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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KURAKLIK STRESINE MARUZ KALAN BUGDAYDA(Triticum aestivum)
GENETIK VE EPIGENETIK DEGISIKLIKLER UZERINE PUTRESININ
ETKISININ MOLEKULER YONTEMLER iLE BELIRLENMESI

Esra ARSLAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. Giileray AGAR

Calismamizda, Triticum aestivum cv. Karasu 90 ¢esidine PEG6000 ve Putresinin
birlikte verilerek bitki genomunda olusturduklari genetiksel ve epigenetiksel etkiler
RAPD ve CRED-RA teknikleri ile arastirllmistir. Kuraklik stresine maruz kalan 3 farkli
konsantrasyonda ki (-2,-4,-6 bar PEG6000) deney gruplarinin RAPD profillerindeki
DNA degisimleri, DNA hasarlar1 ve mutasyonlar (6rnegin, nokta mutasyonlar1 ve
kromozomal diizenlemeler) hakkinda nitel bilgi vermistir. Her bir konsantrasyonun
genomik kalip sabitesi (%GTS) hesaplanmig, PEG6000 uygulanan dozlarda genomik
kararsizlik yiiksek iken PEG6000 ile birlikte uygulanan putresin dozlarinda genomik
kararsizligin oldukca azaldigir goriilmiistiir. Bununla birlikte, DNA metilasyonlarini
tespit edebilmek i¢in bitkilerde kullanilan molekiiler markirlardan CRED-RA ydntemi
uygulanmistir. Uygulama sonucunda tiim konsantrasyonlarin polimorfik ylizdesi
hesaplanmistir. PEG6000 uygulanan dozlarda DNA metilasyonu yiiksek iken PEG6000
ile birlikte uygulanan putresin dozlarinda metilasyonun indirgendigi gézlemlenmistir.

2012, 72 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bugday, PEG6000, Kuraklik Stresi, Putresin, RAPD, CRED-RA
ve Epigenetik



ABSTRACT

Master Thesis

IDENTIFICATION OF EFFECTS OF PUTRESCINE ON GENETICAL AND
EPIGENETICAL CHANGES ON WHEAT
(Triticum aestivum) WHICH IS EXPOSED TO DROUGHT STRESS WITH
MOLECULAR METHODS

Esra ARSLAN

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Giileray AGAR

In this study, genetical and epigenetical effects on the genome which is consisted by
carrying out PEG6000 and putrescine together to Karasu 90 which is one of the genus
of Triticum aestivum have been investigated with the methods of RAPD and CRED-RA.
Each of three concentrations which is exposed to drought stress (-2,-4,-6 bar PEG6000),
the band changes on RAPD profiles gave qualitative data about DNA alterations, DNA
damages and mutations (point mutations and chromosomal rearrangements). Moreover,
the effect of each of doses of drought stress on % GTS is evaluated and it is determined
that genomic instability of doses which are carried out with PEG6000 increases. But it
was observed that genomic instability mostly decreases in three doses of putrescine
(0,01mM, 0,1mM, 1mM) which is carried out with PEG6000. In addition, it is observed
that DNA methylation on the doses which are carried out with PEG6000.

2012, 72 pages

Keywords: Wheat, PEG6000, Drought stress, Putrescine, RAPD, CRED-RA and
Epigenetic
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1. GIRIS

Dogadaki ¢esitli ¢evre etmenleri bitkileri yasamlarinin herhangi bir doneminde ortaya
cikarak etkilemekte ve stres kavramini olusturmaktadir. Stres, 6nemli fizyolojik ve
metabolik degisimlere yol agarak bitkilerde biiyiime ve gelismeyi olumsuz sekilde
etkileyen, tirtinde verim ve kalite kaybina ve bitkinin veya organlarinin 6liimiine neden
olan durum veya madde olarak tanimlanmaktadir. Diger bir deyisle stres, bitkilerin
biyolojik sistemlerine ya da fonksiyonlarina zarar veren bir giictlir (Mahajan and Tuteja

2005).

Bitkilerde stres faktorleri abiyotik veya biyotik kokenli olabilir. Patojenler, bocekler
cesitli mikroorganizmalar biyotik stres kaynagi iken, pestisitler, toksik maddeler, hava
kirliligi, kuraklik, 151k, radyasyon, sicaklik gibi pek ¢ok etken de bitki yasaminda

olumsuzluga yol agan abiyotik faktorler arasinda yerini almaktadir.

Canlilarin yasam siirecini etkileyen bu stres faktorlerine karsi kalitsal degisiklikleri
gerceklestirebilmis bitkiler, bu 6zelliklerini d6lden dole aktararak tiirlerinin devamini
saglamiglardir. Doganin kendi dinamikleri i¢inde kabul edebilecegimiz bu faktorler
cogunlukla canlilarin adaptasyon gegirmelerine firsat verecek olgiide olup, evrimsel
siirecin isleyisinin birer pargasi olarak goriilmelidirler (Ayhan 2006). Bu zor sartlara
dayaniklilik gosteremeyen bitkiler ise yok olma tehlikesiyle karst karsiya
kalmaktadirlar. Ozellikle gida maddesi olarak en cok tiiketilen bitki grubundan olan
tahillar stres sartlarina karsi yeterli direnci gosteremedikleri takdirde gelecek yillarda

insanlig1 tehdit eden aclik sorununa yol acacaklardir.

Hizla artan diinya niifusunu karsilayacak besin ihtiyaci, tahminlere gore gelecek 50 yil
icerisinde tiikenecek ve tarimin basladigr 10000 y1l 6ncesinden bu giine kadar tiretilen
gidanin iki katindan daha fazlasina ihtiya¢ duyulacaktir (Hoisington et al. 2002).

Siiphesiz ki bugday iiretilecek olan gida maddeleri arasinda ilk sirada yer alacaktir.



Insan beslenmesinde diinyada en ¢ok kullanilan kiiltiir bitkileri igerisinde yer alan
bugday, tarimi ve depolanmasinin oldukga kolay olmasi, kislik ve yazlik tiretilebilmesi,
besin degerinin yiiksek olmasi nedeniyle diinyada en genis ekim alanina sahip bir kiiltiir
bitkisi olup iilkemizde ve gelismekte olan lilkelerde temel besin maddelerinin esasini
olusturmaktadir (Regber 2011). Diinyadaki bugday verimi ve iiriin kalitesi iklim
kosullarina baglh olarak yildan yila 6nemli farkliliklar gostermektedir. Bu farkliligin
ortaya cikisinda ¢esidin genetik yapisi, iklim kosullari, toprak yapisi, topraktaki azot
miktari, topraktaki azotun kullanilabilme etkinligi ve uygulanan yetistirme teknikleri

bliyiik rol oynamaktadir.

2011 yili verilerine gore diinya bugday ekim alani 221,1 milyon ha, iiretimi 695,5
milyon tondur. Tirkiye’de bugdayin iiretim alani yaklasik olarak 8 milyon hektar,
tiretimi ise 18,8 milyon ton olup diinyada bugday iireten ilk on iilke igerisindedir
(FAOSTAT 2011). Ancak, mevcut verim, potansiyel verimin oldukc¢a altinda
bulunmaktadir. Verimin istenilen diizeye ¢ikarilmasi icin bitkilerin genetik yapilarinin
iyilestirilmesi ve cevresel faktorlerin daha iyi kombine edilmesi gerekmektedir. Son
yillarda yeni teknoloji adi verilen, molekiiler genetik, doku kiiltiirii ve rekombinant
DNA teknolojisi gibi konular1 kapsayan teknikler ile yeni olanaklar saglanmistir (Ozgen
vd 2000). Ancak bu yontemlerle iistiin verimli ve kaliteli birgok c¢esit gelistirilip,
insanoglunun hizmetine sunulmasina karsin, baz1 abiyotik faktorlere kars1 dayaniklilikta

heniiz istenilen sonug tam olarak alinamamistir (Aydin 2006).

Yillardir tlizerinde yogun olarak caligilan ve basarili sonuglar aliman biyotik stres
faktorleri, insanoglunun ekosisteme verdigi zararlar neticesinde ortaya ¢ikan ve yeni bir
arastirma konusu olusturan abiyotik stres faktorleri lizerinde calismaya birakmistir.
Istatistiksel verilere gore diinya iizerindeki kullamilabilir alanlardan %26’s1 kuraklik
stresine maruz kalarak en biiylik dilimi olustururken, bunu %20’lik payla mineral stresi,
%15 ile soguk ve don stresi takip etmektedir. %29’u ise bunlarin disinda kalan tiim stres
faktorlerine maruz kalirken sadece %10’luk bir alan abiyotik stres faktorlerinden
etkilenmemektedir (Blum and Jordan 1985; Kalefetoglu ve Ekmek¢i 2005). Bu

durumda kuraklik stresi, bitki metabolizmasini etkileyen en 6nemli stres faktorii olarak



kabul edilmektedir. Kiiresel 1sinmanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan kuraklik stresi
ozellikle su kaynaklarinin zayiflamasi, kuraklik ve ¢ollesme ile buna bagl ekolojik

bozulmalara neden olarak tarimsal verimliligin azalmasiyla sonug¢lanmaktadir.

