleri toprakta 10-100 mg/kg
arasinda, kadmiyum ise 1 mg/kg’in altinda ise toksik etki yaratmamaktadir. Bu oran
bakir i¢in 0,1 mg/kg’dir. Bu elementlerin topraktaki miktarlar1 bu rakamlarin tizerine
cikmadiklart siirece olumsuz etkileri goriilmemektedir. Bu sinirlar asildigit zaman
kadmiyum ve kursun ¢ok onemli bir kirletici halini almaktadir (Kirbag vd. 2005, Okcu
vd. 2009).
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Genel olarak diisiiniildiigiinde toprak ya da sudaki agir metal kirliliginden en ¢ok
etkilenen canli grubu bitkilerdir. Agir metaller bitkilerde de fonksiyonel bir ¢ok
biyomolekiile zarar vererek oksidatif strese neden olmaktadir. Siiperoksit anyonu (Oz-),
hidrojen peroksit (H20,) veya hidroksil radikali (OH-) gibi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumuna sebep olmakta bu da tiim canlilarda oldugu gibi bitkilerde de genetik
materyalde hasar olugsmasi yani genotoksisiteye yol agmaktadir (Assche ve Clijters
1990, Conte vd. 1998, Savva 1998, Steinkellner vd. 1998, Hall 2002, Burzynski ve
Klobus 2004, Kog vd. 2012).

1.8 Bitkilerde Agir Metal Stresine Kars1 Olusturulan Cevaplar
1.8.1 Oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu bitkilerin normal yagami boyunca siire gelen
bir olaydir ve seviyesi % 1 civarindadir. Fakat herhangi bir stres karsisinda bu olusum
cok fazla artarak hiicresel i¢ dengeyi bozmaktadir. Bitkilerde agir metallerin sebep
oldugu stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunda artisa neden olmaktadir. Asgiri
enerjiye sahip oksijen molekiiliine farkli sayida elektron transferi sonucunda siiperoksit
anyonu (Oy), hidrojen peroksit (H,O,) veya hidroksil radikali (OH-) gibi reaktif oksijen
tirleri (ROS) olusmaktadir (Mithofer 2004, Moller 2007) (Sekil 1.15).

Proteinlerin Lipid
oksidasyonu . Peroksidasyonu
" (Hiicre zan yapisi)

Niikleik Asitlerin Karbonhidratlarin
Oksidasyonu Reaktif , Oksidasyonu
(Mutasyonlar) Oksijen

Turleri

indirgenmis Glutasyon,
Antioksidanlar

Sekil 1.15 Reaktif oksijen tiirlerinin etkileyebilecegi yapilar (Donaldson, 1994’ten
degistirilerek alinmistir)
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Hiicre igerisinde yiikseltgenmis formlarda bulunan metal iyonlar1 (Fe* 3, Cu* 2), O, -
varhiginda indirgenerek H,0,’in OH- radikaline doniigiimiini katalizler (Dietz 1999,
Vranova 2002) (Sekil 1.16).

= &, 2H" - H . e, H
0, ——p 0] =21y HO, =L OH =L HO

Fe*

Cu*
Haber-Weiss / Fenton
Reaksiyonu
Fe*?

Cu

Sekil 1.16 Molekiiler oksijenden reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve Haber-Weiss ve
Fentom reaksiyonu (Vranova vd. 2002, Yildiz vd. 2011)

Bitkilerde reaktif oksijen tiirleri (ROS), kloroplast ve mitokondri gibi organellerde
elektron transfer siirecinde ve peroksizomlar da olusmaktadir. Kisacasi fotosentez,

solunum ve bazi metabolik olaylar esnasinda tiretilmektedir (Yildiz vd. 2011).

Agir metaller, yapilarina 6zgii gesitli tastyicilar yoluyla hiicre i¢ine alinmakta ve gesitli
agir metal redoks tepkimeleriyle metabolizmay: etkileyerek organeller de reaktif oksijen

tiirlerinin olusumuna sebep olmaktadir (Yildiz vd. 2011) (Sekil 1.17, 1.18).
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Sekil 1.17 Agir metal bagh olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu (Sharma
2008, Yildiz vd. 2011).

H-O+0-

Hucresel
Solunum Katalaz
ﬂ SOD GPx

Oksidatif  ——, O,-. — > H,0, —— > H-0

Yanma ﬁ
Cevresel
Faktérler

Protein Lipid
Peroksidasyonu <— *::>Peroksidasyonu

DNA Hasari

Sekil 1.18 Hidroksil radikalinin olusumu ve etkileri (www.biozentrum.uni-frankfurt.de
2008)

1.8.2 Lipid peroksidasyonu

Bitkilerde agir metal stresi lipid peroksidasyonuna neden olan reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu arttirmaktadir. Lipid peroksidasyonu; hiicredeki yapisal lipidlerin ve
ozellikle hiicre membraninin dogal yapisinda bulunan lipidlerin

(bilesimlerindeki doymamis yag asitlerinin) oksijenle yiikseltgenmesi olup bunun
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sonucu aldehit, keton, hidroksi asitler gibi yapilarin olusmasidir. Bu olusumu metaller
katalize etmektedir. Hiicre membranindaki lipid peroksidasyonu, membran
akigkanliginin ve membran potansiyelinin azalmasina, organellerin ve hiicre
biitlinliigiiniin bozulmasia yol agabilir. Ayrica lipid peroksidayonu sonucu olusan
malondialdehitler (MDA) DNA ve ¢ogu yapisal proteinin yapisinin bozulmasina neden
olmaktadir (Belitz ve Grosch 1987).

1.9 Bitkilerde Agir Metallerin Detoksifikasyon (Giderim) Mekanizmalari

Bitkiler, agir metallerin detoksifikasyonu (giderimi) konusunda pek ¢ok mekanizma
gelistirmislerdir. Agir metallerin zararl etkilerini ortadan kaldirmak ya da en aza
indirgemek i¢in bitkilerin gelistirdigi mekanizmalar bitki koklerinden salgilanan
organik asitler sayesinde baglanmasi, metallotiyoneinler (MT’ler) tarafindan
selatlanarak alikonulmasi, metal stresine karsi iiretilen 6zel proteinler, antioksidant
bilesikler, prolin birikimi ve alternatif oksidaz yollarnin tercihi gibi mekanizmalardir

(Cobbett vd. 2002, Hall 2002, Mittler 2002, Y1ldiz vd. 2011) (Sekil 1.19).

M
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@ |® l(z} 3 Ektomikorizal kil

— %

(1) Mikorizalar sayesinde kdklere metal

N ATP hareketinin kisitlanmasi
, (2) Metallerin cesitli salgilarla
PC'ler =—— PC-M o PC-M baglanmasi
/‘ (3) Hiicre zan tarafindan agir metallerin
M——p — MTler hiicre igine alimimimin kisitlanmasi
(5) Disik metal Yiksak metal (4) Apoplastla agir metallerin disan
Asifler  Kensanirasyonu konsantrasyonu atilmas o
. (5) Agir metallerin ligandlarla
M ¥ selatlanmasi
H (6) Hiicre zaninin yeniden
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HUCRE GEPERI

Yiksek metal konsanirasyonu

Sekil 1.19 Bitki hiicrelerinde agir metal detoksifikasyon mekanizmasi (Marschner 2002,
Yildiz vd. 2011)
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1.9.1 Organik asitler

Bitki kokleri tarafindan salgilanan sitrik asit, malik asit, karboksilik asitler ve histidin
gibi aminoasitler toprakta bulunan metallerin detoksifikasyonu ic¢in potansiyel
ligandlardir. Kok etrafina salgilanan bu organik asitler metalleri baglayarak etkilerini

kaldirmakta ya da en aza indirgemektedir (Rauser vd. 1999, Diwan vd. 2010)

1.9.2 Antioksidant bilesikler

Bitkilerin agir metal stresine kars1 gelistirdikleri antioksidant bilesikler ¢cok sayida farkl
enzimlerden ve enzimatik olmayan molekiillerden olusmaktadir. Bitkilerdeki
antioksidant enzimlerin ve molekiillerin bazilar1 sunlardir: (Noctor vd. 1998, Gupta vd.
2005).

Stiperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT),

Askorbat peroksidaz (APX),
Glutatyon rediiktaz (GR),
Dehidroaskorbat,

Rediiktaz (DHAR),

Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR),
Glutatyon (GSH),

Askorbik asit (AsA),

a-tokoferol,

Lipoik asit,

vV Vv VY Vv VY ¥V VYV ¥V V V V VY

Karotenoidler’dir.
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1.9.3 Prolin birikimi

Bitkilerde stres aminoasidi olarak da bilinen prolin, bitkilerin karsilastigi pek gok strese
(tuz, kuraklik, soguk vb.) karsi savunma mekanizmasiin bir pargasidir. Prolinin agir
metal stresine karsi artan reaktif oksijen tiirlerinin giderilmesinde rol aldigi ifade
edilmektedir. Prolin hiicrede pek ¢ok 6nemli metabolik olaylarda kritik fonksiyonlara
sahip bir aminoasittir. Bu yiizden her tiirlii streste hiicre i¢i birikimi artarak i¢ dengenin
korunmasinda ya da yeniden diizenlenmesinde gorev alir. Prolinin hiicrede olagan dis1
birikimi sadece stresten degil stresin sebep oldugu olaylardan da kaynaklanabilir.
Omnegin; lipid peroksidasyonu sonucu olusan hiicresel zarar sonucunda prolin sentezi
aktif hale gecer. Yani dolayli yoldan etkilenmis olur. Prolin metalleri baglayabilme
yetenegine sahip bir aminoasittir. Agir metalleri selatlama yoluyla etkisiz hale
getirebilmektedir. Ayrica agir metalleri baglayan proteinlerde saperon gorevi yaparak

bu proteinlerin yapisint korur (Siripornadulsil 2002).

1.9.4 Metallotiyoneinler ve fitoslatinler

Metallotiyoneinler sistein aminoasidince zengin ¢ok uzun olmayan polipeptidlerden
olusan tiyol gruplart sayesinde metal baglayict proteinlerdir (Kagi 1991).
Metallotiyoneinler  sisteinin ~ durumuna  gore  gruplandirilmaktadir.  Bitki
metallotiyoneinleri sisteince zengin 2 islevsel bolgeye sahiptirler. Sisteinin pozisyonuna
gore 4 gruba ayrilirlar. 1. 2. ve 3. grup metallotiyoneinler bakir agir metaline karsi
homeostazisi saglamakla gorevlidir. 4. grup metallotiyoneinler ise ¢inko agir metaline
kars1 fonksiyonel olarak gorev yaptig diisiinlilmektedir. Sadece bakir ve ¢inkoya karsi
degil esansiyel olmayan diger metallere karsi da baglayict gorev yaptiklart ifade

edilmistir (Guo vd. 2003).

Metallotiyoneinler hakkinda pek ¢ok ¢alisma olmasiyla birlikte Cobbett ve Goldsbrogg
(2002) ve Mir vd. (2004)’nin arastirmalarinda metallotiyoneinlerin genel anlamda
homeostaziste gorev aldiklar1 ve agir metallere karst direng gelistirme konusunda

fonksiyonel olduklarini belirtmislerdir. Ozellikle agir metal stresine maruz kalan
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bitkilerde metallotiyoneinlerin yogun sekilde transkripte olduklari gozlemlenmistir

(Cobbett ve Goldsbrogg 2002, Mir vd. 2004).

Fitoselatinler ise metallotiyoneinlere kiyasla nispeten daha kiiciik metal baglayici
polipeptidler olup agir metal varliginda fitoselatin sentaz enzimi tarafindan glutatyon
kullanilarak sentezlenmektedir. Fitogelatin glutamin, sistein ve glisin aminoasitlerinden
olusan bir polipeptitdir. Fitoselatinlerin de metallotiyoneinler gibi agir metalleri
baglayarak zararlarini en aza indirgemek igin gorevli yapilar oldugu pek ¢ok calismada

belirtilmistir (Iglesia-Turino vd. 2006, Guo vd. 2008, Clemens ve Persoh 2009).

1.9.5 Alternatif oksidaz yolu

Bitkilerde solunum esnasinda reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin engellenebilmesi igin
mitokondriyal ve kloroplast elektron tasima sistemindeki aktif halde bulunan elektronlar
normal Oy’nin O,-’ye degil de suya indirgenmesi i¢in alternatif oksidaz yoluna
saptirirlar. Bu sayede reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi azaltilmaktadir (Maxwell 1999,
Juszczuk ve Rychter 2003). Agir metal stresine maruz kalmig bitkilerde alternatif
oksidaz yolunun fonksiyonel olarak yogunlastigini ifade eden calismalar mevcuttur.
Fakat agir metal ve alternatif oksidaz yolu arasindaki iliski tam olarak aciga

kavusturulmus degildir (Castro-Guerrero 2008, Prado 2010).

1.9.6 Stres proteinleri

Agir metal stresine maruz kalan bitkilerde pek ¢ok proteinin iiretimi artmaktadir. Genel
stres proteinleri olarak bilinen 1s1-sok proteinleri (HSP) agir metal stresine karsi iiretimi
artan proteinlerden biridir. Uretiminin artmasi agir metale kars1 stres cevabi olarak ifade

edilmistir (Delhaize 1989, Hall 2002).
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1.10 Yag Asitleri ve Yag Asidi Desatiirazlar (Doniistiiriiciiler)

Dogal yaglar yapisal olarak gliserol ve yag asitlerinden olusmaktadir. Gliserol biitiin
yaglarda sabitken diger bilesen olan yag asitleri farkli bitkilerde degisik
kompozisyonlarda bulunmaktadir (Baydar 2000). Bu yag asitleri doymus yag asitleri
(saturated fatty acid) ve doymamis yag asitleri (unsaturated fatty acid) olarak 2 grupta
simiflandirilirlar. Doymus yag asitleri karbon atomlari arasinda tek bir bag olan,
normalde oda kosullarinda kat1 halde bulunan yag asitleridir. Bu yaglara doymus yaglar
da denir. Doymamuis yag asitleri ise karbon zinciri iizerinde karbon atomlar1 arasinda bir
ya da daha fazla cift bag iceren yag asitleridir (Sekil 1.20). Bu yag asitlerince zengin
olan yaglara doymamis yaglar denirken oda kosullarinda sivi halde bulunurlar. Bu
doymamis yaglar viicuda disaridan alinmasi gereken yag asitleri olup genellikle bitkisel

kaynaklidir (Nas vd. 2001, Kiimeli 2006).

Doymus
Yag Asitleri

. -
T-6-z
. -
I—(!)—I
I—(l')—I
S -
I—(l')—I
I—(:1—1

nH
ST
H HHHHHHMH

H H H

I | |
—C—C=C—C—C=C—C— Coklu Doymamig

Yag Asitleri
(I R T

H HHHHHH
Sekil 1.20 Doymus ve doymamus (tekli ve ¢oklu) yag asitlerinin molekiiler yapilar

Doymamis yag asitleri kendi igerisinde tekli doymamis (yapisinda tek ¢ift bag bulunan)
ve coklu doymamis (birden cok c¢ift bag bulunan) yag asitleri olarak 2 gruba
ayrilmaktadir. Palmitoleik asit (C16:1) ile oleik asit (C18:1) tekli doymamis yaglarin en
onemli iyesidir. Linoleik (C18:2) ve a-linolenik (C18:3) yag asitleri ise coklu
doymamis yag asitlerine 6rnektir (Nas vd. 2001, Kayahan 2003).
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Yag asidi desatiirazlar; bir yag asidi zincirinde iki karbon atomu arasindaki tekli bagi
(C-0), ¢ift baga (C=C) doniistiiren enzimlerdir. Olusan bu ¢ift bag genellikle doymamis
olarak adlandirilir ve bu reaksiyon desatiiraz enzimleri tarafindan katalize edilir. Bu
reaksiyonun olmasi i¢in oksijen gereklidir yani aerobik kosullarda gerceklesir. Evrensel
Ozellik tasiyan yag asidi desatiirazlar Escherichia coli gibi bazi bakteriler harig
incelenen tiim organizmalarda bulunmustur (Harwood 1980, Stumpf 1980, Jaworski
1987).

Yag asitleri bitkilerde kloroplastlarda, insan, hayvan, maya ve mantarlarda ise
sitoplazmada asetatlardan sentezlenmektedir. Her iki tipte yag asidi sentezi, doymus yag
asitleri olarak iiretilir ve bunlar doymamis yag asitlerine, desatlirazlar tarafindan
katalize edilen reaksiyonlar araciligiyla doniistiiriiliir (Schweizer vd. 1978, Tsukamoto
vd. 1983).

Uc tiir yag asidi desatiirazi vardir: Bunlar; asetil-CoA, asetil-ACP (asetil tasiyici
proteinler) ve asetil-lipid desatiirazlardir (Murata ve Wada 1995).

Bitkilerde ve siyanobakterilerde ¢ogu desatiirasyon reaksiyonu yag asitlerine doymamis
baglar getiren asetil-lipit desatiirazlar tarafindan katalize edilir. Bitki hiicrelerinin
plastidlerinde asetil-ACP desatiirazlar da vardir ve asetil tasiyici proteinlere (ACP)
baglanan yag asitlerindeki ¢ift bag olusumunu katalizler. Asetil-CoA desatiirazlar ise
hayvan, maya ve mantar hiicrelerinde bulunur ve koenzim A’ya (CoA) bagh olan yag
asitlerini doymamis yag haline getirirler. Her yag asidi desatiirazi, bir yag asetil
zincirinde, ornegin A9, A12 veya A6 gibi belirli bir pozisyonda doymamis bir bag
olusturur (Murata vd. 1992, Macartney 1994, Murata ve Wada 1995).

Aspir bitkisi de yliksek kaliteli yenilebilir yaglar icin yetistirilen yagli tohumlu bir
bitkidir. Oleik asit (C18: '*°) ve linoleik asit (C18: **°*'?) aspir yaginda bulunan iki ana
yag asidi olup toplam yag asitlerinin yaklasik % 90’11 olusturur. Geleneksel aspir yagi,
nispeten yiiksek linoleik asit igerigi ile diger yagli tohumlu iirlinlerin ¢oguna kiyasla

yaklasik % 70 ile karakterizedir. Son otuz yilda, ¢esitli ¢calismalar ve ciftciler tarafindan
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yiiksek seviyelerde oleik asit (% 75-84) veya linoleik asit (% 71-89) igeren ¢ok sayida
aspir bitkisi kiiltiire alinmistir (Babaoglu 2007).

1.10.1 Yiiksek bitkilerde yag asidi desatiirazlar ve sorumlu genler

Bitkilerdeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) ana fraksiyonlar1 doymamis yag
asitleridir. Bu doymamis yag asitlerinin desatiirazlar ile reaksiyonu sonucu linoleik (LA:
C18: 22?412y ve g-linolenik (C18: ****12215) yag asitleri olmak iizere 2 grup cift bagl yag
asitleri olusur. Bu 2 bilesik, Okaryotik hiicrelerde membran lipidleri ve depolama
lipidlerinin énemli yapisal bilesenleridir. Onemli fizyolojik rollerine ek olarak, LA ve
ALA insan saglig1 ve beslenmesi icin de gereklidir ve disaridan alinmas1 gerekmektedir

(Ohlrogge ve Browse 1995, Falcone vd. 2004, Tang vd. 2005).

Yiiksek bitkilerde c¢oklu doymamis yag asitlerinin kloroplast ve endoplazmik
retikulumda bir grup yag asiti desatiiraz enzimi sayesinde doniigiimii yapilmaktadir. Bu
dontigiim bitkilerin farkli organlarinda farkli desatiirazlar tarafindan gergeklesmektedir.
Ornegin; aspir bitkisinde FAD3 (fatty acid desaturase-3) ¢icek kisminda yag asitlerinin
dontisiimiinti gerceklestirmektedir. FAD7 ve FADS desatiirazlar ise yaprak, kok ve az

da olsa ¢igek kisminda desatiirasyondan sorumlu enzimlerdir (Guan vd. 2012a, b).

1.11 Aspir Bitkisi ve FAD2 Geni

FAD2 genleri tarafindan kodlanan FAD2 enzimleri, ¢coklu doymamis yag asitlerinin
biyosentez yolaginda yer alan yag asidi desatiirazlardan biridir. ilk olarak FAD2 geni
Arobidopsis thaliana bitkisinden izole edilmistir (Okuley vd. 1994). Daha sonra yapilan
calismalar neticesinde FAD2 geni soya fasiilyesi, kolza, pamuk, yer fistig1, keten gibi
bir ¢ok yag bitkisinden de izole edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Arabidopsis’te
tek bir FAD2 geni bulunmaktayken diger bitki tiirlerinde FAD2 kiiciik gen aileleri
tarafindan kodlanmaktadir. Soya fasiilyesinde FAD2 genini kodlayan dort farkli {iye
varken, pamukta 3 farkli FAD2 geni mevcuttur (Scheffler vd. 1997, Heppard vd. 1999,
Liu 19993, b, Pirtle vd. 2001, Li vd. 2007, Zhang vd. 2009).
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Biitiin bu bilgiler dahilinde Cao vd. (2013) aspir bitkisinin farkli organlarinda farkli
diizeylerde kodlanan FAD2 gen ailesine ait 11 farkli FAD2 genini izole etmislerdir. 11
farkl1 FAD2 geninin filogenetik analizi yapilmis ve bunlarin genomik yapisal 6zellikleri
belirtilmistir. Tespit edilen bu 11 farkli FAD2 geninin aspir bitkisinin farkli
organlarindaki ekspresyonu sekil 1.20°de verilmistir (Cao vd. 2013).
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Sekil 1.21 FAD2 geninin aspir bitkisinin farkli dokularindaki karsilastirmali ifade
diizeyleri (Cao vd. 2013’ten degistirilerek alinmigtir)
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2. KAYNAK OZETLERIi

Aspir konusunda yapilan literatiir taramasinda gerek diinya genelinde gerekse
Tirkiye’de yapilan arastirmalarin oldukga sinirli oldugu goriilmiistiir. Literatiir taramasi
sonucu elde edilen bilgiler ¢aligmamizin konusuna paralel olarak ii¢ ana kisimda
toparlanarak sunulmustur. Ik boliimde aspir bitkisinin onemi ele almirken, ikinci
boliimde ¢alismanin konusunu olusturan agir metaller ve agir metallerin aspir bitkisiyle
ilgisi olan ¢alismalar degerlendirilmistir. Ugiincii ve son boliimde ise ¢alismamizin asil

kismin1 olusturan aspir bitkisiyle yapilmis molekiiler biyolojik ¢aligmalar incelenmistir.

Aspir bitkisi yagli tohumlara sahip 6nemli bir yag bitkisidir. Neredeyse son on yila
kadar aspir bitkisinin 6nemi anlagilamamis, diinya genelinde tarima ve ekonomiye
olabilecek katkisi tam olarak saglanamamistir. Bunun nedenleri arasinda aspir bitkisinin
tariminin sinirh alanlarda sadece bolgesel yapilmis olmasi ve ekimiyle ilgili istatistiksel
bilgilerin tutulmamasi gosterilmektedir. Cok uzun bir ge¢misi olmasina ragmen aspir

bitkisiyle alakali bilgilerin sinirli olmasi bu nedene dayanmaktadir (Gilbert 2008).

Esendal (2001) aspir bitkisinin Tiirkiye’deki durumunu degerlendirmis ve yapilan
aragtirmalarmin yetersiz oldugunu vurgulamistir. Uzunca bir siiredir aspir tariminin
yapiliyor olmasina ragmen verilerin ¢ok az olmasina, ekim alanlarinin bélgesel ve
sinirl1 olmasindan dolay: tiretiminin azligina ve ekonomik agidan girdilerinin ¢ok az

olduguna dikkat ¢ekmis ve 6neminin bu yiizden anlasilamadigini belirtmistir.

Onemli bir yag bitkisi olan aspir (Carthamus tinctorius L.) amerikan safrani, boyaci
safran, kir safrani, boyaci aspiri, haspir ve zaferan olarak adlandirilmaktadir. Ticari
kullanimda safran bitkisiyle karistirildigindan ‘yalanci safran’ da denilmektedir. Aspir
bitkisinin kullantminin milattan 6nceye dayanan ve yaklagik 3500 yillik bir ge¢mise
sahip oldugu kayitlardan anlasilmaktadir. Giiney Asya’dan orijin aldigi daha sonra
Ortadogu bdlgesinde ve Akdeniz kiyilarima dogru yayildigi bilinmektedir. Bu
tarihlerden beri Misir, Cin, Hindistan ve Japonya’da ekimi yapilmaktadir (Weiss 1971,
Ashri 1973, Yenice ve Bayraktar 1996, Johnson vd. 2001).
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Singh ve Nimbkar (2006), Babaoglu (2006) ve Uher (2008) yaptiklar1 c¢aligmalarda
aspir bitkisinin ¢ok amacgl kullanimimin oldugunu belirtmislerdir. Bitkisel yag olarak
kullanimindan, yem sanayisine, ¢icekgilikte kullanimindan boya sanayisine, ilag
sektoriinden kozmetik, kagit ve margarin gibi pek ¢ok sektérde kullaniminin oldugunu

vurgulamiglardir.

Son zamanlarda ise tohumlarindaki yag iceriginin yiiksek olmasi sebebiyle dnemli bir
yag bitkisi olarak kullanilmaya baslandigi ve pek ¢ok c¢esidinin bu amagla kiiltiire
alindig1 bildirilmistir (Dajue ve Miindel 1996, Babaoglu 2007, Ahwalat 2008, Anonim
2010, Anonim 2011, Er vd. 2011).

Johnson ve Jimmerson (2003) aspir bitkisinin yag bitkisi olarak Onemini
vurgulanuglardir. Igerdigi ortalama yag oran1 % 30-45 arasinda degisebilen aspir
bitkisinin yag i¢eriginde 2 6nemli yag asidi bulunmaktadir. Birincisi; linoleik (Omega-
6) yag asidi olup kimya ve yem sanayinde onemli hammadde kaynagidir. Digeri ise
oleik (Omega-9, zeytinyagi kalitesine yakin) yag asit olup, yemeklik olarak
kullanilabilecek kaliteli bir yag ¢esididir.

Kaya vd. (2009)’nin yaptiklari ¢alismada Edirne Kesan ve Liileburgaz’daki verim
denemelerindeki orta oleik aday ve standart yiiksek oleik hibritlerde, oleik asit
oranlarinin ayni tarlada ekilen normal tiplerden etkilenme durumlarinin belirlenmesi
amaciyla her bir denemedeki hibritlerin tablalar1 gigeklenmeden Once bez torbayla
kapatilmistir. Bu kapatilan ve aciktaki bitkilerden 6rnekler alinmis ve oleik asit oranlari
belirlenmistir. Calisma sonucunda oleik asit oranlarinda agiktaki bitkilerde bez torbayla
kapali olanlara gore kontrol ¢esitlerinde ortalama % 3,9 aday ¢esitlerde ise % 3,8

oraninda bir diisiis belirlenmistir.

Babaoglu (2006), Miindel (2008) ve Kartha (2010) insan saglig1 acisindan Onemi
yiiksek olan doymamis yag asidi oraninin aspir bitkisinde oldukga yiiksek oldugunu
belirtmiglerdir. Aygiceginde % 86 civarinda olan bu oranin aspir bitkisinde % 90-93

seviyelerinde oldugu rapor edilmistir. Omega 9 (oleik yag asidi) igerdiginden aspir
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yagmin en az zeytinyagi kadar kaliteli ve saglikli oldugu da vurgulanmistir (Babaoglu

2006, Miindel 2008, Kartha, 2010).

Gelisen teknolojiyle beraber giindeme gelen diger bir konu ise biyodizel tiretimidir.
Biyodizel yapiminda kullanilan yaklasik 50°ye yakin bitki tiirii bulunmaktadir. Bunlarin
basinda gelen aspir bitkisinin biyodizel tiretiminde degerlendirilecek 6nemli potansiyele
sahip oldugu ve son yillarda iiretilen aspir tohumlarinin kullaniminin da bu ydnde

oldugu belirtilmektedir (Karabas 2013).

Akinerdem ve Oztiirk (2008) yaptiklari ¢aligmada Tiirkiye’de tescilli olan Remzibey-05
ve Dinger gesitlerinin tohumlarinin sahip oldugu yaglari igerik ve 6zellik bakimindan

normal kullanimda olan motorin ile karsilastirmasini yapmislardir.

Bergman ve Charles (2008)’1n yaptiklar1 ¢alismada aspirin biyodizel olarak kullanilan
diger yag bitkilerinden daha fazla avantajlarinin olduguna ve biyodizel hammaddesi
konusunda aspirin ekonomik getirilerinin digerlerine kiyasla daha fazla olacagina vurgu

yapmuslardr.

