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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

~ HERBISIT UYGULANAN ASPIRDE (Carthamus tinctorius) YAG ASIiDI
ICERIGI VE YAG ASIDi GENLERINDEKI DEGiISIMLERIN BELIRLENMESI

Gizem NARDEMIR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Bitkisel Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR

Artan diinya niifusu ile 6nem kazanan yag bitkilerinden biri olan aspirin (Carthamus
tinctorius), besin igerigi ve Ozellikle linoleik asit bakimindan diger yag bitkilerine
kiyasla her gegen giin popiilaritesi artmaktadir. Yaz ve kis yetistiriciligine uygun olan
bu bitki, bircok abiyotik stres kosullarina dayanikli olmasina karsin, yabanci otlarin
istilast bu kiiltiir bitkisinin ¢ikis doneminde gelisimini etkilemektedir. Yapilan bu
calismada aspirde yaygin olarak kullanilan S-metolaklor herbisitinin 3 farkli dozunda
(1, 2 ve 4 g. aktif madde/L) Dinger ve Remzibey-05 genotiplerinde erken donemde yag
asidi oranlar1 ve yag asidi donilistimiinde etkili olan yag asidi desatiiraz genlerinin
(FAD2-1, FAD3, FAD6 ve FAD7) etkileri incelenmistir. Arastirma sonuglarina gore
Remzibey-05 ¢esidinin iki 6nemli yag asidinden biri olan oleik icerigi kontrole gore bir
diistis gergeklesirken, Dinger ¢esidinin oleik icerigi ise 1 g. aktif madde/L dozu disinda
diisme s6z konusu olmustur. Linoleik asit iceriginde ise kontrole kiyasla hem Dinger
genotipinde hem de Remzibey-05 genotipinde artis s6z konusu olmustur. Her iki
genotipte de genotiplerinde palmitik asit, gondoik asit, kaprilik asit tiirlerinde genel bir
diisiis yasanirken, kontrolde tespit edilen miristik asit uygulanan dozlarda kaybolmus,
nervolik asit ise kontrolde olmayip uygulama dozlarinda olugsmustur. Bu bakimdan S-
metaloklorun her iki cesitte de farkli dozlara bagli kalarak karbon yapisin1 bozarak yag
asidi igerigini degistirdigi tespit edilmistir. Oleik asidin linoleik aside doniisiimiinden
sorumlu olan FAD2-1 ve FAD6 gen ifadelerinde ise genel bir asagi regiilasyon soz
konusu olup, bu duruma kars: linoleik asit sentezinin FAD2-2 geninden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ayrica linoleik asidin linolenik aside doniisiimiinden sorumlu olan
FAD3 ve FAD7 genlerinde ise asagi regiilasyon olup yag asidi sentezi
gerceklesmemistir. Arastirma S-metolaklorun aspir genotiplerinde yag asidi ve yag asidi
dontisiimiinden sorumlu genler iizerine etkisini ortaya koymustur.

2019, 63 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aspir (Carthamus tinctorius L.), S-metolaklor, yag asiti, FAMEs,
Q-PCR



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF HERBICIDE-APPLIED SAFFLOWER (Carthamus
tinctorius) FATTY ACID CONTENT AND CHANGES IN FATTY ACID GENES

Gizem NARDEMIR

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
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Supervisor: Prof. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR

Safflower (Carthamus tinctorius L.), which is one of the oil plants gaining importance
with increasing world population, is getting more popular by nutritional content and
especially linoleic acid than other fatty plants. Although this plant is suitable for
summer and winter cultivation, also resistant to many abiotic stress conditions,
infestation of weeds affects the plants at emergence period. In this study, 3 different
doses (1, 2 and 4 g. active substance / L) of S-metolachlor which is common safflower
herbicides and 2 genotypes (Dinger and Remzibey-05) was used to investigate of fatty
acid desaturase genes (FAD2 -1, FAD3, FAD6 and FAD7) on early period fatty acid
ratios and fatty acid conversion. According study results, with comparison of control
group, the oleic content one of the two important fatty acids decreased at Remzibey-05
variety, and also Dinger variety (except 1 g. active substance / L dose). The linoleic acid
content increased in both two varieties compare to control group. Palmitic acid, gondoic
acid and caprylic acid contents decreased, myristic acid which was detected in the
control disappeared in all doses, nervolic acid was not seen in the control doses but
formed in the application doses. From this point of view, it was found that S-
metolachlor changes the fatty acid content by disrupting the carbon structure by
adhering to different doses in both varieties. FAD2-1 and FADG6 gene expressions,
which are responsible for the conversion of oleic acid to linoleic acid, have a general
downregulation against which linoleic acid synthesis is thought to result from the
FAD2-2 gene. In addition, FAD3 and FAD7 genes, which are responsible for the
conversion of linoleic acid to linolenic acid, are downregulated and fatty acid synthesis
has not been realized. All in all, the research demonstrated the effect of S-metolachlor
on the genes responsible for fatty acid and fatty acid transformation in safflower
genotypes.

2019, 63 pages

Keywords: Safflower (Carthamus tinctorius L.), methaloclor, fatty acide, FAMEs, Q-
PCR



TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu ¢alisma Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Bitkisel Biyoteknoloji Laboratuari’nda yapilmistir.

Yiiksek lisans tez calismami hazirlarken degerli yardim ve katkilarindan dolayr basta
saygideger tez danismanim Saym Prof. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR olmak iizere
hicbir zaman destegini esirgemeyen Sayin Dog. Dr. Murat AYDIN’a tesekkiir ederim.

Tezimi hazirlarken gece giindiiz demeden beni yalniz birakmayan ve bildigi herseyi
bana hi¢ cekinmeden oOgreten degerli arkadaslarrm Saymn Dr. Ogr. Furkan
UZUNDUMLU, Saym Dr. Ogr. Esma YIGIDER, Saym Yiik. Lis. Ogr. Siimeyra
UCAR ’a tesekkiir ederim.

Tez calismamda yardimlarindan dolayr Sayin Aras. Gor. Esra ARSLAN’a tesekkiir

ederim.

Tez ¢alismami destekleyen {iniversitemiz BAP birimine ve analizlerimde yardimlarini

esirgemeyen DAY TAM’a tesekkiir ederim.

Bana yasamim boyunca giivenip desteklerini bir an bile esirgemeyen maddi manevi her
zaman destek¢im olan basta babam Mustafa Taner NARDEMIR’e, annem Mihriban
NARDEMIR e, ablam ve esi Ogretim Uyeleri Gokge-Mehmet KARADAY I’ya sonsuz
tesekkiirler.

Gizem NARDEMIR
Aralik, 2019



ICINDEKILER

OZET ...t i
ABSTRACT ettt bbbt b e e i
TESEKKUR ..ottt ettt sttt ettt iii
ICINDEKILER .....cocuiiiiiieicecieeiee et es ettt en et en ettt an s et en e, iv
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI .......cooooiiiiiiiiiiniiceee e Vi
SEKILLER DIZINT....oiiiiiiii ettt viii
CIZELGELER DIZINI.....cuitiiiiiiiiiceecceceees s iX
1. GIRIS ettt ettt ettt n ettt s e 1
2. KAYNAK OZETLERLL......ciiiiiiiiiiisiistiecsseiesie s 16
3. MATERYAL ve YONTEM.......cooiiiniiiiiiniiesiisisie s 25
.1 IMALEIYAL ... e ae s 25
3. L1 BitKi MALErYali ..o 25
3.1.2.a. Sterilizasyonda kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler ............cccocevviiiiiiiiinnnnn. 25
3.1.2.b. S-metolaklor uygulanan kiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar ................ 26
3.1.2.c. Calismada kullanilan S-metolaklor dozlart ...........ccccoceivieniii i, 27
3.1.2.d. FAMEs analizinde kullanilan kimyasallar .............ccocorvrininiinenencnesecen 27
3.1.2.e. mRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve

IoayZ51 151 (< RSP 28
R I o) 1175 1 o PO TP PP PRRPPI 29
3.2.1. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanist ..........cccooovveiiiiiiiicii e 29
3.2.2. Sterilizasyon yONtEMIETT........coiviiiiiiieiiieee s 30
3.2.2.a. Calisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu .............cccccccevueennee. 30
3.2.2.b. Tohumlarin yilizey Sterilizasyonu ...........cccecviiiiiiiiiiiiiiiiie e 30
3.2.2.c. Besi ortaminin ve diger bilesenlerinin sterilizasyonu..........ccocceevvveinveennnnen. 31
3.2.3. Bitki Biiylitme ortamlarinin hazirlanmasi ...........cccoocveiiiniiicic e, 31
3.2.3.a. Temel besi ortami i¢in stok soliisyonlarin hazirlanisi ...........c.cceeeeiiieenn. 31
3.2.3.b. Kiiltlir ortaminin hazirlanmasi...........coceeiiiiiieiiiiiic e 33
3.2.4. In vitro’da aspir tohumlar1 ekimi ve S-metolaklor kimyasali uygulamast....... 34
3.2.5. FAMES ANAIIZI......ccveiiieie ettt ettt nne e 34



3.2.6. mMRNA seviyelerinin BelirlenmMEeSsi ........c.ooovviiiiiiiiiieesesee e 35

3.2.6.2. RNA 1ZOIaSYONU .....ovvieiicecicce e 35
3.2.6.0. CDNA ANGLIZI.....oviiiiiicii s 36
3.2.6.C. Q-PCR ANGIZI.....ccvviiiiiiiie ettt 36
3.2.6.d. Verilerin degerlendirilmesi ve istatiksel analizi.........c.ccooveveeveiciencnennnnan 38
4. ARASTIRMA BULGULARI ....ooiiiiiiieeee et 39
4.1. YaZ aSidl QNAIIZI ..vvveiviiiiiiie i 39
4.2. MRNA ifade @naliZi..........ccoovviiiiiiii s 45
5. TARTISMA Ve SONUQC ....coiuiiiiiiiiiesieiiesitsiee ettt 49
5.1. SONUG VE ONETIIET .......vvveeceeeetesecceeiete e es ettt es ettt en et esen e tesans 53
KAYNAKLAR ... ettt sttt sttt e nbe b nne e 55
(046 210)1Y 1 15T 64



Simgeler

%

g
°C
ul
cm
L
mg
mg/lt
M
mL
mM
uM
pH

Kisaltmalar

ACCase
ALA
APX
ATPaz
BSA
CAT
DAS
DGDG
DNA
dNTP

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Yiizde

Gram
Santigrat derece
Mikrolitre
Santimetre
Litre

Miligram
Miligram/Litre
Molar

mililitre
Milimolar
Mikromolar

Asitlik derecesi

Asetil-CoA karboksilaz
a-linolenik acide (a-linolenik asit)
Askorbat peroksidaz

Adenin Trifosfataz

Bovin serum albiimin

Katalaz

Dienoik yag asitleri
Digalaktosildiagilgliserol
Deoksiriboniikleik asit

Deoksiniikleotid trifosfat

Vi



EDTA
ER
EtOH
FAD
FAMEs
FAO
FAS
FDA
FRET

GR
GSH
GST
HgCl.
IUPAC

MAC

MGDG
NaCl
NaOCl
PCR
POD
PUFA
Q-PCR

ROT
SOD
TA
TE
TUIK

Etilendiamintetraasetik asit

Endoplazmik retikulum

Etil alkol

Fatty Acide Desaturase (Yag asiti desatiirasyonu)

Fatty Acide Methly Esters (Yag asiti metil esterleri)

Food and Agriculture Organisation

Yag asidi sentezi

U.S. Food and Drug Administration (Amerikan gida ve ilag dairesi)
Fluorescens Resonance Energy Transfer (Floresan Rezonans Enerji
Transferti)

Glutatyon rediiktaz

Glutatyon

Glutatyon-Stransferaz

Civa kloriir

International Union of Pure and Applied Chemistry (Uluslararasi temel
ve uygulamali kimya birligi)

Maximum  acceptable  concentration  (Maksimum  kabuledilir
konsantrasyon)

Monogalaktosildiagilgliserol

Tuz

Sodyum hipoklorit

Polimerase Chain Reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)

Peroksidaz

Polyunsaturated fatty acid (Coklu doymamus yag asitleri)

Quantitative Polimerase Chain Reaction (Kantitatif polimeraz zincir
reaksiyon)

Reaktif oksijen tiirleri

Stiperoksit dismutaz

Trienoik yag asitleri

Tris EDTA tamponu

Tiirkiye Istatistik Kurumu

Vil



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Aspir tohumunun kitalara gore tiretim payr (Anonymous 2018a)................... 3

Sekil 1.2. Aspir tohumu iiretiminde en yiiksek paya sahip ilk 10 iilke

(ANONYMOUS 20180)....ccviiieiieiiec e 3
Sekil 1.3. Bitkilerin yag asidi biyosentezinin basitlestirilmis anlatimi1 (Ahmad

2007 ) e bbb 9
Sekil 1.4. Bitkilerde yag asidi sentezinin akis semast (Baydar 2017) .......ccccoceevvennnnnn 10
Sekil 1.5. Oleik asit a¢ik kimyasal formiilii (Novak et al. 2015).......ccccccevveiiiiinnnnnnns 11
Sekil 1.6. Linoleik asit agik kimyasal formiilii (Bin et al. 2013)..........ccccceveiiiiiinnnnns 11
Sekil 1.7. Palmitik asit agik kimyasal formiilii (Ayan vd 2014)..........cccoceveiiiininnnnns 12
Sekil 1.8. Gondoik asit agik kimyasal formiilii (Bu et al. 2006). ..........ccoceveririeiirnnnns 12
Sekil 1.9. Kaprilik asit agik kimyasal formiilii (Wishart et al. 2008) ..........cccoeevvrinnens 12
Sekil 1.10. Miristik asit a¢ik kimyasal formiilii (Laasonen et al. 2006).............c.ccceeee. 13
Sekil 1.11. Nervonik asit agik kimyasal formiili (Lattka et al. 2011).........cc.ccocevvrnnnee 13
Sekil 4.1 Aspir genotiplerinin farkli S-metolaklor dozlarindaki gelisimleri .................. 40
Sekil 4.2. S-metolaklor dozlarina gore genotiplerin oleik asit iGerigi ........ovvvvrverirrnnnne 41
Sekil 4.3. S-metolaklor dozlarina gore genotiplerin linoleik asit i¢erigi...........cervvrnene. 43
Sekil 4.4. Dinger ve Remzibey-05 FAD2-1 geni mRNA kat ifade degisimleri (2

B ) ettt bbbt 46
Sekil 4.5. Dinger ve Remzibey-05 FAD3 geni mRNA kat ifade degisimleri (2

B ) ettt 47
Sekil 4.6 Dinger ve Remzibey-05 FAD6 geni mRNA kat ifade degisimleri (2

B ) ettt 48
Sekil 4.7. Dinger ve Remzibey-05 FAD7 geni mRNA kat ifade degisimleri (2

B ) ettt 48

viii



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 1.1. Aspir 2010-2018 yillar1 Ekim Alani (dekar), Uretim (ton) ve Verim

(Kg/Dekar) (Anonim 2019D).......ccciieiiieiie e 4
Cizelge 1.2. Tirkiye’de 2012-2016 yillar1 arasinda bitkisel ham yag iiretimi

(1000 toNn) (ONAL 2018)....ccueiuieiieieiieesieeie ettt 4
Cizelge 1.3. Aspir bitkisi diinya ¢esit merkezleri (Knowles 1969) ...........cccooveviiiinenns 5
Cizelge 1.4. Aspir’de rastlanan bazi yag asitleri (Ayan vd 2014) .....ccccovvveieiieniinnnnnns 10
Cizelge 3.1 Aspir gesit ve OZellIKIeri ........cueviiiiiiii e 25
Cizelge 3.2 Aspir tohumunun ve ortam sterilizasyonunda kullanilan kimyasallar ........ 25
Cizelge 3.3. MS kiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlar.................c........ 26
Cizelge 3.4. MS tuzlar ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasal..................... 27
Cizelge 3.5. MS tuzlar ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan S-metolaklor.............. 27
Cizelge 3.6. FAMEs kullanilan ¢OZelti.........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiiie i 27
Cizelge 3.7. mRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve

oo y4<) 151 (<) USRS 28
Cizelge 3.8 Q-PCR analizinde kullanilan kimyasallar ............cccoooviiiiiiiiiiicinn, 36
Cizelge 3.9. Hedef genler ile referans genlere ait ileri ve geri primer dizilimleri .......... 37

izelge 4.1. S-metolaklor dozlarina gbre genotiplerin oleik asit icerikleri (%)Y2.......... 41
Cizelg gore genotip ¢

Cizelge 4.2. S-metolaklor dozlarina gore genotiplerin linoleik asit igerikleri

Cizelge 4.3. S-metolaklor dozlarina gore genotiplerin palmitik asit igerikleri (%)........ 43
Cizelge 4.4. S-metolaklor dozlarina gore genotiplerin gondoik asit igerikleri (%)........ 44
Cizelge 4.5. S-metolaklor dozlarina gore genotiplerin kaprilik asit i¢erikleri (%)......... 44
Cizelge 4.6. S-metolaklor dozlarina gore genotiplerin miristik asit ve nervonik

ASTE IGETTKIETT (%0) vveveeirieiei s 45



1. GIRIS

Tarimin iki ana unsurundan biri olan bitkisel tiretim, gida, tekstil, yakit, yapt malzemesi,

kozmetik ve saglik sektoriinde canli materyal {iretmek i¢in kullanilir.