Kuraklik stresi bitkilerde bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tepkileri
baslatmakta, buna bagli olarak bitkiler de strese cevap niteliginde degisen cevre
sartlarina uyum saglayabilecek adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmektedirler (Arora et
al. 2002; Kalefetoglu ve Ekmek¢i 2005). Organizmalarin strese verdikleri yanitlar
genetik yapilarina bagl olarak degismektedir. Bitkiler stresin algilanmasiyla baslayan
ve hedef genlerin ifadesiyle sonlanan olaylar ag1 ve art arda tetikleyiciler tarafindan
strese aligsmaktadirlar. Bunlar stres uyartilari, tasiyicilar, transkripsiyon diizenleyicileri,
hedef genler ve stres tepkileridir. Bunlarin etkisiyle bitkide fizyolojik, biyokimyasal ve
morfolojik degisimler meydana gelmektedir. Mevcut c¢aligmalar stresten sorumlu
genlerin genom igerisinde hangi kromozom iizerinde bulundugu hakkinda yeterli bilgi
vermese de stres esnasinda hangi genlerin aktif oldugu ve bu aktivitenin nelere yol
actigt hususunda bilim diinyasin1 aydinlatmaktadir. Nitekim piring koklerinde
kesfedilen Drtl geninin kok uzamasinda, pigmentasyonunda ve sacak koklerin
olusmasinda ki etkisinin yaninda kuraklhi§a direnclilik gostererek pleitropik etki
gosterdigi kaydedilmistir (Mitra 2001). Cevresel kosullarda meydana gelen degisiklik,
stresin algilanmasi sonrasi sinyal iletim mekanizmalarinin devreye girmesiyle ¢ok
sayida transkripsiyon faktor ve regiilatorlerinin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu
aktivasyon transkriptomun, dolayisiyla da proteom ve metalonomun yeniden
yapilandirilmasinmi saglar. Yapilan ¢ok sayida transkriptomik ve proteomik caligmalar
molekiiler, hiicresel ve fizyolojik olarak degisimlere yol agan abiyotik stres cevabinin
olduk¢a kompleks oldugunu ve tiim bu degisimlere yol agan mekanizmalarin birbiriyle
etkilesim icinde olduklarimi ortaya koymustur (Ergen ve Budak 2009). Bu
mekanizmalarin merkezinde fonksiyonlar1 heniiz tam olarak bilinmeyen fakat strese
kars1 dayanikliligi arttirdigi ya da stresin etkilerini yavaslattigi diisiiniilen bir takim
proteinlerin sentezlendigi bilinmektedir. Ancak proteinlerden ziyade bu mekanizmalarin
temelinde hormonal dengenin degisimi kilit rol oynamaktadir. Kuraklik stresine maruz

kalan bitkilerde bazi1 bitki hormonlarinin seviyelerinin degistigi ve bitkiyi kurakliga



kars1 koruduklar1 bilinmektedir (Cegen 2004). Bu hormonlardan 6zellikle absisik asitin

(ABA) stres mekanizmasinda rolii biiyiiktiir (Arora ef al. 2002).

Absisik asit tohum cimlenmesi ve gelisimi, lateral kok gelisimi, tohum dormansisi,
vejetatif ve generatif organlarin gelisimi, meyve biiylimesi gibi pek c¢ok olayda
engelleyici rolii olan bir bitki biiyiime inhibitoriidiir (Chinnusamy et al. 2008). Vejetatif
dokularda 6zellikle kuraklik stresine yanit olarak sentezlenen ABA bitkilerin abiyotik
strese yanitinda en Onemli diizenleyicidir. Bu nedenle ABA stres hormonu olarak
adlandirilmaktadir (Taylor et al. 2000). Stressiz kosullarda bitki hiicrelerinde ABA en
diisiik diizeylerde bulunmaktadir. Bitkinin normal gelisimi i¢in bu diizey yeterlidir.
Stres sirasinda ise bitkilerde ABA miktarinin arttigina dair pek ¢ok calisma mevcuttur.
Nitekim Cassava bitkisinde yapilan bir ¢aligmada (Alves and Setter 2000) uygulanan
kuraklik stresinin yapraklardaki ABA konsantrasyonunu arttirdigini, daha sonra bitkiye
yapilan sulama ile ABA konsantrasyonunun birka¢ saat igerisinde ayni seviyeye
indigini gostermislerdir. Benzer bir calismada ise kuraklik stresi kosullarinda
yapraklardaki ABA diizeyinin 4 ile 8 saat i¢inde 50 kat arttig1, su verildiginde ise ayni

stire igerisinde Onceki seviyesine ulastigi kaydedilmistir (Desikan et al. 2003).

ABA’nin kuraklik stresinin yani sira soguk, donma, agir metal ve tuz stresi gibi farkli
abiyotik streslerde de koruyuculuk 6zelligi rapor edilmistir (Hsu ef al. 2006; Zhou et al.
2006; Etehadnia et al. 2008; Kumar et al. 2008).

ABA’nin kuraklik stresi esnasinda bitkiler {izerinde fizyolojik ve molekiiler diizeyde

etki gosterdigi bilinmektedir.

Fizyolojik olarak en 6nemli islevi yapraklardan daha fazla su kaybini 6nlemek igin
stoma beke¢i hiicrelerini uyararak stomalar1 kapatmaya zorlamasidir. Bdylece
yapraklardaki igsel karbon dioksit (CO,) konsantrasyonu diiserek fotosentez hizi
azalmaktadir. Biyosentetik reaksiyonlarin yavaslamasi ve ATP’ ye duyulan ihtiyacin
azalmas1 sonucunda mitokondri ve kloroplastlardaki elektron taginim sistemlerinde

elektron fazlalig1 olusabilmektedir. Fotosentez esnasinda absorblanan isik enerjisinin



etkisiyle aciga cikan elektronlar, hem yaprak dokularindaki CO, yetersizliginden hem
de COy’ nin indirgenme hizinin azalmasindan dolay1 uygun sekilde kullanilamadigi i¢in
molekiiler oksijenin (O;) aktivasyonuna neden olmaktadir. Yani fotosentez kaynakli
elektronlar CO, yerine O’ ye aktarilmaktadir (Ecem 2010). Bunun sonucunda
yapraklarda serbest oksijen radikalleri ve bir takim zararli oksijen tiirleri [siiperoksit
molekiili (Oy)), singlet oksijen (*O), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikalleri
(OH)] ac1ga ¢ikmaktadir (Mitler 2002). Aerobik metabolizma sirasinda elektron taginim
zincirinden ayrilan elektronlar O, ile reaksiyona girerek bu reaktif oksijen tiirlerini
(ROT) meydana getirirler. Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen
tirleri normal oksijen molekiilityle karsilastirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha
yiiksek olan oksijen formlaridir. Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya
daha fazla ¢ift olusturmamis elektron igeren yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir.
Bu c¢iftlenmemis elektron serbest radikallere biiylik bir reaktiflik kazandirarak protein
denatiirasyonu, lipid peroksidasyonu, DNA ve niikleotid hasarlar, programli hiicre
oliimii (apoptozis) gibi bircok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir
(Koca ve Karadeniz 2003). Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu
serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik
radikaller (R"), peroksit radikalleri (ROQ"), alkoksi radikalleri (RO"), tiyil radikalleri
(RS"), siilfenil radikalleri (RSQ"), tiyil peroksit radikalleri (RSO,") gibi gesitli serbest
radikallerin olusumuna neden olmaktadirlar. Bu serbest radikallere karsi firetilen
antioksidan savunma sistemleri ¢esitli etki mekanizmalar1 gelistirerek ROT’larin zararlh

etkilerine karsi hiicreyi korumaktadirlar.

ABA’nn fizyolojik etkisinin yani sira molekiiler diizeyde de bir takim hasarlara neden
oldugu bilinmektedir. Stres altinda transpozonlarin ve psddogenlerin ifadesinin daha
fazla arttigina dair ¢alismalar mevcuttur (Zeller et al. 2009). ABA’ nin RNA’larin
parcalanmasini saglayan Riboniikleaz enziminin faaliyetini artirdigi, boylece enzimin
bagli durumdan serbest duruma geg¢mesini saglayarak protein sentezini durdurma

ozelligi gosterdigi bilinmektedir.



Kuraklik stresinin polietilenglikol ile olusturuldugu bir ¢alismada (Dasgupta and
Bewley 1984) -1MPa’lik osmotik potansiyelde arpa fidelerinin primer yapraklardaki

protein sentezinin kontrol grubuna gore yaklasik %88 civarinda azaldigin1 gostermistir.

Kuraklik stresi ile yapilan bagka bir ¢alismada ise L.chilense bitkilerine 6 giin boyunca
uygulanan kuraklik stresi, protein sentezinde herhangi bir indirgenmeye sebep
olmamigtir. Bu sonuglardaki farkliliklar ¢alisilan bitkilerin genotiplerinin farkh
olmasindan ya da su kaybmin oranindaki farklardan kaynaklanabilecegi ileri

stiriilmistiir (Giilcti 1997).

ABA ve diger bitki hormonlarinin bitkilerde total RNA sentezini kontrol ettigi ve RNA
polimeraz aktivitesini diizenledigi uzun siiredir bilinmektedir. Total hiicre RNA’sinin
biliylik bir kismini Ribozomal RNA’lar (rRNA) olusturdugundan, fitohormonlarin
rRNA’nin transkripsiyon asamasinda diizenleme yapmasi beklenir. Bu konuyla ilgili
olarak bazi bitki hormonlariyla ¢alismalar yapilmis olmasina karsin, ABA’nin
rRNA’larin transkripsiyonu tizerindeki etkileri iizerine ¢ok az ¢alisma mevcuttur. Stres
esnasinda miktar1 artan ABA’nin baz1 genleri uyardigi bilinmektedir. Su kaybinin hiicre
tarafindan algilanmasi1 sonrasinda bir sinyal mekanizmasi ile 6zel genler aktiflestirilir
(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 1997). Baz1 genler kuraklik stresine olduk¢a hizli
yanit verirken, bazilar1 da ABA birikiminden sonra yavas bir sekilde uyarilir. Yapilan
arastirmalarda disaridan uygulanan ABA’nin bazi genleri uyardigi bazi genlerin ise
etkilenmedigi gozlenmistir. Bu bulgular kuraklik stresinin baslangi¢ sinyali ile 6zel
genlerin ifade edilmesi arasinda “ABA bagimli” ve “ABA bagimsiz” olmak tizere iki
sinyal iletim yolunun varhigmi gostermektedir (Bray 1993, 1997). Su kaybi, ABA
iiretimini tetiklemekte ve sentezlenen ABA, cesitli genlerin ifadesinin artisina neden
olmaktadir. ABA sinyallemesi ve RNA islenmesi arasinda dogrudan bir baglanti s6z
konusudur. Bu baglantilar, ABA sinyallemesinin gen ifadesinin postranskripsiyonel
diizenlenmesinde daha etkili oldugunu gostermektedir. Kuraklik stresi altinda uyarilan
genler, sadece Onemli metabolik proteinlerin {iretimi yoluyla hiicreleri korumakla
kalmayip, ayni zamanda kuraklik stresine verilen yanitta sinyal iletim genlerinin

diizenlenmesinde de gorev almaktadir (Zhang et al. 2006).