Babaoglu (2005, 2006, 2007) tarafindan yapilan arastirmalarda aspir bitkisinin
Tiirkiye’nin degisik bdolgelerinde rahatlikla ekiminin yapilabilecegi belirtilmistir.
Yetistirilme sartlart agisindan tilkemizin cografi yapisina ¢ok uygun oldugu, aspir
bitkisinin az yagis alan lilkemizde neredeyse sulama yapmadan bile liretiminin miimkiin

olabilecegi bildirilmistir.

Cosge vd. (2007)’nin yaptiklar1 ¢aligmada ekim zamanin tohumdaki yag igerigine olan
etkisini {i¢ farkli aspir ¢esidinde (Remzibey-05, Dinger ve Yenice) arastirmiglardir.
Ekim zamanlarimi kis ve ilkbahar ekimi olarak belirlemislerdir. Calisma sonucunda,
cesitlerin tohum icerigindeki yag oranmin degistigi ve kis ekiminde yag artisinin en
fazla Remzibey cesidinde oldugu bildirilmistir. Ayrica yapilan bu ¢aligmada birgok

faktoriin aspirin tohumunda yag igerigini etkiledigi de gosterilmistir.
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Asgarpanah ve Kazemivash (2013)’m yaptig1 genis kapsamli arastirmada aspir
bitkisinin farmakolojik 6zellikleri ele alinmistir. Aspir bitki ekstraktlarinin ve yaginin
diinya c¢apinda ilag sektoriinde ¢ok amagh kullanimi degerlendirilmistir. Aspirin
analjezik, antipiretik, antioksidan, anti-inflamatuar ve antidiyabetik aktiviteleri ve
zehirlenmeye karsi bir panzehir etkisinin oldugunu rapor etmislerdir. Kimyasal icerik
degerlendirmesinde kartamin, kartamidin, izokartamidin, hidroksisafran sar1 A, safran
sar1-A, safflamin-C ve luteolin gibi maddelerin elde edilen ana bilesikler oldugu
belirtilmistir. Ayrica karyofilen, p-alliltoluen, 1-asetoksitetralin ve henoksan gibi
bilesiklerin aspir bitkisinin ¢i¢eklerinden elde edilen ugucu yag igeriginde bulundugu

tespit edilmistir.

Serim vd. (2015)’nin yaptiklar1 caligmada aspir ekiminde ¢ok Onemli olan yabanci
otlarla miicadeleden bahsetmislerdir. Aspir bitkisinin gelisiminin ilk 3-4 haftalik
doneminde yabanci otlarla rekabet etmesi olduk¢a zordur. Bu yiizden yabanci otlardan
cok etkilenir. Bu sebeple, ekimden dnce tarlanin bir herbisit (ot ilaci) ile ilaglanmas1 ve
ilacin topraga karnstirilmas: gerekir veya c¢ikistan hemen once tarla yiizeyine
uygulanmas1 gerekmektedir. Yapilan ¢alismada Ankara ilinde aspir tariminin yapildigi
alanlarda siklikla rastlanan yabanci otlar belirlenmis ve bu otlarla miicadelede
kullanilacak herbisitlerin tespit edilen yabanci ot florasina 6zgii olabilecegini ve bu
sayede herbisitlerin aspir {lizerindeki olumsuz etkilerinin daha az olabilecegini

belirtmislerdir.

Ogiit vd. (2015) tarafindan yapilan calismada Remzibey-05 ve Balci gesitlerinden elde
edilen yaglardan biyodizel iiretimi tiizerine fosfor giibre uygulamasinin etkileri
arastirillmistir. Bu c¢alismada hektar basina farkli miktarlarda fosfor giibrelemesi
yapilmustir. Daha sonra bu c¢esitlerden elde edilen yaglardan fosfor uzaklastirilmistir.
Elde edilen yaglarin kompozisyonu belirlenmis ve iiretilen biyodizelin teknik 6zellikleri
belirlenmistir. Degerlendirme sonucunda fosfor gilibrelemesinin biyodizel iiretimi ve
kalitesi acisindan 6nemli oldugu, tohum ve yagdaki fosfor oraninin azaltilarak biyodizel

iretim maliyetinin diisiiriilebilecegi vurgulanmistir.

38



Sahin ve Tasligil (2016)’in yaptiklar1 ¢alismada aspirin Tiirkiye i¢in stratejik dneme
sahip yagli tohumlu bir bitki oldugunu belirtmislerdir. Aspir bitkisiyle ilgili pek ¢ok
konuya deginen arastirmacilar gerek kullanim alan1 gerekse elde edilen iiriin cesitliligi
acisindan ilerleyen yillarda aspirin Tiirk tarim hayatinda adindan ¢okcga s6z edilecegini
vurgulamiglardir. Ayrica aspirin pek ¢ok alanda kullaniminin olmasmin yani sira
potansiyel bir enerji (biyo-dizel) bitkisi oldugunu, bu konuda pek ¢ok calismalarin

yapildigini ve ilerlemelerin kaydedildigini belirtmislerdir.

Oz (2016) galismasinda dort farkli aspir ¢esidinin mevsimsel ekim farkliliklarinin aspir
bitkisi tizerindeki etkisini pek ¢ok parametreyi kiyaslayarak degerlendirmistir. 2013-
2015 yillart arasinda gergeklestirdigi calismasinda aspir ekiminde ilkbahar ve sonhabar
mevsimleri arasinda verimsel acgidan farklilik oldugunu en iyi verimin sonbahar
ekiminde alindigini belirtmistir. Bunu da sonbaharda ekilen aspir bitkisinin kig mevsimi
boyunca kok gelisiminin daha iyi olmasina baglamistir. Ayrica dort farkll aspir ¢esidi
arasinda sonbaharda ekimi yapilan Remzibey c¢esidinin en yiiksek tohum verimini

verdigini rapor etmistir.

Genel olarak diislintildiigiinde toprak ya da sudaki agir metal kirliliginden en ¢ok
etkilenen canli grubu bitkilerdir. Agir metaller bitkilerde de fonksiyonel bir¢ok biyo-
molekiile zarar vererek oksidatif strese neden olmaktadir ve bu da bitkilerde genetik
materyalde hasar olugsmasina yani genotoksisiteye yol agcmaktadir (Assche ve Clijters
1990, Conte vd. 1998, Savva 1998, Steinkellner vd. 1998, Hall 2002, Burzynski ve
Klobus 2004, Kog vd. 2012).

Houshmandfar ve Moraghebi (2011) yaptiklar1 ¢alismada kadmiyum, bakir, nikel ve
cinko agir metallerinden olusan ¢6zeltinin aspir bitkisi tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide
gelisimi iizerine etkilerini arastirmislardir. Bu agir metal ¢ozeltisinin aspir bitkisi
tizerinde toksik etkiler yarattigini ve buna bagli olarak tohum ¢imlenmesi ve fide

bliylimesinin olumsuz yonde etkilendigini vurgulamiglardir.
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Madaan vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada aspir bitkisi {izerine selenyum (Se) ve
civa (Hg) agir metallerinin etkileri arastirilmistir. 10* M konsantrasyondaki selenyum
ve civa agir metal streslerine 8 giin boyunca maruz kalan aspir bitkisinin kok ve olgun
yapraklarinda meydana gelen degisimler agir metal birikimi agisindan incelenmistir.
Koklerin gelisiminde énemli 6lgiide gerileme olurken toprak {istli organlarda gelisime
etkisi daha olmustur. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, siirgiinlerde biriken civa ve

selenyum miktarinin, koklerdekilere gore cok daha az oldugunu ortaya koymustur.

Namdjoyan vd. (2012a)’nin yaptiklar1 ¢alismada kadmiyum agir metalinin aspir
bitkisinin farkli dokularinda antioksidant bilesikler olan a-tokoferol, fitoselatin,
glutatyon ve bazi non-protein tiyoller iizerine etkileri aragtirilmigtir. Kadmiyum stresine
bagl olarak koklerde fitoselatin ve non-protein tiyol seviyelerinde artis oldugunu, o-
tokoferol ve glutatyon sentezinin azaldigini belirtmislerdir. Ayrica aspir bitkisinin

kadmiyum i¢in hiperakumiilator olabilecegini de vurgulamislardir.

Namdjoyan vd. (2012b)’nin yaptiklar1 diger bir ¢alismada farkli konsantrasyonlarda (0-
100 uM) kadmiyum agir metal stresine maruz birakilan aspir bitkisinin kallus yapisina
etkileri, kadmiyum birikimleri ve antioksidatif yanitlar incelenmistir. 75 uM ve 100 uM
konsantrasyonlarindaki kadmiyum stresi kallus biiyiimesini sirasiyla % 25 ve % 46
oraninda inhibe etmistir. Kalluslardaki kadmiyum birikimi de artan konsantrasyonla
birlikte artis gostermistir. Kalluslarda 100 uM konsantrasyonda biriken kadmiyum
miktar1 334 mg/kg olarak ol¢iilmiistiir. 75 uM konsantrasyona kadar glutatyon (GSH)
ve antioksidan enzim aktivitesinin yiikseldigi daha sonra da azaldigi belirtilmistir.
Ayrica o-tokoferol diizeyi ise artan kadmiyum konsantrasyonuna paralel olarak artis

gostermistir.

Moosavi vd. (2012) elektronik endiistrisinde yaygin olarak kullanilan kursun (Pb) ve
kadmiyum (Cd) agir metallerinin kanola, bugday ve aspir tohumlarinin ¢imlenme
yiizdesine kok ve siirgiinlerin uzamasina olan etkilerini arastirmiglardir. Farkli
konsantrasyonlarda (50, 200, 350, 500 ve 1000 ppm) agir metal iceren ¢ozeltilerdeki
islemlerden sonra tohumlar ¢imlendirilmistir. Sonuglara gore tiim uygulamalarda agir

metal ¢ozeltisinin konsantrasyonu arttikga tohum ¢imlenme yiizdesinin, kok ve siirgiin
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uzunlugunun azaldigi gozlemlenmistir. Ozellikle 500 ppm kadmiyum agir metal
stresinden sonra ¢imlenme olmazken 350 ve 500 ppm konsantrasyonlarinda fide

bliylime ve gelismesinin olmadigi belirtilmistir.

Azevedo vd. (2005) ile Moradi ve Ehsanzadeh (2015) tarafindan yapilan ¢alismalarda,
kadmiyum (Cd) agir metalinin aspir bitkisinde fotosentez ve fide gelisimi {izerine
etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara goére stres etkisinin fotosentez
mekanizmasinda yer alan pek ¢ok yolagi olumsuz etkiledigini bunun da fotosentez
oraninit 6nemli diizeyde disilrdiigii ve buna bagli olarak fide gelisiminin kontrol

gruplarina kiyasla azaldigini belirtmiglerdir.

Li vd. (2015) calismalarinda bakir (Cu) ve kursun (Pb) agir metal streslerinin aspir
bitkisine olan etkilerini arastirmislardir. Aspir fide biiyiime ve gelisme esnasinda,
dallanma ve ¢iceklenme asamalarinda, glutatyon (GSH) diizeylerinin degisimleri ve gen
ifadesi incelenmistir. Bakir agir metalinin diigiik konsantrasyonlarinda fide boyu ve kok
uzunlugunda artis olmustur. Bitki boyu, kok uzunlugu ve yan kok sayilar1 artan Cu ve
Pb konsantrasyonlariyla kademeli olarak azalmistir. Diisiik Cu konsantrasyonuna maruz
kalan orneklerde fide ve dallanma asamalarinda GSH igeriginde hafif bir artis
gozlemlenmistir. Fakat artan agir metal konsantrasyonlarinda GSH igerigi hem koklerde
hem de yapraklarda 6nemli 6l¢iide azalmistir. RT-PCR analizi sonucu GSH ekspresyon
seviyelerinde ve artan metal konsantrasyonlar1 arasinda negatif bir korelasyon oldugu
belirtilmistir. Sonu¢ olarak aspir bitkisinin diisitk Cu konsantrasyonlarina kisa siire
maruz kalmasi, normal bitki biiylimesini korumak i¢in GSH sentezinde bir artisa neden
olurken, uzun siireli maruz kalma ve artan Cu ve Pb konsantrasyonlar1 GSH metabolik

zincirini olumsuz etkilemis ve aspir bitkisi a¢isindan ciddi toksisite olusturmustur.

Palizban vd. (2016) Isfahan (iran) demir celik fabrikasi c¢evresindeki giftliklerde
yetistirilen kanola (Brassica napus) ve aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkilerinde
kursun ve kadmiyum agir metallerinin kontaminasyonu ve bu bitkilerden elde edilen
yaglar1 karsilastirdiklar1 bir calisma yapmislardir. Geleneksel yontemle elde edilen

yaglarda kanola bitkisine kiyasla aspirden elde edilen yaglarda kursun oraninin daha
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fazla oldugu bildirilmistir. Her iki bitki tiiriinden elde edilen yaglarda kadmiyum agir

metal kontaminasyonunun olmadigi da belirtilmistir.

Gautam vd. (2016) aspir bitkisi lizerine bakir agir metalinin farkli konsantrasyonlardaki
(25, 50, 100 uM) etkilerini arastirmislardir. 20 giinliilk bakir stres uygulamasinin
ardindan artan bakir konsantrasyonlarinda aspir bitkisinin biiylimesinde, taze ve kuru
agirhginda azalma olmustur. Polifenol ve flavonoidler gibi enzimatik olmayan
antioksidanlarda 6nemli derecede artis gdzlemlenmistir. Yapraklarda strese bagl olarak
prolin birikimi artmistir. Asir1 bakir konsantrasyonuna yanit olarak, MDA igeriginin de
seviyesi artmistir. Ayrica, aspir yapraklarinda artmis prolin birikimi gdzlenmistir. Sonug
olarak bakirin bitkiler tarafindan kullanilmasina karsi toksik etkisinin zamana ve doza

bagli oldugu vurgulanmaistir.

Badpa vd. (2016) ¢alismalarinda aspir fidelerinde salisilik asit (SA)’in kadmiyum (Cd)
agir metal stresine karsi koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Kadmiyum ve salisilik
asit’in aspir tohum ¢imlenmesi iizerindeki etkisini degerlendirmek icin farkl
konsantrasyonlarda kadmiyum (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 mM) ve salisilik asit (0,
0,3, 0,6 ve 0,9 mM) iceren deney tasarlamislardir. Sadece kadmiyum stresi uygulanan
orneklere kiyasla kadmiyum stresinin biitiin dozlarinda 0,9 mM’lik salisilik asit
uygulamasinin tohum ¢imlenmesinde, koklerin gelisiminde ve kuru agirligin artisinda

kadmiyumun etkisini azalttig1 ifade edilmistir.

Namdjoyan vd. (2017), Badpa vd. (2016)’nin yaptig1 ¢alismaya benzer sekilde aspir
fidelerinde salisilik asit (SA) ve sodyum azotprusit (SNP)’in ¢inko agir metal stresine
kars1 koruyucu etkilerini aragtirmiglardir. 21 giin siire ile biiyiitiilen aspir fideleri on giin
boyunca ¢inko stresine (500 pM) maruz birakilmistir. Bu on giin icerisinde sadece ¢inko
stresi olan grupta kok gelisiminin ve biyokiitlenin azaldig1 goriilmiistiir. Cinko stresiyle
beraber ayr1 ayri uygulanan salisilik asit (SA) ve sodyum azotprusit (SNP) olan
gruplarda ¢inko stresine ragmen koklerde ve biyokiitle de artis olmustur. SA, SNP
eklemesi sonucunda kokten diger bitki kisimlarima ¢inkonun tasinmasi azalmig ve
yapraklarda glutatyon (GSH) ile askorbat (ASC) diizeyi 6nemli 6l¢iide artmistir. SA ve

SNP takviyesi yapilan ve ¢inko ile muamele edilmis bitkilerin, sadece Zn stresine maruz
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kalan bitkilere kiyasla savunma sisteminde yer alan enzim (askorbat, glutatyon vb.)
dongiilerini gelistirilmis olabilecegi rapor edilmistir. Bu bulgularin yani SA veya
SNP’nin eksojen (disaridan) uygulamasiin Zn’nin aspir bitkileri iizerindeki negatif

etkilerini antioksidan savunma sistemlerini uyararak azalttig1 ifade edilmistir.

Hafizi ve Nasr (2018) tarafindan yapilan ¢alismada ¢inko oksit nanopartikiillerinin aspir
bitkisinin biiylime ve fizyolojisi iizerine etkisi arastirilmigtir. Cinko  oksit
nanopartikiillerin guaikol peroksidaz (hidrojen peroksidin etkisini azaltir), polifenol
oksidaz (06zellikle kadmiyum stresine karsi serbest radikallerin yayilmasini Onler),
dehidrojenaz (bitkilerde su emiliminden ve biyokiitle artisindan sorumlu enzim grubu)
ve malondialdehid (lipid peroksidasyonuna bagl iiretilir ve oksidatif strese neden olur)
konsantrasyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. Biitiin konsantrasyonlarda uygulamasi
yapilan ¢inko oksit nanopartikiillerinin malondialdehid enziminin aktivitesini artirdigi
gozlemlenmistir. 100 ppm’de guaikol peroksidaz, 1000 ppm’de dehidrojenaz ve 500

ppm’de ise polifenol oksidaz enzim aktivitesinin en yliksek oldugu gézlemlenmistir.

Yag asiti desaturaz-2 (FAD2) enzimleri; FAD2 genleri tarafindan kodlanan ve ¢oklu
doymamis yag asitlerinin biyosentez yolaginda yer alan yag asidi desatiirazlardan
biridir. Ik olarak FAD2 geninin Arobidopsis thaliana bitkisinden izole edildigi rapor
edilmistir (Okuley vd. 1994).

Daha sonra yapilan ¢aligmalar neticesinde FAD2 geni soya fasiilyesi, kolza, pamuk, yer
fistig1, keten gibi bircok yag bitkisinden de izole edilmis ve karakterizasyonu
yapilmistir. Arabidopsis’te tek bir FAD2 geni bulunmaktayken diger bitki tiirlerinde
FAD?2 kiigiik gen aileleri tarafindan kodlanmaktadir. Soya fasiilyesinde FAD2 genini
kodlayan dort farkli tiye varken pamukta 3 farklit FAD2 geni mevcuttur (Heppard vd.
1996, Scheffler vd. 1997, Liu 1999a, b, Pirtle vd. 2001, Li vd. 2007, Zhang vd. 2009).

Heppard vd. (1996) soya fasulyesinde FAD2-1 ve FAD2-2 genlerini analiz etmislerdir.
Elde ettikleri sonuglara gére omega 6 desaturazi kodlayan FAD2-2 geninin vejetatif
dokularda ve gelisen tohumlarda coklu doymamis yag asidi (linoleik) iiretiminden

sorumlu oldugunu bulmuslardir. Tohumda ifade olan FAD2-1’in ise tohum gelisimi
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esnasinda lipitlerin depolanmasi ve oleik asidin linoleik aside gevriminin kontroliinde

etkin gorev aldigini ileri stirmislerdir.

Schlueter vd. (2006) soya fasulyesinde yaptiklar1 ¢calismada omega 6 yag asidi tiirevi
olan FAD2 gen ailesi tanimlanmis ve genom flizerinde 4 bolgeden ve en az 5 {iyeden
olustugu belirlenerek bu FAD2 gen ailesinin oleik asidi lineloik aside doniistiirdiigii

saptanmistir.

Zhang vd. (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismada pamuk bitkisinde FAD2 gen ailesine yeni bir
tiye karakterize edilmistir. FAD2-4 olarak isimlendirilen bu genin karakterizasyonu ile
birlikte pamuk bitkisinde membran lipit desaturasyonunun kompleks bir diizenlemeyle

gergeklestigi saptanmustir.

Hernandez vd. (2009)’nin yaptiklart c¢aligmada farkli zeytin ¢esitlerinde FAD2-1,
FAD2-2 ve FAD6 genlerinin ifade diizeyleri taranmistir. Elde edilen sonuglara gore
FAD2-2 geninin zeytinyaginda linoleik asit iceriginden sorumlu en temel gen oldugu

bulunmustur.

Pham vd. (2010) mutant FAD2-1A ve FAD2-1B alellerini bilestirilerek soya tohumunda
yiiksek oleik asit miktarinin iiretimini incelemislerdir. Hata mutasyonu sonucunda her
iki mutant gendeki aminoasit degisikligine bakilmistir. Calisma sonucunda FAD2-1B
alelinin oleik asit seviyesini arttirdigi gozlenmistir. Fakat FAD2-1B aleninin tek bagina
oleik asit seviyesini diizenlemedigi ancak FAD2-1B aleli ile birlikte yiiksek oleik asit

seviyesini diizenledikleri belirtilmistir.

Zhang vd. (2012) Arabidopsis bitkisinde abiyotik strese karsi savunma cevabinda
onemli oldugu diisiiniilen FAD2 geninin, tuz stresine karsi olan cevaptaki roliinii
arastirmiglardir. Calismanin sonunda FAD2 geninin tuz stresi altinda tohumun

cimlenmesi ve erken gelisiminde gerekli oldugunu bulmuslardir.
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Guan vd. (2012)’nin ¢aligmalarinda daha 6nce izole edilen tohum tipi FAD2 (CtFAD2-
1) genine ek olarak iki mikrozomal oleat desatiirazi kodlayan FAD2 (CtFAD2-2 ve
CtFAD2-3) geninin izolen edildigini bildirmislerdir. Real-Time PCR analizi sonucunda,
CtFAD2-2 geninin hem bitkisel dokularda hem de gelismekte olan tohumlarda,
koklerde, govdelerde ve yaprak saplarinda daha yiiksek transkript seviyeleri ile yapisal
olarak ifade edildigini gostermistir. CtFAD2-3 transkriptinin, bitkilerin dokularinda
diisiik seviyelerde ifade oldugu gelismekte olan tohumlarda kuvvetli bir sekilde ifade
edildigi saptanmistir. Ayrica diisiik sicaklik stresine yanit olarak CtFAD2-2 geninin
ifadesi kok, govde ve yaprakda dnemli 6l¢lide azalirken CtFAD2-3 bu dokularda 6nemli
bir artis gostermistir. Yapraklarda ise diisik sicaklikta CtFAD2-2'nin kuvvetli bir
sekilde ifade edildigi CtFAD2-3 transkriptinde ise az bir azalma goriildigi
bildirilmistir.

Yang vd. (2012)’nin yaptiklar1 ¢calismada kanola (Brassica napus)’da FAD2 ve FAD3
genlerinin oleik asidin linoleik aside ¢evriminden sorumlu olan temel genler oldugunu

belirterek bu genleri yap1 ve lokus dagilimlari agisindan arastirmislardir.

Lee vd. (2013)’nin yaptiklar1 ¢alismada kanola bitkisinde (Brassica napus) 4 adet FAD2
geninin fonksiyonel analizi ve doku spesifik ifade diizeylerini incelemislerdir. Calisma
sonucunda oleik asidin linoleik aside ¢evriminden sorumlu olan FAD2 genlerinden
BnFAD2-1, BnFAD2-2 ve BnFAD2-4’lin fonksiyonel enzimleri kodladigini BnFAD2-

3’lin ise fonksiyonel olmayan bir enzim kodladigin1 belirlemislerdir.

Cao vd. (2013)’nin yaptiklar1 ¢aligmada aspir bitkisinde (Carthamus tinctorius L.)
FAD2 genlerini tanimlamislardir. Bu c¢alisma sonucunda aspir bitkisinde FAD2
genlerinin genis bir gen ailesi oldugunu belirtmiglerdir ve 11 adet FAD2 geni iiyesi
(CtFAD2-1, CtFAD2-2, CtFAD2-3, CtFAD2-4, CtFAD2-5, CtFAD2-6, CtFAD2-7,
CtFAD2-8, CtFAD2-9, CtFAD2-10 ve CtFAD2-11) tanimlamiglardir. Bu genlerin
bitkinin farkli kisimlarindaki ifade diizeyleri taranarak FAD genlerinin biyoteknolojide
oleik asidin linoleik aside ¢evriminden sorumlu genler oldugu belirtilmistir. Calismada
gen ifadesi diizeylerinin tespitinde SYBR Green boyasit ve Real-Time PCR teknigi

kullanilmustir.
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Yiiksek bitkilerde ¢oklu doymamis yag asitlerinin kloroplast ve endoplazmik
retikulumda bir grup yag asiti desatiiraz enzimi sayesinde doniisiimii yapilmaktadir. Bu
dontisiim bitkilerin farkli organlarinda farkli desatiirazlar tarafindan gerg¢eklesmektedir.
Ornegin; aspir bitkisinde FAD3 (fatty acid desaturase-3) geninin en yiiksek ifade
edildigi kisim c¢icektir ve FAD3 enzimi ciceklerde yag asitlerinin doniisiimiinden
sorumludur. FAD7 ve FADS desatiirazlar ise yaprak, kok ve az da olsa ¢icek kisminda

desatiirasyondan sorumlu enzimlerdir (Guan vd. 2014).

Uygun referans genler (RG’ler) gen ekspresyonunun dogru, hizli ve karsilastirmali
miktar tayini analizi i¢in gerekli olan genlerdir. Li vd. (2015) aspir bitkisinde ¢oklu
metabolik yollarinda yer alan 15 aday RG’nin tanimlamasini yapmistir. Bu referans
genler ABCS, 60SRPL10, RANBP1, UBCL, MFC, UBCEZ2, EIF5A, COA, EF1-5, EFI,
GAPDH, ATPS, MBF1, GTPB ve GST genleridir. Segilen RG’lerin validasyonunu
dogrulamak i¢in soguk stres altinda farkli gelisim asamalarinda aspir tohumlarinda 7
CtFAD?2 geninin ekspresyon analizi, normalizasyon i¢in RT-qPCR deneylerinde farkli
RG’ler kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclara gore secilen genlerin

aspirde daha dogru ve giivenilir sonuglara ulagilmasina yardime1 olacagi bildirilmistir.

Ketencik bitkisi (Camelina sativa) ¢oklu doymamus linoleik (18: 2 492

) ve a-linolenik
(18: 3 29121%) asitlerce zengin olan bir yag bitkisidir. Bu yag asitleri iki farkh
mikrozomal desatiiraz oleat-12 desatiiraz (FAD2) ve linoleat-15 desatiiraz (FAD3)
tarafindan endoplazmik retikulumda oleik (18:1*°

edilir. Rodriguez vd. (2016)’nin yaptig1 ¢alismada bu iki genin (FAD2 ve FAD3)

) asidin ardisik desatiirasyonu ile elde

karakterizasyonunu ve ketencik tohumunun yag bilesimine etkisini arastirmislardir.

Birgok yag bitkisinde oleik asidin linoleik aside biyolojik olarak degistirilmesi, FAD2
(yag asidi desatliraz-2) enzimleri olarak siniflandirilan desatiirazlar tarafindan
gerceklestirilmektedir. Dar vd. (2017)’nin yaptiklari arastirmada FAD2 geninin
bitkilerdeki olusumu, diizenlenmesi ve rolleri ayrintili olarak islenmistir. Aragtirmada
FAD2 geninin ifade edildigi yani FAD2 desatiirazlarin bulundugu 31 farkl bitki tiirti

degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda bitkilerde yag kalitesinin ve farkli stres
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direnglerinin gelistirilmesine yardimci olacagi diisiincesiyle FAD2 geninin kapsamli

olarak ¢alismasi gerektigi ifade edilmistir.

Xue vd. (2017a, b)’nin yaptiklar1 iki farkli ¢alismadan birincisinde; Perilla (Perilla
frutescens) bitkisinden FAD2 genine ait iki P. frutescens ¢esidi izole edilmistir. Bunlar
3956 baz uzunlugunda PfFAD2a ve 3959 baz uzunlugunda PfFAD2b genleridir. ikinci
calismada ise Ciya (Chia: Salvia hispanica) bitkisinden ShFAD2-1 ve ShFAD2-2 olmak
tizere iki farkli FAD2 geni izole edilmistir.

DOXC enzimi, aspirde renkli flavonoidlerin ve bitki hormonlarinin biyosentezinde yer
alan 2-oksoglutarat bagimli dioksijenaz (20GD)’dir. Tu vd. (2018) caligmalarinda
DOXC smifi 20GD'lerin karakterizasyonu {izerine analizler yapmislardir. Analiz
sonucunda etilen biyosentez yolaginda DOXC1 ve DOXC2, indol-3-asetik asit
yolaginda DOXC3, DOXC4 ve DOXC5, flavonoidlerin biyosentez yolaginda DOXCG,
DOXC7 ve DOXC8 ve skopolamin yolaginda DOXC9 ve DOXC10 olmak iizere 10
farkli  20GD’larin  tespiti  yapilmistir. Bdylece DOXC smifi  20GD’lerin
cesitlendirilmesinin aspir hatlarinin farkli fenotipleri ve kemotiplerinde uzmanlagmis

metabolitlerin ¢esitliliginden kismen sorumlu oldugu ifade edilmistir (Tu vd. 2018).