Diinyada yabani ve Kkiiltiir bitkisi olarak yetistirilen tek ve ¢ok yillik bitkilerin
tohumlarinda ve meyve kisimlarinda degisik oranlarda yag bulunmaktadir. Temel besin
maddelerinden olan ve insan beslenmesinde Onemli bir yere sahip olan yaglar,
insanlarin yasamsal faaliyetlerini slirdiirebilmesi i¢in gerekli olan ana besin
maddelerinden biridir. Ulkemizde tarimi yapilan yagh tohumlar grubuna giren iiriinler
ayeicegi, cigit, soya, yerfistigi, hashas, susam, kolza ve aspir olarak siralanabilir
(Kolsaric1 vd. 2005). Tek yillik bitkilerin basinda; aspir, susam, kolza, hashas, ay¢igegi,
soya, pamuk, c¢ok yillik bitkilerde ise; hurma (palm), hindistan cevizi ve zeytin
gelmektedir. Bu bitkilerin yagli tohumlar1 i¢erdikleri mineral maddeler, karbonhidratlar,
yaglar, vitaminler ve proteinler nedeniyle bir¢ok sanayi sektoriinde hammadde kaynagi
olarak kullanilmaktadir (Arioglu 2016). Yaghh tohumlarin yapisindaki yag asitleri,
karboksil grubu (-COOH) tasiyan diiz bir hidrokarbon zinciri olup yagin en onemli
ogesidir. Karbon-karbon baglar tek ise yag asidi doymus; baglardan herhangi biri ¢ift
veya iclii ise, yag asidi doymamis ve daha reaktiftir. Yag asitleri doga da serbest halde
bulunmay1p genellikle trigliserit formunda gliserol (alkol) ile birlikte bulunurlar (Karaca
ve Aytag¢ 2007; Kachroo and Kachroo 2009).

Yagl tohum tiirlerinden biri olan aspir, diger yagl tohumlara oranla diinyada daha az
tiretim payma sahiptir (Tu et al. 2010). Aspir, tek yillik olup yazlik ve kishk
ekilebilmektedir. Ac¢ik renge sahip olan aspir yagi besin degeri agisindan aygigegi ile
benzerlik gostermekle birlikte son gelistirilen ¢esitlerinde yag orant %25-27°den %46-
47°ye cikarilmistir. Bu oranin %78’ini linoleik asitlerin olusturmasi sebebiyle yag

bitkileri arasinda 6nemli bir yere sahiptir (Chavan et al. 2011; Eryilmaz vd. 2014).



Insanlar ve hayvanlar linoleik asidi (bir omega-6 yag asidi) ve alfa-linolenik asidi (bir
omega-3 yag asidi) sentezleyemezler. Bununla birlikte, bu yag asitleri, hiicresel islemler
ve diger gerekli omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin tiretimi i¢in ihtiya¢ duyulur. Bu
nedenle, diyet yoluyla alinmalar1 gerektigi igin esansiyel yag asitleri olarak
adlandirtlirlar. Boylece linoleik asit ve alfa-linolenik asitten tiretilen omega-3 ve
omega-6 yag asitleri, ¢ogu memelinin diyetinde gerekli olmaktadir (Kachroo and
Kachroo 2009).

Yetigkin bir insan giinliik 2000-2400 kalori besine ihtiyag duymaktadir ve bu kalorinin
650-750’si yaglardan olusmalidir (Kolsarict vd 2005). Tiirkiye icin yag bitkisi
denildiginde akla ilk gelen aycicegi bitkisidir. Ulkemizde yillik aycicegi yag: tiiketimi
yaklagik 900 bin ton iken; yerli iiretimden elde edilen aycicegi yag: ise sadece 400-450
bin ton civaridir (Anonim 2019a). Bu acik, ithalat ile kapatilmaya calisildigindan,
alternatif yag bitkilerinin yetistiriciligi 6nemli hale gelmistir (Kachroo and Kachroo
2009). Ayrica son yillarda yag bitkilerinin beslenme disinda biyodizel yakit kaynag
olarak da kullanilmasi 6nemli hale gelmistir. Yaglh tohuma sahip bitkilerin bu
ozellikleri g6z oniine alindiginda, yag bitkisi olarak aspir, akla gelen alternatif bitkilerin
basinda gelmektedir. Aspir soguk, kuraklik gibi ekstrem sartlara dayanikli olan bir bitki
tirtidiir (Pasa 2008; Omidi et al. 2012). Aspir bitkisinin tarimindaki en 6nemli avantaj,
bugday ve arpa tariminda, toprak hazirligindan triiniin depoya alinmasina kadar gecen
siirede kullanilan biitiin alet ve ekipmanlarin aspir tariminda da kullanilabilir olmasidir

(Coskun 2014).

Yakindogu kokenli bir bitki olan aspir, Cin, Hindistan ve Kuzey Afrika’da yiizyillardir
yetistirilmektedir. Ayrica ABD, Hindistan ve Meksika gibi 20°den fazla tilkede diinya
dretiminin yaklasik %70’ini gerceklesmektedir (Tu et al. 2010). Aspir tohumunun
kitalardaki iiretim pay1 Sekil 1.1°de gosterilmistir (Anonymous 2018a).



Toplam 2014-2016

Afrika
Okyanusya [ %26
%03

Avrupa 5 ik
A Amerika
%23.3 " Py

Asya
Yd5,1

. Afrika . Amerika Asya . Avrupa . OKyanusya

Sekil 1.1. Aspir tohumunun kitalara gore tiretim payr (Anonymous 2018a)

Aspirin giinimiizde daha ¢ok Meksika, Hindistan, Rusya, Kazakistan, ABD, Arjantin ve
Cin gibi iilkelerde tiretimi yapilirken, Tiirkiye ise bu tiretimde 6. sirada yer almaktadir
(Sekil 1.2) (Anonymous 2018b).
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Sekil 1.2. Aspir tohumu iiretiminde en yiiksek paya sahip ilk 10 iilke (Anonymous
2018b)

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore son 5 yilda iilkemizdeki aspirin ekim
alani, liretim ve verimi incelendiginde 2014 yilinda 443 050 da olan ekim alaninin
yaklasik %50 oraninda azalarak 2018 yilinda 246 932 da distigi Cizelge 1.1°de
goriilmektedir. Yine tiretim ise ekim alanindaki azalisa paralel olarak 62 000 tondan 35

000 tona kadar gerilemistir.



Cizelge 1.1. Aspir 2010-2018 yillar1 Ekim Alani, Uretim ve Verim (Anonim 2019b).

Yillar Ekim Alam (Dekar)

Uretim (Ton) Verim (Kg/Dekar)

2014
2015
2016
2017
2018

443 050
431071
395710
273762
246 932

62 000
70 000
58 000
50 000
35000

140
162
147
183
142

2012-2016 yillar1 arasindaki veriler dikkate alindiginda iilkemizin ham yag iiretiminde

disa bagimliligr acikga goriilmektedir (Cizelge 1.2). Bu ithalat acigini azaltmak ve

ayrica kaliteli yag {iretimini arttirmak i¢in aspir tarimi onemli bir alternatif olarak

goriilmektedir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de 2012-2016 yillar1 arasinda bitkisel ham yag tiretimi (Onat

2018)
. Ithal Ham Yag Uretimi (1000 Ton) Toplam
verli Oransal Oransal Yag
Tohumdan y ithal Dogrudan ~ Toplam y 185
Yillar o S . Deger  Uretimi
Yag Uretimi (%) Tohumdan  Ham Yag Ithal Yag (%) (Yerli +
(1000 Ton) Yag Uretimi  Ithalati Uretimi :
Ithal)
2012 680 274 483 1.323 1.806 72.6 2.486
2013 811 30.3 474 1.388 1.862 69.7 2.673
2014 771 25.4 700 1.562 2.262 74.6 3.033
2015 753 26.4 559 1.543 2.102 73.6 2.855
2016 786 27.2 620 1.482 2.102 72.8 2.888
Ortalama 760 27.3 567 1.460 2.027 72.7 2.787

Aspir, Compositae familyasina ait, kendine tozlasan ve haploid genom biiytkligi

yaklagik 1.4 GB olan ve 2n = 24 kromozomlu bir yag bitkisidir. Aspir germplazmasi

arasindaki genis genetik ve fenotipik c¢esitlilik, genetik temelli aspir cesitlerinin

genisletilmesine ve segkin katilimlarin belirlenmesine yardimci olabilir (Ali et al.



2019). Aspir kloroplast DNA’s1 (ct-DNA) 1.700 g /cc yogunluga ve yaklasik 108 dalton
kinetik komplekse sahiptir (Ma and Smith 1985). Aspir 1slahinda molekiiler yaklagimlar
heniiz yaygin olarak kullanilmamaktadir (Hamdan et al. 2011).

Evriminin baglarinda aspir, farkl: tipleriyle birlikte gelistigi Misir’dan, Etiyopya, Giiney
Avrupa, Gliney Asya ve Uzak Dogu’ya yayilmistir (Robbelen et al. 1989). Knowles
(1969), aspirin diinya iizerinde bulunan cesitlerini cografi farkliliklara gore 7 merkeze

bolmiistiir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Aspir bitkisi diinya ¢esit merkezleri (Knowles 1969)

Uzak Dogu Cin, Japonya ve Kore

Hindistan-Pakistan ~ Hindistan, Pakistan ve Banglades

Afganistan’dan Tiirkiye’ye, eski ABD nin giiney

Orta Dogu ] ) i
cumhuriyetlerinden Hint Okyanusu’na
Misir Aswan’in kuzeyinde Nil sinirina
Sudan’mn kuzeyindeki ve Nil’in giineyindeki Nil sinirini
Sudan cevreleyen
Etiyopya Etiyopya
Avrupa Cezayir, Fransa, Italya, Fas, Portekiz, Romanya ve Ispanya

Aspirin insan beslenmesinde yag kaynagi olarak ilgi gérmeye baslamasi, aspir yaginin,
doymamis esansiyel yag asidi linoleik asidi (%70-87) ve mono-doymamis yag asidi
olan oleik asidi (%11-80) igerdiginin belirlenmesi ile ivmelenmistir. Besin kaynagi
olmasmin yani sira linoleik asidin koroner kalp hastaliginin, arteriyoskleroz, yiiksek
tansiyon ve hiper lipeminin dnlenmesi gibi besleyici ve terapétik faydalar sagladigida
bilinmektedir. Ayrica aspir tohumlar1 zengin bir mineral kaynag: (Zn, Cu, Mn ve Fe)
olup biinyesinde vitaminler (tiamin 3 ve [-karoten) ve a, B ve 7y tokoferolleri
icermektedir (Emongor et al. 2017). Bitkinin o-tokoferol miktari, icerdigi toplam
tokoferollerin (a, B, v ve 8) %95’ine tekabiil etmektedir. Ayrica, aspir tohumlarindan
elde edilen yagin tiiketildiginde kolesterolii diisiirdiigii ve igerigindeki o-tokoferolun



serbest oksijen tiirevlerine kars1 koruyucu 6zelliginden dolay1 birinci sinif gida olarak
nitelendirildigi bilinmektedir. Bunun yani sira, aspir suda ¢dzliinmeyen kirmizi ve suda
¢Oziinen sar1 pigmentler yoniinden de zengin oldugundan yiyeceklerin ve kumaslarin
renklendirilmesinde kullanilmaktadir. Bu iki tip pigmentin bitkisel kaynakl ilag, gida
boyasi, kozmetik, tekstil ve dogal boyalarin iiretimi i¢in kiymetli oldugu ve ayrica
geleneksel kullanimda ¢igeklerinden elde edilen preparatlarin dolasim sistemine fayda

sagladig1 bilinmektedir (Wachsmann et al. 2010; Chavan et al. 2011).

Aspir yetistiriciliginde karsilasilan en 6nemli sorun yabanci ot kontroliidiir. Yabanci
otlar, kiiltir bitkilerinden ¢ok daha giiglii ve istilaci olduklarindan miicadele edilmesi
gerekmektedir. Tarimsal iiretimde yabanci ot kontrolii amaciyla bir¢ok yoOntem
gelistirilmis olup, bunlar degisik bigimlerde ve bazen tek basina bazen de kombine
halde kullanilabilmektedir. Bu yontemler temel olarak; kiiltiirel yabanci ot kontrol
yontemleri (mekanik miicadele, iirlin ndbeti, dar sirali iiretim, uygun bitki yogunlugu,
uygun tohum yatagi hazirligi, yeterli giibreleme, malg¢ uygulama, bigme) ve kimyasal
yontemler (herbisit) olmak tizere iki temel boliimden olugmaktadir (Akbolat vd 2006).

Ondokuzuncu yiizyilin sonlarinda tahillar arasinda genis yaprakli yabanci otlarin
meydana geldigi ve tahillara zarar verdigi gorilmiis bu nedenle de deniz tuzu, kimyasal
endistrinin yan driinleri ve c¢esitli yaglar herbisit olarak kullanilmistir. Modern
herbisitler secici (spesifik bitki tiirlerini etkileyen) ve secici olmayanlar (tiim bitkileri
etkileyen) olarak iki kategoriye ayrilmaktadir: Herbisitler (siilfiirik asit, diquat, parakuat
vs.) sadece temas halinde olduklar1 bitki organlarini 6ldiirmektedir. Ayrica ekim 6ncesi,
¢ikis oncesi veya ¢ikis sonrasi ot oldiiriiciileri olarak siniflandiriimaktadir (Boger et al.
2012).