Stresin bitkiler tizerindeki etkisinin baska bir boyutu da molekiiler diizeyde gen
ekspresyonu {izerinedir. Gen ekspresyonu, DNA metilasyonu ve histonlardaki
posttranslasyonel modifikasyonlar gibi kromatin yapisinda meydana gelen epigenetiksel
degisikliklerden etkilenmektedir. Epigenetik DNA niikleotid dizilerinde bir degisiklik
olmadan, gen anlattimindaki kalitsal degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. DNA
metilasyonu, gen anlattimin1 ve dolayl olarak da hiicre islevlerini degistiren, hiicre
bdliinmesi ile nesilden nesile gegebilen epigenetik bir mekanizmadir. DNA metilasyonu
okaryotlarda CpG veya CpNG dizilerindeki sitozinde meydana gelir. Sitozin
metilasyonu hem transkripsiyonel hem de postranskripsiyonel diizeyde gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde dnemli bir role sahiptir. Cevresel stres etmenleri tiim
genomda sitozin metilasyonunda 6nemli degisikliklere neden olmaktadir. Bitkiler bu
kosullara uyum saglamak zorunda oldugundan DNA niikleotid dizisinde herhangi bir
degisim olmadan metilasyona ugrayarak genomik plastisitesini korumaktadirlar (Tan

2010).

Cesitli abiyotik stres faktorlerinin bitkilerde olusturugu genetiksel ve epigenetiksel

degisikliklere ait caligmalar mevcuttur.

Kumar et al. (2011), 60 bugday genotipine kuraklik stresi uygulanmasiyla olusan
genetik varyasyonlari belirlemek icin RAPD tekniginden yararlanmislardir.

Lu et al. (2007), tuzluluk stresine maruz birakilan Brassica napus bitkilerinde yaptiklari
bir calismada genetiksel ve epigenetiksel degisiklikleri gozlemlemislerdir. Bu
degisimlerin belirlenebilmesi i¢in molekiiler markir teknikleri kullanmislardir.
Aragtirmada mutasyonlar AFLP teknigi ile belirlenirken, DNA metilasyon degisimleri

MSAP yo6ntemiyle saptanmigtir.

Tiitiin bitkisinde kuraklik stresinin, CpNG dizilerinde metilasyona yol actigi ve bunun

geri doniisiimlii oldugu kaydedilmistir (Kovarik ef al. 1997).



Baska bir calismada diisiik sicaklik stresine maruz birakilan musir filizlerinin kok

hiicrelerinde DNA metilasyonunun azaldigi gozlemlenmistir (Steward et al. 2002).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada (Lira-Medeiros et al. 2010) ise tuz igermeyen
topraklarda yetisen mangrovlarin tuzlu ortama alindiklarinda hipometilasyonun

gerceklestigi belirtilmistir.

Sharma et al. (2009) tarafindan yapilan bir c¢alismada tuz stresinin pirince
uygulanmasiyla sitozin DNA metiltransferazlarin ifadesinde degisimler meydana
getirdigi ve stresin monokotil bitkilerin genomlarinda da epigenetik degisikliklere sebep

oldugu ifade edilmistir.

Kuraklik, agir metal, aliminyum gibi stres faktorlerinin ekzojenik uygulamalarinin
genom boyunca ve spesifik lokuslarda sitozin metilasyonunda artis ya da azalis seklinde
degisiklige neden oldugu saptanmistir (Labra et al. 2002; Aina et al. 2004; Choi and
Sano 2007).

DNA ve histonlarda meydana gelen modifikasyonlar sonucu bir tiirlin fenotipleri
arasinda epigenetiksel farkliliklarin olustugu bilinmektedir. Bu bakimdan strese maruz
kalan bir habitatta bitki popiilasyonlarinda strese bagli olarak olusan epigenetiksel
degisimlerin ve stres kosullarina uyum saglamak i¢in olusturulan adaptasyon
mekanizmalarmin bitkilerde stres hafizasi olusturdugu ve bunu nesilden nesile aktardigi
bilinmektedir (Golldack et al. 2011). Literatiirde ‘’Transgenerational memory’’ (Yeni
jenerasyonlara aktarilabilen hafiza) olarak tanimlanan bu durum epigenetik
degisikliklerle aciklanmakla birlikte stres altindaki bitkilerde epigenetiksel
diizenlemelerin tam olarak nasil gergeklestigi konusunda yeterli bilginin mevcut
olmamasi literatiire ¢ok az sayida calisma katmasina sebebiyet vermistir (Bruce et al.

2007; Chinnusamy and Zhu 2009).

Farkli habitatlarda yasayan ayni iki tiiriin epigenetik yapilarinin degisip degismedigi
lizerine yapilan bir ¢alismada (Lira- Medeiros ef al. 2010) ayn1 genetik yapiya sahip bu



tiirlerin epigenetik profillerinin farkli olmasini ¢evre kosullarina dayandirmiglardir. Bu
calismada fenotipik varyasyonlara sekil veren genetik degisikliklerin evrimsel olarak

DNA metilasyonundan bagimsiz oldugu ispatlanmustir.

Histon metilasyonlari, asetilasyon, fosforilasyon ayrica iibikitinasyon, biyotinilasyon ve
siimoylasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlarda c¢evresel stresin hiicrede

degistirdigi gen ekspresyonu iizerine etkilidirler.

Ekstrem kuraklik sartlarina oldukca dayanikli oldugu bilinen bir ¢dl bitkisi olan
Zygophyllum dumosum iizerine yapilan bir ¢calismada bitki normal florasinda iken H3
histonu posttranslasyonel metilasyona ugrarken, kuraklik stresinin olusturulmasiyla gen
ekspresyonunun  posttranslasyonel  diizenlenmesinde = metilasyonun  azaldigi

ispatlanmistir (Granot et al. 2009).

Arabidopsis thaliana ve tiitlin lizerine yapilan ¢alismalar H3 histonunda fosforilasyonun
yani sira fosfoasetilasyonun, H4 histonunda ise asetilasyonun tuzluluk, soguk ve ABA

uygulamalariyla birlikte degistigi kaydedilmistir (Sokol ef al. 2007).

Zhang et al. (2011), tohum c¢imlenmesi esnasinda histon asetiltransferaz ve histon
deasetilaz enzimlerinin ifadesi ile birlikte H3 histonunun arttigini tespit etmislerdir.
Tohumlara digsaridan uygulanan ABA’nin bu enzimlerin ifadesini baskiladigi ve histon

asetilasyonunu geciktirdigi kaydedilmistir.

ABA’nin stres mekanizmasindaki bir diger etkisi bitkideki diger hormonlar ve bitki
biiyiime diizenleyicileri ile etkilesime girerek abiyotik strese kars1 bitkide koruyucu rolii
tistlenmesidir. Giberellin, sitokinin, etilen gibi geleneksel fakat konumunu koruyan
hormonlarin yani sira son yillarda bulunan ve bitki biiytime ve gelisme olaylarinda etkili
olduklar1 bilinen triakontanol (TRIA), brassinosteroidler (BR’ler), jasmonik asit (JA) ve
poliaminlerin (PA) stres kosullarinda bitkide ¢esitli adaptasyon mekanizmalari
olusturduklar1 bilinmektedir. Son ¢alismalar 6zellikle poliaminlerin stres ile iligkisi

lizerine yogunlagsmistir. Stres i¢sel poliamin seviyesinde degisiklige yol agmaktadir.
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Bunu diger molekiillerle konjugasyon gegirerek, transferini saglayarak, yikimina

ugratarak ya da ABA ile etkilesime girerek yapmaktadir (Kovacs, 2010).

Kesfinin 1800’1l yillara dayandigi bilinen poliaminler; putresin, spermidin, spermin ve
kadaverin hormon gruplarindan olugmaktadir. Bu hormonlarin organogenesis,
embriyogenesis, c¢igek olusumu, hiicre boliinmesi gibi pek ¢ok olayda rolii oldugu
bilinmektedir. Hiicrede poliamin biyosentezinin engellenmesiyle ic¢sel poliamin
miktarindaki diisiisiin bitki metabolizmasinda ne gibi hasarlara yol agabilecegi {izerine
yapilan bir ¢alismada, bitki bliylime ve gelismesinde dnemli eksikliklerin olustugu rapor
edilmistir. Bu eksikliklerden yola ¢ikarak poliaminlerin membran stabilitesinin
korunmasinda, serbest radikallerin uzaklastirilmasinda, niikleik asit ve protein
sentezinde, RNaz, proteaz ve diger enzim aktivitelerinde ayrica fitokrom, etilen gibi
c¢esitli hormonlarin biyosentezinde dnemli rollerinin oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Biitiin
bu etkilerinden dolay1 poliaminlerin bitki biiylime ve gelismesinde esas rollerinin ne
oldugu iizerine heniiz net bir bilgi agikliga kavusturulamamistir (Kaur-Sawhney et al.
2003). Disaridan bitkiye ekzojen olarak uygulandiginda pek cok fizyolojik degisiklige
sebep olan poliaminlerin ¢imlenme ve biiylime iizerinde yapmis olduklari esas etkiyi
aciklayabilmek i¢in mevcut ¢alismalarin cogu daha ¢ok ic¢sel poliamin analizleri {izerine

yapilmistir.

Yer elmas: {izerine yapilan bir ¢aligmada, dormant haldeki yer elmasi tuberlerinde eser
miktarda bulunan poliaminlerin gdvdenin biiyiimeye baslamasi ile miktarlarinin

yaklagik 10-20 kat arttig1 bilinmektedir (Bagni 1986).

Hiicre boliinmesinde poliaminlerin rolii tam olarak agiklanamamustir. Bazi arastiricilar
hiicre boliinmesinin, PA sentezindeki artigin bir sonucu oldugunu ileri siirerken bazi
aragtiricilar ise disaridan uygulanan PA’lerin hiicre boliinmesi lizerinde engelleyici etki

yaptigini bildirmiglerdir (Biasi ef al. 1988; De Agazio et al. 1992).

Bagni (1970), Phaseolus vulgaris’in ¢gimlenme siiresince protein ve RNA miktar ile

birlikte poliamin seviyesinde da bir artigin oldugunu kaydetmistir.
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda poliaminlerin  biyotik ve abiyotik stres
mekanizmasinda da oOnemli fonksiyonlarinin olduklar1 kanmitlanmistir.  Yapilan
calismalar farkli bitki gruplarina gesitli abiyotik streslerin (kuraklik, tuzluluk, sicaklik,
soguk, agir metal, ozon, radyasyon, herbisit) uygulanmasi poliamin seviyesinin
ylkselmesine sebep oldugunu gdstermistir. Ancak bu artisin, stres sonrasi bitkinin zarar
gormesiyle mi arttigi yoksa bitkinin kendini koruma icgiidiisiiyle strese cevap
niteliginde mi bu hormonu arttirdig1 hususunda net bir bilgiye ulagilamamistir (Alcazar

et al. 2010).

Potasyum eksikliginde, diisitk pH’larda ya da herbisit uygulamalarinda milimolardan
mikromolara kadar degisen araliklarda putresin seviyesinde bir artis gozlenirken, ayni
sartlarda spermidin ve spermin miktarinda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir

(Benavides et al. 1997).