Sakayilk ya da agac sakayigi (Tree peony: kiiltiir ismi) olarak bilinen bitki tiirleri
(Paeonia rockii, P. potaninii ve P. lutea) toplam yaga oranla % 45 oraninda a-linolenic
asit (ALA) icermesinden dolayr son zamanlarda yag eldesi ve bilimsel ¢aligmalarda
kullanilmaya baslanmigtir. Zhang vd. (2018)’nin yaptiklari ¢alismada igerisinde FAD3
ve FAD2 genlerinin de bulundugu 5 yeni yag sentez genini bu bitki tiirlerinde
tanimlamiglardir. Ozellikle P. potaninii ve P. lutea’ya kiyasla P. rockii tiiriinde FAD3
geninin daha fazla ifade oldugunu ve a-linolenic asit (ALA) iiretiminin FAD3 desatiiraz

enzimi kontroliinde gerceklestigini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal Temini

Calismamizda kullanilan Aspir bitkisinin ¢esitleri Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma
Enstitiisiit Miidiirliigii, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii ve Bahri
Dagdas Uluslararasi Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir. Calismamizda
kullanilan 4 farkli aspir ¢esidinden {icii yerli iken (BALCI, ASOL ve LINAS) biri
Amerika (BDYAS-4) menseilidir. Calismamizda kullanilan aspir gesitleri ile bunlarin

morfolojik ve teknolojik 6zellikleri ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Tez calismasinda kullanilan aspir bitkisinin ¢esitleri ve 6zellikleri

ASOL (TR) LINAS (TR)
Tescil yili: 2015 Tescil y1l1: 2013
Islah metodu: Seleksiyon Islah metodu: Seleksiyon
Morfolojik Ozellikler: Morfolojik Ozellikler:
Bitki boyu: 90-100 cm Bitki boyu: 85-90 cm
Dallanma: lyi Dallanma: lyi
Yapraklar: Orta Yapraklar: Orta
Dikenlilik: Dikenli Dikenlilik: Dikenli
Cigek rengi: Sar1 Cigek rengi: Turuncu
Tohum rengi: Krem Tohum rengi: Krem
Teknolojik Ozellikler: Teknolojik Ozellikler:
Protein (%): 14 Protein (%): 14
Yag orani (%): 40-41 Yag orani (%): 37-38
BALCI (TR) BDYAS-4 (ABD)
Tescil yil1: 2011 Tescil yili: 2016 (Goktiirk)
Islah metodu: Seleksiyon Morfolojik Ozellikler:
Morfolojik Ozellikler: Bitki boyu: 80-100 cm
Bitki boyu: 55-70 cm Dallanma: Yiiksek
Dallanma: lyi Yapraklar: Orta
Yapraklar: Orta Dikenlilik: Dikenli
Dikenlilik: Dikenli Cicek rengi: Once sar1 sonra
Cicek rengi: Sari turuncu
Tohum rengi: Krem Tohum rengi: Beyaz
Teknolojik Ozellikler: Teknolojik Ozellikler:
Protein (%): 14 Protein (%): 14-16
Yag orani (%): 39-41 Yag orani (%): 34-36
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3.2 Besi Ortamnin Hazirlanmasi

Aspir fidelerinin 21 giin siire ile yetistirilmesinde 1/10’luk (1X) Hoagland besi ortami

kullanilmistir. Hoagland besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan makro ve mikro

besin igerikleri ¢izelge 3.2°de ve bunlarin ¢ozeltideki son konsantrasyonlart gizelge

3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.2 Hoagland besi ortaminda bulunan makro ve mikro besin ¢ozeltileri ve

igerikleri
Makro Besin Cozeltisi Mikro Besin Cozeltisi
K2SO,4 15.7 g H3BO; 0.1249
KH,PO, 279 MnSO, 0.066 g
MgS0,4.7H,0 24 g CuS0,4.5H,0 0.100g
Ca (NO3),. 4H,0 47.23 g NH;Mo 0.048 g
KCI 0.0746 g ZnS0,4.7H,0 0.1553 ¢

2 L saf su igerisinde ¢oziliir

2 L saf su igerisinde ¢Oziiliir

Cizelge 3.3 Hoagland besi ortami igerisindeki bilesenlerin son konsantrasyonlar

Cozelti icerisindeki iyonlarin son konsantrasyonlari
Ca 2mM Mn 10° M
NO;3 4 mM Cu** 10°'M
Mg 1 mM NH, 10° M

2mM Zn 10°M
P 0.2mM Fe 10* M
10°M

Her 10L 10X makro besin ortami i¢in 50 ml makro besin bileseni karigtirilmistir.

Hazirlanan bu ¢ozelti 1/10 oraninda seyreltilmis ve her 1L 1X konsantrasyondaki

soliisyona 1

ml

1000X FeEDTA

soliisyonu eklenmistir

(1000X FeEDTA

hazirlayabilmek i¢in 365 g FEEDTA 1L dH»0 igerisinde ¢oziindiirtilmiistiir).
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3.3 Stres Uygulamasi Yapilacak Agir Metal Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Aspir cesitlerine uygulanacak agir metal soliisyonlarinin hazirlanmasinda bakir agir
metali i¢in CupSO4-5H,0 (Bakar (1) siilfat; 19,716 g) bilesigi, kursun agir metali i¢in Pb
(NOs3), (Kursun nitrat; 8,955 g) bilesigi ve kadmiyum agir metali i¢in CdCI,
(Kadmiyum kloriir; 7,164 g) bilesigi belirtilen oranlarda 1X’lik Hoagland soliisyonunda
coziilerek hazirlanmistir. Bylece aspir ¢esitlerinin 21 giin siire ile yetistirilmesinde

kullanilan besi ortaminin sabit kalmasi saglanmustir.

Agir metal soliisyonlarinin stok ¢ozeltileri 4000 mg/L olacak sekilde hazirlanmistir.
Aspir ¢esitlerinin yetismesini takip eden siirede maruz kalacaklart konsantrasyonlar (40
mg/L, 80 mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L ve 640 mg/L) seyreltilerek hazirlanmistir. Kontrol
grubu olarak da herhangi bir agir metal icermeyen 1X’lik Hoagland soliisyonu

kullanilmustir.

3.4 Aspir Bitkisinin Yetistirilmesi

Tez calismasinda kullanilacak olan aspir tohumlarinin yiizey sterilizasyonunu (% 70
alkol, % 30 sodyum hipoklorit) yapildiktan sonra steril perlit igeren bitki yetigtirme
kaplarma (viyollere) ekimi yapilmistir. Ekim esnasinda viyoliin her bir bolmesine esit
sayida tohumun gelmesine ve homojen sekilde dagilmasina dikkat edilmistir. Ekimi
yapilan 4 farkli aspir ¢esidi 21 giinliik siire ile iklimlendirme kabininde 24 saatlik
periyot icerisinde 16 saat (25 °C, % 70 nem) giindiiz, 8 saat (22 °C, % 60 nem) gece
dongiisiinde, hazirlanan 1X Hoagland ¢ozeltisiyle belli araliklarda sulanarak

yetistirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Iklimlendirme kabini ve aspir bitki ¢esitlerinin yetistirilmesi

3.5 Agir Metal Streslerinin Aspir Fide Cesitlerine Uygulanmasi

21 giin siire ile iklimlendirme kabininde biiyiitiilen aspir ¢esitleri, 21. gilinlin sonunda
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (40 mg/L, 80 mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L ve 640
mg/) agir metal sollisyonu igerisine alinmistir. Kontrol grubu olarak agir metal
icermeyen 1X Hoagland soliisyonu kullanilmigtir. Boylece kontrol grubuna karsin 5

farkli konsantrasyondan olugan deney diizenegi kurulmustur (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Aspir fidelerine agir metal (6rn: kadmiyum) uygulamasi hazirlik safhasi

Her bir kabin (3 farkli) igerisine 10’ar adet aspir fidesi gelecek (ii¢ biyolojik tekrar)
sekilde ayarlanmistir. Agir metal stres uygulamasi 24 saat siire ile gerceklestirilmistir
(Sekil 3.3). 24 saatin sonunda agir metal stresinden alinan fideler saf su ile yikanarak
suyu almmus ve drneklem alimi yapilmistir. Orneklem alim kok, kotiledon ve yaprak
olmak iizere 3 farkli dokudan gerceklestirilmis olup alinan Ornekler sivi azot ile

muamele edilmis ve RNA izolasyon asamasina kadar -80 °C dondurucuya kaldirilmistir.

Sekil 3.3 24 saat siire ile agir metal stresine alinan bazi aspir cesitleri

3.6 Analiz Esnasinda Kullanilacak Calisma Kodlarin Olusturulmasi

Tez ¢alismasinin farkli analiz basamaklarinda herhangi bir karigiklik olugsmamasi i¢in

aspir cesitleri, stres tipleri ve 6rnegin alindig1 doku tipi parametreleri i¢in birer sembol
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belirlenmistir. Bu semboller kullanilarak kodlar olusturulmustur. Bu kodlarin
olusturulmasinda ilk olarak aspir gesitlerinin maruz birakildigi agir metal stresini
sembolize eden bir harf kullanilmistir. Bakir agir metali i¢in “B” harfi, kursun i¢in “L”
harfi ve kadmiyum i¢in “K” harfi kullanilmistir. Farkli aspir ¢esitlerini sembolize etmek
icin rakam kullanilmistir. Balct i¢in “2” rakami, BDYAS-4 i¢in “3” rakami, Linas i¢in
“5” rakami ve ASOL i¢in “7” rakami kullanilmistir. Kodlamada kullanilan 3. sembol
aspir cesitlerinin hangi konsantrasyona maruz kaldigin1 gostermektedir. Ornegin “40”;
40 mg/L ve “80 ise 80 mg/L gibi. Kodlamadaki son harf ise aspir ¢esitlerinin 6rneklem
olarak alininan farkli dokularini ifade etmektedir. Kok igin “R” harfi, kotiledon igin “C”
harfi ve yaprak dokulari i¢in de “Y” harfi kullanilmistir. Biitiin bu sembollerden olusan

kodlar ayrintili olarak ¢izelge 3.4, 3.5 ve 3.6’da gosterilmistir.

Cizelge 3.4 Bakir agir metaline maruz kalan BALCI aspir ¢esidinin kodlamasi

BAKIR (B)
Kok Kotiledon
R) ©) Yaprak ()
Kontrol B-2KR B-2KC B-2KY
S |40mg/L  |B-240R B-240C B-240Y
O |80mg/L  |B-280R B-280C B-280Y
< |160mg/L  |B-2160R B-2160C  |B-2160Y
o | 320mg/L  |B-2320R B-2320C B-2320Y
640 mg/L  |B-2640R B-2640C B-2640Y
*BDYAS-4 icin “3”, LINAS icin “5”, ASOL icin “7”

Cizelge 3.5 Kadmiyum agir metaline maruz kalan LiINAS aspir ¢esidinin kodlamasi

KADMIYUM (K)
Kok Kotiledon Yaprak
(R) (©) (Y)
Kontrol K-5KR K-5KC K-5KY
© [ 40 mg/L K-540R K-540C K-540Y
% | 80mg/L K-580R K-580C K-580Y
Z |160mg/L  |K-5160R K-5160C K-5160Y
~  1320mg/L  |K-5320R K-5320C K-5320Y
640 mg/L  |K-5640R K-5640C K-5640Y
*BALCI i¢in “2”, BDYAS-4 icin “3”, ASOL igin “7”
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Cizelge 3.6 Kursun agir metaline maruz kalan BDY AS-4 aspir ¢esidinin kodlamasi

KURSUN (L)
Kok Kotiledon
Yaprak (Y
R) ©) prak (¥)
& Kontrol L-3KR L-3KC L-3KY
:; 40 mg/L L-340R L-340C L-340Y
2 80 mg/L L-380R L-380C L-380Y
> |160mg/L |L-3160R L-3160C L-3160Y
2 [320mg/L  |L-3320R L-3320C L-3320Y
640 mg/L  |L-3640R L-3640C L-3640Y

*BALCI icin “2”, LINAS icin “5”, ASOL i¢in “7”

3.7 Total RNA izolasyonu

24 saat siire ile agir metal stresine maruz kalan farkli aspir cesitlerinden alinan kok,
kotiledon ve yaprak &rnekleri, RNA izolasyonu islemine kadar -80 °C’de derin
dondurucuda muhafaza edilmistir. Muhafaza edilen bu 6rneklerden RNA izolasyonu
Trizol (TRIGent) protokoliine (Chomczynski ve Mackey 1995) gore gerceklestirilmis
ve sonrasinda RNA miktar ve safligi Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazi
kullanilarak belirlenmistir (Chomczynski ve Mackey 1995).

Uygulanan Trizol Protokolii su sekildedir:

1- Ornekler havan icerisinde s1v1 azot yardimiyla ezilir.

2- Yaklasik 300-500 mg ezilmis 6rnek 2 ml’lik eppendorf tiipe aktarilir.

3- Ornegin aktarildig1 eppendorf tiipiin iizerine 1 ml trizol eklenir.

4- Eppendorf tiip kuvvetli bir sekilde sallanarak (elle) karisim saglanir. Daha sonra
vortekslenir. Ornekler oda sicakliginda yaklasik 10 dk bekletilir.

5- Tip tizerine 250 pl kloroform eklenir, dikkatlice karigtirilir.

6- Yeniden oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

7- Tiipler 14.000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilir.

8- Santrifiij sonunda {ist s1v1 (slipernetant) yeni tlipe dikkatlice aktarilir.

9- Siipernetantin aktarildig1 yeni tiip tizerine 250 pl 1.2 M NaCl, 250 ul 0.8 M Na-

sitrat ve 250 pl isopropanol eklenir.
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10- Tiipler 10 dk oda kosullarinda (tercihen -20 °C’de 10 saat veya gece boyu)
bekletilir.

11- 14.000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilir.

12- Siipernetant yani iist sivi dikkatlice uzaklastirilir/atilir. Pellet (RNA) tiip dibinde
gbzlemlenir.

13- Pellet %70 EtOH ile birka¢ sefer yikanir ve dikkatlice soguk zincirden
uzaklasmadan kurutulur.

14- 30-50 ul DEPC (Dietilpirokarbonat) ile muamele edilmis su eklenir.

15- Ornekler 10 dk 55 °C’de inkiibe edilir.

16- Sonrasinda -80 °C’de saklanir.

Trizol protokoliine gore izole edilen RNA’larin saflik ve miktar tayini Nanodrop ND-
Spectrometer 1000 cihazi kullanilarak belirlenmistir. Ayrica izole edilen RNA’larin

kalitesi % 1,2’lik agaroz jel elektroforezi yardimiyla da teyit edilmistir.

3.8 DNaz Uygulamasi

Izole edilen tiim RNA ornekleri olusabilecek DNA kontaminasyonuna karst DNase
enzimi (Thermo Scientific EN0521) ile muameleye tabii tutulmustur. DNaz uygulama

basamaklar1 asagidaki gibi uygulanmistir.

a) RNase free tiipe asagidaki tabloda yer alan bilesenler sirasiyla eklenir.

Bilesenler Miktar
RNA 3uL (1 ug)
10 X Reaksiyon tamponu (MgCl;’lii) 1 uL
DNase enzimi (1U) 1 ulL
DEPC2I1 ultra saf su ile son hacim 10 pL’ye tamamlanir

b) 37 °C’de 1 saat inkiibe edilir.
¢) Uzerine 1 pL 50 mM EDTA eklenir.
d) Daha sonra DNase inhibasyonu i¢in 65 °C’de 10 dk inkiibe edilir.
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3.9 Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA’lar kontrol ve teyit amach % 1,2 agaroz konsantrasyonu ve 0,5 ul/ml
etidyum bromiir i¢eren jelde, 1X TBE (Tris borat EDTA) tamponu igerisinde 5 V/cm
olacak sekilde yaklasik 1-1,5 saat kosturulmustur. Jel goriintiileme sisteminde

goriintliilenmis (Gene Genius, Syngene) ve fotograflari ¢ekilmistir.

3.10 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

cDNA sentezi, ProtoScript Il First Strand cDNA Synthesis Kit (BioLabs Inc.)
kullanilarak gergeklestirilmistir. FAD2 ve aktin (ACT) gen bdlgelerinin uzun olmasi
nedeni ile anchored-oligo(dT)1g primeri kullanilmigtir. Cizelge 3.7°de cDNA sentezinin
ilk asamasinda hazirlanan total RNA-primer karisimi ve bu karisimin igerisinde bulunan

bilesenler ve son konsantrasyonlar1 verilmistir.

Cizelge 3.7 Total RNA ve primer karisiminin bilesenleri ve son konsantrasyonlari

Bilesenler Son Konsantrasyonlar
Total RNA 1-6 pL (1pg’a kadar)
anchored-oligo(dT)is (50uM) | 2 ulL
ddH,0 Toplam hacim 8 uL’ye tamamlanir

cDNA sentez protokolii agagidaki gibi uygulanmustir.

a) Cizelge 3.7de verilen bilesenler soguk zincir i¢inde 0,2 mL’lik tiipe sirasiyla
eklenmistir.

b) Total RNA-primer karisimi Biorad marka 1s1 dongii cihazinda 65 °C” de 10 dk
bekletilmis ve RNA’nin ikincil yapisinin denatiirasyonu saglanmistir.

c) Sonrasinda oOrnekler hemen buz {lizerine alinmistir. Ters transkripsiyon
reaksiyonunu gergeklestirmek icin cizelge 3.8’de verilen diger bilesenler

sirasiyla buz lizerinden almadan eppendorf tiipe eklenmistir.
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Cizelge 3.8 Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
ProtoScript Il Reaction Mix (2X) 10 uL
ProtoScript Il Enzyme Mix (10X) 2 ul

d) Yukarda belirtilen bilesenlerle hazirlanan tiipler pipetaj isleminden sonra
santrifiij edilmistir.
e) Ters transkripsiyon reaksiyonu g¢izelge 3.9’de verilen program kullanilarak,

Biorad marka 1s1 dongii cihazinda gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.9 Ters transkripsiyon reaksiyonunun gergeklestirildigi program

Primer Hedef mRNA Inkiibasyon Siiresi
70 °C’de 5 dk
Anchored-oligo(dT)18 primer 4 kb’a kadar 42 °C°de 60 dk
80°C’de 5 dk

f) Elde edilen cDNA’lar Real time PCR reaksiyonu gerceklestirilene kadar -20

°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.11 Primer Dizaym

Tez calismasinda housekeeping gen olarak kullanilan Aktin (ACT) ve FAD2 gen
bolgelerine ait primerlerin tasarimi gen bankasinda (NCBI; National Center for
Biotechnology Information) bulunan aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisine ait diziler

kullanilarak yapilmustir.

Calismada kullanilan primerlerin tasarimi igin yag asitleri desatiiraz iligkili genlere
(FAD2) ait bilgiler gen bankasindan (NCBI) alinmistir. Bu genlere ait bilgiler ¢izelge
3.10°de verilmistir. Bu genlere ait diziler belirlenmis ve en uygun primerler dizayn

edilmistir (Cizelge 3.11).
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Cizelge 3.10 FAD2 gen ailesine ait ¢alismada kullanilan genlerin bilgileri

Genin Ad1 Uzunlugu | GenBank Numarasi
FAD2-6 1148 be KC257452.1
FAD2-7 1210 bg KC257453.1
FAD2-11 1213 bg KC257457.1
ACTIN 1678 bg KJ634809.1

Cizelge 3.11 Calismada kullanilan genler i¢in tasarlanan Real-Time PCR primer dizileri

Primer Baglanma

Primer Sekans Uzunlugu Sicakhgi
(be) (T™M)
CtFAD2-6 | F: S ACCAATGCAGTCAAGCCCAT 3 20 60 °C
R: 5’TCTGCACCTTCATCTGGCTC 3’ 20 60 °C
CtFAD2-7 | i3 CGCAAACCATTTCCTACCGC 3 20 60 °C
R:5° CGTCGATTTCAGGCCTTGGA 3’ 20 60 °C
CtFAD2-11 | F: S ACGCCTTATTTCGCCTGGAA 3° 20 60 °C
R: ’TCGCGATCTTGGACTTACGT 3° 20 60 °C
ACTIN F: 5 GGCGTGACCTTACAGATTC 3’ 19 60 °C
R: 5" CAAGCTCTTGCTCGTAGTC 3’ 19 60 °C

Calismada kullanilacak olan ii¢ farkli FAD2 geninin se¢iminde aspir bitkisinin kok,
kotiledon ve yaprak dokularinda ortak olarak ifade ediliyor olmasina dikkat edilmistir

(Cao vd. 2013) (Sekil 3.4).

15007 ctraD2-6 %0 CtFAD2-7 30, CtFAD2-11
1000 200 20
500 100 10
0 - - i i 0 . 0
kot kék yap kot kok yap kot kdék vyap

Ct: Carthamus tinctorius, kot: Kotiledon, yap: Yaprak

Sekil 3.4 Calismada kullanilan FAD2 genlerinin aspir bitkisinin farkli dokularindaki
karsilastirmali ifade diizeyleri (Cao vd. 2013’ten degistirilerek alinmistir)
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3.12 Real-Time PCR Reaksiyonu

cDNA sentezini takiben Real-Time PCR uygulamalari Light Cycler Nano (Roche)
cihaz1 araciligiyla SYBR Green I Master boyasi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Calismada  belirlenen  hedef genlere ait diziler NCBI  veritabanindan
arastirilmig/belirlenmis ve bu bolgelere 06zgli primerler tasarlanmistir. Tasarlanan
primerler ticari olarak sentezlettirilmistir. Ayrica normalizasyon isleminde kullanilmak
tizere housekeeping gen olarak Actin (ACT) geni secilmistir. Real-Time PCR
reaksiyonu esnasinda SYBR Green I boyas1 kullanilarak gergeklestirilen kantitasyonu
(miktar belirleme = ekspresyon miktarinin tespiti) takiben PCR’1n etkinligini saptamak
ve herhangi bir dimer olusumu olup olmadigini gézlemlemek amaciyla Melting Curve

(Erime Egrisi) Analizi yapilmistir.

Caligmalara baglamadan Once reaksiyon kosullarinin optimizasyonu saglanmistir.
Bunun i¢in 6n denemeler yapilmistir. Yapilan denemeler sonucunda en uygun primer ile
cDNA konsantrasyonlart belirlenmistir. Real-Time PCR 6n denemeleri esnasinda
belirlenen kosullar arasinda en iyi cq (quantification of cycle) degerini veren kosullar
calismalarda kullanilmak iizere secilmistir. Elde edilen optimal kosullar kullanilarak
Real-Time PCR reaksiyonlar1 ii¢ teknik tekrar gergeklestirilmistir. Real-Time PCR
reaksiyonlar1 esnasinda kullanilan bilesenleri ve konsantrasyonlar1 (Cizelge 3.12) ile

kullanilan kosullarinin (Cizelge 3.13) verildigi ¢izelgeler asagidaki gibidir.

Cizelge 3.12 Optimize edilen ve kullanilan Real-Time PCR bilesenleri ve bunlarin

konsantrasyonlar1
Bilesen Son Konsantrasyon
cDNA 3uL (~1,5-2,0 pg)
Forward Primer 1 uM
Reverse Primer 1 uM
Light Cycler ® SYBR Green 1 Master X
Toplam hacim 20 pl’dir.
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Cizelge 3.13 Real Time PCR reaksiyonunun gergeklestigi program

Primer Sicakhik Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 °C 10 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15s
Baglanma 60°C 20's 40
Uzama 72°C 20s
Erime Egrisi Analizi 60 °C Stirekli Okuma 1

Farkli konsantrasyonlarda bakir, kursun ve kadmiyum agir metal stresine maruz kalan
aspir ¢esitlerinin kok, kotiledon ve yaprak dokularindan alinmig 6rneklerde FAD2 ve
ACT genlerinin Real-Time PCR reaksiyonu es zamanli olarak izlenmis ve pik profilleri
kaydedilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda Ct (Cycle Treshold) degeri reaksiyona
ait pik profilinde logaritmik artig fazina gecilen dongiiyii (ilk noktay1) ifade etmektedir.
Her bir 6rnege ait Ct degerleri elde edilen bu pik profilleri sayesinde belirlenmistir.
Sentezlenen gen iirlinlerinin mRNA seviyeleri elde edilen bu Ct degerleri ve Erime

Egrisi Analizi araciligiyla kantitatif olarak tespit edilmistir.

3.13 Normalizasyon ve istatistiksel Analiz

Dort farkli aspir ¢esidi yirmibir giin siireyle yetistirilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki
her bir agir metal stresi i¢in 3 ayr1 kaba 10’ar bitki gelecek sekilde yerlestirilmistir.
Stres uygulamalar1 esnasinda her bir aspir ¢esidi farkli konsantrasyonlara sahip 3
degisik agir metal stresine 24 saat slire ile maruz birakilmistir. 24 saatlik stres
uygulamasimin ardindan her bir aspir ¢esidinin farkli dokularindan 6rnekler alinarak
elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi yapilarak Real-Time PCR reaksiyonlari
gergeklestirlmistir.

Ct degeri olarak belirlenen gen ekpresyonu sonuglart housekeeping gen olarak
calismada kullanilan ACT (aktin) ve kontrol sartlar1 dikkate alinarak normalize
edilmistir (Livak ve Schmittgen 2001). Ug farkli agir metal stresine maruz birakilan
aspir ¢esitlerinin kok, kotiledon ve yaprak orneklerine ait trankript profillerinin

housekeeping gen olarak segilen aktinle (ACT) karsilastirilmast yapilmistir. Elde edilen
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veriler Livak ve Schmittgen’in 2"**“! metoduna gore normalize edilmistir (Livak ve

Schmittgen 2001).

Bu verilerin ortalama, standart sapma, standart hata ve istatistiksel olarak anlamlilik

dereceleri istatistik program1 (IBM SPSS Statistic-21) ile hesaplanmustir.

Gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin ANOVA, Tukey ve Dunnett ¢coklu
karsilagtirma testleri yapilmistir. Varyanslarin homojenligi ise Levene testiyle
belirlenmistir. Literatiirde daha 6nce yapilan calismalarda bir kontrol grubu birden fazla
deney grubu ile karsilastiriliyorsa Dunnett testinin kullanilmasi 6nerilmektedir (Dunnett
1955). Bu amagla, varyanslart homojen dagilim gosteren degiskenlere post-hoc Tukey
HSD ve (sonuglari teyit etmek i¢in ayrica Dunnett testi), homojen dagilim gostermeyen

degiskenlere ise Dunnett’s T3 testi uygulanmistir (Roscoe 1975).

Bu tez c¢alismasinda; bakir, kursun ve kadmiyum agir metal streslerinin farkli
konsantrasyonlarina (Kontrol, 40 mg/L, 80 mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L ve 640 mg/L)
maruz birakilan aspir cesitlerinin (BALCI, ASOL, LINAS VE BDYAS-4) kéok,
kotiledon ve yaprak doku orneklerinde FAD2 gen ailesine (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-
11) ait mRNA ifade seviyelerindeki degisimler karsilastirmali olarak tespit edilmeye
calisilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Aspir Bitkisinde Agir Metal Stresi Uygulamalar:

4.1.1 Bakar (Cu) stresi

21 giin siire ile iklimlendirme kabininde biiylitiilen aspir gesitleri, 21. giiniin sonunda
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (Kontrol, 40 mg/L, 80 mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L
ve 640 mg/L) bakir agir metal soliisyonu igerisine alinmistir. Kontrol grubu olarak
sadece 1X Hoagland soliisyonu kullanilmigtir. Bakir stres uygulamasi 24 saat siire ile
yine iklimlendirme kabininde gergeklestirilmistir. 24 saatin sonunda 6rneklem alimi
kok, kotiledon ve yaprak olmak iizere 3 farkli dokudan gerceklestirilmistir (Sekil 4.1).
Alinan 6rnekler RNA izolasyon asamasina kadar -80 °C’de derin dondurucuda

muhafaza edilmistir.

4.1.2 Kadmiyum (Cd) stresi

21 giin siire ile iklimlendirme kabininde biiylitiilen aspir ¢esitleri, 21. giliniin sonunda
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (Kontrol, 40 mg/L, 80 mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L
ve 640 mg/L) kadmiyum agir metal soliisyonu igerisine alinmistir. Kontrol grubu olarak
sadece 1X Hoagland soliisyonu kullanilmigtir. Kadmiyum stres uygulamasi 24 saat siire
ile yine iklimlendirme kabininde gergeklestirilmistir. 24 saatin sonunda 6rneklem alimi
kok, kotiledon ve yaprak olmak tizere 3 farkli dokudan gerceklestirilmistir (Sekil 4.1).
Alinan 6rnekler RNA izolasyon asamasina kadar -80 °C’de derin dondurucuda

muhafaza edilmistir.