Aspirde rozet doneminde selektif herbisit olarak S-metolaklor kullanilmaktadir. S-
metolaklor [2-kloro-N- (2-etil-6-metilfenil) -N- (2-metoksi-1-metiletil) asetamit]
konsantre olarak temin edilebilen, renksiz, kokusuz ve sivi olan kloroasetanilid tiyesi bir
herbisittir. Bu herbisit klorofil, proteinler, yag asitleri ve lipitlerin, izoprenoidlerin

(gibberellinler dahil) ve flavonoidlerin (antosiyaninler dahil) sentezini baskilayip bir



biiyiime inhibitorii gibi gorev alarak yabanci otlar1 yok ettigi bilinmektedir. S-
metolaklor, baz1 genis yaprakli yabanci ot tiirlerinden; ahir otu (Echinochloa crusgalli),
yengeg (Digitaria spp.), sonbahar panicum (Panicum dichotomiflorum) gibi yabanci
otlar1 kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir. S-metolaklor baslica misir, soya fasulyesi,
yer fistig1, sorgum, patates, pamuk, aspir ve odunsu siis bitkilerinin yetistiriciliginde de
kullanilmaktadir (Rivard 2003; Hu 2014). Amerika Birlesik Devletleri’nde S-
metolaklor uygulamasi i¢in yillik yagosaklagik 76 milyon dolar harcanmaktadir
(Anonymous 2018b). ABD c¢evre koruma ajanst yaygin olarak kullanilan S-
metolaklorun, toprakta birikerek yeralti sularina sizmasi nedeniyle ‘Grup C Kanserojen’

madde grubuna dahil etmistir (Silver et al. 2015).

S-metolaklor, Asetil-CoA sentezinin baglangicint ve lipit biyosentezini inhibe
etmektedir. S-metolaklor uygulamasindan sonra bitki biinyesindeki amino asitlerin
(16sin veya lisin) ve sekerlerin alimi etkilemekle birlikte, giiglii bir oleik asit birikimi ve
lipitlerin linoleik ve linolenik yag asidi tlirlerinde kuvvetli bir diisiise neden olmaktadir.
Yag asitleri, alkoller, karbon sayisi dahil olmak tizere uzun zincirli bilesenlerde
degisiklige neden olup, yaprakta balmumu biyosentezini inhibe etmektedir.
Herbisitlerin yarattig1 biyokimyasal etkilerin yani sira kiiltiir bitkisinde metabolik direng
genlerinin ifadesinde artisina neden olarak, bitkinin herbisite toleransli hale gelmesine

neden olmaktadir (Boger et al. 2012).

Yabanci ot miicadelesinde kullanilacak olan herbisit se¢ciminde yabanci otun dar veya
genis yaprakli olmast 6nemlidir. Dar yaprakli yabanci otlara karsi genellikle ACCase
olarak adlandirilan ve yag biyosentezinde rol oynayan Asetil-CoA karboksilaz’1
etkileyerek yag biyosentezini engelleyen herbisitler kullanilmaktadir. Yag biyosentezi
inhibe edilmesi durumunda oksin aktivitesinde degisiklik, zayif hiicre duvari olusumu
ve hiicre bozulmasina neden olarak, birkag giin veya hafta sonrasinda bitkilerin 6liimiine

yol agmaktadir (Biikiin 2012).

Zara bagl yag asitleri desatiirasyonu (FAD), yag biyosentezinde kontrol basamaklari

igin biiyiik olgiide katalizordiir (Grau et al. 1999). Yag asitleri sadece enerji rezervi



olmayip ayn1 zamanda bitki metabolizmasinda, membran yapisal bilesenlerinde ve
strese cevap olarak rol oynarlar. Membran fosfolipitlerinin desatiiraz1 kloroplastta ve
endoplazmik retikulumda (ER) gerceklesir ve ER’da FAD2 ve FAD3 desatiirazlar
gorev alir (Dar et al. 2017).

Bitkiler, abiyotik ve biyotik strese, membran akiskanligini yeniden diizenleyerek ve
linolenik (18:3) membran lipitlerinden serbest birakarak yanit verir. Membran
akigskanliginin modifikasyonu, FAD’larin diizenlenmis aktivitesi ile saglanir ve buna
doymamis yag asidi seviyelerindeki degisiklikler aracilik eder. Membran akigskanliginin
ayarlanmasi, stres sirasinda kritik integral proteinlerin islevine uygun bir ortam
saglar. Diizenlenmis lipaz aktivitesi ile membran lipidinden salinan linolenik asit, fito-
oksipin biyosentezi i¢in 6ncii molekiildiir. Kloroplastlarda oleik asit (18:1) seviyelerinin
modiilasyonu, bitkilerde strese karst verilen savunma tepkilerinin merkezini
olusturmaktadir. Oleik ve linoleik (18:2) asit seviyeleri, kismen tohum gelisimi,

kolonizasyonunu ve mikotoksin liretimini diizenler (Upchurch 2008).

Bitkisel yaglarin biyosentezi oldukca karmasiktir. Genel olarak yag asidi sentezi ve lipit
diizenegi seklinde ikiye ayrilabilmektedir. Bu biyokimyasal yollar, bitki hiicresinin
farkli boliimlerinde bulunmaktadir. De novo yag asidi biyosentezi, plastidlere (yesil
dokudaki kloroplastlar) lokalize olurken, Kennedy yolu boyunca lipit diizenegi ile ilgili
reaksiyonlar endoplazmik retikulumda (ER) gerceklesmektedir (Ahmad 2017).

De novo yag asidi olusumu temel Asetil-CoA karboksilaz ve yag asidi sentezi (FAS)
olarak iki asamay1 i¢ermektedir (Sekil 1.3). ACCase, Asetil-CoA’nin malonil-CoA’ya
doniisimiinii katalize eder, malonil-CoA daha sonra yag asidi sentezi i¢in iki karbonu
yapi taslar1 olarak kullanilmaktadir. ACCases, bitkilerde iki farkli formda bulunur ve
ayrica iki izoforma sahiptir. ik izoform, plastidlerde bulunur ve yag asitlerinin de novo
sentezi icin bir anahtar rolii oynamaktadir. Ikinci izoform ise sitozolik oldugu
varsayllmaktadir. ER’de lokalize olan yag asitlerinin uzamasinda malonil-CoA’ya

ihtiya¢ vardir (Ahmad 2017).



Karbon kaynaklar:
(fotosenat, karbonhidrat, protein vb.)

Asetil-CoA karboksilaz
Kiiciik dnciil yag asidi sentezi Uzun zincirli yag asidi sentezi
(Asetil CoA gibi) (palmitat, stereat vh)

de novo sentezi

Elongazlar

Modifiye edilmis
yag asidi

N v

Uzun zincirli yag asidi

Sekil 1.3. Bitkilerin yag asidi biyosentezinin basitlestirilmis anlatimi1 (Ahmad 2017).

Bitkilerde yag asitlerinin sentezi, fotosentezin temel triini olan glikozun privik aside
ve onun da Asetil-CoA’ya donistiiriildiikten sonra elongasyon ve desaturasyon
proseslerinden sorumlu genlerin (FAE/FAD) ve enzimlerin Kkontrolii altinda
gerceklestirilir. Yag asidi sentezi igin gerekli olan Asetil-CoA mitokondride tretilir ve
sentezin gergeklesmesi i¢in sitoplazmaya tasinir. Palmitik aside (C16:0) 2 karbon
eklenerek (elongasyon) 18 karbonlu doymus bir yag asidi olan stearik asit (C18:0)
sentezlenir (Sekil 1.4). Steraik asit ise stearoil-ACP A9 desaturaz enzimi ile oleik aside
(C18:1) dontstirilir (Sekil 1.4). Eger oleoil-ACP desaturaz enzimi ile oleik aside bir
cift bag eklenirse linoleik asit (C18:2) ve linoleoil-ACP A6-desaturaz enzimi ile linoleik
aside bir ¢ift bag daha eklenirse a-linolenik asit (C18:3) sentezlenmis olur (Baydar

2017). Baz1 yag asitleri ve molekiiler formiilleri Cizelge 1.4’de verilmistir.
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Sekil 1.4. Bitkilerde yag asidi sentezinin akis semasi (Baydar 2017)

Cizelge 1.4. Aspir’de rastlanan bazi yag asitleri (Ayan vd 2014)

Yag Asidi  Yaygin ismi Molekiiler Formiil
8:0 Kaprilik (Oktanoik) Asit CgH1602

14:0 Miristik Asit C14H2802

16:0 Palmitik Asit C16H3202

18:1 Oleik Asit C18H3402

18:2 Linoleik Asit C18H3202

20:1 Cis-11-Eikosenoik (Gondoik) Asit  CoH3sO2

24:19n Nervonik Asit C24H1602

Oleik Asit; ¢esitli hayvansal ve bitkisel kaynaklarda bulunan bir mono-doymamis
omega-9 yag asididir. CH3 (CH2) 7CH = CH (CH2) 7COOH formiiliine sahiptir. Oleik
asidin trans-izomeri elaidik asit olarak adlandirilmaktadir (Ayan vd. 2014). Oleik asidin

acik kimyasal formiilii Sekil 1.5°de verilmistir.
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Sekil 1.5. Oleik asit agik kimyasal formiilii (Novak et al. 2015).

Linoleik asit, iki ¢ift bagin 9. ve 12. pozisyonlarda oldugu ve Z (cis) stereokimyasina
sahip oldugu bir oktadekadienoik asittir. Bitki metaboliti, Daphnia galeata metaboliti ve
algal metaboliti olarak rolleri vardir. Omega-6 yag asidi ve oktadekadienoik
asittir. Bir linoleatin eslenik asididir (Newbold 2014). Linoleik asidin a¢ik kimyasal

formiilii Sekil 1.6’da verilmistir.

Sekil 1.6. Linoleik asit agik kimyasal formiilii (Bin et al. 2013).

Palmitik asit, IUPAC (Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi)
isimlendirmesinde CH3 (CH2) 14COOH veya heksadekanoik asit, hayvanlarda ve
bitkilerde bulunan en yaygin doymus yag asitlerinden biridir. Tereyagi, peynir, siit,
zeytinyagl ve ette palmitik yag asidi onemli bir igeriktir (Ayan vd. 2014). Palmitik

asidin ag¢ik kimyasal formiili Sekil 1.7°de verilmistir.



12

Sekil 1.7. Palmitik asit agik kimyasal formiili (Ayan vd 2014).

Gondoik asit, ayn1 zamanda 11-Eicosenoik asit olarakta adlandirilmaktadir. Cesitli bitki
yaglarinda ve findikta 6nemli oranda bulunan tekli doymamis omega-9 yag asididir

(Enros 2008). Gondoik asidin agik kimyasal formiili Sekil 1.8’de verilmistir.

Sekil 1.8. Gondoik asit agik kimyasal formiilii (Bu et al. 2006).

Kaprilik Asit (oktanoik asit), anne siitiinde, sigir siitiinde ve hindistan cevizi gibi bazi
yag bitkilerinde dogal olarak bulunan, sekiz karbonlu orta zincirli bir yag asidi olmakla
birlikte FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan onaylanan, gida smifi
kimyasaldir (Kollanoor 2011). Kaprilik asidin a¢ik kimyasal formili Sekil 1.9° de

verilmistir.

Sekil 1.9. Kaprilik asit agik kimyasal formiilii (Wishart et al. 2008)

Miristik Asit, memeli hiicrelerinde genellikle yag asitlerinin %1’inden daha az bir
kismin1 olusturmaktadir. Ozellikle siit yaginda ortalama %7-14 oraninda bulunur (Rioux

et al. 2007). Miristik asidin agik kimyasal formiilii Sekil 1.10°da verilmistir.
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Sekil 1.10. Miristik asit a¢ik kimyasal formiilii (Laasonen et al. 2006)

Nervonik asit, ¢ogunlukla bir amid bagiyla sfingomiyelin veya diger sfingolipidlere
baglanmis bulunan ¢ok uzun zincirli bir tekli doymanus yag asididir. insanlarda yeni
dogan gelisimi i¢in gereklidir, ¢linkii ¢ogu sinir lifini koruyan ve elektriksel olarak izole
eden miyelin ve yag kiliflarin1 olusturmaktadir (Grant 1984). Gondoik asidin agik

kimyasal formiilii Sekil 1.11°de verilmistir.

Sekil 1.11. Nervonik asit a¢ik kimyasal formiilii (Lattka et al. 2011).

Yag asitlerinde bulunan hidrokarbon zincirindeki ¢ift baglarin olusumunda genel olarak
FAD genleri gorev almakla birlikte, FAD2 ve FAD3 ise desatiirasyon enzim
aktivitesinden sorumludurlar (Shanklin and Cahoon 1998; Los and Murata 1998).

Bitkisel yaglarin kullanim1 ve besin degeri, biiyiik 6l¢tide yag asitinin kompozisiyonuna
baghdir. Ozellikle oleik asit ve linoleik asidin nisbi orani, bitkisel besin degerini ve
bitkisel yaglarin kullanimini etkilemektedir. Mikrozomal yag, fosfatidil kolin desatiiraz,
FAD2 genleri tarafindan kodlanir ve fosfatidilkolinin oleik asitinin A12 pozisyonunda
bir ¢ift bag yaparak onu linoleik aside g¢evirilmesinde rol oynamaktadir (Hasanbaglou
2015).
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Aspir’de FAD2 enzimleri, 1-4 tiyeden olusan kiigiik bir gen ailesi tarafindan kodlanirlar.
FAD2, klasik oleat A12 desatiirazin aktivitesinin yaninda sinirli sayida FAD2’nin

fonksiyonel varyasyonlarina alternatif olarak agil modifikasiyonlarda da gorevli

olduklar1 bilinmektedir (Cao et al. 2013).

Bitki hiicre zarmin yiiksek diizeyde doymamis yag asidi icermesi yaygin olarak goriilen
bir 6zelliktir. Endoplazmik retikulumda FAD2 geni ve plastidlerde FADG geni, iki ©-6
desatiirazlarin kodlanmasindan sorumludurlar. Bunlar ®-6 pozisiyonda ¢ift bag yaparak
oleik asit (18:1) linoleik aside (18:2) doniistiirmede gorev alirlar. Ayrica endoplazmik
retikulumda bulunan FAD3 geni ve plastidlerde bulunan FAD7 ve FADS8 geni, ii¢ tane
-3 desatiirazin kodlanmasindan sorumludurlar. FAD3 ve FAD6, linoleik asidin ®-3
pozisiyonunda ¢ift bag meydana getirerek, linolenik asite donistirirler. FAD2 geni,
tohum gelisiminde doymamis yag asidi sentezinden sorumlu oldugu igin temel bir
enzimdir (Cao et al. 2013). FAD2 geninde meydana gelen mutasyon sonucunda olusan
ve fonksiyonlarini kaybetmis olan mutant formlarinda tuz stresine karsi gosterilen asiri
duyarlilik, vakiiolar/plazma Na+/H+ antiporter aktivitesinde azalmaya sebep olmaktadir
(Zhang et al. 2012).