Poliaminlerin hiicre igerisinde en Onemli yeteneklerinden biri de polikatyonik
yapisindan otiirii niikleik asitlere kolaylikla baglanabilmeleridir. Escherichia coli’de
spermidinlerin %90’1 RNA’ya, %5°’1 DNA’ya baglanirken sadece %0,8’ lik bir kismi1
membran lipitlerine baglanmaktadir. Buradaki ama¢ RNA’nin ribozomlardan
ayrilmasii Onleyerek stabilitesini saglamak, DNA’y1 enzimatik parcalanmalara, X
isinlarina, mekanik yikimlara ve oksidatif hasarlara karst korumaktir. /n vivo
calismalarda biyosentetik enzimlerin inhibitorleri kullanilarak DNA replikasyonundaki
rolleri tespit edilmistir. /n vitro calismalarda ise DNA ve RNA sentezini uyararak

translasyonu arttirdig1 kaydedilmistir (Ruiz- herrera et al. 1995).

Son zamanlarda poliaminlerin molekiiler diizeyde bitkileri nasil etkiledigine dair
yapilan c¢aligmalarda poliaminlerin DNA metilasyonu {izerine de etkili olduklari
saptanmistir. Bu etkilesimin her ikisininde dSAM (S-adenosil metiyonin dekarboksilaz)
tiriiniiniin  olustugu metabolik yolu kullanmalar1 ile olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
Nitekim yapilan aragtirmalar bu kaniy1r dogrulamistir. Pinus radiata’da yaslanmaya
bagli olarak dSAM seviyesinde bir diislis goriiliirken DNA metiltransferaz aktivitesinde

ise artig gozlenmistir. dSAM, DNA metiltransferaz’in yarismali inhibitoriidiir.



12

Dolayisiyla dSAM seviyesinin azalmasiyla DNA metiltransferaz’in aktivitesi artmis ve
metilasyon oranida buna paralel olarak yiikselmistir. Bu sonuca dayanarak dSAM
seviyesinin poliamin miktariyla ve DNA metilasyonu ile iligkili oldugu kanisina

varilmigtir (Noceda 2009).

1995 yilinda yapilan in vivo ¢alismada poliaminlerin baz1 genlerin ifadesine izin vererek

DNA metilasyonunu engelledigi saptanmistir (Ruiz- herrera ef al. 1995).

Baska bir calismada ise putresinin analogu (E)-1,4-diaminobut-2-ene adli sentetik
fungisitin bitkilerde patojenik bir fungus olan Pyrenophora avenae’ye uygulanmasiyla
DNA metilasyonunu engelledigi bulunmustur. Burada poliaminlerin sitozin DNA
metiltransferazin etkinligini inhibe ederek ve bazi1 6zel genlerin ifadesini artirarak
metilasyonu 6nledigi sonucuna varilmistir. Ancak bu 6zel genlerin ne oldugu hakkinda

net bir bilgiye ulasilamamistir (Walters 1997).

Literatiirde bitkisel organizmalarin genetik ve epigenetik mekanizmalarinin
poliaminlerle olan iligkisi hakkinda pek c¢ok ¢alisma bulunmakla birlikte stres
faktorlerine maruz birakilan bitkisel organizmalarin poliaminlerle etkilesmesi sonucu
molekiiler yapilarinda ne gibi degisikliklerin olustuguna dair calismalara

rastlanmamustir.

Bu calismada kurakliga karsi hassas oldugu bilinen ve bdlgemizde sulu kosullar i¢in
Onerilen Karasu-90 bugday cesidinde PEG6000 ile olusturulan kuraklik stresinin
meydana getirdigi genetik, epigenetik degisikler ve bu degisikliklere karst poliaminlerin

etkisinin molekiiler yontemlerden RAPD ve CRED-RA ile belirlenmesi amaglanmugtir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Stres

Bir ¢evrede devamli olarak ya da belirli araliklarla meydana gelen ve hemen oldiiriicii
olmayan kosullar stres olarak tanimlanmaktadir. Bir baska yaklagimla; bitkide
metabolizmayi1, biiyiime ve gelismeyi etkileyen veya engelleyen, uygun olmayan
herhangi bir durum ya da madde stres olarak kabul edilmektedir (Lichtenhaler 1996).
Bitkiler yasamlar1 siiresince birgok stres faktorii ile karsi karsiya kalmaktadir. Bu
faktorleri Cizelge 2.1°de belirtildigi {lizere biyotik ve abiyotik olmak {izere

siiflandirmak mimkindiir.

Cizelge 2.1. Abiyotik ve biyotik stres faktorleri (Kocacaliskan 2005)

Abiyotik Faktorler Biyotik Faktorler
Fiziksel Kimyasal Hastalik etmenleri (Patojenler)
Yabani bitkiler
Kuraklik Hava kirliligi
Bocekler
Sicaklik Tuzluluk
Mikroorganizmalar
Radyasyon Bitki besin maddeleri
Hayvanlar
Isik Pestisitler
Su baskini Herbisitler Insan Tahribi
Mekanik etkiler Toksinler
(Riizgar, kar, buz ortiisii) | Toprak pH’s1
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Bitki tiirlerinin gerek hayatta kalmak icin gelistirdikleri adaptasyon mekanizmalariyla,
gerekse insanoglunun hem tiirlerin devamliligini saglamak hem de iirlin kaybinda olas1
bir azalmanin 6niine ge¢cmek icin zararlilarla verdikleri miicadele neticesinde biyotik
faktorlerle basa ¢ikmak miimkiin hale gelmisken, son yillarda insanoglunun dogaya
verdigi zararlar sonucu ortaya c¢ikan abiyotik faktorlere karsi yeterli onlemlerin
alimmamasi, ciddi boyutlarda iirlin kaybina yol acarken ayni zamanda bilim diinyasinda
onemli bir arastirma konusu olmasmna sebebiyet vermistir. Istatistiksel verilere
bakildiginda %26’lik payiyla diger abiyotik faktorlere oranla en biiyliik payi alan
kuraklik stresi; atmosfere verilen gazlarin sera etkisi yaratmasi sonucunda, diinya
atmosferi ve okyanuslarmin ortalama sicakliklarinda belirlenen artigla ortaya ¢ikan
kiiresel 1stnmanin bir sonucu olarak devaminda yeryiizli sularinin azalmasiyla bitkilerin
susuz kalmasina sebep olmaktadir. Bu durumda bitkiler dokularindaki su kaybini tolere
edebilmek veya su kaybimi azaltmak i¢in Sekil 2.1°de belirtildigi iizere fizyolojik,
morfolojik ve metabolik degisiklikler gostermektedirler (Anami et al. 2009).

KURAKLIK
STRESI

Fizyolojik Yantlar ’ ‘ Molekiiler Yanstlar
Bivokimyasal
Yanitlar
. N - | N h

> Kok sinyallerini >Fotokimyasal etkinin c>Stres yandt .
Tanma gecici olarak azalmasi genlerinin ffadesi

" >Osmotik ayarlama ve >Rubisko'nun etkisinin C>ABA biyosentez
turgorun azalmasi azalmasi genlerinin fadesinin

C>MDHA, ghutatyon, artiss

CC}:&T:y:;nm 1 asklorhat, poliaminler = Spesifik

—>>Stoma hareketinin gibi:::;ﬂ o proteinlerin sentezi
'aza]masl me ermn

>Igsel karbondioksit biriktirilmesi > Kuraklk stres
konsantrasyonunun ECPSODf KAT, AP, GR toleransi
azalmasi ve MDHAR gibi

. >Fotosentezin azalmasi antioksidant
Biivii enzimlerin artis1

c2>Bayume oranmn o amleri ars

azalmasi
A A . v A /

Sekil 2.1. Yiiksek bitkilerde kuraklik stresine fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
yanitlar (Giizel 2006)
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2.2. Bitkilerde Abiyotik Stres Mekanizmalari

Bitkiler c¢evresel su sikintisinda hayatta kalmak i¢in c¢esitli mekanizmalar
gelistirmislerdir. Genetik anlamda kurakliga dayaniklilik mekanizmalar1 Levitt (1980)
tarafindan kurakliktan kagma, kurakliktan sakinma ve kurakliga tolerans olarak ii¢
grupta siniflandirilmistir. Bu mekanizmalardan kurakliktan kagma mekanizmasi bitkiler

tarafindan en sik olarak kullanilandir (Mitra 2001).

Kurakliktan kagma; toprakta ve bitkinin yapisinda ciddi su eksikligi olusmadan once
bitkinin hayat dongiisiinii tamamlayabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir. Bu
mekanizma hizli fenolojik gelisim (erken ciceklenme ve erken olgunlasma) ve gelisim
esnekligi (su eksikliginin derecesine bagli olarak biiylime periyodunun siiresinde
degisiklik) gibi siirecleri kapsamaktadir (Mitra 2001). Ayrica bitki hayatta kalmak i¢in
kutikulanin gelismesi, fiziksel ve kimyasal destek elemanlarinin gelismesi, stomalarin
blyiikliigliniin, dagiliminin ve yerlesiminin degisimi, oransal su igeriginin artisi,
kurakliga vejetatif dokularin adaptasyonu, kurakliga vaskiiler dokularin adaptasyonu,
kurak ortamda tireme ve dollenme stratejilerinin gelismesi, {retken hiicrelerin
korunmasi, su ileten ksilemin trakeidlerinin ligninlesmesi ve benzeri degisiklikler

gecirerek yasamini ve tiretkenligini korur.

Kurakliktan sakinma; toprakta nem yetersizligi durumunda bitkide yiiksek su

potansiyelinin devam ettirilmesine yardime1 olan bir mekanizmadir.

Kuraklik toleransi, diisikk su potansiyeline sahip bitki dokularmmin su eksikligine
dayanabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir (Mitra 2001). Bitkilerin kuraklik
toleransinda en Onemli unsurlardan biri seker ve diger c¢oOziinen maddelerin
kullanilmasini gerektiren osmotik diizenleme ile su potansiyelinin korunmasidir.
Kuraklik toleransi, bitkilerin normal metabolik aktivitelerini devam ettirmelerini
saglamakta ayn1 zamanda uzun siireli kurakligin neden oldugu hasarin etkisini
sinirlayan mekanizmalar1 igermektedir (Courtois et al. 2000). Bitkilerin kurakliga

toleransinin, hiicrelerin hem mekanik zararlara dayanikliliina hem de membran ve
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sitoplazmanin  protein  denatiirasyonuna dayanma kabiliyetine bagli oldugu
kaydedilmistir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarla gelecegi tehdit eden kiiresel
isinmanin yol ac¢tigi kurakligin bitkiler lizerinde olusturdugu stresin etkisini minimal
diizeye indiren bagka bir deyisle kurakliga toleransli bitkilerin yetistirilmesi hiz

kazanmustir.