4.1.3 Kursun (Pb) stresi

21 giin siire ile iklimlendirme kabininde biiyiitiilen aspir cesitleri, 21. giliniin sonunda
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (Kontrol, 40 mg/L, 80 mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L

ve 640 mg/L) kursun agir metal soliisyonu igerisine alinmistir. Kontrol grubu olarak
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sadece 1X Hoagland soliisyonu kullanilmigtir. Kursun stres uygulamasi 24 saat siire ile
yine iklimlendirme kabininde gergeklestirilmistir. 24 saatin sonunda Orneklem alimi
kok, kotiledon ve yaprak olmak iizere 3 farkli dokudan gergeklestirilmistir (Sekil 4.1).
Alinan &rnekler RNA izolasyon asamasina kadar -80 °C’de derin dondurucuda

muhafaza edilmistir.

Sekil 4.1 24 saat agir metal stresi uygulanmig bazi aspir 6rnekleri
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4.2 Total RNA izolasyonu

24 saat siire ile li¢ farkli agir metal stresine maruz kalan aspir ¢esitlerinden alinan kok,
kotiledon ve yaprak doku &rnekleri, RNA izolasyonu islemine kadar -80 °C’de derin
dondurucuda muhafaza edilmistir. Muhafaza edilen bu 6rneklerden RNA izolasyonu
Trizol (TRIGent) protokoliine gore yapilmis ve sonrasinda RNA miktar ve safligi

Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazi kullanilarak belirlenmistir.

Izole edilen RNA’lar teyit amacli % 1,2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir
(Sekil 4.2).

Sekil 4.2 izole edilen RNA’lardan bazilarina ait % 1,2’lik agaroz jel goriintiileri
4.3 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

cDNA sentezi, ProtoScript-11 First Strand cDNA Synthesis Kit (BioLabs Inc.)
kullanilarak gergeklestirilmistir. FAD2 ve aktin (ACT) gen bélgelerinin uzun olmasi
(400 bg’den uzun) nedeni ile Anchored-oligo(dT)ig primeri tercih edilmistir. Cizelge
4.1-4.6’da farkli agir metal stresi uygulanmis aspir ¢esitlerinin kok, kotiledon ve yaprak

doku 6rneklerinden elde edilen cDNA’larin saflik ve miktar l¢timleri verilmistir.
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Cizelge 4.1 Bakir (Cu) stresi uygulanmis farkli aspir ¢esitlerine [Balci (2), BDYAS-4
(3)] ait kok, kotiledon ve yaprak orneklerinden elde edilen RNA’lardan
sentezlenmis cDNA’larin saflik ve miktar tayinleri

Stres Stres
No Uygulamast 260/280 | ng/uL No Uygulamas! 260/280 | ng/uL
la B-2-KR 1,82 1505,67 19a B-3-KR 1,81 1546,53
1b B-2-KR 1,82 1562,34 19b B-3-KR 1,82 1532,38
2a B-2-40R 1,83 1531,21 20a B-3-40R 1,83 1543,95
2b B-2-40R 1,82 1582,14 20b B-3-40R 1,82 1575,24
3a B-2-80R 1,82 1511,34 21a B-3-80R 1,81 1527,27
3b B-2-80R 1,82 1534,74 21b B-3-80R 1,82 1552,08
4a B-2-160R | 1,84 1529,08 22a B-3-160R | 1,81 1465,29
4b B-2-160R | 1,82 1514,38 22b B-3-160R | 1,82 1431,14
5a B-2-320R | 1,86 1552,42 23a B-3-320R | 1,83 1550,73
5b B-2-320R | 1,82 1501,00 23b B-3-320R | 1,82 1500,72
6a B-2-640R | 1,83 1558,96 24a B-3-640R | 1,83 1523,56
6b B-2-640R | 1,82 1587,95 24b B-3-640R | 1,81 1538,10
7a B-2-KC 1,84 1559,59 25a B-3-KC 1,82 1505,50
7b B-2-KC 1,82 1526,65 25b B-3-KC 1,82 1527,16
8a B-2-40C 1,85 1484,78 26a B-3-40C 1,83 1422,76
8b B-2-40C 1,82 1421,05 26b B-3-40C 1,82 1436,25
%9a B-2-80C 1,82 1501,33 27a B-3-80C 1,82 1520,49
9b B-2-80C 1,81 1595,13 27b B-3-80C 1,83 1581,85
10a | B-2-160C | 1,82 1493,48 28a B-3-160C | 1,82 1493,78
10b | B-2-160C | 1,81 1435,41 28b B-3-160C | 1,81 1524,77
1la | B-2-320C | 1,82 1412,37 29a B-3-320C | 1,84 1499,87
11b | B-2-320C | 1,82 1484,52 29b B-3-320C | 1,83 1468,39
12a | B-2-640C | 1,83 1446,56 30a B-3-640C | 1,82 1579,41
12b | B-2-640C | 1,82 1405,74 30b B-3-640C | 1,82 1586,28
13a | B-2-KY 1,84 1553,46 3la B-3-KY 1,84 1596,65
13b| B-2-KY 1,82 1556,29 31b B-2-KY 1,83 1619,61
l4a | B-2-40Y 1,82 1584,89 32a B-3-40Y | 1,82 1594,43
14b | B-2-40Y 1,85 1553,11 32b B-3-40Y | 1,82 1528,02
15a | B-2-80Y 1,82 1552,31 33a B-3-80Y | 1,82 1509,86
15b | B-2-80Y 1,85 1535,26 33b B-3-80Y | 1,81 1493,38
16a | B-2-160Y | 1,82 1524,36 34a B-3-160Y | 1,82 1525,24
16b | B-2-160Y | 1,82 1568,36 34b B-3-160Y | 1,82 1535,75
17a | B-2-320Y | 1,84 1496,35 35a B-3-320Y | 1,83 1531,25
17b | B-2-320Y | 1,82 1521,37 35b B-3-320Y | 1,83 1556,02
18a | B-2-640Y | 1,85 1587,45 36a B-3-640Y | 1,81 1568,97
18b | B-2-640Y | 1,84 1498,92 36b B-3-640Y | 1,80 1537,91
B: bakir stresi, K: kontrol, R: kok, C: kotiledon, Y: yaprak
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Cizelge 4.2 Bakir (Cu) stresi uygulanmus farkli aspir gesitlerine [Linas (5), ASOL (7)]
ait kok, kotiledon ve yaprak oOrneklerinden elde edilen RNA’lardan
sentezlenmis cDNA’larin saflik ve miktar tayinleri

No Stres 260/280 | ng/uL No Stres 260/280 | ng/uL
Uygulamasi Uygulamasi

la B-5-KR 1,83 | 1529,22 19a | B-7-KR 1,81 144787
1b B-5-KR 1,82 | 1522,23 19b | B-7-KR 1,82 145475
2a B-5-40R 1,81 | 1553,72 20a | B-7-40R 1,83 1435,42
2b B-5-40R 1,82 | 1512,62 20b | B-7-40R 1,83 1475,66
3a B-5-80R 1,81 | 1566,01 2la | B-7-80R 1,84 1531,75
3b B-5-80R 1,82 | 1576,98 21b | B-7-80R 1,84 1581,17

4a B-5-160R 1,82 | 154791 22a B-7-160R 181 1550,73
4b B-5-160R 1,83 | 1582,04 22b B-7-160R 1,82 1504,58
5a B-5-320R 1,82 | 1653,06 23a B-7-320R 1,82 1547,56
5b B-5-320R 1,82 | 1567,84 23b B-7-320R 1,83 1538,29
6a B-5-640R 1,83 | 143791 24a B-7-640R 1,82 1552,84
6b B-5-640R 1,82 |1431,75 24b B-7-640R 1,82 1496,39
7a B-5-KC 1,82 | 1536,48 25a B-7-KC 1,83 1552,08
7b B-5-KC 1,82 | 1580,58 25b B-7-KC 1,84 1533,65
8a B-5-40C 1,84 | 1586,63 26a B-7-40C 1,82 1500,08
8b B-5-40C 1,84 | 1538,79 26b B-7-40C 1,82 1532,22
%9a B-5-80C 1,82 | 1493,39 27a B-7-80C 1,84 1525,22
9b B-5-80C 1,84 | 1523,79 27b B-7-80C 1,82 1485,92
10a | B-5-160C 1,82 | 1541,29 28a B-7-160C 1,82 1475,98
10b | B-5-160C 1,81 | 1535,12 28b B-7-160C 1,82 1530,24
1la | B-5-320C 1,82 | 1514,85 29a B-7-320C 1,82 1478,47
11b | B-5-320C 1,82 | 1588,19 29b B-7-320C 1,81 1543,47
12a | B-5-640C 181 | 1444,88 30a B-7-640C 1,82 1536,17
12b | B-5-640C 1,82 | 1466,43 30b B-7-640C 1,82 1573,99
13a | B-5-KY 1,84 | 1430,67 3la B-7-KY 1,86 1512,98
13b | B-5-KY 1,84 | 1477,74 31b B-7-KY 1,86 1536,17
l4a | B-5-40Y 1,82 | 1559,18 32a B-7-40Y 1,85 1509,37
14b | B-5-40Y 1,82 | 1540,21 32b B-7-40Y 1,85 1525,13
15a | B-5-80Y 1,84 | 1566,83 33a B-7-80Y 1,83 1468,29
15b | B-5-80Y 1,84 | 1527,96 33b B-7-80Y 1,84 1480,56
16a | B-5-160Y 1,85 | 1545,09 34a B-7-160Y 1,85 1523,96
16b | B-5-160Y 1,84 | 1540,24 34b B-7-160Y 1,85 1533,65
17a | B-5-320Y 1,84 | 1549,69 35a B-7-320Y 1,83 1509,01
17b | B-5-320Y 1,82 |1534,71 35b B-7-320Y 1,83 1529,77
18a | B-5-640Y 1,85 | 1544,53 36a B-7-640Y 1,81 1490,77
18b | B-5-640Y 1,85 | 1553,14 36b B-7-640Y 1,80 1499,41
B: bakir stresi, K: kontrol, R: kok, C: kotiledon, Y: yaprak

66



Cizelge 4.3 Kadmiyum (Cd) stresi uygulanmis farkli aspir ¢esitlerine [Balci (2),
BDYAS4 (3)] ait kok, kotiledon ve yaprak orneklerinden elde edilen
RNA’lardan sentezlenmis cDNA’larin saflik ve miktar tayinleri

No Stres 260/280 | ng/uL No Stres 260/280 | ng/uL
Uygulamasi Uygulamasi

la K-2-KR 1,82 | 154217 19a K-3-KR 1,81 | 1525,67

1b K-2-KR 1,82 | 1563,99 19b K-3-KR 1,82 | 1522,34

2a K-2-40R 1,83 | 151298 20a K-3-40R 1,83 | 1531,21
2b K-2-40R 1,82 | 1536,17 20b K-3-40R 1,82 | 1582,14
3a K-2-80R 1,82 | 1509,37 21a K-3-80R 1,81 | 1511,34
3b K-2-80R 1,82 | 1525,13 21b K-3-80R 1,82 | 1534,74
4a K-2-160R 1,84 | 1468,29 22a K-3-160R 1,81 | 1529,08
4b K-2-160R 1,82 | 1480,56 22b K-3-160R 1,82 | 1514,38
5a K-2-320R 1,86 | 1523,96 23a K-3-320R 1,83 | 1552,42
5b K-2-320R 1,82 | 1533,65 23b K-3-320R 1,82 | 1501,00
6a K-2-640R 1,83 | 1509,01 24a K-3-640R 1,83 | 1558,96
6b K-2-640R 1,82 | 1505,67 24b K-3-640R 1,81 | 1536,17
7a K-2-KC 1,84 | 1562,34 25a K-3-KC 1,82 | 1573,99
7b K-2-KC 1,82 | 153121 25b K-3-KC 1,82 | 1505,67
8a K-2-40C 1,85 | 1582,14 26a K-3-40C 1,83 | 1562,34
8b K-2-40C 1,82 | 1511,34 26b K-3-40C 1,82 | 1531,21
%a K-2-80C 1,82 | 1534,74 27a K-3-80C 1,82 | 1582,14
9b K-2-80C 1,81 | 1529,08 27b K-3-80C 1,83 | 1511,34
10a | K-2-160C 1,82 | 1514,38 28a K-3-160C 1,82 | 1534,74
10b | K-2-160C 1,81 | 1552,42 28b K-3-160C 1,81 | 1529,08
1la | K-2-320C 1,82 | 1501,00 29a K-3-320C 1,84 | 1514,38
11b | K-2-320C 1,82 | 1558,96 29b K-3-320C 1,83 | 1552,42
12a | K-2-640C 1,83 | 1587,95 30a K-3-640C 1,82 | 1501,00
12b | K-2-640C 1,82 | 1559,59 30b K-3-640C 1,82 | 1558,96
13a | K-2-KY 1,84 | 1526,65 3la K-3-KY 1,84 | 1587,95
13b | K-2-KY 1,82 | 1484,78 31b K-2-KY 1,83 | 1559,59
1l4a | K-2-40Y 1,82 | 1421,05 32a K-3-40Y 1,82 | 1526,65
14b | K-2-40Y 1,85 | 1501,33 32b K-3-40Y 1,82 | 1484,78
15a | K-2-80Y 1,82 | 1595,13 33a K-3-80Y 1,82 | 1421,05
15b | K-2-80Y 1,85 | 1493,48 33b K-3-80Y 1,81 | 1501,33
16a | K-2-160Y 1,82 | 143541 34a K-3-160Y 1,82 | 1595,13
16b | K-2-160Y 1,82 | 1536,17 34b K-3-160Y 1,82 | 1493,48
17a | K-2-320Y 1,84 | 1573,99 35a K-3-320Y 1,83 | 143541
17b | K-2-320Y 1,82 | 151298 35b K-3-320Y 1,83 | 141237
18a | K-2-640Y 1,85 | 1536,17 36a K-3-640Y 1,81 | 148452
18b | K-2-640Y 1,84 | 1509,37 36b K-3-640Y 1,80 | 1446,56
K: kadmiyum stresi, K: kontrol, R: kok, C: kotiledon, Y: yaprak
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Cizelge 4.4 Kadmiyum (Cd) stresi uygulanmis farkli aspir gesitlerine [Linas (5), ASOL
(7)] ait kok, kotiledon ve yaprak orneklerinden elde edilen RNA’lardan
sentezlenmis cDNA’larin saflik ve miktar tayinleri

No Stres 260/280 | ng/uL No Stres 260/280 | ng/uL

Uygulamasi Uygulamasi
la K-5-KR 1,83 | 1612,17 19a | K-7-KR 1,81 | 1404,58
1b K-5-KR 1,82 | 1603,99 19b | K-7-KR 1,82 | 1447,56
2a K-5-40R 1,81 | 151298 20a | K-7-40R 1,83 | 1538,29
2b K-5-40R 1,82 | 1536,17 20b | K-7-40R 1,83 | 155284
3a K-5-80R 1,81 | 1509,37 2la | K-7-80R 1,84 | 1496,39
3b K-5-80R 1,82 | 1525,13 21b | K-7-80R 1,84 | 1552,08

4a | K-5-160R 1,82 | 1468,29 22a | K-7-160R 1,81 | 1533,65
4b K-5-160R 1,83 | 1480,56 22b | K-7-160R 1,82 | 1500,08
5a | K-5-320R 1,82 | 1523,96 23a | K-7-320R 1,82 | 1532,22
5b K-5-320R 1,82 | 1533,65 23b | K-7-320R 1,83 | 1525,22
6a | K-5-640R 1,83 | 1509,01 24a | K-7-640R 1,82 | 1485,92
6b K-5-640R 1,82 | 1536,17 24b | K-7-640R 1,82 | 1475,98

7a | K-5-KC 1,82 | 1573,99 25a | K-7-KC 1,83 |1530,24
7b K-5-KC 1,82 | 1512,98 25b | K-7-KC 1,84 | 1536,17
8a | K-5-40C 1,84 | 1536,17 26a | K-7-40C 1,82 | 1573,99
8b K-5-40C 1,84 | 1504,58 26b | K-7-40C 1,82 | 1512,98
9a | K-5-80C 1,82 | 1547,56 27a | K-7-80C 1,84 | 1536,17

9b K-5-80C 1,84 | 1538,29 27b | K-7-80C 1,82 | 1509,37
10a | K-5-160C 1,82 | 1552,84 28a | K-7-160C 1,82 | 1525,13
10b | K-5-160C 1,81 | 1496,39 28b | K-7-160C 1,82 | 1468,29
1la | K-5-320C 1,82 | 1552,08 29a | K-7-320C 1,82 | 1480,56
11b | K-5-320C 1,82 | 1533,65 29b | K-7-320C 1,81 | 1523,96
12a | K-5-640C 1,81 | 1500,08 30a | K-7-640C 1,82 | 1533,65
12b | K-5-640C 1,82 | 1532,22 30b | K-7-640C 1,82 | 1509,01
13a | K-5-KY 1,84 | 1504,58 3la| K-7-KY 1,86 | 1536,17
13b | K-5-KY 1,84 | 1547,56 31b | K-7-KY 1,86 | 1573,99
1l4a | K-5-40Y 1,82 | 1538,29 32a | K-7-40Y 1,85 | 1512,98
14b | K-5-40Y 1,82 | 1552,84 32b | K-7-40Y 1,85 | 1536,17
15a | K-5-80Y 1,84 | 1496,39 33a | K-7-80Y 1,83 | 1509,37
15b | K-5-80Y 1,84 | 1552,08 33b | K-7-80Y 1,84 | 1525,13
16a | K-5-160Y 1,85 | 1533,65 34a | K-7-160Y 1,85 | 1504,58
16b | K-5-160Y 1,84 | 1500,08 34b | K-7-160Y 1,85 | 1547,56
17a | K-5-320Y 1,84 | 1480,56 35a | K-7-320Y 1,83 | 1538,29
17b | K-5-320Y 1,82 | 1523,96 35b | K-7-320Y 1,83 | 1552,84
18a | K-5-640Y 1,85 | 1533,65 36a | K-7-640Y 1,81 | 1496,39
18b | K-5-640Y 1,85 | 1509,01 36b | K-7-640Y 1,80 | 1552,08
K: kadmiyum stresi, K: kontrol, R: kok, C: kotiledon, Y: yaprak
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Cizelge 4.5 Kursun (Pb) stresi uygulanmis farkli aspir ¢esitlerinden [Balci (2), BDYAS-
4 (3)] ait kok, kotiledon ve yaprak orneklerinden elde edilen RNA’lardan
sentezlenmis cDNA’larin saflik ve miktar tayinleri

No Stres 260/280 | ng/uL No Stres 260/280 | ng/uL
Uygulamasi Uygulamasi
la L-2-KR 1,82 | 1526,66 19a | L-3-KR 1,81 | 1513,99
1b L-2-KR 1,82 | 1563,65 19b | L-3-KR 1,82 | 1511,98
2a L-2-40R 1,83 | 1509,01 20a | L-3-40R 1,83 | 1536,17
2b L-2-40R 1,82 | 1536,17 20b | L-3-40R 1,82 | 1504,58
3a L-2-80R 1,82 | 1573,99 2la | L-3-80R 1,81 | 1547,56
3b L-2-80R 1,82 | 1512,98 21b | L-3-80R 1,82 | 1538,29
4a L-2-160R 1,84 | 1536,17 22a | L-3-160R 1,81 | 1523,96
4b L-2-160R 1,82 | 1504,58 22b | L-3-160R 1,82 | 1533,65
5a L-2-320R 1,86 | 1547,56 23a | L-3-320R 1,83 | 1509,01
5b L-2-320R 1,82 | 1538,29 23b | L-3-320R 1,82 | 1536,17
6a L-2-640R 1,83 | 1552,84 24a | L-3-640R 1,83 | 1573,99
6b L-2-640R 1,82 | 1496,39 24b | L-3-640R 1,81 | 1512,98
7a L-2-KC 1,84 | 1552,08 25a | L-3-KC 1,82 | 1536,17
7b L-2-KC 1,82 | 1533,65 25b | L-3-KC 1,82 | 1504,58
8a L-2-40C 1,85 | 1500,08 26a | L-3-40C 1,83 | 1547,56
8b L-2-40C 1,82 | 1532,22 26b | L-3-40C 1,82 | 1538,29
%a L-2-80C 1,82 | 1504,58 27a | L-3-80C 1,82 | 1536,17
9b L-2-80C 1,81 | 1547,56 27b | L-3-80C 1,83 | 1573,99
10a | L-2-160C 1,82 | 1538,29 28a | L-3-160C 1,82 | 1512,98
10b | L-2-160C 1,81 | 1552,84 28b | L-3-160C 1,81 | 1536,17
1la | L-2-320C 1,82 | 1496,39 29a | L-3-320C 1,84 | 1504,58
11b | L-2-320C 1,82 | 1573,99 29b | L-3-320C 1,83 | 1547,56
12a | L-2-640C 1,83 |1512,98 30a | L-3-640C 1,82 | 1538,29
12b | L-2-640C 1,82 | 1536,17 30b | L-3-640C 1,82 | 1552,84
13a | L-2-KY 1,84 | 1504,58 3la | L-3-KY 1,84 | 1496,39
13b | L-2-KY 1,82 | 1547,56 31b | L-2-KY 1,83 | 1552,08
14a | L-2-40Y 1,82 | 1538,29 32a | L-3-40Y 1,82 | 1533,65
14b | L-2-40Y 1,85 | 1536,17 32b | L-3-40Y 1,82 | 1500,08
15a | L-2-80Y 1,82 | 1573,99 33a | L-3-80Y 1,82 | 1532,22
15b | L-2-80Y 1,85 |1512,98 33b | L-3-80Y 1,81 | 1504,58
16a | L-2-160Y 1,82 | 1536,17 34a | L-3-160Y 1,82 | 1547,56
16b | L-2-160Y 1,82 | 1504,58 34b | L-3-160Y 1,82 | 1538,29
17a | L-2-320Y 1,84 | 1547,56 35a | L-3-320Y 1,83 | 1552,84
17b | L-2-320Y 1,82 | 1538,29 35b | L-3-320Y 1,83 | 1496,39
18a | L-2-640Y 1,85 | 1573,99 36a | L-3-640Y 1,81 | 1523,96
18b | L-2-640Y 1,84 | 1512,98 36b | L-3-640Y 1,80 | 1533,65
L: kursun stresi, K: kontrol, R: kok, C: kotiledon, Y: yaprak
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Cizelge 4.6 Kursun (Pb) stresi uygulanmis farkli aspir gesitlerinden [Linas (5), ASOL
(7)] ait kok, kotiledon ve yaprak orneklerinden elde edilen RNA’lardan
sentezlenmis cDNA’larin saflik ve miktar tayinleri

No Stres 260/280 | ng/uL No Stres 260/280 | ng/uL
Uygulamasi Uygulamasi
la L-5-KR 1,83 | 1563,99 19a | L-7-KR 1,81 | 1666,17
1b L-5-KR 1,82 | 1522,98 19b | L-7-KR 1,82 | 1663,99
2a L-5-40R 1,81 | 1576,17 20a | L-7-40R 1,83 | 1512,98
2b L-5-40R 1,82 | 1544,58 20b | L-7-40R 1,83 | 1536,17
3a L-5-80R 1,81 | 1557,56 2la | L-7-80R 1,84 | 1504,58
3b L-5-80R 1,82 | 1558,29 21b | L-7-80R 1,84 | 1547,56
4a L-5-160R 1,82 | 1536,17 22a | L-7-160R 1,81 | 1573,99
4b L-5-160R 1,83 | 1573,99 22b | L-7-160R 1,82 | 1512,98
5a L-5-320R 1,82 | 1512,98 23a | L-7-320R 1,82 | 1536,17
5b L-5-320R 1,82 | 1536,17 23b | L-7-320R 1,83 | 1504,58
6a L-5-640R 1,83 | 1504,58 24a | L-7-640R 1,82 | 1547,56
6b L-5-640R 1,82 | 1547,56 24b | L-7-640R 1,82 | 1538,29
7a L-5-KC 1,82 | 1573,99 25a | L-7-KC 1,83 | 1536,17
7b L-5-KC 1,82 |1512,98 25b | L-7-KC 1,84 | 1573,99
8a L-5-40C 1,84 | 1536,17 26a | L-7-40C 1,82 | 1512,98
8b L-5-40C 1,84 | 1504,58 26b | L-7-40C 1,82 | 1536,17
%a L-5-80C 1,82 | 1547,56 27a | L-7-80C 1,84 | 1504,58
9b L-5-80C 1,84 | 1538,29 27b | L-7-80C 1,82 | 1547,56
10a | L-5-160C 1,82 | 1536,17 28a | L-7-160C 1,82 | 1538,29
10b | L-5-160C 1,81 | 1573,99 28b | L-7-160C 1,82 | 1536,17
1la | L-5-320C 1,82 |1512,98 29a | L-7-320C 1,82 | 1573,99
11b | L-5-320C 1,82 | 1536,17 29b | L-7-320C 1,81 | 1512,98
12a | L-5-640C 1,81 | 1504,58 30a | L-7-640C 1,82 | 1536,17
12b | L-5-640C 1,82 | 1547,56 30b | L-7-640C 1,82 | 1504,58
13a | L-5-KY 1,84 | 1538,29 3la | L-7-KY 1,86 | 1547,56
13b | L-5-KY 1,84 | 1573,99 31b | L-7-KY 1,86 | 1538,29
14a | L-5-40Y 1,82 | 1512,98 32a | L-7-40Y 1,85 | 1573,99
14b | L-5-40Y 1,82 | 1536,17 32b | L-7-40Y 1,85 | 1536,17
15a | L-5-80Y 1,84 | 1536,17 33a | L-7-80Y 1,83 | 1573,99
15b | L-5-80Y 1,84 | 1573,99 33b | L-7-80Y 1,84 | 151298
16a | L-5-160Y 1,85 |1512,98 34a | L-7-160Y 1,85 | 1536,17
16b | L-5-160Y 1,84 | 1536,17 34b | L-7-160Y 1,85 | 1504,58
17a | L-5-320Y 1,84 | 1504,58 35a | L-7-320Y 1,83 | 1547,56
17b | L-5-320Y 1,82 | 1547,56 35b | L-7-320Y 1,83 | 1573,99
18a | L-5-640Y 1,85 | 1573,99 36a | L-7-640Y 1,81 | 1512,98
18b | L-5-640Y 1,85 |1512,98 36b | L-7-640Y 1,80 | 1536,17
L: kursun stresi, K: kontrol, R: kok, C: kotiledon, Y: yaprak
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4.4 Real-Time PCR Reaksiyonu

Real-Time PCR reaksiyonu ti¢ tekrarli olacak sekilde Light Cycler Nano (Roche) cihazi
araciligiyla SYBR Green I Master boyasi kullanilarak gergeklestirilmistir. FAD
genlerine ait mRNA ifadelerinin normalizasyon isleminde kullanilmak {izere
housekeeping gen olarak Actin (ACT) geni segilmistir. Real-Time PCR reaksiyonu
esnasinda SYBR Green I boyas: kullanilarak gerceklestirilen kantitasyonu (miktar
belirleme=ekspresyon miktarmin tespiti) takiben PCR’in etkinligini saptamak ve
herhangi bir dimer olusumu olup olmadigini gézlemlemek amaciyla Melting Curve
(Erime Egrisi) analizi yapilmistir. Stres faktorleri, aspir cesitleri ve farkli dokulara ait
caligilan biitiin genler icin bazi 6rneklere ait olan erime egirisi (Melting Curve) analiz

sonuclar sekil 4.3°te verilmistir.
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Sekil 4.3 Caligilan baz1 6rneklerde ACT ve FAD2 genlerinin erime egrisi analizi

Real-Time PCR reaksiyonunda farkli konsantrasyonlarda bakir, kursun ve kadmiyum
agir metal stresine maruz kalan farkli aspir cesitlerinin kok, kotiledon ve yaprak

dokularina ait orneklerde ACT ve FAD2 genlerinin Real-Time PCR reaksiyonu es
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zamanli olarak izlenmis ve pik profilleri kaydedilmistir. PCR reaksiyonunda Ct (Cycle
Treshold) degeri; reaksiyona ait pik profilinde logaritmik artig fazina gecilen dongiiyii
(ilk 6nemli artis olan noktayi) ifade etmektedir. Her bir drnege ait Ct degerleri elde
edilen bu pik profilleri sayesinde belirlenmistir. Stres faktorleri, aspir ¢esitleri ve farkli
dokulara ait calisilan biitiin genler i¢in bazi 6rneklere ait olan Real-Time PCR pik

profilleri sekil 4.4’te sunulmustur.