Aspir yetistiriciliginde yag verimin artirilmasit ve yag asidi profilinin optimize edilmesi
giin gegtikge bilyiik 6nem kazanmaktadir ve yeni gelistirilen ¢esitlerin %80 oraninda
tek-doymamis oleik asit ile yag tiretmesi arzu edilmektedir. Bu 6zellik aspirden elde
edilen yagin yiiksek sicaklikta stabil kalmasina, dolayisiyla kizartma ve biyodizel
kullanimina uygunlugunu artirmaktadir. Aspir yaginin ¢oklu doymamislik diizeyi; soya
fasulyesi, kolza, aygicegi, pamuk, bamya gibi diger bitkisel yaglardan daha yiiksektir.
Ekstraksiyon tiirii sadece yag yiizdesini degil, ayn1 zamanda oksidasyon kararlilig1, asit

degeri gibi parametreleri de etkilemektedir (Bruckner 2007).

Bitki doku kiiltiiri, yapay bitki besleme ortaminda ana bitkiden izole edilen
biiyiiyebilen bitki hiicreleri, dokular1 veya organlari bilimidir (Husain 1990). Bitki doku
kiiltiiri, bitki biyoteknolojisinin temel bir bilesenidir ve bitki hiicrelerinin, dokularinin

ve organlarinin biiylimesi i¢in aseptik sartlarda bitki eldesine olanak saglayan in vitro
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tekniktir. Bitki doku kiiltiirii; hastaliksiz bitkilerin {iretimi, nadir bitki genotiplerinin
hizl1 ¢ogalmasi, bitki genom transformasyonu ve 6dnemli ticari degeri olan bitki kaynakli
metabolit tiretimi gibi amaglarla sik¢a kullanilmaktadir (Sharma et al. 2015; Espinosa-
Leal et al. 2018). Bu amaglarinin yani sira tek hiicre seviyesinde; tuz, herbisitler,
patojenler vb. faktorlere karsi dayanikliliga gore yapilan seleksiyonlar sonucu, bu
hiicrelerden elde edilen bitkilerde ilgili faktorlere, dayanikli veya toleransh bitkiler

ortaya ¢ikmasi biiyiik bir avantaj olarak goriilmektedir (Rai et al. 2011).

Aspirin rozet doneminde yabanci otlarla miicadele edemediginden herbisit kullanimina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu baglamda hem ekim 6ncesi hemde ekim sonrasi uygulanan
S-metolaklor herbisiti 6ne ¢ikmaktadir. Onemli bir yag bitkisi olan aspirin Dinger ve
Remzibey-05 ¢esitlerinde yag asitleri (FAMES) ve yag asidi desatiirasyon genleri
(CtFAD2-1, CtFAD3, CtFAD6 ve CtFAD7) fizerine S-metolaklorun etkisi

incelenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Aspirin yag bitkisi olarak 6neminin artmasi, diinya genelinde iiretimin artmasina neden
olmustur. Aspir ¢esitli stres kosullarina dayanikli olmasina ragmen, rozet doneminde
yabanci otlar ile miicadeleye girememesi verim ve kalitede azalmaya sebep olmaktadir
(Anonim 2019a). Bu azalma, tarladaki yabanci ot yogunluguna baglh olarak degisiklik
gostermektedir. Yabanci otlar, yogunlugunun cok yiiksek oldugu tarlalarda iiriiniin
tamamen yok olmasina ve hasadin giiglesmesine neden olmaktadir. Blackshaw (1993),
farkl1 sira araliginda (11-22 cm) ve bitki yogunlugunda (10-192 bitki/m?) yabanci otlu
(yesil tilki kuyrugu (Setaria viridis L.)) ve yabanci ottan armdirilmig toprak sartlarinda
aspir verimini degerlendirdigi ¢alismasinda; sira araligi 22 cm’den 11 cm’ye
diistiriildiigiinde yabanci otla rekabetin disik de olsa iyilestigi, aspir yogunlugu
arttirildiginda ise daha yiiksek oranda iyilesme meydana geldigini bildirmistir. Ancak
yesil tilki kuyrugunun, aspir yogunlugunu %72 oraninda disiirdigi, aspir
yetistiriciliginde herbisit kullanimimin 6nemli oldugunu bildirmistir. Diger taraftan
Naghavi (2012) 5 aspir ¢esidinde (Goldas, Mahali Asfahan, Zende Rood ve Meksika)
ekim sikliginin yabanci ot varliginda tohum ve yag verimine olan etkilerini inceledigi
calismasinda, yabanci ot varliginda tiim ekim sikliklarinda (30, 50 ve 75 adet tohum/m?)
onemli derecede tohum ve yag veriminde azalmalarin oldugunu bildirmistir. Diger
taraftan, yabanci otlar verim ve kalitenin azalmasi yaninda tohumlarinin iiriin i¢ine
karigarak iirlinlin satis degerini diisiirtirler, bircok hastalik etmeni ve zararli bocekler

icin konakg1, tireme ve beslenme yeri olarak ortam olustururlar.

S-metolaklor, trifluralin, EPTC, barban, profluralin aspir ekiminden hemen Once
topraga karistirilarak kullanilan herbisitlerdir (Smith 1996). Bu herbisitlerin gesitli
kullanimlarinin yag bitkilerinin verim ve kalitesine olan etkilerini arastiran galigmalar

mevcuttur.

Simmons (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada B73 ve Mol7 musir (Zea mays L.)
hibrit ¢esitlerinde asetamid herbisitlerinin (S-metolaklor ve asetoklor) neden oldugu

zarar1 azaltmak i¢in antidotlar (benoxacor, MON-13900, diklormit) ile muamele edilip
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edilemeyecegini belirlemek amaciyla yaptiklart g¢alismada hibrit misir iretiminde
yaygin olarak kullanilan herbisitlerin bir¢ogunun bitkilerde giivenle kullanilamadigini

ileri stirmiistiir.

Erasmo et al. (2010) aygigeginde bazi herbisitleri tek basina veya kombinasyon
[oksadiazon (250 g/hal), oksiflorfen (240 g/ha), S-metolaklor (1.440 g/hal),
flumetsulam (120 g/ha!), pendimethalin (1.000 g/ha™t), oksiflorfen + S-metolaklor (192
+ 960 g/hal), flumetsulam + S-metolaklor (72 + 960 g/ha?), pendimethalin + S-
metolachlor (1.000 + 1.440 g/hat), pendimetalin + flumetsulam (1.000 + 72 g/hal), elle
miicadele ve miicadele edilmeyen] halinde uyguladiklar1 ¢alismalarinda, tek basina
uygulanan herbisitlerin, kombinasyon halinde uygulanan herbisitlere oranla yabanci otla

miicadelesinde daha basarili oldugunu bildirmislerdir.

Janak et al. (2016), Orta ve Giiney Teksas’ta, musir bitkisinin ¢esitli ¢ikis Oncesi
herbisitlerin yabanci otlara olan etkilerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda tek
baslarma asetoklor ve pendimetalin; S-metolaklor + mesotrion ve S-metolaklor +
atrazin + mesotrion kombinasyonlarinm Panicum fasciculatum L., Urochloa texana L.,
Echinochloa crusgalli L. ve Brachiaria reptans L. kontroliinde basarili oldugunu
bildirmislerdir. Amaranthus palmeri kontroliinde ise alaklor, dimetenamid-P, S-
metolaklor, fluthiaset-metil + piroksasiilfon, atrazin + asetoklor, S-metolaklor +
mesotrion, safluakamid-dimetil + S-metolaklor + mesotrion, safluakamid-dimetil +

selitoklor kombinasyonlarinin %90 oraninda basar1 gosterdigini bildirmislerdir.

Soltani et al. (2018), misir bitkisinde yaygin olarak goriilen ve glifosata direncgli kanarya
otunun (Senecio ovatus) miicadelesinde ¢ikis Oncesi bazi herbisitlerin [dicamba,
dicamba + atrazin, mezotriyon + atrazin, izoksaflutol + atrazin, saflufenasil +
dimetenamid-P ve S-metolaklor, mesotrion, bisiklopiron, atrazin] basarili bir sekilde
kullanabilecegini, S-metolaklor, mesotrione ve atrazin etkili herbisitlerin misirda ¢ikis

Oncesi uygulanabilecegini bildirmislerdir.
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Beker-Akbulut (2019), pendimethalin herbisitini, ¢imlenmeden sonra 0.004-0.01 M
konsantrasyon  araliginda  aspirin  Dinger ve  Remzibey-05  ¢esitlerine
uygulamislardir. Pendimetalinin; peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX),
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon-Stransferaz (GST) ve toplam fenolik igerigi {izerinde olan etkileri
aragtirtlmistir. Uygulamadan sonraki 24. 48. ve 72. saatlerde yapilan Olglimlerde
herbisitin Dinger’de tiim saatlerde APX, SOD, CAT ve GST aktivitelerinde artis
gozlemlenirken, Remzibey-05’de 72. saatte azalmaya neden olmustur. Yine Dinger ve

Remzibey-05 de 72. Saatte GSH ve GR oranlarinda azalmalar belirlenmistir.

Soltani et al. (2019), tarla sartlarinda misir (5 gesit) ve soya (5 ¢esit) bitkilerinde
yaptiklar1 bir caligmada yabanci ot kontroliindeki etkilerini saptamak amaciyla ¢ikis
oncesi donemde aktif madde olarak dimetenamid-P, petoksamid, piroksasiilfan ve S-
metolaklor’'u hektar basina sirayla 544 gr, 840 gr, 100 gr ve 1050 gr olarak
kullanmiglardir. Elle miicadelede elde edilen misir veriminin piroksasiilfan ve
dimetamid-P ile elde edilenlere benzer oldugu, ancak petoksamid ve S-metolaklor’de
elde edilen misir verimlerinin sirasiyla elle miicadeleye gore %28 ve %33 daha diisiik
oldugu bildirilmislerdir. Yine ayni calismada piroksasiilfon uygulanan soyada elde
edilen verimin elle miicadelede elde edilen verime benzer oldugu; petoksamid,
dimetenamid-P ve S-metolaklor’den elde edilen verimin sirasiyla %27, %27 ve %30

oraninda daha az oldugu belirlenmistir.

Boger et al. (2012), yaptiklar1 ¢alismada sorgumda S-metolaklor uyguladiktan birkag
saat sonrasinda Asetil-CoA ve lipit sentezinin inhibe oldugunu, amino asitlerin (16sin ve
lizin) ve sekerin alinmasinda herhangi bir degisiklik gostermedigini bildirmiglerdir. S-
metolaklor uygulanmis olan sorgumun birincil yapraklarindan alinan orneklerde S-
metolaklorun yag asitleri, alkol ve uzun zincirli bilesiklerin karbon sayilarida dahil
olmak tizere yapisal degisikliklere sebep oldugu, ayrica balmumu biyosentezini inhibe

ettigini tespit etmislerdir.
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Shah et al. (2016) allelopati, ¢evre kirliligi ve herbisit direncine neden olan sentetik
herbisitlerin kullanimini azaltarak yabanci otlarin kontroliinde ¢evre dostu bir yontem
olarak onerilmektedir. Shah et al. (2016) yaptiklar1 ¢alismada ay¢igeginde ¢ikis sonrasi
olarak yabanci otlarla miicadelede sorgum ekstrakti ve S-metolaklor kullanilmistir.

Yabanci ot yogunlugunda en fazla azalma sorgum ekstratindan elde edilmistir.

Bazi caligmalarda ana materyal olan topragin ve hatta yeralti sularinin herbisitten
etkilenip etkilenmedigi yapilan ¢alismalarla belirlenmeye galisilmistir. Anhalt et al.
(2000), yaptiklar1 caligmada atrazin, S-metolaklor ve pendimethalin herbisitlerinin
toprak mikrobiyal aktiviteye olan etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada
atrazinin mikrobiyal aktiviteyi azalttigi; S-metolaklor ve pendimetalin ise mikrobiyal
aktiviteyi etkilemedigini bildirmislerdir. Gvozdenac et al. (2016), yaptiklar1 ¢alismada
aycicegi, lahana, musir, salatalik ve arpada dahil olmak iizere 10 bitkide sulama
amactiyla Stara Tisa (Sirbistan) menderesinden gelen suyun, metaller, u¢ucu bilesikler,
ilag, bocek ilact ve patojenik bakteri bakimindan kirlilik seviyelerini
degerlendirmislerdir. Pestisitler, S-metolaklor, tebukonazol, propikanozol, imidacloprid
ve thiametozam maksimum kabul edilebilir konsantrasyonlar1 (MAC) ile yapilan
calisma bitkilerde ¢imlenme orani, ¢imlenme hizi, kok ve siirgiin uzunluklari, taze —
kuru agirliklar1t degerlendirilmistir. Su numuneleri aygicegi hari¢ tiim bitkilerde
cimlenme oranim1 ve ¢imlenme giiciinii etkilemedigini, aygicegi, salatalik, misir ve
arpada kok uzunluklarini, misir ve beyaz hardal hari¢ tiim tiirlerin uyarilmig siirgiin
uzunluklarini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Stara Tisa menderesinden gelen suyun
aritilmadan tarim alanlarinda sulama amaciyla kullanilmamasi gerektigi sonucuna

varmiglardir.

Dores et al. (2009), ekim oncesi donemde toprak yiizeyine S-metolaklor uygulamasi
yaparak tarla dagiliminda yarilanma Omriiniin 15-18 giin oldugunu, uygulama
sonrasinda ise sizarak yeralt1 sularina karisan S-metolaklorun 0,02 pg L ile 2,84 pg L
arasinda degisen konsantrasyonlara sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu durum

sonucunda toprak yiizeyinin 50 cm altinda ki yer alt1 suyunun %0,02 kontaminasyona
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ulagtigini bildirmis ve ylizey suyu kirlenmesini 6nleme uygulamalarinin 6nemli hale

geldigini vurgulamislardir.

Jursik et al. (2013), uygulamalarinda ii¢ klorasetamid herbisitin (asetoklor, S-metolaklor
ve piroksamid) aycice8i iizerinde etkinligini, seciciligini  ve dagilimim
karsilagtirmiglardir. Sulanan arazilerde S-metolaklor ve piroksamidin daha derin toprak
tabakasina sizdigr kaydedilmistir. Asetoklor’da ise sizma gozlemlenmemistir. En
yiiksek sizma, S-metolaklorda (5-10 cm toprak tabakasinda %9,2-25,5) saptanmis ve en
yiiksek fitotoksisite, asetoklor (%9,8)> peroksamid (%4,6)> S-metolaklor (%1,8) olarak

bulunmustur.

Silver et al. (2015) S-metolaklorun erkek ratlarda hepatik CYP2B1/2 aktivitesini
uyardigin1 gostermislerdir. Bu veri 15181nda arastirmacilar rat karaciger mikrozomlar: S-
metolaklor tarafindan uyarildiklarinda 6ncii molekiil olan acetamide isimli maddeyi
sentezlediklerini, buna karsin molekiilin sentezine heniliz insan karaciger
mikrozomlarinda rastlanamamis olmasi bu aktivasyon hipotezinin insanlara
uygulanabilmesini engellemistir. Bununla birlikte yapilan giincel caligmalar S-
metolaklorun sitotoksik etkisine kars1 insan karaciger hiicrelerinin rat karaciger
hiicrelerinden ¢ok daha hassas oldugunu gostermistir. Bu veri de S-metolaklorun

zararlarindan insanlarin da bir sekilde etkilenebileceklerine isaret etmistir.