Bitkiler hayatta kalmak i¢in her ne kadar ¢esitli mekanizmalar gelistirseler de stresin
olusturdugu hasardan tam anlamiyla kurtulamazlar. Verimliligi anormal derecede
etkileyen abiyotik stres faktorleri bitkiler i¢in birincil stres faktorleri olarak kabul
edilmektedirler. Bu faktorler; osmotik stres, oksidatif stres ve iyonik stres gibi ikincil
stres faktorlerini tetiklemektedir. Ikincil stres faktorleri hiicrede osmotik ve iyonik
dengenin bozulmasina, yapisal ve islevsel proteinlerde ve hiicre zarinda hasara,
dolayistyla hiicre zar1 akigkanlhiginda degisiklige yol acar. Hiicrede olusan bu
olumsuzluklar baslangi¢ stres sinyalleri olarak ifade edilmektedir. Baslangic stres
sinyalleri; hiicrede bozulan dengenin geri kazanilmasi, hiicre zarinda meydana gelen
hasarlarin onarilmasi ve proteinlerin korunmasinda islevsel olan stres yanit
mekanizmalarii aktive eden sinyal siirecini ve transkripsiyonun kontroliinii uyarir. Bu

sekilde bitkide stres toleransi saglanmis olur.

Baslangic stres sinyallerinin etki ettigi bir diger mekanizma Sekil 2.2°de belirtildigi
izere epigenetik diizenlemeler {izerinedir. Stres mitoz ya da mayoz yoluyla kalitilan
epigenetik diizenleyicilerin ifadesinin degigmesine yol agarak gen regiilasyonunun
kararli olmasin1 ve nesilden nesile aktarilan stres hafizasinin olusmasini saglar

(Chinnusamy and Zhu 2009).
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Cok Kararh Kararh Gen Gen
Gen regiilasyonu dontgtirilebilen
regiillasyonu gen regiilasyonu
e e

Nesilden nesile Tek nesilde uzun
aktanlabilen siire siirduriilen
stres hafizas1 stres hafizas:

Sekil 2.2. Baglangic¢ stres sinyallerinin etki ettigi mekanizmalar (Chinnusamy and Zhu
2009)
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Baslangic stres sinyallerinin algilanmasi sonucu stres mekanizmasinin devreye
girmesiyle spesifik genler aktive edilmektedir. Baz1 genler kuraklik stresine oldukca
hizli cevap verirken; bazilar1 hiicre igerisindeki ABA birikiminden sonra, yavag bir
sekilde indiiklenmektedir. Kuraklik stresine yanit olarak sentezlenen ABA bitkilerin
abiyotik strese yanitinda en onemli diizenleyicidir. Su kayb1 ABA iiretimini tetikler ve
sentezlenen ABA c¢esitli genlerin indiiklenmesini uyarir. Su stresi ile indiiklenen bir¢ok
gen disaridan yapilan ABA uygulamalarina kars1 duyarsiz kalmakla birlikte, bazisinin
ABA uygulamalarina kars1 duyarli olduklari bilinmektedir. Bu da, hem ABA’ya bagiml
hem de ABA’dan bagimsiz sinyallerin varligin1 6ngérmektedir (Sekil 2.3.) (Bray, 1993,
1997; Chinnusamy et al. 2004). Arabidopsis’te ABA yoksun mutantlarinda stres altinda
hiicresel faaliyetlerde goriilen aksakliklar hiicrenin ABA’ya bagimli oldugunu
gostermektedir. Ancak 1994 yilinda yayinlanan bir c¢alismada DRE (dehydration
responsive element) dizisinin tanimlanmasi ve bu dizinin ABA tarafindan aktive
edilmeden kuraklik stresine karsi bitkide osmotik dengeyi ayarladiginin bulunmasi

hiicrenin ABA’ dan bagimsiz oldugunun kanitidir (Zhu 2002).

Su Eksikliginin| SITOSOL ABA’nin Taninmasi
Algilanmas: /
4

Sinyal Transdiiksiyon

(Ca™)

ABA-Biyosentetik Genleri

NUKLEUS

ABA’ya Bagimh Genler ABA’dan Bagimsiz Genler

w

Gen Uriinii

Sekil 2.3. ABA bagimli- ABA bagimsiz genlerin ekspresyon mekanizmasi
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ABA sinyal mekanizmasinin Sekil 2.4’te gosterildigi lizere transkripsiyon faktorleri

araciligiyla hem ROT mekanizmasimi aktive ederek osmotik ve iyonik adaptasyonu

sagladigl, hem de DNA metilasyonunda degisimlere yol agarak stres adaptasyonunun

epigenetiksel diizenlemesini yaptig1 bilinmektedir.

Kuraklik ve Hiperosmatik Stres

v

Membran Degisimleri

U

pH. Ca

U

ABA Bagmh ve ABA Bagmsiz Sinyal Mekanizmam_
' v

' U

ROT Sinyal Fosforilasyon —» (/) <« ({
Melcanirmasi Proteolizi vy &
A POREORE T bz bZIP
homo-  hetero-
/d:ime;rleri dimerleri
- / \
MYB NAC
e AP2ERF
WRKY bHLH v
l miRNA
v
Osmotik ve Tyonik
EOT Adaptasyomn Adaptasyon

Sekil 2.4. ABA sinyal mekanizmasi (Golldack ez al. 2011)
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2.3. Poliaminler

Ik kez 300 yildan daha eski bir zamanda insan spermatozoasinda kesfedilen poliaminler
en kokli biyokimyasal gruplardan biridir (Alcazar et al. 2010). Poliaminler biitiin canli
organizmalarda bulunan, prokaryot ve Okaryotlarda biiyiime ve gelisme olaylarinda
onemli rolleri olduklar1 bilinen diisiik molekiiler agirlikli maddelerdir. Hiicre igerisinde
tek baglarina bulunabildikleri gibi, fenolik asit gibi diisiitk molekiil agirlikli bilesenlerle
veya protein ya da niikleik asit gibi makromolekiillerle birlikte de bulunabilirler. Geng
dokularda hiicre boliinmesi ve biiylimesine aracilik ettigi, yash bitkilerde senesensi
durdurma ya da geciktirmede Onemli rollerinin oldugu bilinmektedir. Bu etkilerin
poliaminlerin niikleik asit ve membranlarla yaptig1 elektrostatik baglarla baglanmasiyla
olustugu diistintilmektedir (Saruhan 2002). Katyonik yapilarindan 6tiirii gevresel stres
kosullarinda ve c¢esitli fungal infeksiyonlarda biiyiime ve gelisme iizerine gosterdikleri
bir takim fizyolojik etkilerin yani sira, DNA replikasyonu, transkripsiyon ve translasyon
olaylarmi da stimiile ettikleri bilinmektedir. Poliaminlerin ve bunlarin biyosentetik
enzimlerinin bitkileri strese karsi korumaya yonelik olarak hiicre bdliinmesinden
organogeneze kadar degisen genis bir metabolik olaylar zincirinde yer aldigi ortaya

konmustur.

Bir aminoasit tiirevi olan poliaminlerin Putresin (Put.), Kadaverin (Cad), Spermidin
(Spd.) ve Spermin (Spm.) olmak iizere 4 tipi bulunmaktadir. Bunlardan Putresin ve
Kadaverin bir Diamin, Spermidin Triamin ve Spermin ise Tetraamindir (Liu et al.
2000). Putresin i¢lerinde en yiiksek oranda bulunandir. Yapilan ¢aligmalarda portakal,
portakal suyu, mandalin, greyfurt suyu, ketcap, donmus yesil bezelye ve fermente soya
sosu gibi test edilen besinlerin kilograminda 40 mg. putresin bulunmustur. Spermidin’e
ise sperminden daha yiiksek oranda rastlanmistir. Baklagiller, armut, soya, karnabahar
ve brokoli gibi besinlerde spermidin kilogramda 30 mg olarak bulunmustur (Kalac and

Krausava 2005).

Genel olarak poliamin miktar1 meristematik ve aktif biiyiime 6zelligindeki dokularda

yiiksek oranda bulunurken senesensli dokularda diisiik oranda bulunmaktadir (Neves et
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al. 2002). Poliaminlerin hiicre icerisindeki seviyelerindeki artig ozellikle, su eksikligi,
tuz stresi, asit stresi, potasyum eksikligi, oksijensizlik ve cevresel streslere karsi yanit

olarak ortaya ¢ikmaktadir (Flores ve ark. 1989).
2.4. Poliamin Biyosentez Mekanizmasi

Poliaminler dogrudan ornitin dekarboksilaz tarafindan ornitinden veya dolayli olarak
arjinin dekarboksilaz tarafindan arjininden sentezlenmektedir (Sekil 2.5.) (Sannazzaro et
al. 2004). ik sentezlenen poliamin putresindir. Putresin &nce spermidin sentaz
tarafindan spermidine, daha sonra spermin sentaz tarafindan spermine doniigmektedir.
Bu doniistimler esnasinda sadece enzimler gorev almazlar. S- adenosil metiyonin
dekarboksilaz (SAMDC) tarafindan S-adenosil metiyonin (SAM)’den tiirevlenen
dekarboksile S-adenosil metiyonin (dASAM)’ de bu enzimler tarafindan katalizlenerek
reaksiyona katilir. Ancak bu geri doniistimlii bir reaksiyondur. Yani enzimatik
reaksiyonlar sonucu spermin tekrar spermidine, spermidin ise putresine

doniisebilmektedir (Kaur- Sawhney et al. 2003).