Amplification Plot
FAD2-11 /7 FAD2-6 ’
\(//'
2
/ Y /4
FAD2-7 ACT /f
% ;
———— M— e »"/_/ —
Cycle ) Cycle
Sekil 4.4 Calisilan bazi 6rneklerde ACT ve FAD2 genlerinin Real Time PCR pik

profilleri
4.5 Real-Time PCR Sonuclarmin Normalizasyonu ve Tstatistiksel Analizi

Ug farkl1 agir metal stresine maruz birakilan aspir gesitlerinin kdk, kotiledon ve yaprak
dokularina ait trankript profilleri ve kontrol profillerinin housekeeping gen olarak
secilen aktin (ACT) ile karsilastirmasi yapilmistir. Elde edilen veriler Livak ve

-AACt
2

Schmittgen’in metoduna gore normalize edilmistir (Livak ve Schmittgen 2001).
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Bu verilerin ortalama, standart sapma, standart hata ve istatistiksel olarak anlamlilik

dereceleri istatistik programi (IBM SPSS Statistic-21) ile hesaplanmustir.

Gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin ANOVA, Tukey ve Dunnett ¢oklu
karsilagtirma testleri yapilmistir. Varyanslarin homojenligi ise Levene testiyle
belirlenmistir. Literatiirde daha 6nce yapilan ¢alismalarda bir kontrol grubu birden fazla
deney grubu ile karsilastiriliyorsa Dunnett testinin kullanilmasi 6nerilmektedir (Dunnett
1955). Bu amagla, varyanslart homojen dagilim gosteren degiskenlere post-hoc Tukey
HSD ve (sonuglar1 teyit etmek i¢in ayrica Dunnett testi), homojen dagilim gostermeyen

degiskenlere ise Dunnett’s T3 testi uygulanmistir (Roscoe 1975).

4.5.1 Bakar (Cu) stresi sonuglarinin normalizasyonu ve istatistiksel analizi
4.5.1.1 BALCI cesidi

Farkli konsantrasyonlarda bakir (Cu) stresi uygulanan BALCI ¢esidinde kok, kotiledon
ve yaprak orneklerinin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait mRNA ifade
profilleri, housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar1 dikkate
almarak 22" metoduna gore normalize edilmistir (Cizelge 4.7). Normalizasyon sonucu
elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapmalari

hesaplanmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.7 Bakir stresi uygulanan BALCI ¢esidinin farkli doku 6rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,032600 | 0,023067 | 0,028756 | 0,040107 | 0,028776 | 0,037839 | 0,075415 | 0,047104 | 0,064794
if: 80 mg/L 0,015474 | 0,022036 | 0,015625 | 0,010598 | 0,013697 | 0,009705 | 0,196554 | 0,297714 | 0,245705
& 160 mg/L 0,012789 | 0,012648 | 0,014408 | 0,032240 | 0,023831 | 0,033960 | 0,385019 | 0,396942 | 0,325787
§ 320 mg/L 0,025737 | 0,026060 | 0,027092 | 0,015389 | 0,014488 | 0,014579 | 0,007840 | 0,004996 | 0,007468
640 mg/L 0,036524 | 0,032622 | 0,030543 | 0,045154 | 0,031973 | 0,032622 | 0,068251 | 0,055169 | 0,066708

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,030586 | 0,029770 | 0,028301 | 0,212274 | 0,197921 | 0,199575 | 4,190145 | 4,569385 | 3,972370
\ 80 mg/L 0,018402 | 0,023732 | 0,024552 | 0,044936 | 0,051976 | 0,050136 | 4,086880 | 4,118160 | 3,923116
’a 160 mg/L 0,018389 | 0,019317 | 0,022021 | 0,219760 | 0,228458 | 0,219608 | 3,508854 | 4,198867 | 3,501565
320 mg/L 0,036348 | 0,035427 | 0,034891 | 0,178130 | 0,343885 | 0,285785 | 0,841479 | 0,763659 | 0,490730
640 mg/L 0,043525 | 0,050660 | 0,061811 | 0,062500 | 0,073302 | 0,081616 | 0,693515 | 0,990343 | 0,982821

Doku | Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,108518 | 0,149270 | 0,138696 | 1,783857 | 2,297397 | 2,219139 | 0,237665 | 0,228458 | 0,218242
a 80 mg/L 0,071893 | 0,067452 | 0,139952 | 1,088997 | 1,051173 | 1,063633 | 20,477959 | 10,913183 | 15,562479
= 160 mg/L 0,194791 | 0,203627 | 0,196827 | 2,363623 | 2,635360 | 2,536783 | 0,545632 | 0,498616 | 0,578745
S 320 mg/L 0,241819 | 0,242827 | 0,229251 | 0,498270 | 0,487002 | 0,475659 | 0,500694 | 0,517632 | 0,399980
~ 640 mg/L 0,125000 | 0,131488 | 0,143488 | 0,859756 | 0,959264 | 0,791686 | 1,223488 | 1,967004 | 2,852051




GL

Cizelge 4.8 Bakir stresi uygulanan BALCI ¢esidinin farkli doku 6rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verilerinin
ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku [  Konsantrasyon FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
if: 40 mg/L 15,64965 | 10,22171 | 2,39775 | 5,05895 | 1,68295 | 0,42246 | 2,92079 | 0,97165 | 0,24391
o 80 mg/L 9,52709 | 3,25869 | 9,78642 | 1,22671 | 0,61054 | 3,12453 | 0,70824 | 0,35249 | 1,80395
% 160 mg/L 7,25209 | 8,64408 | 14,34087 | 1,13818 | 1,72735 | 2,08053 | 0,65713 | 0,99729 | 1,20119
> 320 mg/L 14,36040 | 4,26039 | 0,26121 | 2,11419 | 0,15802 | 0,05815 | 1,22063 | 0,09123 | 0,03357
640 mg/L 18,31624 | 10,45389 | 2,46048 | 4,52803 | 1,53114 | 0,37356 | 2,61426 | 0,88400 | 0,21568

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 13,63664 | 17,65678 | 18,59443 | 1,25539 | 2,12837 | 1,51181 | 0,72480 | 1,22882 | 0,87285
% 80 mg/L 10,21834 | 4,23551 | 17,75621 | 1,44590 | 0,24112 | 1,75852 | 0,83479 | 0,13921 | 1,01528
i 160 mg/L 9,19766 | 19,27982 | 16,32068 | 1,28658 | 1,33311 | 0,93925 | 0,74281 | 0,76967 | 0,54228
320 mg/L 16,41403 | 22,97337 | 3,08384 | 1,51342 | 5,65527 | 0,96597 | 0,87377 | 3,26507 | 0,55771
640 mg/L 24,00828 | 6,27329 | 3,86109 | 4,94038 | 0,92114 | 0,46993 | 2,85233 | 0,53182 | 0,27131

Z Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 25,25063 | 52,05280 | 1,07139 | 3,66284 | 4,82043 | 0,33793 | 2,11474 | 2,78308 | 0,19511
51 80 mg/L 17,76059 | 26,60507 | 68,94573 | 7,51593 | 2,07409 | 1,96295 | 4,33933 | 1,19748 | 1,13331
= 160 mg/L 37,97217 | 62,40647 | 2,52341 | 0,78094 | 1,53874 | 0,68661 | 0,45087 | 0,88839 | 0,39641
g 320 mg/L 4555923 | 12,12712 | 2,24263 | 2,06927 | 0,87661 | 0,89004 | 1,19469 | 0,50611 | 0,51386
640 mg/L 25,49977 | 21,60077 | 9,80563 | 1,39320 | 1,37903 | 5,03193 | 0,80436 | 0,79619 | 2,90519




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir ¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagli ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

lizerinde gosterilmistir.

Bakir stresi uygulanan BALCI c¢esidinin yaprak oOrneklerinde konsantrasyona bagh
FAD?2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler sekil 4.5’de verilmistir. FAD2-11 gen
ifade diizeyinde kontrol grubuna gére 40 mg/L’de yaklasik 15 katlik ani bir artis tespit
edilmistir. Bu artis 160 mg/L’ye kadar azalirken, 320 mg/L konsantrasyonda tekrar
artmaya baglayarak 640 mg/L’de yaklasik 18 kat artis ile en yiiksek seviyeye ulagsmuistir.
FAD2-7 gen ifade seviyesi 40 mg/L’de yaklasik 10 katlik ani bir artisa ulagmis
sonrasinda ise 320 mg/L konsantrasyona kadar artan ve azalan bir egilim gdstermistir.
640 mg/L’de ise en yiiksek seviyeye ulagsmustir. FAD2-6 gen ifade diizeyi 160 mg/L
konsantrasyona kadar artan bir grafik gosterirken, 320 mg/L’de ani bir diisiisle kontrol
grubuna gore olduk¢a azalmis, 640 mg/L’de ise yeniden artmistir (Cizelge 4.8). Ayrica
farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan yaprak érneklerinde elde edilen FAD?2
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu
durum Dunnett’s T3 (FAD2-11 ve FAD2-6) ve Tukey HSD (FAD2-7) testi ile
dogrulanmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 Bakir stresine maruz birakilan BALCI ¢esidine ait yaprak orneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 * Ns *k falaied *
FAD2_7 *k*k NS *k*k * * k%
FAD2-6 Ns Ns * * *

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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mRNA ifade Diizeyleri
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Sekil 4.5 Bakir stresi uygulanan BALCI ¢esidi yaprak 6rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Bakir stresi uygulanan BALCI ¢esidinin kok 6rneklerinde konsantrasyona bagli FAD2
genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler sekil 4.6’de verilmistir. FAD2-11 gen ifade
diizeyinde kontrol grubuna kiyasla 40 mg/L’de yaklasik 13 katlik ani bir artis tespit
edilmistir. Bu artis 160 mg/L’ye kadar azalirken, 320 mg/L konsantrasyonda yaklasik
16 kat artmig, 640 mg/L’de ise 24 kat artis ile en yiiksek seviyeye ulasmigtir. FAD2-7
gen ifade seviyesi 40 mg/L’de yaklagik 18 katlik ani bir artisa ulasmigtir. 80 mg/L
konsantrasyonda ise yeniden diigsmiistiir. Fakat 320 mg/L’ye kadar oldukca yiikselerek
yaklagik 23 kata ulasmis ve 640 mg/L’de yeniden diismiistir. FAD2-6 gen ifade
diizeyinde 40 mg/L’de yaklasitk 19 katlik ani bir artis tespit edilmis ve artan
konsantrasyonlarda bu seviye giderek azalmistir (Cizelge 4.8). Ayrica farkli
konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kok 6rneklerinde elde edilen FAD2 genlerine
ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum
Dunnett’s T3 (FAD2-11 ve FAD2-6) ve Tukey HSD (FAD2-7) testi ile dogrulanmigtir
(Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10 Bakir stresine maruz birakilan BALCI ¢esidine ait kok Orneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2_11 * * * *kx *
FAD2-7 el Ns il el Ns
FAD2-6 * e * Ns Ns

*p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

BALCI (Kok)

= NN
o o1 o O

mRNA ifade Diizeyleri
ol

Kontrol 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640mg/L
mFAD2-11 =FAD2-7 =FAD2-6

Sekil 4.6 Bakir stresi uygulanan BALCI ¢esidi kok drneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Bakir stresi uygulanan BALCI ¢esidinin kotiledon &rneklerinde konsantrasyona bagli
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.7°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 45 kat ile en yliksek 320 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda yaklasik 18 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiikksek 160 mg/L ve en diisiik 320 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yliksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 80
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.8). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan kotiledon 6rneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-11 ve
FAD2-6) ve Tukey HSD (FAD2-7) testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11 Bakir stresine maruz birakilan BALCI ¢esidine ait kotiledon 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 * Ns *x * *
FAD2_7 *kx ** *k*k NS *
FAD2-6 Ns Ns * Ns Ns

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

BALCI (Kotiledon)
70
60
50
40
30
20
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Kontrol 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640mg/L

mFAD2-11 %=FAD2-7 =FAD2-6

mRNA ifade Diizeyleri

Sekil 4.7 Bakir stresi uygulanan BALCI ¢esidi kotiledon 6rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.1.2 BDYAS-4 cesidi

Farkli konsantrasyonlarda bakir (Cu) stresi uygulanan BDYAS-4 cesidinde kok,
kotiledon ve yaprak orneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait
mRNA ifade profilleri housekeeping gen olarak kullanmilan aktin (ACT) ve kontrol
sartlar1 dikkate almarak 2 metoduna gore normalize edilmistir (Cizelge 4.12).
Normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata

ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.12 Bakir stresi uygulanan BDY AS-4 ¢esidinin farkli doku 6rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,018776 | 0,017051 | 0,016689 | 0,010821 | 0,012878 | 0,012183 | 0,026571 | 0,041637 | 0,019627
if: 80 mg/L 0,005187 | 0,005172 | 0,004766 | 0,000255 | 0,000235 | 0,000206 | 0,114705 | 0,201521 | 0,115743
& 160 mg/L 0,093558 | 0,087717 | 0,115743 | 0,004623 | 0,003396 | 0,005314 | 0,173379 | 0,172659 | 0,220523
§ 320 mg/L 0,314036 | 0,308000 | 0,388557 | 0,025862 | 0,023749 | 0,028129 | 0,017936 | 0,014589 | 0,017484
640 mg/L 0,004198 | 0,004553 | 0,004496 | 0,000434 | 0,000462 | 0,000506 | 0,021051 | 0,017170 | 0,022406

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 2,005553 | 1,953417 | 3,240014 | 1,997229 | 2,581125 | 3,427128 |21,068271 | 17,243730 | 32,356867
\ 80 mg/L 1,038859 | 0,976709 | 1,410298 | 1,820078 | 0,868140 | 0,936272 | 1,444930 | 0,762072 | 1,145518
’a 160 mg/L 0,295044 | 0,241317 | 0,251739 | 0,541863 | 0,548286 | 0,566835 | 4,307946 | 4,907540 | 4,242751
320 mg/L 4,296018 | 5,105315 | 3,340352 | 0,930450 | 1,691145 | 1,497961 | 23,506698 | 25,794651 | 19,093372
640 mg/L 0,961927 | 1,867360 | 0,987601 | 2,443586 | 3,670560 | 1,917199 | 0,198609 | 0,366021 | 0,216885

Doku | Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,379718 | 0,616426 | 0,374750 | 0,177883 | 0,181495 | 0,177145 | 0,120910 | 0,158439 | 0,066754
a 80 mg/L 0,821880 | 0,638164 | 0,936921 | 0,820742 | 0,731029 | 0,657471 | 0,255430 | 0,243501 | 0,342933
= 160 mg/L 0,346758 | 0,778085 | 0,483974 | 0,928517 | 1,345367 | 0,740207 | 0,490390 | 0,509799 | 0,411796
S 320 mg/L 1,159096 | 1,145518 | 1,290562 | 0,633317 | 0,707107 | 0,618995 | 0,659754 | 0,601235 | 0,643941
~ 640 mg/L 1,365094 | 1,548638 | 1,184272 | 0,515127 | 0,416388 | 0,448133 | 0,315344 | 0,417544 | 0,440435
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Cizelge 4.13 Bakir stresi uygulanan BDYAS-4 c¢esidinin farkli doku Orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verilerinin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
iét 40 mg/L 0,20602 | 0,90926 | 0,70442 | 0,02916 | 0,02739 | 0,18699 | 0,01684 | 0,01581 | 0,10796
o 80 mg/L 0,05922 | 0,01776 | 3,44860 | 0,00641 | 0,00264 | 0,60798 | 0,00370 | 0,00152 | 0,35102
% 160 mg/L 1,15899 | 0,34140 | 4,69802 | 0,16282 | 0,08823 | 1,05221 | 0,09400 | 0,05094 | 0,60749
> 320 mg/L 3,94107 | 1,98152 | 0,41915 | 0,46491 | 0,25692 | 0,11314 | 0,26842 | 0,14833 | 0,06532
640 mg/L 0,05169 | 0,03562 | 0,50805 | 0,00165 | 0,00297 | 0,13908 | 0,00095 | 0,00172 | 0,08030

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 0,55033 | 1,56057 | 2,57069 | 0,07128 | 0,45185 | 0,66367 | 0,04115 | 0,26088 | 0,38317
% 80 mg/L 0,26578 | 0,69412 | 0,12194 | 0,03492 | 0,26990 | 0,02906 | 0,02016 | 0,15583 | 0,01678
N 160 mg/L 0,06304 | 0,32170 | 0,50149 | 0,01676 | 0,01936 | 0,09590 | 0,00968 | 0,01118 | 0,05537
320 mg/L 1,06525 | 0,80694 | 2,55612 | 0,51007 | 0,26483 | 0,62659 | 0,29449 | 0,15290 | 0,36176
640 mg/L 0,32814 | 1,56911 | 0,02966 | 0,22424 | 0,58741 | 0,01384 | 0,12947 | 0,33914 | 0,00799

Z. Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 1,83898 | 0,76723 | 1,13290 | 0,44195 | 0,04145 | 0,52609 | 0,25516 | 0,02393 | 0,30374
E 80 mg/L 3,27540 | 3,14683 | 2,68838 | 0,79194 | 0,18088 | 0,38939 | 0,45722 | 0,10443 | 0,22482
= 160 mg/L 2,15452 | 4,28460 | 4,55956 | 0,77066 | 1,22941 | 0,79458 | 0,44494 | 0,70980 | 0,45875
a 320 mg/L 4,88732 | 2,79960 | 6,11191 | 0,58131 | 0,20280 | 0,21916 | 0,33562 | 0,11709 | 0,12653
640 mg/L 553135 | 1,96931 | 3,77943 | 0,43000 | 0,18402 | 0,74524 | 0,24826 | 0,10624 | 0,43026




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir ¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagli ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Bakir stresi uygulanan BDYAS-4 cesidinin yaprak orneklerinde konsantrasyona bagh
FAD?2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler sekil 4.8’de verilmistir. Kontrole gore
FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 4 kat ile en yiiksek 320 mg/L konsantrasyonda, en
diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yliksek 320 mg/L
ve en disiik 80 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade
edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 160 mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.13). Ayrica
farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan yaprak 6rneklerinde elde edilen FAD2
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin dénemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu
durum Dunnett’s T3 (FAD2-11 ve FAD2-6) ve Tukey HSD (FAD2-7) testi ile
dogrulanmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 Bakir stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidine ait yaprak orneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 *x il Ns * **
FAD2_7 NS * k% *k*k *k*k * k%
FAD2-6 Ns Ns * Ns Ns

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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BDYAS-4 (Yaprak)

mRNA ifade Diizeyleri
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Kontrol 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
mFAD2-11 %FAD2-7 =FAD2-6

Sekil 4.8 Bakir stresi uygulanan BDY AS-4 ¢esidi yaprak orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Bakir stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin kok orneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.9°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 2,5 kat ile en yiliksek 40 mg/L ve 320 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 640 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni
en yiiksek 640 mg/L ve en diisiik 40 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek
ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40 mg/L ve 640 mg/L’dir (Cizelge
4.13). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kok orneklerinde elde
edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu
bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-7 ve FAD2-6) ve Tukey HSD (FAD2-11)
testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 Bakir stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidine ait kok Orneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 * *x faleied Ns bl
FAD2-7 Ns Ns *x Ns Ns
FAD2-6 Ns *x * * bl

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.9 Bakir stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidi kok orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Bakir stresi uygulanan BDY AS-4 ¢esidinin kotiledon 6rneklerinde konsantrasyona bagli
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.10°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 6 kat ile en yliksek 640 mg/L konsantrasyonda,
en diisiik ise 40 mg/L konsantrasyonda yaklasik 2 kat seklinde ifade olmustur. FAD2-7
geni en yiiksek 160 mg/L ve en diisiik 40 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en
yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 320 mg/L ve 40 mg/L’dir
(Cizelge 4.13). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan Kkotiledon
orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli
(p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-7) ve Tukey HSD (FAD2-
11 ve FAD2-6) testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16 Bakir stresine maruz birakilan BDYAS-4 cesidine ait kotiledon
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns *x Ns falaied falaied
FAD2-7 Ns *x Ns * *
FAD2-6 Ns ok N —— ——

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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BDYAS-4 (Kotiledon)

mRNA ifade Diizeyleri
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Kontrol 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L

BFAD2-11 %FAD2-7 =FAD2-6

Sekil 4.10 Bakir stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidi kotiledon Orneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.1.3 LINAS cesidi

Farkl1 konsantrasyonlarda bakir (Cu) stresi uygulanan LINAS ¢esidinde kok, kotiledon
ve yaprak orneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait mRNA ifade
profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar1 dikkate

almarak 2724¢

metoduna gore normalize edilmistir Cizelge 4.17). Normalizasyon
sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata ve standart

sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.17 Bakir stresi uygulanan LINAS cesidinin farkli doku rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,576343 | 0,570777 | 0,546389 | 0,398596 | 0,334250 | 0,336342 | 0,628071 | 0,545254 | 0,562529
if: 80 mg/L 0,047828 | 0,047531 | 0,048732 | 0,037760 | 0,031099 | 0,033539 | 0,070024 | 0,057035 | 0,065789
& 160 mg/L 0,083389 | 0,083563 | 0,077913 | 0,076203 | 0,083795 | 0,091696 | 0,156909 | 0,163913 | 0,110109
§ 320 mg/L 0,474671 | 0,459456 | 0,517274 | 0,278548 | 0,262066 | 0,310787 | 0,495515 | 0,302918 | 0,460413
640 mg/L 0,418123 | 0,435577 | 0,349654 | 0,450938 | 0,426613 | 0,327826 | 0,151669 | 0,177883 | 0,220523

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,627201 | 0,632002 | 0,607097 | 0,249827 | 0,421031 | 0,266277 | 0,125087 | 0,163119 | 0,077697
\ 80 mg/L 0,016654 | 0,034008 | 0,033796 | 0,157782 | 0,266462 | 0,179120 | 0,086689 | 0,306934 | 0,191312
’a 160 mg/L 0,023831 | 0,024197 | 0,049412 | 0,080716 | 0,086810 | 0,170755 | 0,148960 | 0,158329 | 0,301243
320 mg/L 0,147829 | 0,238490 | 0,196146 | 0,340329 | 0,535144 | 0,480630 | 0,365768 | 0,316439 | 0,320856
640 mg/L 0,089374 | 0,091062 | 0,114546 | 0,170873 | 0,206326 | 0,137071 | 0,279709 | 0,224845 | 0,285983

Doku | Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,759436 | 1,114966 | 0,794985 | 0,095061 | 0,082184 | 0,109728 | 0,064614 | 0,071744 | 0,041349
a 80 mg/L 0,904379 | 0,677362 | 0,443191 | 0,110644 | 0,101391 | 0,067827 | 0,034435 | 0,033773 | 0,035378
= 160 mg/L 0,199851 | 0,201102 | 0,289373 | 0,115904 | 0,122089 | 0,120742 | 0,061214 | 0,046263 | 0,067172
S 320 mg/L 0,203204 | 0,307360 | 0,261159 | 0,097328 | 0,111259 | 0,086150 | 0,050695 | 0,082412 | 0,089622
~ 640 mg/L 0,069156 | 0,083216 | 0,037395 | 0,080159 | 0,068251 | 0,045563 | 0,049071 | 0,068441 | 0,044780
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Cizelge 4.18 Bakir stresi uygulanan LINAS cesidinin farkl1 doku drneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verilerinin

ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Hata Standart Sapma

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
5( 40 mg/L 8,39685 | 9,71704 | 7,75369 | 0,41647 | 1,43460 | 1,23540 | 0,24045 | 0,82827 | 0,71326
o 80 mg/L 0,71418 | 0,92850 | 0,85593 | 0,01962 | 0,11416 | 0,09517 | 0,01133 | 0,06591 | 0,05495
% 160 mg/L 1,21438 | 2,27720 | 1,97064 | 0,07615 | 0,19837 | 0,69643 | 0,04397 | 0,11453 | 0,40208
> 320 mg/L 7,18868 | 7,68719 | 5,49709 | 0,33927 | 0,12300 | 0,79313 | 0,19588 | 0,07101 | 0,45791
640 mg/L 597464 | 11,04703 | 2,44064 | 0,81481 | 2,66538 | 0,45699 | 0,47043 | 1,53886 | 0,26384

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 21,72537 | 24,98494 | 9,65203 | 4,88303 | 11,92643 | 2,81343 | 2,81922 | 6,88573 | 1,62434
% 80 mg/L 0,96684 | 15,99135 | 15,31854 | 0,38203 | 7,29866 | 7,75784 | 0,22057 | 4,21388 | 4,47899
N 160 mg/L 1,06279 | 8,10906 | 16,47391 | 0,22857 | 0,90857 | 7,72605 | 0,13196 | 0,52456 | 4,46064
320 mg/L 6,80145 | 34,98766 | 26,90692 | 2,47309 | 11,65494 | 3,49816 | 1,42784 | 6,72898 | 2,01966
640 mg/L 3,35926 | 13,84117 | 21,29567 | 0,31249 | 5,81812 | 4,10248 | 0,18041 | 3,35909 | 2,36857

Z. Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 58,49239 | 23,45923 | 30,16695 | 21,16872 | 4,62733 | 7,48355 | 12,22177 | 2,67159 | 4,32063
E 80 mg/L 47,31467 | 22,55803 | 17,67609 | 28,05617 | 4,29628 | 1,22927 | 16,19824 | 2,48046 | 0,70972
= 160 mg/L 14,46213 | 29,21194 | 29,95519 [ 2,03249 | 2,23540 | 6,75816 | 1,17346 | 1,29061 | 3,90183
a 320 mg/L 16,57346 | 23,90170 | 37,78259 | 4,79114 | 2,31777 | 9,95296 | 2,76617 | 1,33816 | 5,74635
640 mg/L 4,38973 | 15,61766 | 27,47067 | 2,36646 | 3,45049 | 4,94963 | 1,36628 | 1,99214 | 2,85767




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir ¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Bakir stresi uygulanan LINAS cesidinin yaprak orneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.11°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 9 kat ile en yliksek 40 mg/L konsantrasyonda,
en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yliksek 640
mg/L ve en diisiik 80 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik
ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40 mg/L ve 80 mg/L’dir (Cizelge 4.18). Ayrica
farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan yaprak orneklerinde elde edilen FAD2
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu

durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19 Bakir stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait yaprak orneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 fale * * fal *
FAD2-7 * Ns * * *
FAD2-6 fale Ns Ns Ns Ns

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.11 Bakir stresi uygulanan LINAS cesidi yaprak 6rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Bakir stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin kok oOrneklerinde konsantrasyona bagh
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.12°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 21 kat ile en yiliksek 40 mg/L konsantrasyonda,
en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 320
mg/L ve en diisiik 160 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik
ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 320 mg/L ve 40 mg/L’dir (Cizelge 4.18).
Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kok orneklerinde elde edilen
FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus
ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-7) ve Tukey HSD (FAD2-11 ve FAD2-6) testi ile
dogrulanmistir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20 Bakir stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait kok drneklerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 falaied Ns Ns falaied falaied
FAD2-7 Ns Ns Ns Ns Ns
FAD2-6 Ns * * falaied bl

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.12 Bakir stresi uygulanan LINAS cesidi kok drneklerinde konsantrasyona bagli
FADZ2 genlerinin ifade diizeyleri

Bakir stresi uygulanan LINAS ¢esidinin kotiledon érneklerinde konsantrasyona bagli

FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.13’de verilmistir. Kontrole

gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 58 kat ile en yiiksek 40 mg/L konsantrasyonda,

en diisiik ise 640 mg/L konsantrasyonda yaklasik 5 kat seklinde ifade olmustur. FAD2-7

geni en yiiksek 160 mg/L ve en diisitk 640 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en

yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 320 mg/L ve 80 mg/L’dir

(Cizelge 4.18). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan Kkotiledon

orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli

(p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge

4.21).