Yag asitleri ve bunlarin tiirevleri bitki tohumlarinda enerji kaynagi olmalar1 yani sira
strese cevapta rol almaktadirlar. Hasanbaglou (2015), yaptig1 calismada aspir bitkisinde
tuz ve kuraklik stresinde FAD2-8 genin ifade seviyesini arastirmistir. 15 giinliik aspir
fidelerini 3 ila 27 saat boyunca 100 mM tuz (NaCl) ve kuraklik stresine maruz
birakmistir. Aragtirma sonucunda FAD2-8 geninin aspir bitkisinde hem tuz hem de
kuraklik stresine karsi savunma mekanizmasinda rol oynadigini, FAD2-8 gen ifadesinin
stres caligmalarinda direncgli genotiplerin beirlenmesinde molekiiler bir belirteg olarak

kullanilabilecegini belirtmistir.
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Trienoik yag asitleri (TA), heksadekatrienoik asit (16:3) ve linolenik asit, membran
lipidlerinde baslica ¢oklu doymamis yag asidi tiirleridir. Tiitlinde caligilan diisiik
sicaklik stresinin; kloroplast membranlarda TA’larin  artmasina, erken biiyiime
asamasinda ise bitkilerde diisiik sicaklik toleransinin artmasma neden oldugu
gozlemlenmistir (Iba 2002).  Tiitlin kloroplastinda diisiik sicaklik stresinin  ®-3
desatiiraz genlerinden FAD7 veya FADS’in asir1 ifadesine neden olmasi, yaprak
dokusunda TA’lar artisina; dienoik yag asitlerini (DAS), heksadekadienoik asidi (16:2)
ve linoleik asidi azalttig1 gozlemlenmistir (Nishiuchi and Ida 1998).

Aygicegi (Helianthus annuus) -6 desatiirazin (FAD2-1, FAD2-3) sadece tekli
doymamis yag asitlerini sentezleyebilmektedir. Uygulanan tuz stresinin; dienoik yag
asitlerinin tiretilmesine, artan tekli doymamislik indeksinin ve akigkanliginin artmasina

yol actigi gibi donmaya karsi toleransin artmasina da neden oldugu goriilmistiir

(Rodriguez-Vargas et al. 2007).

Kuraklik stresi, lipid biyosentezinin inhibisyonu ve azalmis membran lipid icerigi ile
iligkili lipolitik ve peroksidatif aktivitelerin uyarilmasi gibi bozucu islemlere neden

olabilmektedir (Dakhma et al. 1995).

Kuraklik stressine maruz birakilan kolza (Brassica napus) yapraklarinin lipidlerinin
kompozisyonunun analizinde, kloroplast monogalaktosildidilgliserolde (MGDG)
linolenik asit azalirken, fosfolipid fraksiyon kaynakli linoleik asitte ise azalma

gozlemlenmistir (Dakhma et al. 1995).

Bir diger ¢alismada Brassica tiirii olan Arabidopsis thaliana, kuraklik stresine tolerans
gostermistir. Bitkinin kuraklifa cevabi yaprak lipid igeriklerinde kademeli bir azalma
gozlemlenmistir. Yogun kurakliga maruz birakilmig yapraklarin lipid igerigi
rehidrasyondan sonra hizla artar. Yaprak lipid icerigindeki diisiislin siiresi, yaprak
ekstraktlarinin lipolitik aktivitelerindeki artigla ve lipid bozulmasinda rol oynayan

genlerin ekspresyonu ile ilgili oldugu anlagilmigtir. Toplam lipid icerigindeki azalmaya
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ragmen, lipid smif dagilimi, stres ¢ok siddetleninceye kadar nispeten sabit kalmistir

(Rodriguez-Vargas et al. 2007).

Bitkiler agir metallere maruz kaldiginda ortaya cikan hiicresel tepkilerin, c¢esitli
lipidlerin ve yag asidi bilesiminin miktarlarindaki degisikliklere neden oldugu
bildirmiglerdir. Kadmiyum ¢dzeltisi iginde biber (Capsicum annuum) fideleri diisiik
MGDG (monogalaktosildiagilgliserol)’ye, DGDG (digalaktosildiagilgliserol) oranina ve
yapraklarda artmis fosfolipid icerigine sahip oldugu gozlemlenmistir. Yapraklarin yag
asidi bilesimi agir metale maruz kaldik¢a degismis fakat koklerde biiylik bir bilesim
degisikligi tespit edilememistir (Jemal et al. 2000).

Nishiuchi et al. (1997), Arabidopsis FAD7 geni, membran lipidlerinde dienoik yag
asitlerinin desatlirasyonunu katalize eden bir plastid-3 yag asidi desatiirazini
kodlamaktadir.  Arabidopsis’in  rozet yapraklarindaki FAD7 geninin mRNA
seviyesindeki artigin bitki hasarinin azaltilmasinda etkili oldugu, FAD7 geninin bolgesel
yaralanma yapildiginda koklerde ifadesinin arttigi ayrica metil jasmonat geninin

aktivitesini arttirmada etkili oldugunu belirlemislerdir.

Mikkilineni and Rocheford (2003), bitkilerdeki delta-12 desatiirazin, A-12
pozisyonunda bir ¢ift bag ekleyerek oleik asidi linoleik aside doniistiirdiigiinii,
FAD2’nin endoplazmik retikulumda islev goren delta-12 desatiirazi kodladigint ve
FADG6’nin ise plastidlerde gorev yapan delta-12 desatiiraz1 kodladigini bildirmislerdir.
FAD2 ve FADG icin varsayilan misir homologlarindan cDNA klonlar1 elde edilmis ve
tim klonlar sekanslanmigtir. Arabidopsis ve Brassica tiirlerinden FAD2 elde edilen
musirin FAD2’sine %67-77 oraninda bir amino asit ayniligina sahip oldugu gostermistir.
Misir FAD6 ¢cDNA’s1, Arabidopsis FADG ile %81 amino asit uyumlulugu gostermistir.
Bu uyumlar neticesinde misirin amino asit sentezi gelistirilmis ve tiirde iyilestirilmeye

gidilmistir.

Cao et al. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, CtFAD2 geni Nicotiana benthamiana’ya
aktararak ifade seviyesi tespit edilmistir. Bu ¢alismada daha az oleik asit iiretildigini ve
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bu genin oleik asit sentezinde sorumlu oldugunu bildirmislerdir. Mikrozomal gen
tarafindan kodlanan CtFAD2 geni, oleoil fosfatidilkolin desatiirazin, bir oleik asidin
fosfatidilkolin {izerinde A12 pozisyonunda bir ¢ift bag olusturdugu ve bunu linoleik
aside doniistiirdiigii bilinmektedir. FAD2 enziminin varyantlarinin ayn1 zamanda yag
asidi modifikasyonunda, epoksikasyonda, Asetilendik baglarda ve konuga ¢ift baglarin
olusumunda c¢esitlilik gosteren fonksiyonlara sahip oldugu rapor edilmistir. FAD2
enzimi c¢oklu doymamis yag asitlerinin birikiminde temel adim oldugundan, hiicre
zarmin biyofiziksel Ozelliklerinde onemli bir rol oynadigi ve cogunlukla yiiksek
sicaklik, yiiksek tuz ve patojen saldirisi gibi gesitli gevresel streslere yanit olarak

uyarildig1 bilinmektedir.

Zhang et al. (2018), erken ¢igeklenme doneminde, kamelina yabani tiiriinde (cv.
Licalla), Agrobacterium tumefaciens araciligi ile gen aktarim ydntemi uygulanarak
basarili transgenik bitkiler elde etmislerdir. FAD3 ve FAE1 genlerinin ekspresyonu,
Real-Time PCR (Q-PCR) kullanilarak analiz edilmistir. FAD3 ve FAEl genlerinin
RNAI gen susturma ile transgenik olmayan bitki tohumlarina kiyasla linolenik asit
(18:3) ve eikosinoik asitin (20:1) sirasiyla %11 ve %4 indirgenmesine neden olmustur.
Buna karsilik, linoleik asit (18:2) yaklagik %25°ten %42’ye yiikselmis ancak oleik asit
(18:1) sadece %4-5 oraninda artmistir. Elde edilen sonuglar, FAD3 ve FAE1 de dahil
olmak iizere temel yag asidi modifikasyon genlerinin tohumlara spesifik olarak
baskilanmasinin, kamelina yagindaki yag asidi kompozisyonunu etkili bir sekilde

degistirdigini rapor etmislerdir.

Onemli ve Tetik (2016), yaptiklari calismada uygulanan 5 herbisit tiiriiniin,
aycicegindeki oleik ve linoleik cesitleri {iizerinde bitki verim ve kalitesindeki
degisiklikler incelenmistir. Herbisitlerin yag asitleri iizerindeki etkisi; tanedeki yag
icerigi sadece ¢esitlere gore farklilik gostermistir. Bunun disinda yag igerigi; yil, ¢esit,
yil x ¢esit, y1l x ¢esit x uygulama da istatistiksel olarak %1 etkisi olmustur. Her iki
cesitte incelendiginde palmitik asit igerigi yi1l x c¢esit interaksiyonunda istatistiksel

olarak %5 diizeyinde diisiis meydana gelmistir. Sonug olarak uygulanan 5 herbisitin; 2
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oleik ve 2 linoleik ay¢icegi ¢esidinde, yag asidi icerigi bakimindan degisiklige neden

olmustur.

Yapilan diger bir ¢alismada ise, FAD3 mutanti olan transgenik susam hatlarinda
linolenik asit igeriginin yabani hat ile karsilastirildiginda %1.30’dan %6.21’e kadar
arttirmigtir (Bhunia et al. 2014).

Tiitiinlin soguk stresi uygulandiktan sonra (1°C, 7 giin) yabani tipin gen¢ yapraklarinda
belirgin olan biiyiime inhibisyonu ve klorotik hasarlar meydana gelmistir. Yaprak ve
kok dokularmin ekstraplastid lipitlerinde yiiksek miktarda treonik yag asidi biriktiren
titin FAD3 ortolojisine (NtFAD3) yiiksek ekspresyon seviyesi meydana gelmistir
(Matsuda and Iba 2005).

Tohum gelisimi sirasinda oleik asidin depolama lipidleri i¢indeki linoleik aside
dontisiimiinlin kontroliinde ana rol oynayan FAD6 geni, soya fasulyesinde tohumlara
uygulanan soguk stresi uygulama sonucunda toplam yag asidi iceriginin sicaklik
arttik¢a azaldigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte plastidial -6 desatiiraz geni (FADO)
icin transkript seviyeleri diisiikk sicaklikta artis saglanmamistir. Bu sonuglar, diisiik
sicaklikta yetisen soya fasulyesinin gelisiminde yiikselmis ¢oklu doymamis yag asidi
seviyelerinde FADG6 geninin ekspresyonu ile iligkili olmadigin1 gostermektedir
(Heppard et al. 1996).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Arastirmada bitki materyali olarak Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimi stoklarindan temin edilen Dinger ve Remzibey-05 aspir ¢esitleri (Cizelge 3.1)
S-metolaklor tek yillik bugdaygil ve genis yaprakli yabanci otlarin kontroliinde
kullanilmaktadir. Bu nedenle, yukarida belirtilen S-metolaklor aktif madde dozlarin
yabanci otlarda etkili olup olmadigini belirlemek igin bir belirte¢ bitkisi olarak Lolium
multiflorum’un (Ritter and Menbere 2002) Abudabe ¢esidi aymi sartlarda Kiiltiire

alinmistir.

Cizelge 3.1 Aspir ¢esit ve 6zellikleri (Anonim 2019a ve Anonim 2019b)

Remzibey-05 (2005) Dinger (1977)

Cicek Rengi Sar1 Cigek Turuncu
Cicek Yapisi Dikenli Dikenli
Bitki Boyu (cm) 60-80 90-110
Kabuk Oram (%) 40 46
Protein Oram (%) 14 14
Yag Oram (%) 32-35 28-32

3.1.2 Arastrimada kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

3.1.2.a. Sterilizasyonda kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

Aspir tohumunun ve ortam sterilizasyonunda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Aspir tohumunun ve ortam sterilizasyonunda kullanilan kimyasallar
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Sterilizasyonunda kullanilan cozeltiler
o 9%70’lik Etil alkol ¢ozeltisi
e %0,1’lik HgClI>

3.1.2.b. S-metolaklor uygulanan Kkiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar

-Temel besi ortami

In vitro herbisit uygulamalr i¢in ¢alismada temel besin ortam1 olarak Murashige and
Skoog (1962) tuzlar1 kullanilmigtir. MS ortamimin igerdigi kimyasallar ve miktarlar

Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3. MS kiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlar

KIMYASAL BILESIMI Miktar1 (mg/l)

Inorganikler

Makro elementler

NHiNO3 1650
KNO3 1900
CaCl» 332,2
MgSOs4 180,7
KH2PO4 170
Mikro Elementler

Na, EDTA 37,26
FeS04.7H20 27,8
MnSO4.H20 16,9
KI 0,83
H3BO3 6,2
ZnS04.7H20 8,6
NazM004.2H20 0,25

CuS04.5H20 0,025
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CoCl,.6H20 0,025

- Temel MS ortamuna ilave olarak kullanilan kimyasallar

MS tuzlarina ve vitaminlerine ilave olarak c¢aligmada kullanilan kimyasallar Cizelge

3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasal

Kullanilan Kimyasallar Miktar
MES hidrat 1,95 g/l
Pythagel 29/l

3.1.2.c. Cahsmada kullanilan S-metolaklor dozlar:

MS tuzlarina, vitaminlerine ve bazi kimyasallara ek calismada stres ajani olarak

kullanilan S-metolaklor dozlar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. MS tuzlar ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan S-metolaklor

S-metolaklor (g. aktif madde/L) Miktari (ul/L)
1,0 1040
2,0 2018
40 4160

3.1.2.d. FAMEs analizinde kullamilan kimyasallar

FAMEs analizi igin kullanilan ¢ozeltilerde yararlanilan kimyasallar Cizelge 3.6°da

verilmistir.

Cizelge 3.6. FAMEs kullanilan ¢ozelti

FAMEs analizinde kullamlan Kimyasallar
e Metil alkol
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e Sodyum hidroksit
e %37’lik Hidroklorik asit

3.1.2.e. mRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

mRNA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler Cizelge 3.7°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.7. mRNA ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal ve
cozeltiler

RNA izolasyonunda kullanilan Kimyasal ve ¢ozeltiler
e Sodyum hipoklorit

DEPC

Trizol reagent

Kloroform

Isopropanol

Etil alkol

RNase free water

c¢DNA sentezi i¢cin kullamlan Kimysal ve ¢ozeltiler

Sodyum hipoklorit

Etil alkol

DEPC

Revertaid first strand cDNA syntheals kit

Oligo (dT)

5x reaksiyon buffer

Ribolock RNase inhibitor

dNTP mix

Revertaid M-MuLYRT

Niiklease free water

RT-PCR i¢in kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

Sodyum hipoklorit

Etil alkol

DEPC

Forward-reverse primer

CYBR master mix
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3.2. Yontem

Bu caligmanin yiiriitiilmesi sirasinda asagida belirtilen islemler uygulanmaistir.

3.2.1. Kullanilan cozeltilerin hazirlanisi

-Sterilizasyonda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

%70’lik EtOH hazirlamisi: %96’lik etil alkolden 700 ml alinarak hacim saf su ile 960

ml’ye tamamlanmistir.

%00,1’lik HgCl2 hazirlanisi: 100 ml’lik saf su igerisine 0,01 gr HgCl2 ilave edilerek

hazirlanmistir.