N

Ornitin Arjinin
Metiyonin ==
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‘/ PAO
Putresin

S t
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SAMDC. S-Adenosibuctiyonin dekabok sika SAT \‘
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SAT: Spermidin/Spermin N-asetltransferaz
PAO: Poliamin oksidaz

Sekil 2.5. Poliaminlerin biyosentez mekanizmasi (Siu et al. 2002)
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2.5. Epigenetik

Epigenetik terimi, 1940°da Conrad Waddington tarafindan ilk kez genlerin ¢evreleriyle
etkilesimi ile fenotipe yansimasi olarak tanimlanmistir (Waddington 1942). Hiicre
farklilagsmasi ve gelismesi sirasinda gen diizenlenmesinde takip eden arastirmalarda
epigenetik temeliyle ilgili sorular artmustir. Ik epigenetik ¢alismalarda, heterokromatin
gec replike olan, tekrarlanan satelit elementlerini iceren, diisiik gen yogunluklu genom
bolgeleri olarak agiklanmistir. Daha sonra, heterokromatin ve Okromatinin; belli gen
aktivitesi bolgeleriyle iliskili histon modifikasyonu ornekleri oldugu ve farkli DNA
metilasyonu ile iliskilendirilmistir. Bu olay, gen ifade eden kararli kromatin bolgelerine
epigenetik kod denilmesine yol agmistir (Jenuwein and Allis 2001; Wang et al. 2004).
Gen ifadesinde kalitsal farkliliklar; bitkilerde paramutasyondan dolay1 gen susturulmasi,
memelilerde X-inaktivasyonu ve genetik imprinting gibi gen diizenlenmesi karmagikligi
one c¢ikarilmistir. Bu yiizden giliniimilizde epigenetik, niikleotit sekans farkliliklarindan
kaynaklanmayan gen ifadesindeki kalitsal degisiklikler gibi tanimlanir. Metilasyon
degisiklikleri ve hiicre hatlarinda katlanan ifade gibi geleneksel genomik kaynaklar,
birincil dokulardan pek ¢ok hiicre tipi meydana getirebilir. Ayrica epigenetik
degisiklikler yas ve beslenme gibi dis faktorlerin bir sonucu olarak da meydana

gelebilir.

Biitiin genomun metilasyon analizleri i¢in, anahtar parametreler, metilasyon seviyesinin
sayisal olup olmadig1 ve pek ¢ok gende birden ¢ok CpG’lerin analiz edilip edilmedigi
gibi yontemler kullanilir. DNA metilasyonu analiz yontemleri; ya PCR temelli ya da
metilasyona duyarli restriksiyon enzimleri temelli yontemler olarak sunulabilir (Murrell

2005).

2.6. DNA metilasyonu

60 y1l once gelismis bitkilerin DNA‘sina dort temel baz olan (G,A,T,C)e ek olarak 5-
metilsitozin (m’C) igerigi bulunmustur (Wyatt 1950). Ayrica, bitki DNA‘larinda m°C

icerigi bazi taksonomik dneme sahip bir 6zellik olarak kabul edilmistir. Ciinkii ¢igekli
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bitkilerin DNA‘larinda arkegonatlarn DNA‘sindan daha fazla m’C icerdigi tespit
edilmistir. Daha sonra, yiiksek bitki DNA‘sinda N°-metiladenin bulunabilecegi
gbzlenmistir (Vanyushin et al. 1971). Uzun bir siire, DNA‘da bulunan metillenmis
bazlarin kokeni bilinmemistir. Cesitli bitkilerde yapilan in vivo deneylerinde DNA ‘daki
niikleozidlerin veya radyoaktif m’C katihmlarmin bulmak icin yapilan girisimler
basarisiz olmustur (Sulimova et al. 1978). Kromatin konformasyonundaki degisiklikler,

gen ifadesinin diizenlenmesine yardim eden yollardan biri oldugu kanitlanmigtir.

Gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli olaylardan biri de, DNA bazlarina
metil grubunun eklenmesi ya da bu bazlardan metil grubunun ¢ikarilmasiyla ortaya
cikan kimyasal bir degisikliktir (Kass et al. 1997). Bir¢cok oOkaryotik organizmanin
DNA’s1, metil gruplarinin enzim (DNA metiltransferaz) araciligiyla bazlara
eklenmesiyle replikasyondan sonra degistirilir. Metillenme, DNA’daki CG giftleri
halinde bulunan sitozinlerde ve genellikle de her iki zincirde birden olur. Metilasyon,
DNA dizisindeki guaninin Oniinde yerlesmis sitozinlerin (CpG) 5. konumundaki
karbonuna metil grubu baglanmasi ile gerceklesmekte ve bdlgesel hipermetilasyon,
promotor bolgede bulunan CpG adaciklarimi etkileyerek genin aktivitesini
durdurmaktadir (Sekil 2.6.) (Delgado ef al. 1998). CpG adaciklari, genellikle hedef
noktalaridir ve 1-2 kb uzunlugundadir. Genin i¢inde ya da genin promotor bolgesi
yakininda ve genlerin 1.ekzon bdlgelerinde yer alirlar. CpG adalarinin genomda
goriilme sikligt %5-10 arasindadir. DNA metilasyonu 1948 yilinda Hotchkiss
tarafindan ilk olarak kesfedilen epigenetik marker olmustur (Patel 2003). Bazlarin
metillenmesi genellikle sitozinden olur ve belirli herhangi bir dkaryotik organizmanin
sitozinlerinin yaklagik %5°1 metillenir. Ancak, metilasyon derecesi dokuya 6zgiidiir ve
%?2’den %7’nin lizerine ¢ikacak sekilde degisiklik gosterir. Baz metilasyonunun gen
ifadesini degistirdiginin ortaya c¢ikarilmasi, E. coli’nin lac operonu ile yapilan
caligmalarla ortaya konmustur. Operator bolgedeki DNA’da tek bir sitozinin
metillenmesi bile, reseptoriin operatdre olan ilgisinde fark edilebilir bir degisiklik
meydana getirebilir. Sitozin 5’ ucundan metillenir, bdylece metil grubu DNA sarmalinin
biiylik olugundan disar1 ¢ikinti yapar ve proteinlerin DNA’ya baglanmasimi etkiler

(Michalowsky and Jones 1989).
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Sekil 2.6. DNA metilasyon mekanizmasi

1963 yilinda metil gruplarinin varliginda DNA‘da metillenmis adenin ve sitozini
taniyabilen spesifik enzimler, karyotlarda ve bakterilerde bulunmustur (Hausmann and
Gold 1966). Uzun bir siire, Drosophila melanogaster‘in genomunda m’C bazi
belirlenememistir. Bu ylizden bu durum bilim adamlarina DNA modifikasyonlarinin
okaryotik organizmalarin yasaminda esas rolii olmadigini dislindiirmiistiir. Son
zamanlarda ise, Drosophila DNA‘sinin metillendigi ve bu DNA modifikasyonun
normal bdcek gelisimi i¢in esas oldugu goriilmiistiir (Gowher et al. 2000). Bitkilerde
sitozinler hem simetrik (CpG veya CpNpG) hem de asimetrik (CpNpNp) olarak
metillenebilir. DNA metilasyonu gen transkripsiyonunu iki sekilde etkileyebilir.
Birincisi, DNA'nin  metillenmesi  transkripsiyon  faktorlerinin -~ baglanmasini
engelleyebilir, ikincisi metillenmis DNA metil-CpG'ye baglanict bdlge proteinleri
(MBD) tarafindan baglanir. MBD proteinleri, histon deasetilazlar ve histonlar1 modifiye
edebilen kromatin sekillendirici proteinleri tesvik ederek sessiz kromatin olarak
adlandirilan kompakt ve inaktif bir kromatin yapisi olusmasini saglar. Bitkilerde,
ozellikle model organizma Arabidopsis thaliana'da, DNA metilasyonunun
anlasilmasinda oOnemli ilerleme kaydedilmistir. Memelilerde metilasyonun CpG

dizilerindeki sitozinde metillenmesine karsin, bitkilerde sitozin CpG, CpNpG ve
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CpNpN dizilerinde de metillenir. DNA metilasyonunda gorev alan metiltransferaz
enzimlerin iki smifi vardir: DNMT’larin C terminal bdlgesi katalitik aktiviteden

sorumlu iken, N terminal bdlgesi diizenleyici fonksiyona sahiptir.

1.si DNA'da yeni metil gruplar1 ekleyen de novo sinifi

2.si DNA replikasyonu sirasinda ana molekiildeki metil gruplarini tantyip yavru
ipliklerde ayn1 konumlarda metil gruplar ekleyen siirdiiriicii sinifidir (Martin and Zhang

2007).

Su ana kadar memelilerde 5 farkli DNA metiltransferaz (DNMT) saptanmistir;
DNMTI1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L seklindedir. DNMT1; DNA
replikasyonundan sonra olusan yeni DNA zincirindeki metilasyondan sorumludur.
DNMT1 ozellikle hemimetilasyon ile DNA’ya afinite gostermektedir. Yapilan fare
deneylerinde DNMT1’in kaybinin 6liimciil oldugu gosterilmistir. DNMT1’den yoksun
fare embriyolar1 gastrulasyon asamasindan sonra genom genelindeki demetilasyona
bagl olarak oldiikleri tespit edilmistir. Bunun yaninda enzimin asir1 ekspresyonunun
kanser hiicre hatlarinda de novo metilasyona neden oldugu gosterilmistir. DNMT1’in
¢ift DNA baglanma bolgesi vardir. C terminal ucundaki bolge metile olmayan DNA’ya

baglanirken, N terminal ucundaki bolge metile DNA’ya baglanmaktadir.

DNMT3a ve DNMT3b erken gelisim doneminde goézlenen de novo metilasyonu
gerceklestirmektedir. DNMT3L gametogenez sirasinda eksprese edilir; DNMT3a ve
DNMT3b ile benzer homolojiyi paylassa da agirlikli olarak maternal genomik
imprintlenmede rolii bulunmaktadir. DNMT3a ve DNMT3b’den yoksun farelerde
morfolojik bozukluklar gzlenmekte ve bu fareler erken gelisim evrelerinde dlmektedir.
DNMT3b, DNMT3a’dan farkli olarak sentromerik min6r satellit tekrarlarinin
metillenmesi icin gereklidir. DNMT2, metiltransferazlara ait klasik sekans motiflerini

tagisa da su ana kadar DNA metilasyonundaki rolii saptanamamustir.

Bitkilerdeki DNA metiltransferazlar memelilerden farkliliklar gostermektedir.

Arabidopsis’teki esas DNA metiltransferaz enzimleri DRM2, MET1 ve CMT3'diir.
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DRM2 ve METI1 proteinleri memeli metiltransferazlari olan, sirasiyla DNMT3 ve
DNMT1 ile 6nemli derecede homoloji gosterirler. CMT3 ise bitki dlemine 6zgii bir
enzimdir. DRM2, de novo DNA metiltransferaz olan tek enzimdir. Ayrica DRM2,
METI1 ve CMT3 ile birlikte DNA replikasyonu sirasinda metilasyonun korunmasini

sagladigi da goriilmiistiir.