Cizelge 4.21 Bakir stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait kotiledon érneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns Ns Ns Ns Ns
FAD2-7 * Ns *x * Ns
FAD2-6 Ns *x * Ns Ns

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.13 Bakir stresi uygulanan LINAS ¢esidi kotiledon érneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.1.4 ASOL cesidi

Farkli konsantrasyonlarda bakir (Cu) stresi uygulanan LINAS ¢esidinde kok, kotiledon
ve yaprak orneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait mRNA ifade
profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar1 dikkate
almarak 2" metoduna gore normalize edilmistir Cizelge 4.22). Normalizasyon
sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata ve standart

sapmalari hesaplanmistir (Cizelge 4.23).
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Cizelge 4.22 Bakir stresi uygulanan ASOL ¢esidinin farkli doku 6rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,269807 | 0,229092 | 0,256317 | 0,186597 | 0,134158 | 0,157782 | 0,294023 | 0,218848 | 0,263888
if: 80 mg/L 0,341510 | 0,341510 | 0,416677 | 0,269620 | 0,223446 | 0,286777 | 0,500000 | 0,409802 | 0,562529
& 160 mg/L 0,204617 | 0,202361 | 0,230526 | 0,186986 | 0,202922 | 0,271307 | 0,385019 | 0,396942 | 0,325787
§ 320 mg/L 0,386623 | 0,380245 | 0,390664 | 0,226880 | 0,216885 | 0,234718 | 0,403601 | 0,250694 | 0,347720
640 mg/L 0,813943 | 0,793884 | 0,548286 | 0,877822 | 0,777546 | 0,514057 | 0,295248 | 0,324210 | 0,345798

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,125434 | 0,153680 | 0,093363 | 0,124913 | 0,203063 | 0,098755 | 0,062543 | 0,078672 | 0,028816
\ 80 mg/L 0,180116 | 0,306934 | 0,385553 | 0,315563 | 0,272816 | 0,255962 | 0,173379 | 0,314253 | 0,273384
’a 160 mg/L 0,087900 | 0,084202 | 0,073404 | 0,161432 | 0,191312 | 0,165282 | 0,297921 | 0,348928 | 0,291587
320 mg/L 0,785673 | 0,916369 | 0,609205 | 0,170164 | 0,303549 | 0,273194 | 0,182884 | 0,179493 | 0,182378
640 mg/L 0,134530 | 0,208627 | 0,129139 | 0,341747 | 0,410086 | 0,250694 | 0,139855 | 0,111723 | 0,130761

Doku | Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,189859 | 0,308213 | 0,187375 | 0,177883 | 0,181495 | 0,177145 | 0,120910 | 0,158439 | 0,066754
a 80 mg/L 0,821880 | 0,638164 | 0,936921 | 0,820742 | 0,731029 | 0,657471 | 0,255430 | 0,243501 | 0,342933
= 160 mg/L 0,346758 | 0,778085 | 0,483974 | 0,928517 | 1,345367 | 0,740207 | 0,490390 | 0,509799 | 0,411796
S 320 mg/L 0,289774 | 0,286379 | 0,645281 | 0,633317 | 0,707107 | 0,618995 | 0,659754 | 0,601235 | 0,643941
~ 640 mg/L 0,170637 | 0,193580 | 0,148034 | 0,515127 | 0,416388 | 0,448133 | 0,315344 | 0,417544 | 0,440435




Cizelge 4.23 Bakir stresi uygulanan ASOL ¢esidinin farkli doku orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verilerinin
ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

€6

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
ECE 40 mg/L 0,94471 | 1,09166 | 0,86755 | 0,03336 | 0,14549 | 0,08108 | 0,01926 | 0,08400 | 0,04681
o 80 mg/L 1,38013 | 1,77597 | 1,63842 | 0,18419 | 0,06263 | 0,05936 | 0,10634 | 0,03616 | 0,03427
% 160 mg/L 0,79980 | 1,50553 | 1,26841 | 0,07320 | 0,22608 | 0,34370 | 0,04226 | 0,13053 | 0,19843
> 320 mg/L 1,45178 | 1,55396 | 1,10833 | 0,07061 | 0,09066 | 0,14029 | 0,04077 | 0,05234 | 0,08099
640 mg/L 2,70180 | 5,02902 | 1,09384 | 055771 | 155321 | 0,21495 | 0,32199 | 0,89675 | 0,12410

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 0,64670 | 1,71509 | 1,16894 | 0,35075 | 0,78337 | 0,56124 | 0,20250 | 0,45228 | 0,32403
,g 80 mg/L 1,40036 | 3,33172 | 5,15668 | 0,57889 | 0,39082 | 151112 | 0,33422 | 0,22564 | 0,87245
- 160 mg/L 0,41051 | 2,05439 | 6,37747 | 0,15490 | 0,34300 | 0,88083 | 0,08943 | 0,19803 | 0,50854
320 mg/L 3,97649 | 2,97248 | 3,69325 | 1,99933 | 0,97376 | 0,15779 | 1,15431 | 0,56220 | 0,09110
640 mg/L 0,82241 | 3,99797 | 2,58932 | 0,49176 | 1,21514 | 0,28162 | 0,28392 | 0,70156 | 0,16259

Z Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 0,93895 | 0,76723 | 1,02895 | 0,25466 | 0,04145 | 0,38016 | 0,14703 | 0,02393 | 0,21948
E 80 mg/L 3,31570 | 3,14683 | 2,52863 | 0,72804 | 0,18088 | 0,54151 | 0,42033 | 0,10443 | 0,31264
= 160 mg/L 2,20366 | 4,28460 | 4,22510 | 0,84889 | 1,22941 | 0,42375 | 0,49011 | 0,70980 | 0,24465
a 320 mg/L 1,69938 | 2,79960 | 5,71746 | 0,91610 | 0,20280 | 0,53747 | 0,52891 | 0,11709 | 0,31031
640 mg/L 0,70364 | 1,96931 | 3,50550 | 0,07094 | 0,18402 | 0,53785 | 0,04096 | 0,10624 | 0,31053




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir ¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Bakir stresi uygulanan ASOL ¢esidinin yaprak orneklerinde konsantrasyona bagli FAD?2
genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.14’de verilmistir. Kontrole gore
FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 3 kat ile en yiiksek 640 mg/L konsantrasyonda, en
diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 640 mg/L
ve en diisiik 40 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade
edildigi konsantrasyonlar sirastyla 80 mg/L ve 40 mg/L’dir (Cizelge 4.23). Ayrica farkl
konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan yaprak oOrneklerinde elde edilen FAD2
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu
durum Dunnett’s T3 (FAD2-11, FAD2-7) ve Tukey HSD (FAD2-6) testi ile
dogrulanmistir (Cizelge 4.24).

Cizelge 4.24 Bakir stresine maruz birakilan ASOL cesidine ait yaprak orneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns Ns Ns * Ns
FAD2-7 Ns Ns Ns * Ns
FAD2-6 Ns faleie Ns Ns Ns

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.14 Bakir stresi uygulanan ASOL cesidi yaprak orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Bakir stresi uygulanan ASOL c¢esidinin kok drneklerinde konsantrasyona bagli FAD?2
genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.15°de verilmistir. Kontrole gore
FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 4 kat ile en yiiksek 320 mg/L konsantrasyonda, en
diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiliksek 640 mg/L
ve en diisiik 40 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade
edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 160 mg/L ve 40 mg/L’dir (Cizelge 4.23). Ayrica
farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kok orneklerinde elde edilen FAD2
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu
durum Dunnett’s T3 (FAD2-6) ve Tukey HSD (FAD2-11 ve FAD2-7) testi ile
dogrulanmistir (Cizelge 4.25).

Cizelge 4.25 Bakir stresine maruz birakilan ASOL ¢esidine ait kok drneklerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns Ns Ns falaied Ns
FAD2-7 Ns *x Ns * bl
FAD2-6 Ns Ns * falaied *

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.15 Bakir stresi uygulanan ASOL c¢esidi kok orneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Bakir stresi uygulanan ASOL c¢esidinin kotiledon o&rneklerinde konsantrasyona bagli
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.16’da verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 3 kat ile en yiiksek 80 mg/L konsantrasyonda,
en distik ise 640 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 160
mg/L ve en diisiik 40 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik
ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 320 mg/L ve 40 mg/L’dir (Cizelge 4.23).
Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kotiledon o6rneklerinde elde
edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu
bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-11, FAD2-7) ve Tukey HSD (FAD2-6)
testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26 Bakir stresine maruz birakilan ASOL ¢esidine ait kotiledon 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns Ns Ns Ns Ns
FAD2-7 Ns *x Ns * *
FAD2-6 Ns *k — — —

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.16 Bakir stresi uygulanan ASOL ¢esidi kotiledon 6rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.2 Kursun (Pb) stresi sonu¢larimin normalizasyonu ve istatistiksel analizi
4.5.2.1 BALCI cesidi

Farkli konsantrasyonlarda kursun (Pb) stresi uygulanan BALCI c¢esidinde kok,
kotiledon ve yaprak orneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait
mRNA ifade profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol
sartlar1 dikkate almarak 2" metoduna gére normalize edilmistir (Cizelge 4.27).
Normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata

ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.27 Kursun stresi uygulanan BALCI ¢esidinin farkli doku 6rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,498270 | 0,506980 | 0,465870 | 0,613017 | 0,632440 | 0,613017 | 1,152686 | 1,035265 | 1,049717
if: 80 mg/L 0,000553 | 0,000570 | 0,000559 | 0,000379 | 0,000354 | 0,000347 | 0,007022 | 0,007694 | 0,008790
& 160 mg/L 0,013194 | 0,012656 | 0,013773 | 0,033262 | 0,023848 | 0,032464 | 0,397217 | 0,397217 | 0,311434
§ 320 mg/L 1,485553 | 1,507335 | 1,453973 | 0,888227 | 0,837987 | 0,782412 | 0,452503 | 0,288972 | 0,400813
640 mg/L 0,003482 | 0,004222 | 0,004115 | 0,004304 | 0,004138 | 0,004395 | 0,006506 | 0,007139 | 0,008987

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,432568 | 0,416388 | 0,441046 | 3,002158 | 2,768299 | 3,110184 | 59,260545 | 63,911339 | 61,905685
\ 80 mg/L 0,005933 | 0,005567 | 0,005680 | 0,014488 | 0,012191 | 0,011598 | 1,317680 | 0,965936 | 0,907519
’a 160 mg/L 0,015198 | 0,018149 | 0,021838 | 0,181621 | 0,214641 | 0,217789 | 2,899894 | 3,944931 | 3,472561
320 mg/L 0,128425 | 0,117522 | 0,142398 | 0,629379 | 1,140764 | 1,166349 | 2,973166 | 2,533269 | 2,002775
640 mg/L 0,001596 | 0,001786 | 0,001622 | 0,002292 | 0,002584 | 0,002142 | 0,025436 | 0,034915 | 0,025791

Doku | Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,111491 | 0,126219 | 0,118915 | 1,832737 | 1,942615 | 1,902637 | 0,244177 | 0,193178 | 0,187115
a 80 mg/L 0,000553 | 0,000552 | 0,001126 | 0,008373 | 0,008603 | 0,008555 | 0,157454 | 0,089312 | 0,125173
= 160 mg/L 0,131124 | 0,157891 | 0,158329 | 1,591073 | 2,043440 | 2,040609 | 1,469169 | 1,546493 | 1,862190
S 320 mg/L 1,304051 | 1,422077 | 1,429985 | 2,687007 | 2,852051 | 2,966990 | 0,337509 | 0,378929 | 0,623733
~ 640 mg/L 0,005205 | 0,005183 | 0,005929 | 0,035797 | 0,037812 | 0,032713 | 0,050942 | 0,038768 | 0,058924
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Cizelge 4.28 Kursun stresi uygulanan BALCI ¢esidinin farkli doku orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verilerinin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
iét 40 mg/L 0,92267 | 0,60891 | 0,14279 | 0,20562 | 0,02228 | 0,00819 | 0,11871 | 0,01286 | 0,00473
04 80 mg/L 0,00105 | 0,00035 | 0,00105 | 0,00020 | 0,00002 | 0,00021 | 0,00012 | 0,00001 | 0,00012
% 160 mg/L 0,02481 | 0,02928 | 0,04884 | 0,00516 | 0,00465 | 0,00756 | 0,00298 | 0,00268 | 0,00437
> 320 mg/L 2,78462 | 0,82175 | 0,04988 | 0,57802 | 0,05378 | 0,00719 | 0,33372 | 0,03105 | 0,00415
640 mg/L 0,00730 | 0,00420 | 0,00101 | 0,00069 | 0,00006 [ 0,00024 | 0,00040 | 0,00004 | 0,00014

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 2,13184 | 2,75812 | 2,90723 | 0,10186 | 0,21624 | 0,07410 | 0,05881 | 0,12485 | 0,04278
% 80 mg/L 0,02838 | 0,01188 | 0,05039 | 0,00111 | 0,00145 | 0,01229 | 0,00064 | 0,00084 | 0,00710
N 160 mg/L 0,09132 | 0,19053 | 0,16177 | 0,01798 | 0,01863 | 0,02135 | 0,01038 | 0,01075 | 0,01233
320 mg/L 0,64235 | 0,91064 | 0,11852 | 0,07451 | 0,28058 | 0,02678 | 0,04302 | 0,16199 | 0,01546
640 mg/L 0,00826 | 0,00218 | 0,00135 | 0,00042 | 0,00017 | 0,00024 | 0,00024 | 0,00010 | 0,00014

Z. Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 0,89085 | 1,83915 | 0,93892 | 0,08504 | 0,01671 | 0,12140 | 0,04910 | 0,00965 | 0,07009
E 80 mg/L 0,00551 | 0,00827 | 0,56492 | 0,00222 | 0,00008 | 0,17069 | 0,00128 | 0,00005 | 0,09855
= 160 mg/L 1,11653 | 1,83498 | 7,54264 | 0,13012 | 0,21220 | 2,42528 | 0,07512 | 0,12251 | 1,40023
a 320 mg/L 10,37166 | 2,75451 | 2,12765 | 0,71131 | 0,08553 | 1,15780 | 0,41067 | 0,04938 | 0,66846
640 mg/L 0,04064 | 0,03446 | 0,23051 | 0,00185 | 0,00263 | 0,08595 | 0,00107 | 0,00152 | 0,04963




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir ¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Kursun stresi uygulanan Balc1 ¢esidinin yaprak orneklerinde konsantrasyona bagh
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.17°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 3 kat ile en yiiksek 320 mg/L konsantrasyonda,
en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 320
mg/L ve en diisiik 80 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik
ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40 mg/L ve 80 mg/L’dir (Cizelge 4.28). Ayrica
farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan yaprak orneklerinde elde edilen FAD2
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu

durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29 Kursun stresine maruz birakilan BALCI ¢esidine ait yaprak érneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns * * * *
FAD2-7 —— N N NS N
FAD2-6 * * * * *

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.17 Kursun stresi uygulanan BALCI ¢esidi yaprak 6rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kursun stresi uygulanan Balct ¢esidinin kok o6rneklerinde konsantrasyona bagli FAD2
genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.18’de verilmistir. Kontrole gore
FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 2 kat ile en yliksek 40 mg/L konsantrasyonda, en
diisiik ise 640 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 40 mg/L
ve en diisiik 80 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade
edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40 mg/L ve 640 mg/L’dir (Cizelge 4.28). Ayrica
farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kok orneklerinde elde edilen FAD2
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu

durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.30).

Cizelge 4.30 Kursun stresine maruz birakilan BALCI ¢esidine ait kok 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 *k ok —_— * *k
FAD2-7 * *x faleied Ns bl
FAD2-6 *k ok N —— *k

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Kontrol 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
BFAD2-11 FAD2-7 =FAD2-6

Sekil 4.18 Kursun stresi uygulanan BALCI ¢esidi kok orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kursun stresi uygulanan Balci ¢esidinin kotiledon 6rneklerinde konsantrasyona bagli
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.19°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 10 kat ile en yiiksek 80 mg/L konsantrasyonda,
en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 320
mg/L ve en diisiik 80 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik
ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 160 mg/L ve 640 mg/L’dir (Cizelge 4.28).
Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kotiledon o6rneklerinde elde
edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu
bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.31).

Cizelge 4.31 Kursun stresine maruz birakilan BALCI ¢esidine ait kotiledon 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns *x Ns bl bl
FAD2-7 Ns *x Ns bl bl
FAD2-6 Ns Ns * Ns *

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.19 Kursun stresi uygulanan BALCI ¢esidi kotiledon o6rneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.2.2 BDYAS-4 cesidi

Farkli konsantrasyonlarda kursun (Pb) stresi uygulanan BDYAS-4 cesidinde kok,
kotiledon ve yaprak orneklerin FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-6, FAD2-7, FAD2-8,
FAD2-11) genlerine ait mRNA ifade profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin
(ACT) ve kontrol sartlar1 dikkate alinarak 224 metoduna gbore normalize edilmistir
Cizelge 4.32). Normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama,

standart hata ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.33).
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Cizelge 4.32 Kursun stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin farkli doku 6rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 3,528365 | 3,391680 | 3,482202 | 0,323312 | 0,329648 | 0,317758 | 0,793884 | 1,065847 | 0,511923
é 80 mg/L 3,403455 | 3,171137 | 3,202059 | 0,000425 | 0,000409 [ 0,000358 | 0,190782 | 0,350868 | 0,200823
E 160 mg/L 3,448574 | 3,160165 | 3,410540 | 0,014308 | 0,010881 [ 0,014131 | 0,536630 | 0,553249 | 0,586417
§ 320 mg/L 10,182359 | 11,352987 | 10,740580 | 1,979313 | 2,056228 | 1,953417 | 1,372684 | 1,263127 | 1,214195
640 mg/L 25,089295 | 24,743883 | 24,017266 | 0,023051 | 0,022468 | 0,023617 | 1,118062 | 0,834509 | 1,046810

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 2,265768 | 2,928171 | 2,455471 | 2,256364 | 3,869105 | 2,597277 | 0,714002 | 0,707107 | 0,740207
e 80 mg/L 0,275667 | 0,477973 | 0,417544 | 0,482968 | 0,424842 | 0,277200 | 0,067358 | 0,070267 | 0,134904
‘a 160 mg/L 0,282829 | 0,241317 | 0,251739 | 0,519430 | 0,548286 | 0,566835 | 0,004313 | 0,004450 | 0,004776
320 mg/L 5,897077 | 5,692254 | 3,450965 | 1,277214 | 1,885569 [ 1,547565 | 0,150413 | 0,154856 | 0,167589
640 mg/L 1,074749 | 1,614402 | 0,987601 | 2,730187 | 3,173335 | 1,917199 | 0,221903 | 0,247929 | 0,216885

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,362990 | 0,616426 | 0,374750 | 0,170046 | 0,181495 | 0,177145 | 0,115583 | 0,158439 | 0,066754
a 80 mg/L 7,295465 | 6,983741 | 7,738211 | 7,285359 | #DEGER! | 5,430180 | 2,267339 | 2,664750 | 2,832351
= 160 mg/L 2,125791 | 3,647733 | 3,871788 | 5,692254 | 6,307201 | 5,921653 | 3,006323 | 2,389982 | 3,294364
S 320 mg/L 13,278313 | 13,642158 | 14,270856 | 7,255123 | 8,421049 | 6,844760 | 7,557976 | 7,160201 | 7,120606
X 640 mg/L 2,164449 | 2,488023 | 1,742308 | 0,816769 | 0,668964 | 0,659297 | 0,500000 | 0,670821 | 0,647970
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Cizelge 4.33 Kursun stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin farkli doku Orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verilerinin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
ECE 40 mg/L 0,07536 | 0,33973 | 0,26891 | 0,00686 | 0,02761 | 0,08042 | 0,00396 | 0,01594 | 0,04643
o 80 mg/L 0,07089 | 0,00042 | 0,08263 | 0,00790 | 0,00006 | 0,01622 | 0,00456 | 0,00003 | 0,00936
% 160 mg/L 0,07265 | 0,01388 | 0,19343 | 0,00822 | 0,00310 | 0,03117 | 0,00475 | 0,00179 | 0,01799
> 320 mg/L 0,23302 | 2,09483 | 0,44735 | 0,00500 | 0,15221 | 0,10205 | 0,00289 | 0,08788 | 0,05892
640 mg/L 0,53483 | 0,02423 | 0,35244 | 0,04626 | 0,00250 | 0,10882 | 0,02671 | 0,00144 | 0,06283

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 0,41371 | 1,13094 | 0,97394 | 0,12591 | 0,26002 | 0,05624 | 0,07269 | 0,15012 | 0,03247
,g 80 mg/L 0,06286 | 0,15446 | 0,12391 | 0,02355 | 0,03927 | 0,05672 | 0,01360 | 0,02267 | 0,03275
- 160 mg/L 0,04160 | 0,21434 | 0,00611 | 0,00918 | 0,01804 | 0,00053 | 0,00530 | 0,01041 | 0,00031
320 mg/L 0,83463 | 0,61375 | 0,21324 | 0,35484 | 0,09203 | 0,01948 | 0,20487 | 0,05313 | 0,01125
640 mg/L 0,20308 | 1,01552 | 0,30905 | 0,09242 | 0,19485 | 0,01960 | 0,05336 | 0,11250 | 0,01132

Z Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 0,64211 | 0,24959 | 0,41137 | 0,46200 | 0,11804 | 0,36605 | 0,26673 | 0,06815 | 0,21134
E 80 mg/L 9,54700 | 10,01816 | 8,46860 | 3,33247 | 5,96747 | 4,83372 | 1,92400 | 3,44532 | 2,79075
= 160 mg/L 4,38983 | 8,51508 | 8,87587 | 2,46760 | 4,23091 | 3,21240 | 1,42467 | 2,44271 | 1,85468
a 320 mg/L 18,03508 | 10,85094 | 23,43140 | 7,03141 | 6,03379 | 12,21063 | 4,05959 | 3,48361 | 7,04981
640 mg/L 2,89687 | 0,98213 | 2,03087 | 1,59895 | 0,37336 | 1,30329 | 0,92316 | 0,21556 | 0,75245




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir c¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Kursun stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin yaprak drneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.20°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi en yiiksek 640 mg/L konsantrasyonda, en diisiik ise 160
mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yliksek 320 mg/L ve en diisiik
80 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade edildigi
konsantrasyonlar sirasiyla 320 mg/L ve 80 mg/L’dir (Cizelge 4.33). Ayrica farkh
konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan yaprak oOrneklerinde elde edilen FAD2
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu
durum Dunnett’s T3 (FAD2-11, FAD2-7) ve Tukey HSD (FAD2-6) testi ile
dogrulanmistir (Cizelge 4.34).

Cizelge 4.34 Kursun stresine maruz birakilan BDYAS-4 c¢esidine ait Yyaprak
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 *k *k *k *k *
FAD2-7 * * * *x *
FAD2-6 — — — —— ——

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 420 Kursun stresi uygulanan BDYAS-4 c¢esidi yaprak Orneklerinde

konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kursun stresi uygulanan BDYAS-4 c¢esidinin kok orneklerinde konsantrasyona bagli
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.21°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi en yliksek 320 mg/L konsantrasyonda, en diisiik ise 160
mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 40 mg/L ve en diisiik 80
mg/L’de ifade olurken FADZ2-6 geninin en yiiksek ve en disiikk ifade edildigi
konsantrasyonlar sirasiyla 40 mg/L ve 160 mg/L’dir (Cizelge 4.33). Ayrica farkl
konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kok 6rneklerinde elde edilen FAD2 genlerine
ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum

Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.35).

Cizelge 4.35 Kursun stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidine ait kok 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns Ns Ns Ns Ns
FAD2-7 Ns *x *x Ns Ns
FAD2-6 Ns N ok *k ——

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.21 Kursun stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidi kok orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kursun stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin kotiledon orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.22°de verilmistir.
Kontrole gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 18 kat ile en yiiksek 320 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 40 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni
en yliksek 320 mg/L ve en diisiik 40 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek
ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 320 mg/L ve 40 mg/L’dir (Cizelge
4.33). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kotiledon orneklerinde
elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin énemli (p<0,05) oldugu
bulunmusg ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-7) ve Tukey HSD (FAD2-11, FAD2-6)
testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.36).

Cizelge 4.36 Kursun stresine maruz birakilan BDYAS-4 c¢esidine ait kotiledon
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2_11 NS **k*k **k*k **kk *
FAD2-7 Ns * faleled * Ns
FAD2-6 Ns faleled faleled falaied Ns

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.22 Kursun stresi uygulanan BDYAS-4 cesidi kotiledon Orneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.2.3 LINAS cesidi

Farkli konsantrasyonlarda kursun (Pb) stresi uygulanan LINAS ¢esidinde kok, kotiledon
ve yaprak orneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait mRNA ifade
profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar1 dikkate
almarak 2" metoduna gore normalize edilmistir Cizelge 4.37). Normalizasyon
sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata ve standart

sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.38).
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Cizelge 4.37 Kursun stresi uygulanan LINAS ¢esidinin farkl1 doku 6rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verileri

Doku | Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
v 40 mg/L 0,398596 | 0,399980 | 0,386355 | 0,275667 | 0,234230 | 0,237830 | 0,434371 | 0,382094 | 0,397768
é 80 mg/L 0,092911 | 0,094470 | 0,045029 | 0,073353 | 0,061811 | 0,030991 | 0,136030 | 0,113361 | 0,060791
% 160 mg/L 0,145189 | 0,145491 | 0,135654 | 0,132678 | 0,145895 | 0,159652 | 0,273194 | 0,285389 | 0,191710
> 320 mg/L 0,022813 | 0,032804 | 0,025173 | 0,013387 | 0,018711 | 0,015124 | 0,023815 | 0,021627 | 0,022406
640 mg/L 0,021508 | 0,022282 | 0,018287 | 0,023196 | 0,021823 | 0,017146 | 0,007802 | 0,009099 | 0,011534

Doku | Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 1,499000 | 2,528006 | 2,428390 | 0,597082 | 1,684126 | 1,065108 | 0,298955 | 0,652477 | 0,310787
A 80 mg/L 0,110032 | 0,034008 | 0,033796 | 1,042466 | 0,266462 | 0,179120 | 0,572759 | 0,306934 | 0,191312
’a 160 mg/L 0,292600 | 0,193580 | 0,197647 | 0,991030 | 0,694478 | 0,683020 | 1,828930 | 1,266634 | 1,204972
320 mg/L 0,193983 | 0,238490 | 0,196146 | 0,446583 | 0,535144 | 0,480630 | 0,479965 | 0,316439 | 0,320856
640 mg/L 0,022640 | 0,022766 | 0,014024 | 0,043285 | 0,051582 | 0,016781 | 0,070854 | 0,056211 | 0,035012

Doku | Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,607518 | 1,040300 | 0,794434 | 0,076045 | 0,076680 | 0,109652 | 0,051689 | 0,066939 | 0,041320
a 80 mg/L 3,479789 | 2,948538 | 1,957483 | 0,425727 | 0,441351 | 0,299577 | 0,132494 | 0,147011 | 0,156258
= 160 mg/L 1,056286 | 1,079228 | 1,118062 | 0,612593 | 0,655197 | 0,466516 | 0,323536 | 0,248273 | 0,259535
S 320 mg/L 0,850274 | 1,284316 | 1,147107 | 0,407254 | 0,464902 | 0,378404 | 0,212127 | 0,344363 | 0,393654
= 640 mg/L 0,323312 | 0,369847 | 0,248101 | 0,374750 | 0,303338 | 0,302289 | 0,229410 | 0,304181 | 0,297096
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Cizelge 4.38 Kursun stresi uygulanan LINAS c¢esidinin farkli doku orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verilerinin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
iét 40 mg/L 5,76622 | 6,64928 | 5,31662 | 0,37102 | 0,75733 | 0,81996 | 0,21421 | 0,43724 | 0,47341
04 80 mg/L 1,13099 | 1,50242 | 1,39000 | 0,41967 | 0,64946 | 0,61242 | 0,24229 | 0,37497 | 0,35358
% 160 mg/L 2,07456 | 3,89567 | 3,36465 | 0,15074 | 0,44184 | 1,21042 | 0,08703 | 0,25509 | 0,69883
> 320 mg/L 0,39600 | 0,42469 | 0,29739 | 0,09999 | 0,11505 | 0,04747 | 0,05773 | 0,06642 | 0,02740
640 mg/L 0,30226 | 0,55724 | 0,12409 | 0,03899 | 0,12353 | 0,02644 | 0,02251 | 0,07132 | 0,01527

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 45,56407 | 50,92761 | 19,80113 | 22,69707 | 28,21560 | 9,28928 | 13,10416 | 16,29028 | 5,36317
% 80 mg/L 1,03451 | 18,92782 | 14,98828 | 0,42693 | 14,17411 | 3,25155 | 0,24649 | 8,18343 | 1,87728
N 160 mg/L 4,40750 | 33,73914 | 68,07173 | 0,76195 | 2,67816 | 29,35496 | 0,43991 | 1,54624 | 16,94809
320 mg/L 4,24551 | 21,61145 | 17,79799 | 1,38489 | 5,70495 | 8,14372 | 0,79957 | 3,29375 | 4,70178
640 mg/L 0,38225 | 1,55906 | 2,39715 | 0,07513 | 0,71439 | 0,48159 | 0,04337 | 0,41245 | 0,27805

Z. Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 14,41884 | 589735 | 7,42254 | 5,27731 | 1,70272 | 1,57902 | 3,04685 | 0,98307 | 0,91165
E 80 mg/L 52,68731 | 25,78899 | 20,31605 | 26,98569 | 4,12072 | 1,83980 | 15,58020 | 2,37910 | 1,06221
= 160 mg/L 19,30420 | 38,40436 | 38,80327 | 5,10546 | 5,32455 | 6,24697 | 2,94764 | 3,07413 | 3,60669
a 320 mg/L 19,21773 | 27,81580 | 44,27723 | 5,43514 | 3,09310 | 13,29053 | 3,13798 | 1,78580 | 7,67329
640 mg/L 5,78142 | 21,71542 | 38,67946 | 2,39252 | 1,39506 | 5,45629 | 1,38132 | 0,80544 | 3,15019




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir c¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Kursun stresi uygulanan LINAS ¢esidinin yaprak 6rneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.23°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 6 kat ile en yliksek 40 mg/L konsantrasyonda,
en diisiik ise 640 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 40
mg/L ve en diigiik 320 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik
ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40 mg/L ve 640 mg/L’dir (Cizelge 4.38).
Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan yaprak 6rneklerinde elde edilen
FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus
ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.39).