%1’lik Sodyum hipoklorit soliisyonunun hazirlanisi: %5 NaOCI (sodyum hipoklorit)
iceren ticari ACE® marka ¢amasir suyundan 200 ml alinarak hacim saf su ile 1000
ml’ye tamamlanmis, amber renkli siseye doldurulmus ve oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

-Yag asidi metil esterler ¢ozeltilerin hazirlanisi

Cozelti I Hazirlanmasi

Manyetik karigtiric1 iizerindeki beher igerisine; 270 gr NaOH, 40 ml Metil Alkol ve 450

ml saf su eklenip homojen bir karisim elde edilerek hazirlanmistir.

Cozelti II Hazirlanmasi

Manyetik karistirici tizerindeki bir beher igerisine; 477 ml saf su, 498 ml HCI (%37) ve
450 ml Metil Alkol (HPLC) eklenip homojen bir karisim elde edilerek hazirlanmistir.
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Cozelti III Hazirlanmasi

Manyetik karistirict iizerindeki bir beher igerisine; 400 ml Hekzan ve 400 ml Metil Tert

Biitil Eter eklenip homojen bir karisim elde edilerek hazirlanmistir.

Cozelti IV Hazirlanmasi

Manyetik karistirici iizerindeki bir beher igerisine; 10,8 gr NaOH ve 900 ml saf su

eklenip homojen bir karisim elde edilerek hazirlanmistir.

3.2.2. Sterilizasyon yontemleri

3.2.2.a. Calisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Steril ¢alisma alaninda kullanilan yiizeyler (steril kabin i¢i) kullanimdan en az 10-15
dakika once %70’lik etil alkolle silinmis ve UV lambas1 agilmistir. Kiiltlire alma iglemi
baslamadan once UV lambasi kapatilmstir. Kullanilan aletler (bistiiri, pens vb.)
kullanimdan 6nce etil alkol i¢ine batirildiktan sonra alev lambasinda alevle yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Eksplantlarin kesimi aliiminyum folyo i¢ine sarilarak

otoklav edilmis 10 x 15 cm boyutlarindaki kurutma kagitlar: tizerinde yapilmistir.

3.2.2.b. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Aspir tohumlart musluk suyunda 5 dakika boyunca yikanmistir. Yikanan tohumlar %70
etil alkolde 2 dakika karistirilip ardindan saf su ile 5’er dakika 3 kez yikama yapilmistir.
Yikamanin ardindan %0.1 HgCl. ile 7 dakika karistirilak ve yine ardindan 3 kez 5’er
dakika durulama yapilmistir (Sujatha and Kumar 2007).

Lolium multiflorumun sterilizasyonunda ise; tohumlar akan musluk suyunda 5 dakika

yikanmustir. Yikanan tohumlar 1 dakika %70 etil alkol sonra 3 kez steril saf su da
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yikanmig ve ardindan %1 sodyum hipokloritte 30 dakika sterilizasyon saglanip, 5
dakikalik 3 yikama ile son verilmistir (Dale 1980).

3.2.2.c. Besi ortaminin ve diger bilesenlerinin sterilizasyonu

Besi ortamlar1 105 kPa basingta 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Otoklav sonrasi sicakta bozulan S-metolakloru sterilize etmek igin 0,22 uM poroziteli

seliiloz nitrat filtreler (Milipor®) kullanilmustir.

3.2.3. Bitki Biiyiitme ortamlarinin hazirlanmasi

3.2.3.a. Temel besi ortam icin stok soliisyonlarin hazirlanisi

MS makro (20X), mikro (100X) elementler ile demir selat (100X) icin stok sollisyonlar

hazirlanmastir.

- MS makro elementler icin stok soliisyonunun hazirlanisi

MS makro elementler (20X) i¢in stok sollisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler

strastyla izlenmistir.

a) Cizelge 3.3’de verilen, bir litrede bulunmasi gereken makro element miktarlarinin

20’ser kat1 hassas bir terazi ile tartilmigtir.

b) 2 litrelik bir erlenmayere yaklasik olarak 700 ml saf su konulmus igerisine manyetik
balik atilarak manyetik karistiric1 {izerine konulmustur. Tartilan makro elementler tek
tek eridik¢e ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmistir. ilave
edilen makro elementler su igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karistmin hacmi saf su

ile bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurulmustur. Uzerine stogun adi,



32

konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre standart MS igin

alinmasi gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

- MS mikro elementler icin stok soliisyonunun hazirlanisi

MS mikro elementler (100X) icin stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler

strastyla izlenmistir.

a) Cizelge 3.3’de mikro elementler basliginda belirtilen FeSO4.7H.O ve Nax-EDTA

haricindeki diger bilesiklerin 100°er kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

b) 2 litrelik bir erlenmayer kabina yaklasik olarak 700 ml saf su konulmus icerisine
balik atilarak manyetik karistirict iizerine konulmustur. Tartilan mikro elementler tek
tek eridikce ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmistir. Ilave
edilen mikro elementler su icerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karigimin hacmi saf su ile
bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurulmustur. Uzerine stogun adi,
konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre standart MS i¢in

alinmasi gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

- MS demir selat stok soliisyonunun hazirlanisi

MS demir selat (100X) stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler sirasiyla

1zlenmistir.

a) Cizelge 3.3’de mikro elementler bashiginda belirtilen FeSO4.7H.O ve Nax-EDTA

miktarlarinin 100 kat1 hassas terazide tartilmistir.

b) Yarim litrelik cam erlenmayer igerisine 300 ml saf su konulmus igerisine balik
atilarak manyetik karistirict iizerine oturtulmus, 1sitic1 ve karistirici acilmistir. Tartilan

3,726 gram Na-EDTA ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime islemi
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tamamlanir tamamlanmaz 1sitic1 kapatilmis karistirma islemi devam ederken hacim oda

sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmaistir.

¢) Farkli cam bir erlenmayere 300 ml saf su konulmus igerisine balik atilarak manyetik
karigtiric1 iizerine oturtulmus, 1sitict ve karistirict agilmistir. Tartilan 2,78 gram
FeS04.7H,0 ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime iglemi tamamlanir
tamamlanmaz 1sitict  kapatilmig karistirma islemi devam ederken hacim oda

sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmaistir.

d) Bu iki ayr1 ¢ozelti birlestirilerek toplam hacim oda sicakligindaki saf su ile 1 litreye
tamamlanmistir. Bu birlestirme isleminden sonra agik sar1 rengi alan stok amber siseye
doldurulmustur. Uzerine stogun adi, konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma
tarihi ve bir litre standart MS icin alinmas1 gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda

(4°C) muhafaza edilmistir.

3.2.3.b. Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Aragtirmada S-metolaklor stres ajani iceren 2 MS ortami hazirlamak i¢in asagidaki

islemler sirasiyla uygulanmigtir.

1. 1 litrelik behere 600 ml bidistile su konulmus ve manyetik karistirict ile
karistirilmaya baslanmastir.

2. MS makro element stok soliisyonundan (20X) 25 ml, mikro element stok
sollisyonundan ve demir selattan (100X) 5’er ml eklenmistir.

3. Bunun iizerine 1,95 g MES tartilip eklenmis ve eriyinceye kadar karistirtlmigtir.
Hacim 950 ml tamamlanmis ve 1N NaOH gerektiginde de 0,1 N HCI ¢ozeltisinden
faydalanilarak pH=5,8"e ayarlanmistir.

4. Son hacim saf su ile 985 ml’ye tamamlanmistir.

5. Icerisinde 2 g jel yapici madde (Phytagel) bulunan otoklav sisesi icerisine aktarilmig
ve agzi1 kapatildiktan sonra sterilizasyon islemi i¢in otoklavda 20 dakika boyunca 105
kPa basingta 121°C’de tabi tutulmustur.
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6. Otoklav sonra uygun dozda S-metolaklor (0, 1, 2 ve 4 g. aktif madde/L) igeren ve
hacmi saf su ile 15 ml’ye tamamlanan soliisyon filtre sterilizasyonundan sonra 50-
55°C sicakliga sahip otoklavlanmis ortama eklenmistir.

7. Hazirlanan besiyeri Magenta GA-7 Vessel kutularina dokiilerek yarim saat steril

kabin igerisinde katilagana kadar beklenmistir.

3.2.4. In vitro’da aspir tohumlari ekimi ve S-metolaklor kimyasal uygulamasi

Yiizey sterilizasyonu yapilmisg tohumlar S-metolaklor (Sigma- 36163) herbisitinin 3
farkl1 aktif madde dozunu igeren (1, 2 ve 4 g.aktif madde/L) (Cizelge 3.5) (Grisolla and
Ferrari, 1997) besi ortaminda [1/2MS tuzlar1 (Murashige and Skoog) ve %1 (w/v)
phytagel] 22 +1°C’de, fotoperyotta biiyiitme odasinda 6 giin siireyle kiiltiire alinmistir.
Calisma tam sansa bagli deneme planina gore 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis olup, her
Magenta GA-7 Vessel kutusuna 10 adet tohum birakilmis ve her Magenta GA-7 Vessel
bir tekerriir olarak kabul edilmistir. 6 giin sonunda elde edilen bitkilerden kotiledon

kisimlarindan analizler igin 6rnekler -80°C’de saklanmustir.

3.2.5. FAMEs Analizi

On hazirliklar sonrast -80°C’de olan bitki materyalleri siv1 azotta toz haline getirilerek
40 mg steril kapakli cam tiiplere almnir. Orneklerin iizerine 1 ml Cozelti I ilave
edilmistir. Daha sonra 100°C’de 5 dakika su banyosunda inkiibasyon sonunda, 5-10
saniye vortekslenip tekrar 100°C°de 25 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda 2 ml Cozelti II eklenmis ve 5-10 saniye vortekslenmistir. Su banyosunda
80°C’de 10 dakika inkiibasyonda birakilmigtir. 2 dakika buz uygulamasi sonrasinda
1,25 ml Cozelti IIT eklenmis ve 6rneklere 10 dakika rotasyon uygulanmistir. Rotasyon
sonrast 10 dakika oda sicakliginda eger ¢cokme olmaz ise 5 dakika -20°C’de tutularak
iist faz yeni steril cam tiiplere alinmigtir. Yeni tiipler icerisine 3 ml Cozelti IV eklenip 5
dakika rotasyon uygulanmistir. Sonrasinda 10 dakika oda sicakliinda, faz ayrimi olmaz

ise 5 dakika -20°C’de bekletilip iist faz GC vialine GC-MS (Gaz Kromatografisi Kiitle
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Spektrometresi - Gas chromatography—mass spectrometry) (Shimadzu QP2010
ULTRA) cihazinda okunmustur.

Oleik ve linoleik aside ait veriler deneme planina uygun olarak SAS 9.3 istatistik
programi kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farklar

%35 6nem seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.

3.2.6. mMRNA seviyelerinin belirlenmesi

3.2.6.a. RNA izolasyonu

Aspirden RNA izolasyonu igin Trizol reagent (Invitrogene, USA) kullanilmistir. 100
mg bitki 6rnekleri sivi azot yardimiyla toz haline gelinceye kadar ezilip steril ependorf
tiiplere alinarak sivi azot igerisine birakilmistir. Stvi azottan alinan tiipler iizerine 1 ml
Trizol reaktifi (Invitrogene, USA) eklenmistir. Ornekler 5 dk oda sicakliginda
bekletilerek niikleoprotein komplekslerinin tamamen ayrismasi saglanmis sonrasinda 30
saniye vortekslenmistir. Her bitki 6rnegine 0.2 ml kloroform eklenmistir. Kapaklar iyice
kapatilarak 15 saniye elle hizlica calkalanmis ve 5 dakika oda sicakliginda

bekletilmistir. Sonrasinda 4°C’de 10 dakika 15000 rpm’de santrifiij edilecektir.

Ustteki s1vi faz yeni bir steril ependorf tiipe aktarilip iizerine isopropanolle eklenerek
RNA’nin ¢okmesi saglanmistir. Ornekler -20°C’de 20 dakika bekletilmis ve sonrasinda
10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 15000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Ust faz dokiiliir. RNA ¢okeltisinin yikama islemi icin %75’lik EtOH’dan 1
ml kullanilmistir. Ornekler vorteks ile karistirilarak 5 dakika 1000 rpm’de 4°C’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi st faz dokiilir ve oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Islemler sonunda RNA peleti oda sicakliginda kurumaya birakilmis ve 30
ul RNase Free Water ile ¢oziiliip 10 dakika 55-60°C’de bekletilip kullanilincaya kadar -
80°C’de saklanmuistir.
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Elde edilen RNA’larin miktarlarini belirlemek i¢in Qiagen Nanodrop’da A260/280 O.D.
degerindeki Olgimler alinmigtir. RNA miktarlart okunduktan sonra tiim orneklerin

miktarlar1 0,5 pg olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.6.b. cDNA Analizi

cDNA sentezi icin iiretici firma Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Sentez
Kiti protokoliine gore su islemler uygulanmistir. Steril tiiplere hacimleri 0,1 ng™ ug
olacak sekilde toplam RNA konulmustur. Ardindan 1 pl oligo (dT) primer eklenerek
toplam hacim 12 ul’ ye tamamlanmistir. Karigim ¢ok kisa santrifiij edildikten sonra
65°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda her tiipe, 4 ul 5X Reaksiyon
Buffer, 1 ul RevertAid M-MuLV RT, 2 ul 10 mM dNTP Mix ve 1 pl RiboLock RNase
Inhibitor eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlanacaktir. Ornekler ¢ok kisa santrifiij
edildikten sonra PCR cihazina yerlestirilmistir. 25 °C’de, 5 dakika, 42 °C’de, 60 dakika
ve 70 °C’de 5 dakika tutulmustur. PCR iriinleri uygulamada kullanilmak {iizere -

80°C’de saklanmustir.

3.2.6.c. Q-PCR Analizi

gRT-PCR islemini gergeklestirmek icin SYBRGreen/Hi-ROX gPCR Kiti kullanilmustir.
Protokol iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda asagidaki gibi yapilmistir (Cizelge
3.8).

Cizelge 3.8 Q-PCR analizinde kullanilan kimyasallar

Kullanmilacak Malzemeler Miktarlar
SYBR Green/Hi-ROX QPCR Master Mix (2X) 12,5 ul
Ileri Primer (0,3 uM) 1,2 ul
Geri Primer (0,3 uM) 1,2 ul
cDNA 5ul
Steril Su 4,5 ul

Son Hacim 25 ul
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Karigim PCR tiiplerine aktarilip ve Qiagen Rotor Gene cihazina yerlestirilmistir.
95°C’de 10 dakika, 40 dongii olacak sekilde 95°C’ de 15 saniye, primer baglanma

sicakligina gore 30 saniye, 72°C’de 30 saniye tutulmustur.