Bitkilerde baska DNA metiltransferazlar da ifade edilmektedir ama islevleri ve novo
metilasyon yerlerinin nasil belirlendigi bilinmemektedir. Cogu durumda RNA
yonlendirmeli DNA metilasyonu (RdDM) olduguna dair bulgular vardir. RdDM’de
spesifik RNA transkriptleri ¢ift iplikli yapilar olustururlar. Iki iplikli RNA'lar, RNA'y1
iireten orijinal genom bolgesi i¢cin de novo DNA metilasyonunu yonlendirirler. Bu
mekanizmanin RNA viriislerine veya transpozonlara kars1 hiicresel savunmada 6nemli
oldugu diistiniilmektedir. Clinkii bunlarin her ikisi de konak genomda mutasyonlara yol
acabilecek ¢ift iplikli RNA olustururlar. Heniiz iyi anlasilamayan bir mekanizmayla bu
zararli bolgelerin metillenmesi sonucu, genlerin ifadesi sonlandirilir ve mutajenik

etkilerden korunulmus olunur (Vanyushin and Ashapkin 2011).

Cesitli  calismalarda  bitkilerde = DNA  metilasyonlarinin ~ replikasyon  ve
postreplikasyondaki farkliliklar1 arastirilmistir. Metilasyonun DNA replikasyonu ve
transkripsiyon kontroliinii sagladigi Onerilir. Atasal ipliklerle yavru iplik¢ikler
karsilastirildiginda diisiik metilasyon seviyesi bu iirlinlerde asimetrik bir sekilde
metillenen DNA dubleks replikasyon sonuglar1 olarak kabul edilir. Bu asimetrik
iplik¢cikler yeni DNA replikasyonu baslamadan once hiicre siklusunun sonuna dogru
yavas yavas azalir ve sonunda tamamen kaybolur. Boliinen hiicrelerde asimetrik
metillenen DNA molekiillerinin replikasyonu epigenetik isaretlerin kaybina yol agacagi

icin her nasilsa yasaklandig1 onerilmistir (Vanyushin and Ashapkin 2011).

2.7. Restriksiyon Endoniikleazlar

Restriksiyon endoniikleazlar1 olarak bilinen restriksiyon enzimleri kisa uzunluktaki

spesifik DNA sekansina sahip enzimlerdir. Bu enzimler bakteriler tarafindan yabanci
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DNA’larin kesilmesi i¢in savunma amagli iretildigi disiliniilen enzimler olarak
bilinmektedirler. Bakteri, kendi DNA’sin1 metilleyerek kendi {irettigi enzimin kesimine
kars1 koruma mekanizmasi gelistirdigi bilinmektedir. Restriksiyon enzimleri ¢ift zincirli
DNA iizerinde tanidiklari spesifik alanlara tutunurlar. Pek ¢ok restriksiyon enzimi
tanidiklar1 bolgede tek veya ¢ift zincirde metillenme olustugunda DNA‘y1
kesemeyecekleri gozlemlenmistir. Her restriksiyon endoniikleazlarin uygun aktivite
olusturmalar1 icin kendilerine 6zgii gereksinimleri vardir. Ideal saklanma ve test
kosullar1 belirli enzim fonksiyonlarinda en yliksek dogruluk ve aktiviteye sahip olurlar.
Sicaklik, pH, enzim kofaktorii, tuz bilisimi ve iyonik giicii gibi kosullar enzim
aktivitesini ve sabitesini etkileyecektir. Calismamizda metilasyona duyarh olan Hpa 11

ve Msp 1 restriksiyon enzimleri kullanilmstir.

2.7.1. Hpall

Restriksiyon enzimi olan Hpa Il ile genomik kesimler olusturulmaktadir. Hpa 11 enzimi,
Hemophilus parainfluenzae bakterisinden izole edilmistir. Hpa 11, DNA metilasyonu ile
inhibe olur ve C,,CGG sekansini kesemedikleri bilinmektedir. Genom, metilasyonun
olmadig1 bolgede bolinir ve CpGlerin metillendigi yerlerde bolintir. Biiyiik
fragmentin Hpa II kesiminden olustugu diisiiniiliir. Kii¢iik fragmentlerin ise bu olaydan
olustugu diistinlilmemektedir. Onlara Hpa 1II tiny fragments (HTFs) denilir. Bunlarn
iceren bolgeler de HTF adaciklar1 diye adlandirilmistir. HTF adalari, genlerin yaninda
yerlesime egilimlidir, genellikle genlerin 5° kenarmmdadir. G+C ¢ok zengindir. HTF
adalarinda CpG sekanslar1 metillenmemistir. Eger buralarda metillenme yoksa
mutasyon ile CpG’nin ileri kayb1 olmamali ve bdylece bu sekans sikligi G+C igerigini

yansitmalidir.

2.7.2. Msp 1

Genomik kesimlerin yapildig1 bir restriksiyon enzimidir. Msp I enzimi, Moraxella cinsi

bakteriden izole edilmistir. Msp I enzim amplikonlar1 5°C"CGG3’ tanima bolgesinden
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keser ve her alt grup icin farkli DNA pargalar1 olusturur. Boylece i¢ sitozinde

metillenme oldugunda aktif olduklar1 bilinmektedir.
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Sekil 2.7. Restriksiyon enzimlerinin kesim bolgeleri

2.8. Genetiksel ve Epigenetiksel Degisiklikleri Belirlemede Kullanmilan Molekiiler
Markirlar

Genom iizerinde belli bir bolgeyi tanilamak icin kullanilan genetik isaretlerdir,
DNA’nin genis bir kisminin veya tek bir spesifik niikleotidin simgesi olabilirler. Son
yillarda bitki arastiricilar1 tarafindan ¢ok yaygin olarak kullanilan molekiiler markirlar,
kaynagimi kendilerinin iiretildigi bitkilerin hiicrelerinde bulunan DNA’lardan aldiklari
icin, bitki genotipleri arasindaki iligkilerin tespitinde %100’e yakin giivenilirlikle
degerlendirilir (Gililsen ve Mutlu 2005). Bu markirlar yardimiyla arastirmacilar
morfolojik olarak ¢ok benzerlik gosteren tiir, ¢esit veya tipler ve ebeveynleri hakkinda
kesin bilgiler elde edebilmektedirler (Karaca vd 2002). Molekiiler markirlardan genel
olarak seleksiyonda, genetik ve linkage haritalamalarinda, c¢esit tanimlamasi ve
korunmasinda, genotipler arast genetik uzakligin belirlenmesinde ve genetik

toksikolojide yararlanilmaktadir (Bilgin ve Korkut 2005).
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Molekiiler markirlar c¢esitli avantajlara sahiptir. Bunlar; 1) ¢evre faktorlerinden
etkilenmezler, 2) ¢ekirdek ve farkli kaliim sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi
organel genomlar ayr1 ayri ¢alisilabilir, 3) genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklar
icin daha az pleiotrofiktir (bir genin birden fazla karakteri kontrol etmesi), 4) her bir
ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi i¢in bitkilerin genetik orjini tespit
edilebilir, 5) sonsuz sayida molekiiler markir elde edilebilir. DNA markirlarinda amag,
bireyler (¢esit, hat, tiir vb.) arasindaki DNA seviyesinde farkliligin ortaya ¢ikarilmasidir.
Eger bu farklilik genomda tek bir bdlgeyi gosteriyorsa bu bir allel olarak adlandirilir.
DNA seviyesinde bunu yapmanin baslica avantaji, herhangi bir DNA zincirinin iki
birey arasindaki allelik farklilig1 gosterebilmesidir. Bunun icin o DNA dizisinin
herhangi bir proteini kodlayip kodlamadigini bilmeye gerek yoktur (Giilsen ve Mutlu
2005).

Genetik markirlardaki (varlik, yokluk veya sekans degisimiyle) varyasyonun genlerdeki
varyasyonu temsil ettigi bilgisinden hareketle bu markirlarin genetik arastirmalarda
kullanimu fikri dogmustur. DNA seviyesindeki farkliliklar1 saptamak iizere gelistirilmis
ve genetik toksikolojide kullanilan molekiiler markirlardan bazilar1 sunlardir; RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), MSAP (Methylation-Sensitive Amplified Polymorphism), CRED-RA
(Coupled Restriction Enzyme Digestion-Random Amplification) teknikleridir.

2.8.1. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA/ Rasgele cogaltilms
polimorfik DNA)

RAPD’ in temeli yaklasik 10bp uzunlugunda ve niikleotid dizilimi rastgele se¢ilmis tek
cesit primerlerin kullanimima dayanir (Williams et al. 1990). Bu primerler tasarlanirken
primerlerin GC/AT oranlarmin %50 ya da daha fazla olmasina dikkat edilir (Gregor et
al. 1994). Yaygin olarak diger PCR uygulamalarinin aksine iki degil bir primer
kullanilir, ancak bu primer her iki yondeki DNA iiretimi i¢in de kullanilir. Dolayisiyla
kullanilan primerler genomun birden fazla bdlgesine yapisir ve genel olarak yontem su

asamalar1 icermektedir; Primerleri igeren PCR reaksiyonlartyla hedef bolgeler
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kopyalanir, spesifik DNA zincirleri agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezi ile
biiytikliiklerine gore ayrildiktan sonra Et-Br veya giimiis nitrat ile tespit edilir. Teknik,
cabuk sonug¢ vermesi, ucuz olmasi, daha az isgiicii gerektirmesi, az miktarda ve diisiik
kaliteli DNA ile caligilabilmesi gibi bir takim avantajlara sahiptir (Yildirirm ve
Kandemir 2001; Karaca vd 2002; Temizkan ve Arda 2004). Ayrica polimorfizm orani
diger tekniklerle karsilastirildiginda oldukga yiiksektir (Whitkus 1994). Ancak RAPD
markirlarinin bazi dezavantajlar1 vardir. Bunlardan biri, dominant &zellikte markir
vermesi, digeri de RAPD markirlarinin tekrarlanabilirliginin, PCR ve DNA tespiti
sirasinda sartlarin tam olarak kontrol edilememesi nedeniyle diisiik olmasidir (Dos
Santos et al. 1994; Harris 1999). RAPD verilerinin tekrarlanabilirligi i¢in amplifikasyon
reaksiyonlarnin her bir basamaginin dikkatli bir sekilde optimize edilmesi gerekir

(Michelia and Bova 1997).