Cizelge 4.39 Kursun stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait yaprak drneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 falaied Ns *k fal fal
FAD2-7 * Ns * * *
FAD2-6 falaied Ns Ns Ns Ns

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.23 Kursun stresi uygulanan LINAS ¢esidi yaprak 6rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kursun stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin kok orneklerinde konsantrasyona bagli
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.24’de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 45 kat ile en yiiksek 40 mg/L konsantrasyonda,
en diisiik ise 640 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yliksek 40
mg/L ve en diisiik 640 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik
ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 160 mg/L ve 640 mg/L’dir (Cizelge 4.38).
Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kok orneklerinde elde edilen
FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin dénemli (p<0,05) oldugu bulunmus
ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmstir (Cizelge 4.40).

Cizelge 4.40 Kursun stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait kok orneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns Ns Ns * Ns
FAD2-7 Ns Ns Ns * Ns
FAD2-6 Ns Ns Ns * Ns

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.24 Kursun stresi uygulanan LINAS cesidi kok orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kursun stresi uygulanan LINAS cesidinin kotiledon érneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.25°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 52 kat ile en yiiksek 80 mg/L konsantrasyonda,
en diisiik ise 640 mg/L konsantrasyonda yaklasik 6 kat seklinde ifade olmustur. FAD2-7
geni en yiiksek 160 mg/L ve en diisiik 40 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en
yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 320 mg/L ve 40 mg/L’dir
(Cizelge 4.38). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan Kkotiledon
orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin Onemli
(p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge
4.41).

Cizelge 4.41 Kursun stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait kotiledon 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns Ns faleied * Ns
FAD2-7 Ns Ns * * *
FAD2-6 Ns Ns * Ns *

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.25 Kursun stresi uygulanan LINAS ¢esidi kotiledon &rneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.2.4 ASOL cesidi

Farkli konsantrasyonlarda kursun (Pb) stresi uygulanan ASOL ¢esidinde kok, kotiledon
ve yaprak orneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait mRNA ifade
profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol sartlar1 dikkate
almarak 2" metoduna gore normalize edilmistir (Cizelge 4.42). Normalizasyon
sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata ve standart

sapmalari hesaplanmistir (Cizelge 4.43).
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Cizelge 4.42 Kursun stresi uygulanan ASOL ¢esidinin farkli doku drneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon verileri

Doku | Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,098961 | 0,099235 | 0,092783 | 0,121751 | 0,123793 | 0,122089 | 0,228933 | 0,202641 | 0,209062
é 80 mg/L 0,002593 | 0,002816 | 0,002577 | 0,001776 | 0,001751 | 0,001601 | 0,032940 | 0,038049 | 0,040526
& 160 mg/L 0,000742 | 0,000784 | 0,000749 | 0,001870 | 0,001478 | 0,001766 | 0,022328 | 0,024620 | 0,016945
§ 320 mg/L 0,348686 | 0,354044 | 0,361734 | 0,208483 | 0,196827 | 0,194656 | 0,106211 | 0,067874 | 0,099718
640 mg/L 0,000769 | 0,001011 | 0,001093 | 0,000951 | 0,000991 | 0,001168 | 0,001437 | 0,001710 | 0,002388

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,267758 | 0,262247 | 0,266831 | 1,858321 | 1,743516 | 1,881652 | 36,681990 | 40,252319 | 37,452757
\ 80 mg/L 0,003972 | 0,004623 | 0,004880 | 0,009699 | 0,010125 | 0,009964 | 0,882091 | 0,802181 | 0,779705
’g 160 mg/L 0,028676 | 0,028439 | 0,035599 | 0,342696 | 0,336342 | 0,355027 | 5,471741 | 6,181684 | 5,660777
320 mg/L 0,786762 | 0,822450 | 0,972655 | 3,855719 | 7,983382 | 7,966798 | 18,214304 | 17,728518 | 13,680035
640 mg/L 0,001301 | 0,001424 | 0,001469 | 0,001868 | 0,002060 | 0,001940 | 0,020732 | 0,027834 | 0,023357

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,060791 | 0,062587 | 0,064704 | 0,999307 | 0,963262 | 1,035265 | 0,677362 | 0,659754 | 0,696406
a 80 mg/L 0,002425 | 0,002191 | 0,004515 | 0,036727 | 0,034149 | 0,034315 | 0,310572 | 0,147624 | 0,147011
= 160 mg/L 0,260616 | 0,240815 | 0,227195 | 3,162356 | 3,116658 | 2,928171 | 18,635737 | 17,243730 | 17,231782
S 320 mg/L 0,368567 | 0,406126 | 0,380772 | 0,759436 | 0,814508 | 0,790041 | 3,550445 | 3,914967 | 3,721799
M 640 mg/L 0,046007 | 0,044718 | 0,048969 | 0,316439 | 0,326239 | 0,270181 | 0,298334 | 0,238325 | 0,258100
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Cizelge 4.43 Kursun stresi uygulanan ASOL gesidinin farkli doku Orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verilerinin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
4 40 mg/L 5,20499 | 3,43871 | 0,80648 | 1,12345 | 0,14708 | 0,05202 | 0,64862 | 0,08492 | 0,03003
é 80 mg/L 0,14213 | 0,04797 | 0,14214 | 0,02495 | 0,00347 | 0,02977 | 0,01441 | 0,00200 | 0,01719
% 160 mg/L 0,04051 | 0,04770 | 0,08094 | 0,00709 | 0,00420 | 0,01964 | 0,00409 | 0,00242 | 0,01134
> 320 mg/L 18,95759 | 5,60860 | 0,34116 | 3,36988 | 0,20340 | 0,05349 | 1,94560 | 0,11743 | 0,03088
640 mg/L 0,05013 | 0,02906 | 0,00708 | 0,00163 | 0,00309 | 0,00234 | 0,00094 | 0,00179 | 0,00135

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 0,80054 | 1,03480 | 1,09432 | 0,00736 | 0,03883 | 0,08169 | 0,00425 | 0,02242 | 0,04717
:% 80 mg/L 0,01353 | 0,00562 | 0,02362 | 0,00135 | 0,00012 | 0,00270 | 0,00078 | 0,00007 | 0,00156
~ 160 mg/L 0,09307 | 0,19513 | 0,16563 | 0,01126 | 0,00349 | 0,01384 | 0,00650 | 0,00201 | 0,00799
320 mg/L 2,59217 | 3,72868 | 0,47721 | 0,27204 | 1,31622 | 0,09474 | 0,15706 | 0,75992 | 0,05470
640 mg/L 0,00421 | 0,00111 | 0,00069 | 0,00025 | 0,00006 | 0,00011 | 0,00014 | 0,00003 | 0,00006

7 Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 3,55588 | 7,38637 | 0,75816 | 0,15271 | 0,77784 | 0,03845 | 0,08817 | 0,44909 | 0,02220
El 80 mg/L 0,17340 | 0,25903 | 0,22601 | 0,07587 | 0,02567 | 0,10735 | 0,04380 | 0,01482 | 0,06198
= 160 mg/L 13,77206 | 22,63226 | 19,79717 | 0,97197 | 1,56641 | 1,12935 | 0,56116 | 0,90437 | 0,65203
a 320 mg/L 21,82925 | 5,80763 | 4,16674 | 0,71812 | 0,29955 | 0,14459 | 0,41461 | 0,17295 | 0,08348
640 mg/L 2,64228 | 2,23828 | 0,29650 | 0,17555 | 0,16934 | 0,03852 | 0,10136 | 0,09777 | 0,02224




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir ¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Kursun stresi uygulanan ASOL c¢esidinin yaprak orneklerinde konsantrasyona bagli
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.26’de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklastk 19 kat ile en yiiksek 320 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni
en yliksek 320 mg/L ve en diisiik 640 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek
ve en diislik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40 mg/L ve 640 mg/L’dir (Cizelge
4.43). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan yaprak érneklerinde elde
edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu
bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.44).

Cizelge 4.44 Kursun stresine maruz birakilan ASOL c¢esidine ait yaprak orneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2_11 * k% NS * * k% *
FAD2_7 * k% **% *% ** **
FAD2-6 Ns * * * *

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.26 Kursun stresi uygulanan ASOL c¢esidi yaprak orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kursun stresi uygulanan ASOL ¢esidinin kok 6rneklerinde konsantrasyona baglh FAD2
genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.27°de verilmistir. Kontrole gore
FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 3 kat ile en yiiksek 320 mg/L konsantrasyonda, en
diisiik ise 640 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 320 mg/L
ve en diisikk 640 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade
edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40 mg/L ve 640 mg/L’dir (Cizelge 4.43). Ayrica
farkl1 konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kok Orneklerinde elde edilen FAD2
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu

durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.45).

Cizelge 4.45 Kursun stresine maruz birakilan ASOL g¢esidine ait kok orneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 — —_— —_— * —
FAD2-7 Ns faleied faleied Ns falaied
FAD2-6 Ns *x *x bl bl

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.27 Kursun stresi uygulanan ASOL ¢esidi kok oOrneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kursun stresi uygulanan LINAS ¢esidinin Kotiledon 6rneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.28’de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 22 kat ile en yiiksek 320 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda ifade olmustur. FAD2-7 geni
en yiiksek 160 mg/L ve en diisiik 80 mg/L’de ifade olurken FAD2-6 geninin en yiiksek
ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 160 mg/L ve 80 mg/L’dir (Cizelge
4.43). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi uygulanan kotiledon orneklerinde
elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin énemli (p<0,05) oldugu

bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.46).

Cizelge 4.46 Kursun stresine maruz birakilan ASOL g¢esidine ait kotiledon 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 *k ok ok *k *k
FAD2-7 *k ok ok *k *
FAD2-6 *k ok ok *k ——

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.28 Kursun stresi uygulanan ASOL c¢esidi  kotiledon  Orneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.3 Kadmiyum (Cd) stresi sonuclarimin normalizasyonu ve istatistiksel analizi
4.5.3.1 BALCI cesidi

Farkli konsantrasyonlarda kadmiyum (Cd) stresi uygulanan BALCI ¢esidinde kok,
kotiledon ve yaprak orneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait
mRNA ifade profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol
sartlar1 dikkate almarak 2 metoduna gore normalize edilmistir (Cizelge 4.47).
Normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata

ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.48).
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Cizelge 4.47 Kadmiyum stresi uygulanan BALCI ¢esidinin farkli doku orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,121751 | 0,123793 | 0,122089 | 0,228933 | 0,202641 [ 0,209062 | 0,228933 | 0,202641 | 0,209062
é 80 mg/L 0,001776 | 0,001751 | 0,001601 | 0,316878 | 0,278355 [ 0,299370 | 0,032940 | 0,038049 | 0,040526
E 160 mg/L 0,001870 | 0,001478 | 0,001766 | 0,022328 | 0,024620 | 0,016945 | 0,022328 | 0,024620 | 0,016945
§ 320 mg/L 0,208483 | 0,196827 | 0,194656 | 0,106211 | 0,067874 | 0,099718 | 0,106211 | 0,067874 | 0,099718
640 mg/L 0,000951 | 0,000991 | 0,001168 | 0,022988 | 0,027356 | 0,038208 | 0,001437 | 0,001710 | 0,002388

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 5,144390 | 5,201761 | 5,010658 | 0,534403 | 0,549046 | 0,528143 | 20,449590 | 21,406841 | 21,811242
e 80 mg/L 9,540071 | 2,370186 | 2,465705 | 0,750540 | 0,692075 | 0,777546 | 3,703784 | 15,977835 | 7,738211
‘a 160 mg/L 0,750540 | 1,185093 | 0,600402 | 3,708922 | 3,120982 | 1,484524 | 21,082879 | 15,454981 | 14,520306
320 mg/L 21,481160 | 23,884454 | 24,100647 | 1,452965 | 1,717131 | 0,217789 |69,166426 | 38,854236 | 84,214690
640 mg/L 2,629886 | 2,411616 | 2,577549 | 0,629379 | 1,140764 | 1,166349 | 2,973166 | 2,533269 | 2,002775

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 1,242288 | 1,330529 | 1,279872 | 1,832737 | 1,942615 | 1,902637 | 0,244177 | 0,193178 | 0,187115
a 80 mg/L 0,070805 | 0,037188 | 0,036651 | 0,008373 | 0,008603 | 0,008555 | 0,157454 | 0,089312 | 0,125173
= 160 mg/L 9,376178 | 11,305869 | 12,008633 | 1,591073 | 2,043440 | 2,040609 | 1,469169 | 1,546493 | 1,862190
S 320 mg/L 12,562050 | 13,708511 | 13,977166 | 2,687007 | 2,852051 | 2,966990 | 0,337509 | 0,378929 | 0,623733
X 640 mg/L 0,033749 | 0,027623 | 0,031250 | 0,035797 | 0,037812 | 0,032713 | 0,050942 | 0,038768 | 0,058924




ect

Cizelge 4.48 Kadmiyum stresi uygulanan BALCI ¢esidinin farkli doku orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon
verilerinin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
4 40 mg/L 3,43871 | 2,90775 | 0,80648 | 0,147082 | 0,542825 | 0,052017 | 0,084918 | 0,313400 | 0,030032
é 80 mg/L 0,04797 | 4,04993 | 0,14214 | 0,003467 | 0,675613 | 0,029766 | 0,002002 | 0,390065 | 0,017185
% 160 mg/L 0,04770 | 0,29799 | 0,08094 | 0,004195 | 0,112451 | 0,019643 | 0,002422 | 0,064924 | 0,011341
> 320 mg/L 5,60860 | 1,21289 | 0,34116 | 0,203403 | 0,154024 | 0,053486 | 0,117435 | 0,088926 | 0,030880
640 mg/L 0,02906 | 0,39503 | 0,00708 | 0,003094 | 0,083339 | 0,002335 | 0,001786 | 0,048116 | 0,001348

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 0,93407 | 1,37906 | 0,42743 | 0,797292 | 0,108121 | 0,289554 | 0,460317 | 0,062423 | 0,167174
:% 80 mg/L 0,16452 | 5,14517 | 0,80622 | 0,056357 | 2,116881 | 0,196659 | 0,032537 | 1,222182 | 0,113541
~ 160 mg/L 4,52571 | 2,08623 | 3,01947 | 0,322209 | 1,463939 | 1,070182 | 0,186027 | 0,845205 | 0,617870
320 mg/L 0,49641 | 1,82128 | 0,11852 | 0,028450 | 0,561154 | 0,026784 | 0,016425 | 0,323982 | 0,015464
640 mg/L 0,00367 | 0,00435 | 0,00135 | 0,000246 | 0,000330 | 0,000243 | 0,000142 | 0,000191 | 0,000140

7 Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 0,18963 | 1,83915 | 0,93892 | 0,013122 | 0,016711 | 0,121396 | 0,007576 | 0,009648 | 0,070088
El 80 mg/L 0,00711 | 0,00827 | 0,56492 | 0,002875 | 0,000083 | 0,170690 | 0,001660 | 0,000048 | 0,098548
= 160 mg/L 1,60699 | 1,83498 | 7,54264 | 0,198058 | 0,212202 | 2,425277 | 0,114349 | 0,122515 | 1,400235
a 320 mg/L 1,97946 | 2,75451 | 2,12765 | 0,130804 | 0,085532 | 1,157800 | 0,075520 | 0,049382 | 0,668456
640 mg/L 0,00455 | 0,03446 | 0,23051 | 0,000372 | 0,002634 | 0,085954 | 0,000215 | 0,001520 | 0,049626




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir c¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Kadmiyum stresi uygulanan BALCI ¢esidinin yaprak érneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.29°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 18 kat ile en yiikksek 640 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda yaklasik 7 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 640 mg/L ve en diisik 80 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diislik ifade edildigi konsantrasyonlar sirastyla 160
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.48). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan yaprak oOrneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-11 ve
FAD2-6) ve Tukey HSD (FAD2-7) testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.49).

Cizelge 4.49 Kadmiyum stresine maruz birakilan BALCI ¢esidine ait yaprak
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2_11 * k% **% *% * **
FAD2_7 * k% *k*k *% NS **
FAD2-6 Ns * * * *

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.29 Kadmiyum stresi uygulanan BALCI ¢esidi yaprak oOrneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kadmiyum stresi uygulanan BALCI ¢esidinin kok orneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.30°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasitk 24 kat ile en yiksek 640 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda yaklasik 9 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 320 mg/L ve en diisiik 80 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.48). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan kok orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile

dogrulanmistir (Cizelge 4.50).

Cizelge 4.50 Kadmiyum stresine maruz birakilan BALCI ¢esidine ait kok 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns *k *k — *k
FAD2-7 * Ns Ns Ns bl
FAD2-6 Ns Ns Ns falaied bl

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.30 Kadmiyum stresi uygulanan BALCI ¢esidi kok 6rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kadmiyum stresi uygulanan BALCI ¢esidinin kotiledon &rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.31°de verilmistir.
Kontrole gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 45 kat ile en yiiksek 320 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda yaklasik 18 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiikksek 160 mg/L ve en diisiik 320 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 80
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.48). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan kotiledon orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile

dogrulanmistir (Cizelge 4.51).

Cizelge 4.51 Kadmiyum stresine maruz birakilan BALCI c¢esidine ait kotiledon
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 ol *x Ns bl bl
FAD2-7 Ns *x Ns faled xx
FAD2-6 Ns Ns * Ns *

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.31 Kadmiyum stresi uygulanan BALCI c¢esidi kotiledon orneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.2.2 BDYAS-4 cesidi

Farkli konsantrasyonlarda kadmiyum (Cd) stresi uygulanan BDYAS-4 cesidinde kok,
kotiledon ve yaprak oOrneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait
mRNA ifade profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol
sartlar1 dikkate almarak 2" metoduna gdre normalize edilmistir (Cizelge 4.52).
Normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata

ve standart sapmalar1 hesaplanmustir (Cizelge 4.53).
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Cizelge 4.52 Kadmiyum stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin farkli doku 6rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 1,328686 | 1,291457 | 1,319508 | 0,121751 | 0,125521 | 0,120408 | 0,298955 | 0,405845 | 0,193983
é 80 mg/L 10,217710 | 8,681835 | 9,520254 | 0,001275 | 0,001120 | 0,001065 | 0,572759 | 0,960595 | 0,597082
E 160 mg/L 11,753349 | 10,800304 | 10,338823 | 0,048765 | 0,037188 | 0,042837 | 1,828930 | 1,890804 | 1,777685
§ 320 mg/L 1,780151 | 1,802501 | 1,747146 | 0,346037 | 0,326465 | 0,317758 | 0,239982 | 0,200545 | 0,197510
640 mg/L 0,978742 | 1,023137 | 0,993092 | 0,000899 | 0,000929 [ 0,001008 | 0,043616 | 0,034506 | 0,043285

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,610050 | 0,790589 | 0,652930 | 0,607518 | 1,044636 | 0,690637 | 0,192243 | 0,190915 | 0,196827
e 80 mg/L 1,986185 | 3,326488 | 2,948538 | 3,479789 | 2,956725 | 1,957483 | 0,485317 | 0,489032 | 0,952638
‘a 160 mg/L 0,575146 | 0,473029 | 0,496546 | 1,056286 | 1,074749 [ 1,118062 | 0,008771 | 0,008723 | 0,009420
320 mg/L 3,925836 | 3,877159 | 2,557971 | 0,850274 | 1,284316 | 1,147107 | 0,100134 | 0,105477 | 0,124223
640 mg/L 0,509093 | 0,752623 | 0,511214 | 1,293249 | 1,479388 | 0,992404 | 0,105112 | 0,115583 | 0,112267

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,090747 | 0,145996 | 0,111491 | 0,042512 | 0,042986 | 0,052702 | 0,028896 | 0,037525 | 0,019860
a 80 mg/L 1,823866 | 1,759298 | 2,073402 | 1,821340 | 2,015308 | 1,454981 | 0,566835 | 0,671286 | 0,758910
= 160 mg/L 0,531448 | 0,888843 | 0,676893 | 1,423063 | 1,536875 | 1,035265 | 0,751581 | 0,582367 | 0,575944
S 320 mg/L 3,319578 | 3,446185 | 3,477378 | 1,813781 | 2,127265 | 1,667862 | 1,889494 | 1,808759 | 1,735077
X 640 mg/L 0,541112 | 0,592546 | 0,416677 | 0,204192 | 0,159320 | 0,157672 | 0,125000 | 0,159762 | 0,154963
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Cizelge 4.53 Kadmiyum stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin farkli doku 6rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verilerinin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
4 40 mg/L 2,34525 | 10,57869 | 8,36358 | 0,02901 | 0,14403 | 2,41283 | 0,01675 | 0,08315 | 1,39305
é 80 mg/L 16,90875 | 0,09951 | 19,76175 | 1,17601 | 0,00839 | 3,97611 | 0,67897 | 0,00484 | 2,29561
% 160 mg/L 19,57034 | 3,70890 | 51,90747 | 1,00577 | 0,52500 | 4,00676 | 0,58068 | 0,30311 | 2,31331
> 320 mg/L 3,17302 | 28,48861 | 6,06166 | 0,06306 | 1,04826 | 1,15839 | 0,03641 | 0,60522 | 0,66880
640 mg/L 1,78334 | 0,08169 | 1,15709 | 0,06194 | 0,00691 | 0,24711 | 0,03576 | 0,00399 | 0,14267

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 2,99959 | 4,07525 | 3,50335 | 0,99109 | 0,97416 | 0,04180 | 0,57221 | 0,56243 | 0,02413
:% 80 mg/L 11,91743 | 14,79701 | 11,61962 | 4,40722 | 4,46640 | 4,77775 | 254451 | 2,57868 | 2,75844
~ 160 mg/L 2,23815 | 5,71178 | 0,16255 | 0,59536 | 0,32652 | 0,00608 | 0,34373 | 0,18851 | 0,00351
320 mg/L 15,50392 | 5,72879 | 1,99136 | 6,43655 | 0,88494 | 0,21455 | 3,71614 | 0,51092 | 0,12387
640 mg/L 2,62589 | 6,59779 | 2,01099 | 1,12944 | 1,15543 | 0,08719 | 0,65208 | 0,66709 | 0,05034

7 Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 0,45782 | 0,19295 | 0,27462 | 0,10842 | 0,03814 | 0,11265 | 0,06260 | 0,02202 | 0,06504
El 80 mg/L 7,45974 | 7,32099 | 6,25381 | 1,03093 | 1,13264 | 1,19429 | 0,59521 | 0,65393 | 0,68952
= 160 mg/L 2,75794 | 5,51548 | 5,92808 | 0,70136 | 0,98448 | 0,71136 | 0,40493 | 0,56839 | 0,41070
a 320 mg/L 13,47890 | 7,78718 | 16,97316 | 0,93724 | 1,16514 | 1,95277 | 054111 | 0,67269 | 1,12743
640 mg/L 2,02799 | 0,71780 | 1,38378 | 0,27453 | 0,04656 | 0,30753 | 0,15850 | 0,02688 | 0,17755




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamast alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir ¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Kadmiyum stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin yaprak orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.32°de verilmistir.
Kontrole gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 18 kat ile en yiiksek 640 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda yaklasik 7 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 640 mg/L ve en diisik 80 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diislik ifade edildigi konsantrasyonlar sirastyla 160
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.53). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan yaprak oOrneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile

dogrulanmistir (Cizelge 4.54).

Cizelge 4.54 Kadmiyum stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidine ait yaprak
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2_11 * k% **% *% **k* **
FAD2_7 ** *k*k * ** **
FAD2-6 Ns Ns *k * Ns

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.32 Kadmiyum stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidi yaprak oOrneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kadmiyum stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin kok oOrneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.33’de verilmistir.
Kontrole gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 24 kat ile en yiiksek 640 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda yaklasik 9 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 320 mg/L ve en diisik 80 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.53). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan kok orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile

dogrulanmistir (Cizelge 4.55).

Cizelge 4.55 Kadmiyum stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidine ait kok
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 * Ns * Ns Ns
FAD2-7 Ns Ns *x Ns Ns
FAD2-6 ol Ns faleied Ns bl

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.33 Kadmiyum stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidi kok Orneklerinde

konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kadmiyum stresi uygulanan BDYAS-4 ¢esidinin kotiledon 6rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.34’de verilmistir.
Kontrole gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 45 kat ile en yiiksek 320 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda yaklasik 18 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiikksek 160 mg/L ve en diisiik 320 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 80
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.53). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan kotiledon orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-7) ve
Tukey HSD (FAD2-11 ve FAD2-6) testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.56).

Cizelge 4.56 Kadmiyum stresine maruz birakilan BDYAS-4 c¢esidine ait kotiledon
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns faleied *x falaied Ns
FAD2-7 * * Ns * Ns
FAD2-6 Ns faleied faleied falaied Ns

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.34 Kadmiyum stresi uygulanan BDYAS-4 c¢esidi kotiledon oOrneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.2.3 LINAS cesidi

Farkli konsantrasyonlarda kadmiyum (Cd) stresi uygulanan LINAS c¢esidinde kok,
kotiledon ve yaprak oOrneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait
mRNA ifade profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol

2% metoduna gbre normalize edilmistir Cizelge 4.57).

sartlar1 dikkate alinarak
Normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata

ve standart sapmalar1 hesaplanmustir (Cizelge 4.58).
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Cizelge 4.57 Kadmiyum stresi uygulanan LINAS c¢esidinin farkli doku &rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,398596 | 0,399980 | 0,386355 | 0,275667 | 0,234230 | 0,237830 | 0,434371 | 0,382094 | 0,397768
é 80 mg/L 0,092911 | 0,094470 | 0,045029 | 0,073353 | 0,061811 [ 0,030991 | 0,136030 | 0,113361 | 0,060791
E 160 mg/L 0,145189 | 0,145491 | 0,135654 | 0,132678 | 0,145895 | 0,159652 | 0,273194 | 0,285389 | 0,191710
§ 320 mg/L 0,022813 | 0,032804 | 0,025173 | 0,013387 | 0,018711 | 0,015124 | 0,023815 | 0,021627 | 0,022406
640 mg/L 0,021508 | 0,022282 | 0,018287 | 0,023196 | 0,021823 | 0,017146 | 0,007802 | 0,009099 | 0,011534

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,374750 | 0,316001 | 0,607097 | 0,149270 | 0,210516 | 0,266277 | 0,074739 | 0,081560 | 0,077697
e 80 mg/L 0,110032 | 0,034008 | 0,033796 | 1,042466 | 0,266462 | 0,179120 | 0,572759 | 0,306934 | 0,191312
‘a 160 mg/L 2,340797 | 1,548638 | 1,514666 | 0,991030 | 0,694478 | 0,683020 | 1,828930 | 1,266634 | 1,204972
320 mg/L 0,193983 | 0,238490 | 0,196146 | 0,446583 | 0,535144 | 0,480630 | 0,479965 | 0,316439 | 0,320856
640 mg/L 0,022640 | 0,022766 | 0,014024 | 0,043285 | 0,051582 | 0,016781 | 0,070854 | 0,056211 | 0,035012

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,607518 | 1,040300 | 0,794434 | 0,076045 | 0,076680 [ 0,109652 | 0,051689 | 0,066939 | 0,041320
a 80 mg/L 3,479789 | 2,948538 | 1,957483 | 0,425727 | 0,441351 | 0,299577 | 0,132494 | 0,147011 | 0,156258
= 160 mg/L 1,056286 | 1,079228 | 1,118062 | 0,612593 | 0,655197 | 0,466516 | 0,323536 | 0,248273 | 0,259535
S 320 mg/L 0,850274 | 1,284316 | 1,147107 | 0,407254 | 0,464902 | 0,378404 | 0,212127 | 0,344363 | 0,393654
X 640 mg/L 0,323312 | 0,369847 | 0,248101 | 0,374750 | 0,303338 | 0,302289 | 0,057352 | 0,076045 | 0,074274
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Cizelge 4.58 Kadmiyum stresi uygulanan LINAS cesidinin farkli doku &rneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon
verilerinin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Hata Standart Sapma

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
iét 40 mg/L 5,76622 | 6,64928 | 5,31662 | 0,37102 | 0,75733 | 0,81996 | 0,21421 | 0,43724 | 0,47341
04 80 mg/L 1,13099 | 1,50242 | 1,39000 | 0,41967 | 0,64946 | 0,61242 | 0,24229 | 0,37497 | 0,35358
% 160 mg/L 2,07456 | 3,89567 | 3,36465 | 0,15074 | 0,44184 | 1,21042 | 0,08703 | 0,25509 | 0,69883
> 320 mg/L 0,39600 | 0,42469 | 0,29739 | 0,09999 | 0,11505 | 0,04747 | 0,05773 | 0,06642 | 0,02740
640 mg/L 0,30226 | 0,55724 | 0,12409 | 0,03899 | 0,12353 | 0,02644 | 0,02251 | 0,07132 | 0,01527

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 3,27675 | 1,80172 | 0,71405 | 0,74549 | 0,55144 | 0,12777 | 0,43041 | 0,31837 | 0,07377
% 80 mg/L 0,44194 | 4,33279 | 3,07530 | 0,27813 | 3,97908 | 1,20132 | 0,16058 | 2,29732 | 0,69358
N 160 mg/L 13,95820 | 6,91271 | 12,78682 | 3,32497 | 2,05250 | 1,15614 | 1,91967 | 1,18501 | 0,66750
320 mg/L 1,68565 | 4,33180 | 3,32285 | 0,63024 | 1,47885 | 0,37949 | 0,36387 | 0,85381 | 0,21910
640 mg/L 0,15987 | 0,35237 | 0,47635 | 0,06841 | 0,23377 | 0,09386 | 0,03950 | 0,13497 | 0,05419

Z. Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 8,82051 | 5,89735 | 6,43834 | 1,80686 | 1,70272 | 3,14313 | 1,04319 | 0,98307 | 1,81469
E 80 mg/L 30,31338 | 25,78899 | 16,59415 | 7,57827 | 4,12072 | 4,73708 | 4,37532 | 2,37910 | 2,73495
= 160 mg/L 11,91950 | 38,40436 | 32,62143 | 1,59815 | 5,32455 | 13,61705 | 0,92269 | 3,07413 | 7,86181
a 320 mg/L 11,93516 | 27,81580 | 34,90081 | 2,29477 | 3,09310 | 10,16685 | 1,32488 | 1,78580 | 5,86983
640 mg/L 3,39385 | 21,71542 | 7,90074 | 0,32488 | 1,39506 | 2,49704 | 0,18757 | 0,80544 | 1,44167




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir ¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Kadmiyum stresi uygulanan LINAS ¢esidinin yaprak &rneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.35°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 18 kat ile en yiikksek 640 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda yaklasik 7 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 640 mg/L ve en diisik 80 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diislik ifade edildigi konsantrasyonlar sirastyla 160
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.58). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan yaprak orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile

dogrulanmistir (Cizelge 4.59).