Analiz i¢in kullanilacak olan hedef genler ile housekeeping gen olarak adlandirilan
referans gen olarak secilen genlere uygun olarak tasarlanmis primer dizilimleri yapilan
literatiir arastirmalar1 sonucu belirlenmistir. Hedef genler ile referans genlere ait ileri ve

geri primer dizilimleri asagida belirtilmistir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Hedef genler ile referans genlere ait ileri ve geri primer dizilimleri

Genler Dizisi Primer Baglanma Kaynaklar
Ileri 5" 3"/ Geri 3' 5 Sicaklar

CtFAD2-1 GAGCAACGGAGAGAAGTAACC 54°C Guan et al. (2014)
GAGGGATGATAGAAAGAGGTCC 56°C

CtFAD3 AAACACTTCATGGGTTTGGC 56°C Guan et al. (2014)
TCTGAGCAACTTGGTGGGAG 54°C

CtFAD6 CCGAATGAAATTGGAAGAGT 53°C Guan et al. (2014)
TGAAAGGTATGTGAGGTGCT 54°C

CtFAD7 CTCACTTTCACCCGAATAGC 56°C Guan et al. (2014)
AGGATAAACCCACAAGCAGA 55°C

Ubiqutin GATGGAAGGACTTTGGCTGAC 45°C Liu et al. (2016)
GAACACCACCACCGATACCC 45°C

Ct60S CATCCATTATCCAACAATC 45°C

Liu et al. (2016)
AAGAGTAATCAGTCTCCA 46°C
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3.2.6.d. Verilerin degerlendirilmesi ve istatiksel analizi

Gen ifadesi analizi sonucunda 6rneklerin esik (threshold) degerleri belirlenmistir. gPCR
analiz sonuglaria gore orneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel
programi yardimiyla hesaplanmistir. Standart sapmasi diisiik olan ornekler 3 tekerriir
tizerinden degerlendirilmistir. Aspir gesitlerine ait genlerin ifade oranlar1 Livak and

Schmittgen (2001)’e gére 224 oransal hesaplama algoritmasi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Aspirin iki genotipine (Dinger ve Remzibey-05) 3 farkli S-metolaklor dozu (1, 2 ve 4 g.
aktif madde/L) uygulanarak yag asidi oranlarina ve gen ifadesine olan etkisi
incelenmistir. Yag asidi ve gen ifadesinde kullanilan bitki materyallerine ait goriintiiler

Sekil 4.1°de verilmistir.

4.1. Yag asidi analizi

Aspir geotiplerinin S-metolaklor dozlarma gore FAMES analizi ile elde edilmis yag
asitleri kompozisyonlar1 GC-MS (Shimadzu QP2010 ULTRA) cihazinda okunmus olup

genotiplere ait veriler agagida sirasiyla agiklanmustir.

Oleik asit igerigine genotipin ve S-metolaklor konsantrasyonlarinin ana etkisi ¢ok
onemli (P<0,01) olmustur (Cizelge 4.1). Uygulamalarin ortalamasina gore Remzibey-05
(%24,51) genotipinin oleik asit icerigi Dinger (%10,23) genotipine gore daha yiiksek
olmus ve aralarindaki fark 6nemli bulunmustur. Diger taraftan uygulamalarin ana etkisi
incelendiginde en yiiksek oleik asit igerigi %23,25 ile kontrolde belirlenirken bunu
sirastyla; %17,86 ile 1 g. aktif madde/L dozu, %15,17 ile 4 g. aktif madde/L dozu ve
son olarak %13,21 ile 2 g. aktif madde/L dozu izlemistir (Cizelge 4.1). Genotiplerin
oleik asit igerigi, uygulamalara gore farklilik gOstermis ve genotip x uygulama
interaksiyonun onemli olmasina neden olmustur (Cizelge 4.1). Genotiplerin oleik asit
icerigine S-metolaklor dozlarmin etkisi incelendiginde, Remzibey-05 genotipinde S-
metolaklorun tiim dozlarinin, kontrole kiyasla oleik asit igerigini azalttif
gozlemlenmistir. Dinger genotipinde ise 1 g. aktif madde/L’de dozunda kontrole gore

bir artig goriliirken, diger dozlarda azalis goriilmiistiir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).
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1 g. aktif madde/L

2 g. aktif madde/L

4 g. aktif madde/L

Sekil 4.1 Aspir genotiplerinin farkli S-metolaklor dozlarindaki gelisimleri
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Cizelge 4.1. S-metolaklor dozlarma gére genotiplerin oleik asit igerikleri (%)%?

S-metolaklor

(9. Aktif madde/L) Dincer Remzibey-05 Ortalama
Kontrol 10,94° 35,562 23,252

1,0 17,86° 17,86¢ 17,86P

2,0 5,77¢ 20,64°¢ 13,214

4,0 6,36° 23,97° 15,17¢
Ortalama 10,238 24,514

F Degeri (Genotip) (G) - - 2029,48**
F Degeri (Uygulama) (U) 247,68** 219,43** 189,14**
F Degeri (GxU) - - 267,44**
Varyasyon Katsayisi (%) 6,01 3,71 4,46

1. Aym siitunda ve satirda aym harf ile isaretli ortalamalar birbirinden farksizdir. ** ile isaretli F degerleri
0,01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
2: Retention Time: 27,50

-= Dinger

-~ Remzibey-05

Oleik asit (%0)
S
1

T T T T
Kontrol 1,0 2,0 4,0
S-Metolaklor (g. akif madde/L)

Sekil 4.2. S-metolaklor dozlarina gére genotiplerin oleik asit icerigi

Linoleik asit igerigine genotipin ve S-metolaklor konsantrasyonlarinin ana etkisi ¢ok
onemli (P<0,01) olmustur (Cizelge 4.2). Uygulamalarin ortalamasina gore Dinger

(%70,97) genotipinin linoleik asit icerigi Remzibey-05 (%61,23) genotipine gére daha
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yiiksek olmus ve aralarindaki fark onemli bulunmustur. Diger taraftan uygulamalarin
ana etkisi incelendiginde en yiiksek linoleik asit icerigi %74,06 ile 1 g. aktif madde/L
dozunda belirlenirken bunu sirasiyla; %68,16 ile 4 g. aktif madde/L dozu, %66,10 ile 2
g. aktif madde/L dozu ve son olarak %56,08 ile kontrol grubu izlemektedir (Cizelge
4.3). Genotiplerin linoleik asit icerigi, uygulamalara gore farklilik gostermis ve genotip
x uygulama interaksiyonun 6nemli olmasina neden olmustur (Cizelge 4.2). Genotiplerin
linoleik asit igerigine S-metolaklor dozlarininin etkisi incelendiginde, Remzibey-05
genotipte S-metolaklorun tiim dozlarinin kontrole kiyasla linoleik asit igerigini arttigi
gozlemlenmistir. Dinger genotipinde ise kontrole gore tiim dozlarda S-metolaklorun

artisa neden oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3).

Cizelge 4.2. S-metolaklor dozlarma gére genotiplerin linoleik asit ierikleri (%)*?
S-metolaklor
(9. Aktif madde/L) Dinger Remzibey-05 Ortalama
Kontrol 66,56° 45,61° 56,08
1,0 74,062 74,062 74,062
2,0 69,51° 62,70 66,10°
4,0 73,76 62,56" 68,16°
Ortalama 70,974 61,238
F Degeri (Genotip) (G) - - 473,31**
F Degeri (Uygulama) (U) 37,79*%* 300,14** 279,27**
F Degeri (GxU) - - 96,13**
Varyasyon Katsayisi (%) 1,43 1,91 1,66

1. Aym siitunda ve satirda aym harf ile isaretli ortalamalar birbirinden farksizdir. ** ile isaretli F degerleri
0,01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
2: Retention Time: 29,30
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Kontrol 1,0 2,0 4,0
S-Metolaklor (g. akif madde/L)

Sekil 4.3. S-metolaklor dozlarina gére genotiplerin linoleik asit igerigi

Palmitik asit icerigi uygulamalara gére Dinger genotipinde %5,65 ile %10,05 arasinda
degismis ve S-metolaklora bagli olarak palmitik asit igeriginde kontrole gore bir azalma
belirlenmistir. Remzibey-05 genotipinin uygulamalara gore palmitik asit icerigi %3,53
ile %8,22 arasinda degisim gostermis ve 1 g. aktif madde/L dozu hari¢ diger dozlarda
kontrole kiyasla bir artis tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. S-metolaklor dozlara gore genotiplerin palmitik asit icerikleri (%)

S-metolaklor

(9. Aktif madde/L) Dinger Remzibey-05
Kontrol 10,05 5,04

1,0 5,65 3,53

2,0 7,95 8,22

4,0 7,95 7,18
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Gondoik asit igerigi uygulamalara gore Dinger genotipinde %0,61 ile %5,75 arasinda
degismis ve S-metolaklora bagli olarak gondoik asit igeriginde kontrole gore bir azalma
belirlenmistir. Remzibey-05 genotipinin uygulamalara gore gondoik asit icerigi %1,01
ile %4,69 arasinda degisim gostermis ve tiim dozlarda kontrole kiyasla azalma tespit
edilmistir. Bu asitte en yliksek azalma 1 g. aktif madde/L’de tespit edilmistir (Cizelge
4.4).

Cizelge 4.4. S-metolaklor dozlaria gore genotiplerin gondoik asit igerikleri (%)

S-metolaklor

(9. Aktif madde/L) Dinger Remzibey-05
Kontrol 5,75 4,69

1,0 0,61 1,01

2,0 5,23 4,32

4,0 4,25 2,39

Kaprilik asit igerigi uygulamalara gore Dinger genotipinde %1,16 ile %7,13 arasinda
degismis ve S-metolaklora bagl olarak kaprilik asit igeriginde 2 g.aktif madde/L igerigi
disinda bir azalma gergeklesmis ve en fazla azalma 1g. aktif madde/L’de tespit
edilmistir. Remzibey-05 genotipinin uygulamalara gore kaprilik asit igerigi %0,78 ile
%b5,75 arasinda degisim gostermis ve tiim dozlarda kontrole kiyasla azalma tespit

edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. S-metolaklor dozlarina gore genotiplerin kaprilik asit igerikleri (%)

S-metolaklor

(9. Aktif madde/L) Dincer Remzibey-05
Kontrol 5,04 5,75

1,0 1,16 2,31

2,0 7,13 2,84

4,0 4,83 0,78
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Genotiplerin S-metolaklor dozlarina gore miristik asit ve nervonik asit i¢erikleri Cizelge
4.6’da verilmistir. Her iki genotipte de miristik asit kontrol uygulamasinda tespit
edilirken S-metolaklor uygulamalarinda bulunmadigi belirlenmistir. Diger taraftan
nervonik asit bakimindan her iki genotip degerlendirildiginde kontrol uygulamasinda
nervonik asitin bulunmadigi ancak S-metolaklorun 1, 2 ve 4 g. aktif madde/L’de

meydana geldigi gozlemlenmistir.

Cizelge 4.6. S-metolaklor dozlarina gore genotiplerin miristik asit ve nervonik asit
icerikleri (%)

Dinger Remzibey-05

S-metolaklor Miristik asit Nervonik asit  Miristik asit Nervonik asit
(9. Aktif madde/L)

Kontrol 0,58 - 0,48 -

1,0 - 0,58 - 0,14
2,0 - 5,16 - 1,59
4,0 - 3,43 - 2,32

4.2. mRNA ifade analizi

Aspirin Remzibey-05 ve Dinger g¢esitlerinde S-metolaklorun 0 g. aktif madde/L
(kontrol) kars1 1, 2 ve 4 g. aktif madde/L dozlarinin FAD2-1, FAD3, FAD6 ve FAD7
genlerinin mRNA ifade kat degisimine olan etkileri yukar1 ya da asagi regiilasyonu

seklinde degerlendirilmistir.

Aspir genotipinlerinin  S-metolaklorun farkli dozlarindaki FAD2-1 geninin ifade
seviyeleri Sekil 4.4’de verilmistir. Dinger genotipinde kontrole goére; S-metolaklor
dozlardan 1 ve 4 g. aktif madde/L FAD2-1 geninin asagi regiile olmasina neden
olurken; 2 g. aktif madde/L dozda ise kontrole yakin bir yukari regiile gergeklesmistir.
Remzibey-05 ¢esidinde kontrole kiyaslanan sonuglara gore; S-metolaklor dozlarindan 1
ve 2 g. aktif madde/L FAD2-1 geninin asag1 regiile; 4 g. aktif madde/L’de yukari regiile
oldugu tespit edilmistir. Her iki genotipte de FAD2-1 geninde en biiyiik degisim S-
metolaklorun 1 g. aktif madde/L dozunda meydana gelmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Dinger ve Remzibey-05 FAD2-1 geni mRNA Kat ifade degisimleri (2"24Y)

FAD3 mRNA gen ifadesi bakimindan genotipler incelendiginde Dinger genotipinde
kontrole kiyaslanan sonuglara gore S-metolaklorun tiim dozlarinda asagi regiile oldugu
kaydedilmis olup, bu regiilasyonlarin birbirine yakin oldugu belirlenmistir. Remzibey-
05 genotipinde ise S-metolaklor dozlarmin 1 ve 4 g. aktif madde/L’de FAD3 geninin
asag1 regiile; 2 g. aktif madde/L’de yukar1 regiile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Dinger ve Remzibey-05 FAD3 geni mMRNA Kat ifade degisimleri (244"

Her iki genotipe uygulanan 1, 2 ve 4 g. aktif madde/L S-metolaklor dozlarinin FAD6
geninde mRNA kat ifade degisimleri Sekil 4.6’da verilmistir. Her iki ¢esitte kontrole
kiyasla asagi regiilasyon gozlemlenmekle birlikte, Dinger genotipinde dozlarin artig
oranina pararlel olarak gen ifadelerinde bir azalma tespit edilmistir. Bununla birlikte en
biiyiikk asagi regiilasyon 4 ¢. aktif madde/L’de meydana gelmistir. Remzibey-05
genotipinde ise dozlarin tamaminda asagi regiilasyon belirlenmis ve bu regiilasyon

birbirine yakin olmustur.

FAD7 mRNA ifadesi bakimindan genotiplerin S-metolaklor dozlarindaki degerleri
incelendiginde; her iki genotipte de bu genin mRNA ifadesinin asagr yonde regiile
oldugu tespit edilmistir. Dinger genotipinde en yiliksek asagi regiilasyon 2 g. aktif
madde/L’de tespit edilirken, Remzibey-05 genotipinde ise 1 g.aktif madde/L’de
goriilmistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6 Dinger ve Remzibey-05 FAD6 geni mRNA Kat ifade degisimleri (22<)
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Sekil 4.7. Dinger ve Remzibey-05 FAD7 geni mRNA Kat ifade degisimleri (244
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinyada yabani veya kiiltiir bitkisi olarak yetistirilen tek ve ¢ok yillik bitkilerin
tohumlarinda ve meyve kisimlarinda degisik oranlarda yag bulunmaktadir. Temel besin
maddelerinden olan insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan yaglar, yasamsal
faaliyetlerin siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan ana besin maddelerinden biridir (Kolsarici
vd. 2005). Yagl tohum cesitlerinden biri olan aspir, diger yagli tohumlara oranla
diinyada daha az iiretim payma sahip olmasina ragmen (Tu et al. 2010), aspir yagi
besin degeri acisindan aygigcegi ile benzerlik gostermekle birlikte son gelistirilen
cesitlerinde yag orani1 %25-27’den %46-47’ye ¢ikarilmistir. Bu oranin %78’ini linolenik
asitlerin olusturmasi sebebiyle son zamanlarda aspire olan ilgi artmistir (Chavan et al.
2011; Eryilmaz vd. 2014). Aspir yetistiriciliginde en o6nemli sorun yabanci ot
kontroliidiir. Yabanci otlar, kiiltiir bitkilerinden ¢ok daha giiglii ve istilaci olduklarindan
micadele edilmesi gerekmektedir. Bu miicadele, yaygin olarak herbisit adi verilen

kimyasallar yoluyla yapilmaktadir.

Yabanci otlar, dogrudan ve dolayli yollarla kiiltiir bitkilerinde énemli miktarda zarara
yol agarlar. Tarim alanlarinda yabanc1 otlar, kiiltiir bitkileri ile yer, besin, 151k ve su gibi
faktorler i¢in rekabete girmesinden dolayr bitkiye zarar vermekle beraber bocek ve
patojenlere de konukguluk ederler (Uygur ve ark. 1984). Herbisit olarak kullanilan S-
metolaklor; glutatyon ve sistein gibi niikleofillere in vitro olarak baglanir (Leavitt and
Penner 1979). Bu herbisitin hem homojenatlarda hem de saglam bitkide
tanimlanamayan birgok proteine baglandigi bulunmustur (McFarland and Hess 1984;
LeBaron et al. 1988). S-metolaklor enzimlerin tiimiini etkileyemediginden genel
inhibitor olarak kabul edilmez (Wilmesmeier et al. 1993). S-metolaklor, Asetil-CoA’nin
baglangicin1 ve lipit biyosentezini inhibe etmektedir. S-metolaklor uygulamasindan
sonra bitki biinyesindeki amino asitlerin (16sin veya lisin) ve sekerlerin alimi
etkilenmekle birlikte, gii¢lii bir oleik asit birikimi ve lipitlerin linoleik ve linolenik yag
asidi tiirlerinde kuvvetli bir diisiise neden olmaktadir. Yag asitleri, alkoller, karbon
sayist dahil olmak tizere uzun zincirli bilesenlerde degisiklige neden olup, yaprakta
balmumu biyosentezini inhibe etmektedirler. Herbisitlerin yarattiklari biyokimyasal
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etkilerin yani sira uygulandiklar1 kiiltiir bitkisinde gen ifadesi artisina neden olarak,

bitkinin herbisite toleransl hale gelmesine de neden olmaktadir (Boger et al. 2012).

Aragtirmamizda basta Rusya olmak {izere, aspir yetistiriciliginin en fazla yapildigi
iilkelerde aspir tariminda yaygin olarak kullanilan, S-metolaklor herbisitinin ¢ikis
oncesi donemdeki uygulamasinin aspirin erken gelisme donemindeki basta linoleik ve
oleik olmak iizere yag asidi icerigine ve yag asidi desatlirasyonunda gorev alan bazi
enzimleri kodlayan genlerin (FAD2-1, FAD-3, FAD-6 ve FAD-7) ifade seviyesine olan

etkileri incelenmistir.

Bitki yag asidi desatiirasyon yolunda ilk olarak steraik asidi oleik aside doniistiirmede
stearoil-ACP desatiiraz ile katalizlenir. Daha sonra sirasiyla mikrozomal (FAD2) ve
plastidsel -6 (FADG6) sirasiyla okaryotik ve prokaryotik yoldan oleik asidin linoleik
aside doniisiimiinden sorumlu olan iki enzimdir (Jin et al. 2001; Hernndez et al. 2009).
Yaptigimiz yag analizleri sonucunda her iki ¢esitte de S-metolaklor dozlarinin (1, 2 ve 4
g. aktif madde/L) kontrole kiyasla oleik asidi azalttigi; linoleik asidi ise arttig1 tespit
edilmistir. Oleik asit desatiirasyonunda goérev alan ve linoleik asit doniisiimiinde rol
oynayan desatiiraz enzimlerini kodlayan FAD2-1 ve FAD6 genlerinin her iki
genotipteki mRNA ifadesi incelendiginde; FAD2-1 Dinger genotipinde 2 g. aktif
madde/L S-metolaklor ve Remzibey-05 genotipinde 4 g. aktif madde/L S-metolaklor
disindaki diger tiim S-metolaklor dozlarinda asag: regiile oldugu belirlenmistir. Diger
taraftan oleik asit desatiirasyonunda gorev alan FAD6 geni her iki genotipte de asagi
regiile olmustur. Bu gen ifade sonuglariyla oleik ve linoleik yag asidi igerigi arasinda bir
uyum goriilmemesine ragmen; yapilan arastirmalarda FAD2-1 geninden ziyade FAD2-2
geninin; aktif rol alarak oleik asidi linoleik aside doniistiirdiigti diisiintilebilir. FAD2
geninin FAD2-1, FAD2-2, FAD2-3 ve FAD2-4 olmak iizere 4 tipi mevcuttur. FAD2-1
gen¢ tohumlardaki ¢oklu doymamis yag asitlerini sentezlerken, FAD2-2 oleik asidin
linoleik aside doniisiimiinden sorumlu ana gen tipi oldugu bildirilmistir. FAD2-3 ve
FAD2-4 ise bitkinin neredeyse tiim dokularinda coklu doymamis yag asidini

sentezlemekte gorevlidirler (Dar et al. 2017).
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Arastirmamizda elde edilen bulgulardan farkli olarak FAD2 geninin soguk stresi
altindaki avakado meyvelerinde ve pamuk kotiledonlarinda ekspresyonunun yukari
yonde oldugu bildirilmistir (Wang et al. 2004; Kargiotidou et al. 2008; Teixeira et al.
2009). Buna karsin Arabidopsis ve soya fasiilyesinde diisiik sicaklikta FAD2 ve FAD6
genlerinde 6nemli bir degisikligin olmadig1 bildirilmistir (Okuley et al. 1994; Heppard
et al. 1996). Diger taraftan, Arabidopsis’in FAD6 mutantlarinin tekli doymamis yag
asitleri bakimindan yiiksek, ¢coklu doymamis yag asitleri bakimindan diisiik oldugu
bildirilmistir (Zhang et al. 2012). Bu bilgiler ve elde ettigimiz bulgulara gore FAD2

geninin ifade seviyesinin bitki tiiriine gore degisiklik gosterdigi dislintilmiistiir.

Botella et al. (2016) FAD2 ve FAD3 geni ile etkilesime giren ve Arabidopsis
yapraklarinda FAD2 genini asag1 dogru regiile ederek yag desiitiirasyonunu etkileyen
bir P4 tipi ATPaz olan ALA10’u belirlemisler, ALA10 ekspresyonundaki
modifikasyonlarin FAD2 ve FAD3 arasindaki dengeyi bozarak fosfatidilkolin yag agil
desatiirasyonunu etkiledigini bildirmislerdir. Yag asidi bakimindan elde ettigimiz
bulgularin  temel nedenlerinden biri de bu proteindeki modifikasyonlardan

kaynaklanmis olabilir.

Diger taraftan, stres kosullar1 altinda bitkilerde reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT)
tiretimi meydana gelmektedir (Akram et al. 2017). Coklu doymamis yag asitleri
(PUFA’lar) yaygin olarak lipit bilesenleridir ve dengesiz ROT ile kolayca okside
edilirler. PUFA’larin ROT ile reaksiyonu, bir lipid radikal olusumu alilik hidrojen
atomunun PUFA’lardan c¢ikarilmasiyla baslayan lipit peroksidasyon reaksiyonlarini
tetiklemektedir. Bu lipit radikali, her ikisi de komsu lipit molekiilleri ile reaksiyona
girerek lipit peroksidasyonuna radikal zincir oksidasyonuna neden olan lipit peroksil ve
lipid alkoksil radikallerini olusturmak i¢in molekiiler oksijen ile reaksiyona girer ve
zincir modifikasyonlart ortaya ¢ikmaktadir (Alché Ramirez 2019). Bu durum
arastirmamizda gen ifadesi disinda yag asitlerinin olusumuna neden olarak

gosterilebilir.



52

Cevresel stresler, canli organizmalarin fizyolojik faaliyetlerini etkiler. Ortamdaki
degisiklikler belirli bir esik seviyesini astiginda, bazi enzimlerin aktiviteleri inhibe
edilebilir, ortadan kaldirilabilir ya da aktiviteleri artip azalabilir (Pareek et al. 2009).
Arastirmamizda kullanilan FAD3 ve FAD7 genleri omega-3 desatiiraz1 kodladig:1 ve bu
iki genin ortak bir atadan gelen genler oldugu bildirilmistir. Bu genlerin yag asitleri
tizerindeki aktif rolii ise linoleik asidi linolenik aside dontistiirmek oldugu bilinmektedir
(Iba et al. 1993). Arastirma bulgularinda yag analizi sonucu linolenik asit olusumunun
ger¢eklesmemesi, FAD7 geninin her iki genotipte ve tiim dozlarda; FAD3 geninin ise
Dinger genotipinin tiim dozlarinda ve Remzibey-05 genotipinin 1 ve 4 g. aktif
madde/L’de asagi regiile olmasiyla agiklanabilir. FAD3 gen ailesine ait olan FAD3a,
FAD3b ve FAD3c genlerinden, FAD3a ve FAD3b’nin ¢ift kopya genler oldugu
bildirilmistir. Ayrica FAD3a’nin FAD3 N-terminalinde ekstra amino asit eklemeleri
yaptig1 tespit edilmistir (You et al. 2014). Bu durum Remzibey-05 genotipinde 2 g. aktif
madde/L’de meydana gelen yukari regiilasyonu agiklayabilir. Ayrica FAD3 geninin
sadece abiyotik stres ile iliskili olmadigi, ayni zamanda biiyiime ve gelisime
doénemlerinde linolenik asit miktarini da arttirarak olumlu etki gosterdigi ifade edilmistir
(Arondel et al. 1992). Arastirmamizda stres sartlarinda kontrole goére gelisimin az

olmast bu durumu dogrulamaktadir.

Yag asidi analizi sonucunda Remzibey-05’de kontrolde %7.14 olan palmitik asit orani
1, 2 ve 4 g. aktif madde/L’de sirasiyla %3.53, %8.22 ve %7.18 olarak tespit edilmis
olup, stres ajani olan S-metolaklor etkisiyle 1 g. aktif madde/L hari¢ diger dozlarda artis
tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda sicaklik ve tuz stresinin etkisiyle palmitik asit
oranin da artis oldugu bildirilmistir (Barclay and McKersie 1994; Noreen and Ashraf
2010). Dinger genotipi ise palmitik yag asidi oranlar1 kontrole (%10.05) gore azalma
(%5.65, %7.95 ve %7.95) gostermis olup, Fehr et al. (1991) de yaptiklar1 ¢alismada
palmitik asit sentezinde rol alan genlerin susturulmasiyla toplam yag iceriginin de

azaldigin1 bildirmislerdir.

Zhukov (2015), heniiz bilinmeyen bir nedenden miristik asitin palmitik asit igin

fonksiyonel bir yapi olarak rol oynadigini bildirmistir. Remzibey-05 ve Dinger
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genotiplerinin miristik asit igerikleri kontrol grubunda sirasiyla %0,48 ve %0,58 tespit
edilmis olup, S-metolaklorun diger dozlarinda (1, 2 ve 4 g. aktif madde/L) bu yag asidi
analiz sonucu rastlanmamustir. Bu durum kontrolde var olan miristik asidin, S-
metolaklorun neden oldugu karbon sayisinda yaptigi bozulmalarla, diger dozlarda yok

olmasina neden oldugu bildirilmistir (Boger et al. 2012).

Nervonik asit, ndrolojik kaynakli semptomlar1 kontrol altina almada yardimct oldugu
bazi kaynak taramalarinda bildirilmistir. Bitkilerde bu yag asidini arttirmaya yonelik
calismalarin bir kismi basarisizlikla sonug¢lanmistir (Napier and Graham 2010). Bizim
calismamizda aspirin her iki genotipinin kontrol uygulamasinda nervonik asit
goriilmezken, Dingerde artan dozlara paralel sekilde nervolik asidin arttigi tespit
edilmistir. Yine Remzibey-05 genotipinde nervolik asidi 1 (%0,58), 2 (%5,16) ve 4
(%3,43) g. aktif madde/L’de var olurken en yiiksek icerik 2 g. aktif madde/L’de tespit
edilmistir. Yag asidi zincirindeki bu uzama genelde literatiirde gen aktarimi yoluyla
saglanirken (Fan et al. 2018), calismamizda kullanilan stres ajani1 S-metolaklor, bu
zincir uzamasinin nedeni olarak gosterilebilir. Bu durum bu yag asidinin bir sekonder

metabolit olarak olustugu seklinde yorumlanabilir.

5.1. Sonuc ve Oneriler

Bu arastirmada elde edilen sonuglar ve daha sonra yapilacak calismalara yonelik

oneriler su sekilde siralanabilir.

1. Aspirin her iki genotipine de uygulanan S-metolaklorun tiim dozlarinda oleik asit
miktarini diisiirdiigli goriilmiustiir.

2. Yine tim dozlarinda ise linoleik asit miktarini arttirdig1 tespit edilmistir.

3. Yag asit analizlerinin yani sira yapilan gen ifadesinde ise, oleik asidi linoleik aside
dontistirmede rol aldigi bilinen FAD2-1 geninin S-metolaklor uygulamalarinda
Dinger genotipinde 1 ve 4 g. aktif madde/L’de ifadesinin azaldigi 2 g. aktif
madde/L’de ise ifadenin ndtre yakin bir sekilde yukar regiile oldugu belirlenmistir.
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Remzibey-05 ¢esidinde ise 4 g. aktif madde/L ifade olunurken diger dozlarda ifade
azalmistir.

Linoleik asidin linolenik aside doniisiimiinden sorumlu olan FAD3 geninde ise
Dinger genotipinde tiim dozlarda ifade asagi regiile olurken, Remzibey-05
genotipinde ise sadece 2 g. aktif madde/L’de yukar1 regiilasyon meydana gelmistir.
Yag asidi analizinde de linolenik asit olusumuna rastlanmadigindan sonuglar
birbirini desteklenmektedir.

Oleik asidin linoleik aside doniisiimiinde rol oynayan bir diger gen ise FAD6 geni
olup, gen ifadesi analizinde her iki genotipin tiim dozlarinda asag: regiile olmustur.
Linoleik asidin linolenik aside doniisiimiinde rol alan bir diger gen FAD7 geni olup
her iki genotipin tiim dozlarinda asagi regiile olmustur. Yag asidi analizlerinde
linolenik asit olusumu gozlemlenmediginden, gen ifadesi sonuglar ile uyumluluk
gostermektedir.

Ayrica Dinger ve Remzibey-05 erken donemlerinde eser miktarda bulunan miristik
yag asidi ise S-metolaklor etkisiyle kaybolmustur.

S-metolaklor karbon sayisinda degisiklige neden olarak kontrol grubunda olmayan
nervonik asidin, tiim dozlarda ve her iki genotipte olusumuna neden olmustur.
S-metolaklorun aspir genotiplerinde yarattig1 yag asidi degisimlerini olumlu yonde
etkileyecek yeni yontemler lizerinde ¢alisilmasi 6nerilebilir.

Yine S-metolaklorun gen ifadesi lizerinde yarattigi dalgalanmaya neden olan
mekanizmalarin agiklanmasi lizerinde ¢alisma yapilmasi onerilebilir.

Aspir gelisiminde S-metolaklorun kok gelisimini olumsuz yonde etkiledigi
goriilmiis olup, bu sorunu ortadan kaldiracak yeni anlayislar iizerine calisilabilmesi
Onerilebilir.

Aspirin her iki genotipinde de gerceklesen ve S-metolaklorun neden oldugu

diistiniilen nervolik asit olusumunun arastirilmasi onerilebilir.
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