Cizelge 4.59 Kadmiyum stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait yaprak
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 falaied Ns *k fal *
FAD2-7 * Ns * * *
FAD2-6 fale Ns Ns Ns *

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.35 Kadmiyum stresi uygulanan LINAS c¢esidi yaprak o6rneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kadmiyum stresi uygulanan LINAS ¢esidinin kok drneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.36’de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklastk 24 kat ile en yiksek 640 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda yaklasik 9 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 320 mg/L ve en diisiik 80 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.58). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan kok orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile

dogrulanmistir (Cizelge 4.60).

Cizelge 4.60 Kadmiyum stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait kék 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns Ns Ns Ns Ns
FAD2-7 Ns Ns Ns bl Ns
FAD2-6 Ns Ns Ns * Ns

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.36 Kadmiyum stresi uygulanan LINAS cesidi kok drneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kadmiyum stresi uygulanan LINAS cesidinin kotiledon orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.37°de verilmistir.
Kontrole gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 45 kat ile en yiiksek 320 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda yaklasik 18 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 160 mg/L ve en diisiik 320 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirastyla 80
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.58). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan kotiledon orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile

dogrulanmistir (Cizelge 4.61).

Cizelge 4.61 Kadmiyum stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait kotiledon
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 Ns Ns faleied Ns Ns
FAD2-7 Ns Ns * * *
FAD2-6 Ns *x * Ns *

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

138




LiNAS (Kotiledon)

o
o o1 O

P R DN WW
o1 O o1

mRNA ifade Diizeyleri
o

— Iﬁg B

Kontrol 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L

o ol

mFAD2-11 =FAD2-7 =FAD2-6

Sekil 4.37 Kadmiyum stresi uygulanan LINAS c¢esidi kotiledon 6rneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

4.5.2.4 ASOL cesidi

Farkli konsantrasyonlarda kadmiyum (Cd) stresi uygulanan ASOL c¢esidinde kok,
kotiledon ve yaprak oOrneklerin FAD2 (FAD2-6, FAD2-7, FAD2-11) genlerine ait
mRNA ifade profilleri housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) ve kontrol
sartlar1 dikkate alinarak 2" metoduna gére normalize edilmistir Cizelge 4.62).
Normalizasyon sonucu elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata

ve standart sapmalar1 hesaplanmustir (Cizelge 4.63).
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Cizelge 4.62 Kadmiyum stresi uygulanan ASOL c¢esidinin farkli doku Orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verileri

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,052592 | 0,053179 | 0,048597 | 0,129408 | 0,132678 | 0,127892 | 0,973329 | 0,868742 | 0,875998
é 80 mg/L 0,017289 | 0,018867 | 0,017763 | 0,011842 | 0,011727 | 0,011033 | 0,219608 | 0,254899 ([ 0,279322
E 160 mg/L 0,057352 | 0,059457 | 0,057631 | 0,144586 | 0,112033 | 0,135842 | 1,726679 | 1,866066 | 1,303147
§ 320 mg/L 0,431969 | 0,413798 | 0,423373 | 1,033114 | 0,920188 | 0,911301 | 0,526316 | 0,317318 | 0,466840
640 mg/L 0,004613 | 0,006041 | 0,006070 | 0,005703 | 0,005921 [ 0,006484 | 0,008621 | 0,010216 | 0,013258

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
40 mg/L 0,267758 | 0,262247 | 0,266831 | 1,858321 | 1,743516 | 1,881652 | 0,709070 | 0,721965 | 0,718470
e 80 mg/L 0,003972 | 0,004623 | 0,004880 | 0,009699 | 0,010125 | 0,009964 | 0,005437 | 0,004910 | 0,004856
‘a 160 mg/L 0,028676 | 0,028439 | 0,035599 | 0,342696 | 0,336342 | 0,355027 | 0,033866 | 0,024775 | 0,032151
320 mg/L 0,786762 | 0,822450 | 0,972655 | 3,855719 | 7,983382 | 7,966798 | 4,469149 | 2,237674 | 4,610745
640 mg/L 0,001301 | 0,001424 | 0,001469 | 0,001868 | 0,002060 [ 0,001940 | 0,002152 | 0,002047 | 0,002507

Doku [ Konsantrasyon FAD2-11 FAD2-7 FAD2-6
% 40 mg/L 0,030395 | 0,031293 | 0,032352 | 0,249827 | 0,240815 | 0,258816 | 0,677362 | 0,659754 | 0,696406
a 80 mg/L 0,002425 | 0,002191 | 0,004515 | 0,036727 | 0,034149 | 0,034315 | 0,310572 | 0,147624 | 0,147011
= 160 mg/L 0,260616 | 0,240815 | 0,227195 | 3,162356 | 3,116658 | 2,928171 | 18,635737 | 17,243730 | 17,231782
S 320 mg/L 0,368567 | 0,406126 | 0,380772 | 0,759436 | 0,814508 [ 0,790041 | 3,550445 | 3,914967 | 3,721799
X 640 mg/L 0,046007 | 0,044718 | 0,048969 | 0,316439 | 0,326239 | 0,270181 | 0,298334 | 0,238325 | 0,258100
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Cizelge 4.63 Kadmiyum stresi uygulanan ASOL c¢esidinin farkli doku orneklerine ait normalize edilmis FAD2 genlerinin ekspresyon

verilerinin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

Doku | Konsantrasyon | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6 | FAD2-11 | FAD2-7 | FAD2-6

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
4 40 mg/L 2,07804 | 2,72871 | 2,55723 | 0,53723 | 0,11637 | 0,08920 | 0,31017 | 0,06719 | 0,05150
é 80 mg/L 0,71993 | 0,24223 | 0,71559 | 0,14406 | 0,01588 | 0,13455 | 0,08318 | 0,00917 | 0,07768
% 160 mg/L 2,33683 | 2,74464 | 4,62648 | 051870 | 0,35774 | 0,99145 | 0,29947 | 0,20654 | 0,57242
> 320 mg/L 17,08100 | 20,05714 | 1,22077 | 4,34890 | 1,85730 | 0,21663 | 2,51084 | 1,07231 | 0,12507
640 mg/L 0,21921 | 0,12651 | 0,03051 | 0,01456 | 0,00483 | 0,00815 | 0,00841 | 0,00279 | 0,00470

Kontrol 1 1 1 - - - - - -
40 mg/L 0,80054 | 1,03480 | 0,56620 | 0,00736 | 0,03883 | 0,00636 | 0,00425 | 0,02242 | 0,00367
:% 80 mg/L 0,01353 | 0,00562 | 0,00401 | 0,00135 | 0,00012 | 0,00027 | 0,00078 | 0,00007 | 0,00015
~ 160 mg/L 0,09307 | 0,19513 | 0,02395 | 0,01126 | 0,00349 | 0,00406 | 0,00650 | 0,00201 | 0,00235
320 mg/L 2,59217 | 3,72868 | 2,98993 | 0,27204 | 1,31622 | 1,08154 | 0,15706 | 0,75992 | 0,62443
640 mg/L 0,00421 | 0,00111 | 0,00177 | 0,00025 | 0,00006 | 0,00021 | 0,00014 | 0,00003 | 0,00012

7 Kontrol 1 1 1 - - - - - -
8 40 mg/L 1,77794 | 1,84659 | 0,75816 | 0,07636 | 0,19446 | 0,03845 | 0,04408 | 0,11227 | 0,02220
El 80 mg/L 0,17340 | 0,25903 | 0,22601 | 0,07587 | 0,02567 | 0,10735 | 0,04380 | 0,01482 | 0,06198
= 160 mg/L 13,77206 | 22,63226 | 19,79717 | 0,97197 | 1,56641 | 1,12935 | 0,56116 | 0,90437 | 0,65203
a 320 mg/L 21,82925 | 5,80763 | 4,16674 | 0,71812 | 0,29955 | 0,14459 | 0,41461 | 0,17295 | 0,08348
640 mg/L 2,64228 | 2,23828 | 0,29650 | 0,17555 | 0,16934 | 0,03852 | 0,10136 | 0,09777 | 0,02224




Normalize edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalamast alinmis ve elde sonuglara gore
her bir aspir ¢esidinin farkli dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-6, FAD2-7,
FAD2-11) genlerinin konsantrasyona bagl ekspresyon diizeyindeki degisimler grafikler

tizerinde gosterilmistir.

Kadmiyum stresi uygulanan ASOL ¢esidinin yaprak érneklerinde konsantrasyona bagl
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.38’de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 18 kat ile en yiikksek 640 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda yaklasik 7 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 640 mg/L ve en diisik 80 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diislik ifade edildigi konsantrasyonlar sirastyla 160
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.63). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan yaprak oOrneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-7 ve
FAD2-6) ve Tukey HSD (FAD2-11) testi ile dogrulanmistir (Cizelge 4.64).

Cizelge 4.64 Kadmiyum stresine maruz birakilan ASOL ¢esidine ait yaprak érneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2_11 * k% NS *k*k **k* **
FAD2_7 * k% **% * ** **
FAD2-6 fale Ns Ns Ns *

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.38 Kadmiyum stresi uygulanan ASOL ¢esidi yaprak oOrneklerinde

konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kadmiyum stresi uygulanan ASOL g¢esidinin kok orneklerinde konsantrasyona baglh
FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.39°de verilmistir. Kontrole
gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasitk 24 kat ile en yiiksek 640 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 160 mg/L konsantrasyonda yaklasik 9 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiiksek 320 mg/L ve en diisik 80 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 40
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.63). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan kok orneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile

dogrulanmistir (Cizelge 4.65).

Cizelge 4.65 Kadmiyum stresine maruz birakilan ASOL ¢esidine ait kok 6rneklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-11 ko —_— —_— * -
FAD2-7 Ns faleied faleied Ns falaied
FAD2-6 — — — NS —

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.39 Kadmiyum stresi uygulanan ASOL g¢esidi kok orneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri

Kadmiyum stresi uygulanan ASOL c¢esidinin Kkotiledon o6rneklerinde konsantrasyona
bagli FAD2 genlerinin ifade seviyelerdindeki degisimler sekil 4.40°de verilmistir.
Kontrole gore FAD2-11 gen ifade diizeyi yaklasik 45 kat ile en yiiksek 320 mg/L
konsantrasyonda, en diisiik ise 80 mg/L konsantrasyonda yaklasik 18 kat seklinde ifade
olmustur. FAD2-7 geni en yiikksek 160 mg/L ve en diisiik 320 mg/L’de ifade olurken
FAD2-6 geninin en yiiksek ve en diisiik ifade edildigi konsantrasyonlar sirasiyla 80
mg/L ve 320 mg/L’dir (Cizelge 4.63). Ayrica farkli konsantrasyonlarda bakir stresi
uygulanan kotiledon &rneklerinde elde edilen FAD2 genlerine ait ifade diizeylerindeki
degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 testi ile

dogrulanmistir (Cizelge 4.66).

Cizelge 4.66 Kadmiyum stresine maruz birakilan ASOL ¢esidine ait kotiledon
orneklerinin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar
Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2_11 ** ** ** ** **
FAD2-7 Ns * *k ** *
FAD2_6 ** * ** ** *kk

*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 4.40 Kadmiyum stresi uygulanan ASOL c¢esidi kotiledon Orneklerinde
konsantrasyona bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez c¢alismasinda; bakir, kursun ve kadmiyum agir metal streslerinin farkl
konsantrasyonlarina (Kontrol, 40 mg/L, 80 mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L ve 640 mg/L)
maruz birakilan aspir cesitlerinin (BALCI, ASOL, LINAS ve BDYAS-4) kok, kotiledon
ve yaprak dokularindan alinan 6rneklerde oleik asidin (C18:1) linoleik aside (C18:2)
ceviriminden sorumlu FAD enzimlerini kodlayan FAD2 gen ailesine ait ve ¢alisilan
biitiin dokularda ortak olarak ifade edilen FAD2-6, FAD2-7 ve FAD2-11 genlerine ait
mRNA ifade seviyeleri tespit edilmistir. Bu genlerin ifade seviyelerindeki farkliliklar
Real-Time PCR ile belirlenerek aspir bitkisinin maruz kaldigi agir metal stresiyle iligkili
olup olmadiklar1 ve strese karsi savunma mekanizmasindaki etkileri hakkinda bilgi

edinilmeye ¢alisilmistir.

Real-Time PCR yontemi genlerin tespit edilmesi, fonksiyonlarmin belirlenmesi,
smanmast Ve ¢esitli streslerle olan iliskilerini belirlemede olduke¢a etkin bir yontemdir
(Kubista vd. 2006). Tez calismasinda hedeflenen genlerin agir metal stres kosullart
altinda ifade diizeylerindeki meydana gelen degisimler Real-Time PCR yontemiyle
tespit edilmistir.

Literatiirde FAD2 genleriyle alakali diger abiyotik streslerle ilgili yapilmis ¢aligmalar
olmasina karsin, agir metal stresinin etkilerinin arastirildigi her hangi bir calisma
bulunmamaktadir. Yapilan tez c¢alismasi konuyla ilgili olarak ilk olma niteligi
tasimaktadir. Bu yiizden ¢alismadan elde edilen veriler FAD2 genlerinin yag asitleri
mekanizmasindaki rolleri esas alinarak degerlendirilmistir. Yapilan ¢alismalarda tuz ve
sogukluk stresine kars1 FAD genlerinin savunmada kritik gorevler iislendigi ve yag
asitlerinin doniligiimii, modifikasyonu ve yeniden yapilanmasi gibi iglevlerde aktif olarak
gorev aldigr bilgisi mevcuttur. Calisma sonucunda elde edilen veriler FAD2 genlerinin

agir metal stresine karsi da benzer tepkiler verdigini destekler niteliktedir.
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FAD2 genleri en kritik desatiiraz enzimlerini kodlayan genlerden biridir ve tiim
dokularda oldugu gibi fotosentetik olmayan dokularda da oleik asidin (C18:1) linoleik
aside (C18:2) doniisiimden sorumludur (Okuley vd. 1994). Hiicre membraninda ¢oklu
doymamis yag asit seviyelerinin FAD genlerinin regiilasyonu yoluyla, bitkilere
kuraklik, tuz ve soguk stresine karsi tolerans sagladigi belirtilmistir (Im vd. 2001, Zhang
vd. 2005).

Literatiirde yer alan ¢alismalarda; FAD genlerinin olumsuz ¢evre kosullarinda ifade
seviyelerini artirarak savunmada rol aldig1 belirtilmistir (Heppard vd. 1996, Falcone vd.
2004, Tang vd. 2005). Domates bitkisinde FAD3 geninin asir1 ifadesi domates
fidelerinin tuz stresine kars1 toleransini artirirken (Wang 2014), FAD3, FAD8 ve FAD7
genlerinin asir1 ifadesi tiitiin bitkisinin kurakliga (Zhang 2005) ve soguk stresine karsi
toleransini artirmistir (Khodakovskaya 2006). Aygigeginde (Helianthus annuus) FAD2
genlerinin tuz stresine karsi savunma mekanizmasinda yer aldigi tespit edilmistir.

(Rodriguez-Vargas vd. 2007).

Ayrica Arabidopsis fidelerinde tuz stresine karsi FAD2 ve FAD6 genlerinin ifade
diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (Zhang 2009, 2012). Yapilan bagka bir caligmada
Arabidopsis bitkisinde karanlik, sicaklik ve tuz gibi stres faktorlerine karsi FAD2
geninin aktif ve duyarli oldugu bulunmustur. Arabidopsis bitkisinin g¢esitli dokularinda
ifade edilen FAD2 geninin bitkinin biiylime ve {ireme donemi boyunca islev gordiigii ve

abiyotik streslere kars1 savunmada rol aldig1 belirtilmistir (Yuan vd. 2012)

Literatiirde yer alan diger ¢alismalarda, Arabidopsis bitkisinde (Kargiotidou vd. 2008,
Maeda vd. 2008) ve soya fasulyesi tohumunda (Tang vd. 2005) FAD2 geninin ¢oklu
doymamis yag asitlerinin iiretilmesi yoluyla sicaklik degisimine karsi adaptasyonu
sagladigi belirtilmistir. Misir (Berberich vd. 1998) ve keten tohumunda (Vrinten vd.
2005) FAD2 gen ifadesinin, soguk stresine yanit olarak arttig1 belirlenmistir.

Feng vd. (2017) farkli tuz ve soguk stresine maruz birakilan pamuk (Gossypium
hirsutum) bitkisinin farkli dokularinda FAD2 genlerinin ekspresyon seviyelerinde

artisin meydana geldigini belirtmistir. Tez calismasinda kullanilan FAD2 (FAD2-6,
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FAD2-7 ve FAD2-11) genleriyle ayn1 gen ailesinde yer alan FAD2-3 ve FAD2-4
genlerinin tuz ve soguk stresine karst membran adaptasyonuna katildigini ve hiicre
mebraninin bu yolla muhafaza edildigini vurgulamislardir. Benzer sekilde FAD8’in agir1
ifadesi de soguk stresinin hasarmi azaltmaktadir (Wang 2006). Soya fasulyesinde
FAD2-3 geniyle ilgili c¢alismada soguk stresi altindaki doymamis yag asidi
kompozisyonunda ve FAD2-3 ile FAD2-4 genlerinin mRNA ifade seviyelerinde artigin
tespiti yapilmistir (Li vd. 2006).

Agir metal stresi; bitkilerde tilakoid membranlardan fotosentez i¢in gerekli olan protein
ve lipit bilesenlerinin salimmi ve klorofildeki (Mg?) metal degisimi gibi pek ¢ok
biyolojik olayr dogrudan etkilemektedir (Maksymiec 2007). Ayrica agir metal stresi
reaktif oksijen tiirlerinin de (ROS) artmasini tetiklemektedir. Agir metal kaynakli ROS
birikmesi ve lipid peroksidaz aktivitesi sonucunda bitki membran lipidlerindeki ¢oklu
doymamis yag asitleri peroksidasyona ugrayarak membran biitiinliigliniin zarar

gormesine ve kaybina yol agmaktadir (Mithofer vd. 2004).

Agir metal stresine maruz kalan bitkiler ¢esitli lipitlerin ve lipit yapisina katilan yag
asitlerinin yapisinda ve miktarinda degisiklikler yaparak stresle basa ¢ikma yoluna

gitmektedirler (Mithofer vd. 2004, Koeduka vd. 2005, Maksymiec 2007).

Literatiirde yer alan pek ¢ok calismada; bitkilerde bakir (Cu) ve kadmiyum (Cd) agir
metal streslerine karsi tolerans, hiicre membranlarindaki artan yag asidi doymamisligi
ile artmaktadir (Howlett ve Avery 1997). Tez ¢alismasinda kullanilan FAD2 genlerinin
ifade diizeylerinde meydana gelen artisin, agir metal stresine karsi yag asiti miktarini

artirmaya yonelik oldugu diistiniilmektedir.

Li vd. (2015) bakir (Cu) ve kursun (Pb) agir metal streslerinin aspir bitkisinin fide
bliylime ve gelisimi ile glutatyon (GSH) gen ifadesi diizeylerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Bakir agir metalinin diisiik konsantrasyonlarinda fide gelisimi ve GSH
ekspresyon seviyelerinin arttig1 belirtilmistir. Fide gelisimi ve GSH ekspresyon seviyesi,
artan Cu ve Pb konsantrasyonlariyla onemli 6lgiide azalmistir. Sonu¢ olarak aspir

bitkisinin diisik Cu konsantrasyonlarma kisa siire maruz kalmasi normal bitki
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biliylimesini korumak i¢in GSH sentezinde artisa neden olmustur. Aspir bitkisinin
yikksek Cu ve Pb streslerine uzun siireli maruz kalmasi ise GSH metabolik zincirini
olumsuz etkilemis ve aspir bitkisi agisindan ciddi toksisite olusturmustur. Bu ¢alismada
tespiti yapilan GSH ekspresyon seviyesindeki degisim, tez ¢alismasinda elde edilen

FAD?2 genlerinin ekspresyon seviyesindeki degisimle benzer niteliktedir.

Tez c¢alismasindan elde edilen sonuglar yukarida belirtilen literatiir ¢aligmalariyla
birbirini destekler niteliktedir. Yapilan c¢alismalarda kullanilan gesitli abiyotik stres
faktorlerine karst FAD genlerinin ifade dilizeylerinde artislar tespit edilmistir. Boylece
yag asidi metabolizmasinin yeniden regiilasyonu saglanarak strese karsi tolerans
artirllmigtir. Agir metallerin olusturdugu stresin, diger abiyotik ya da biyotik stres
faktorleriyle benzer mekanizmalari tetikledigi g6z Oniinde bulunduruldugunda, aspir
bitkisinde agir metallerin stresine karst FAD2 genlerinin ifade diizeylerindeki yukari

yonlii degisim belirtilen ¢caligsmalar ile paralellik gostermektedir.

Sonug olarak tez ¢alismasindan elde edilen veriler bir biitlin olarak degerlendirildiginde
bakir stresi uygulanan aspir g¢esitlerinde FADZ2 genlerinin ifade diizeylerinin diisiik
konsantrasyonlarda artis gosterdigi tespit edilmistir. Literatiirde yer alan calisma
sonuclarina benzer sekilde elde edilen bu sonucun bakirin bitkiler tarafindan mikro
besin elementi olarak kullanimindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Gautam vd.
(2016) bakirin bitkiler tarafindan mikro besin elementi olarak kullanilmasina ragmen
toksik etkisinin zamana ve doza bagli oldugunu vurgulamislardir. Tez ¢aligmasinda;
artan bakir konsantrasyonlarinda FADZ2 genlerinin ifadelerinin diigmesi ve kritik nokta
olarak kabul edilebilecek olan 160 mg/L ile 320 mg/L’den sonra yeniden artis
gostermesi, olusan strese karsi savunma mekanizmasinin devreye girdigini ve FAD2

genlerinin strese karsi savunmada rol aldiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.

Kursun agir metal stresine maruz birakilan aspir cesitlerinde FAD2 genlerinin ifade
diizeyleri kontrol grubuna gore stres uygulamasinin basladigi 40 mg/L’den 160 mg/L’ye
kadar genel bir diislis yasarken, 160 mg/L ve 320 mg/L konsantrasyonlarda en yiiksek
seviyelere ulagmistir. Bu yiikselisin FAD2 genlerinin kursun stresinin etkilerini en aza

indirgemek i¢in oldugu disiinilmektedir. Bu noktalarda FAD2 genlerinin savunma
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mekanizmasinda kritik rol aldigi goriilmektedir. En son deger olan 640 mg/L’de ise
FAD2 genlerinin ifadesi kontrol grubunun da altina gerilemistir. Kritik deger olarak
degerlendirebilecegimiz 320 mg/L konsantrasyondan sonra kursun stresine bagli olusan
oksidatif stresin hiicresel pek ¢ok biyokimyasal ve fizyolojik olay1 bloke ettigi literatiir
degerlendirmesinde de anlagilmaktadir (Mithofer vd. 2004, Koeduka vd. 2005,
Maksymiec 2007). Bu da strese karsi savunma mekanizmasinin yeterli olamadigini

gostermektedir.

Kadmiyum agir metal stresine maruz birakilan aspir ¢esitlerinde ise FAD2 genlerinin
ifade diizeyleri degerlendirildiginde, olusan strese daha erken yanit verdigi tespit
edilmistir. Buna paralel olarak, 40 mg/L ve 80 mg/L konsantrasyonlarda yiikselise
gecen ifade diizeylerinin 160 mg/L’de en yiiksek seviyelere ulastigi goriilmektedir.
Kadmiyum stresine karsi1 savunma mekanizmasi diger streslere gore daha erken yanit
vermistir. 320 mg/L ve 640 mg/L degerlerinde ise FAD2 genlerinin ifade diizeyi, kursun
stresinde oldugu gibi yeniden diisiise ge¢mistir. Bu da kadmiyum agir metaline karsi

verilen stres cevabinin yetersiz kaldigini1 gostermektedir.

Ek olarak literatiirde yapilan bazi ¢aligmalar, ¢esitli genlerin ifade profillerinin dokuya
spesifik oldugunu bildirmislerdir (Yang vd. 2012, Biiyiik vd. 2016, Xue vd. 2017). Tez
calismasinda bakir, kursun ve kadmiyum agir metal streslerine maruz kalan 4 farkl
aspir c¢esidinde kok, kotiledon ve yaprak dokularinda FADZ2 genlerinin farkli ifade
diizeylerine sahip oldugu tespit edilmistir. Calismadan elde edilen veriler
degerlendirildiginde kok, kotiledon ve yaprak dokularinda yapisal olarak FAD2 (FAD2-
6, FAD2-7 ve FAD2-11) genlerinin aktif oldugu (Cao vd. 2013) ve dokuya spesifik stres

cevabinda etkin rol aldig1 gosterilmistir.

Stratejik dneme sahip ve dnemli bir yag bitkisi olan aspir bitkisinde oleik asidin linoleik
aside c¢eviriminden sorumlu olan FAD2 genleri ile ilgili boyle bir caligma daha 6nce
yapilmamis olup, aspir bitkisinin agir metal streslerine kars1 gostermis oldugu tepkinin
genetik mekanizmas1 heniliz aydinlatilamamistir. Bu c¢alisma ile agir metal stres

faktorleri varliginda FAD2 genlerinin ekspresyonlarindaki degisimler tespit edilmistir.
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Bu sayede strese karsi savunma mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasina katki saglayacak

veriler elde edilmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde FAD genleri, membran lipitlerinde yag asidi
mekanizmalarin1  diizenleyerek  olumsuz  kosullara  karst  bitki  toleransimi
gelistirmektedir. FAD2 genlerinin regiilasyonu, bitki gelisimi ve farkli abiyotik streslere
kars1 verilen cevabin anlagilmasinda Onemlidir. FAD2 geninin daha kapsaml
calisilmasi, bitkilerde yag kalitesinin ve stres direncinin gelistirilmesine yardimci
olacaktir. Yapilan tez calismasindan elde edilen bulgular; FAD2 genlerinin aspir
cesitlerinde agir metal stresine kars1 savunmada kritik rol oynadigini gostermistir. Bu
calisma ile FAD2 geninin aspir bitkisinde ileride yapilabilecek ¢aligmalar igin iyi bir

aday gen oldugu da gosterilmistir.
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