2.8.2. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/ Cogaltilan parca

uzunlugu polimorfizmi)

RFLP ve RAPD kombinasyonuyla olusturulmus hibrit bir tekniktir. Restriksiyon
enzimleriyle kesilen DNA fragmentlerinin adaptor DNA ile birlestirilmesinden sonra
arka arkaya yapilan iki PCR reaksiyonu ve bu reaksiyonlarda segici primer
kullanilmastyla yiiriitiiliir (Zabeau and Vos 1993). Bu markir sisteminin temeli, PCR’la
daha dnceden iki enzimle kesilip uygun adaptorler baglanmis DNA fragmentlerinden bir
kisminin klonlanmasi ve tespitidir. Adaptoriin ve onun baglandig: restriksiyon dizini,
DNA primerlerinin baglanma yeri olarak gorev yapar. Secici baz primerin 3’ ucuna
eklenir. Her iki primer ciftinin sonundaki secici bazlar degistirilerek veya degisik
kombinasyonlarda kullanarak her seferinde yeni fragmentler klonlanir ve bu yolla yeni
polimorfizm elde edilir ki bu 6zellik yontemin en biiyilik avantajini olusturur (Giilsen ve
Mutlu 2005). Son amplifikasyon iiriinleri poliakrilamid jelde yiritiilir ve farkl
genotiplere ait, farklilik gdsteren bantlar giimiis boyama ve radyoaktif isaretli
primerlerle tespit edilir. Polimorfizm orami oldukga yiiksektir (Yildirim ve Kandemir

2001). Az miktarda ve daha saf DNA gerektirir. Farkli primer kombinasyonlar
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kullanilarak smirsiz sayida marker gelistirilebilir. Bu amagla, bitki molekiiler

biyolojisinde genetik haritalandirma ¢alismalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.8.3. CRED-RA (Coupled Restriction Enzyme Digestion-Random Amplification/
Cift Restriksiyon Enzimi Kesimi ve Rastgele Cogaltim)

Epigenetik varyasyonlarin temel sebeplerinden biri olan DNA metilasyonunu belirleyen
bir metottur. Metilasyona duyarli enzimler ile DNA kesildikten sonra gelisimin farkl
asamalarinda veya farkli dokular arasindaki metilasyon degisikliklerini belirlemekte
kullanilir. Bu teknik, diziler ve tiirler arasindaki varyasyon c¢aligmalari i¢in kullanilmig
olabilir. Genom metilasyonu Msp I ve Hpa 1l restriksiyon enzimleri kullanilarak analiz
edilir. Her iki enzimde CCGG sekansimi tanir. Fakat Hpa II yalmizca sitozinler
metillenmediginde aktiftir. Oysaki Msp 1 dis sitozin metillendiginde DNA’ya
yapisamaz. Once DNA RAPD yoéntemi ile PCR’da ¢ogaltilir. Sonra restriksiyon
enzimleriyle DNA kesilir ve tekrar PCR ¢ogaltilarak degerlendirmeler yapilir.

2.8.4. MSAP (Methylation-Sensitive Amplified Polymorphism/ Metilasyona duyarh

c¢ogaltim polimorfizmi)

MSAP; AFLP nin modifiye edilmis halidir. MSAP sabit genotiplerde sitozin
metilasyonundaki degisimleri bulmak i¢in etkili bir metot olarak kanitlanmistir. Bu
metodda bir ¢ift metilasyona duyarl restriksiyon enzimleri kullanilir. Bunlar Hpa 11 ve
Msp 1 (bunlar bir ¢ift izosizomerlerdir) 4 niikleotidli CCGG bélgelerini tanirlar. Fakat
bunlar i¢ veya dis sitozindeki metilasyona farkli duyarliliktadir. Ciinkii MSAP’deki
yaygin restriksiyon enzimleri sadece uygun boyuttaki dizileri iiretmek i¢in DNA
tamamen parcalanmasini saglamakta kullanilir. EcoRI+Hpall ve EcoRI+Mspl arasinda
fark yoktur. Hpa Il eger bir ya da tiim sitozinler tamamen metilenmis ise inaktiftir.
Fakat Msp 1 yar1 metilenmis sekanslar1 keser. C5mCGG bolgesini keser ama
SmCCGG’yi kesemez. Kesilen parcalar T4 DNA ligaz ile adaptorlere baglanilir. Sonra
PCR reaksiyonuna birakilir. Yaygin olan kriter puanlamasina (1,0 yontemi) ragmen

dogal bitki populasyonlarindaki DNA metilasyonlarinda polimorfizmin bir degisimine
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izin verilmez. Orada farkli genotiplerle ilgilidir. Dogal bitki populasyonlarinda
metilasyon degerlendirilmesinin MSAP ile vermek i¢in burada genetik varyasyonlarinin
karistiricr etkileri nedeniyle kriter puanlama degistirilerek kullanilmustir. Ozellikle her
iki enzimin bulundugu H/M (1/1), sadece biri bulundugunda H/M (1/0) veya H/M (0/1)
eger bant yoksa H/M (0/0) seklinde degerlendirme yapilir. Polimorfik lokuslarin

ylizdesiyle epigenetik uzakliklar hesaplanir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan bitkisel materyal

Calismamizda bitkisel materyal olarak, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden temin
edilen ve kurakliga hassas oldugu bilinen Triticum aestivum cv. Karasu 90 ¢esidi
kullanilmigtir. Tohumlarin ¢imlendirilmesiyle elde edilen kok, govde ve yapraklardan

yararlanilmigtir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanildi:

Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

Sogutmal1 Santrifiij (Hettich, Mikro 22R, M10, SN 0001279-03-00)
Santrifiij (Hettich, GERMANY, EBA-20)

PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)

Elektroforez Tank1 (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayict (OWL OSP300-2Q, U.S.A.)

Jel Goriintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)
Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Otomatik Pipetler (Eppendorf, GERMANY)

Spektrofotometre (Cecil, CE 5502)

Magnetik Karigtirici (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuarie, U.S.A. , -86 Ultralow Freezer, SN P07K—476316-PK)
Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE, 8190NF)
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Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)
Mikrodalga Firin (Argelik, TURKIYE, MD 592)
Kar makinesi (Scotsman, U.S.A., AH 19828 5)

3.1.3. Kullanmilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Aragstirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kimyasal icerikleri asagida verilmistir:

3.1.3.a. Kullamilan Polietilenglikol (PEG6000) ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Osmotik potansiyeller Michel and Kaufmann (1973)’a gore PEG6000 kullanilarak

saglanmstir.

0 Bar 1000 ml Saf su

-2 Bar 119,6 g/It PEG6000
-4 Bar 178,5 g/lt PEG6000
-6 Bar 223,8 g/It PEG6000

3.1.3.b. Kullanilan Putresin (Put) ¢ozeltilerinin hazirlanisi

0 mM 1000 ml Saf su
1 mM 88,15 mg Put
0,1 mM 8,815 mg Put

0,01 mM 0,8815 mg Put
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3.1.3.c. DNA izolasyonu icin kullanilan ¢o6zeltiler

DNA ekstraksiyon tamponu:

100mM  Tris-HCI (pH 8.0)
50mM  EDTA (pH 8.0)
500mM NaCl

%2 SDS (W/v)
%2 B-merkaptoetanol  (v/v)
%1 PVP (W/v)
CTAB/NaCl:

%10 CTAB ( Setil trimetil amonyum bromiir)
0,7M NaCl

Fenol: Kloroform: izoamil alkol:

25: 24: 1 oraninda hazir olarak kullanildi (Sigma, 77617).

Kloroform: izoamil alkol:

24: 1 oraninda hazir olarak kullanildi (Fluka, 25666).

TE tamponu:

10mM Tris-HC1 (pH 8,0)
ImM EDTA  (pH8,0)
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%70’lik Etil Alkol:

70 ml saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.d. PCR ve elektroforez islemleri icin kullanmilan ¢ozeltiler

Etidyum Bromiir Cozeltisi:

500 ml 0,5xTBE tamponu igerisine 300 pl etidyum bromiir ilave edilerek hazirlandi.

Karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edildi.

Bovin Serum Albumin:

1 ml steril distile su igerisinde 20 mg bovin serum albumin olacak sekilde hazirlandi.

-20°C’de muhafaza edildi.

Bromfenol Blue Cozeltisi:

0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliserol’iin toplam hacminin 100 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlandi. Cozelti otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de

muhafaza edildi.

0,5X TBE tamponu:

Bu arastirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak satin alind1 ve 0,5 birim 10X
TBE tampon + 9,5 birim saf su ilavesi ile 0,5X TBE tamponu hazirlandu.
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Primerlerin Hazirlanmasi:

Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu, daha

sonra da uygun hesaplamalar ile 1uM olacak sekilde calisma soliisyonlar1 hazirlandi.

3.1.3.e. Sterilizasyon Islemleri i¢in Kullamlan Cozeltiler

%1’lik NaOCl (Sodyum hipoklorit):

%35 NaOCl (sodyum hipoklorit) iceren ticari Domestos® marka ¢amasir suyundan 200

ml alinarak hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

%75’lik Etil Alkol:

75 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Putresin ve PEG6000 ¢ozeltilerinin bitkiye uygulanmasi

Esit boyutlarda segilen Triticum aestivum cv. Karasu 90 ¢esidine ait tohumlar musluk
suyunda yikandiktan sonra %75’lik etil alkolde 5 dk karistirilip steril saf sudan
gecirilmis ardindan %1°lik NaOCl’de 10 dakika steril edilmistir. Tohumlar dort kez saf
su ile durulanmig ve steril filtre kagidi ile kurutulmustur. Esit olarak 5’e boliistiiriilen
steril tohumlar sirasiyla 0, 0.01, 0.1 ve 1 mM Putresin (Put) iceren ¢ozeltilerde 24 saat
bekletilmistir. Sirastyla segilen 15 tohum dort kat steril whatman 1 numarali filtre kagid
konulmus 15 cm ¢aph petri kaplarina ¢imlendirilmek iizere alinmistir. Petrilere Put
gruplarinin her birine ayr1 ayr1 olacak sekilde; 0, -2, -4 ve -6 Bar PEG6000 iceren

¢ozeltiler eklenmistir. Petriler 25°C‘de karanlikta ¢imlendirilmek iizere 10 giin
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bekletilmistir. Bu siire sonunda uygulama yapilan petrilerden ve kontrol grubundan bitki

ornekleri almarak DNA izolasyonu yapilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

3.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyon protokolii olarak Nardemir (2012) esas alinmis ve birka¢ maddesinde

degisiklige gidilmistir.

a. Onceden s1v1 azotta pargalanip 2ml’lik tiiplere alinan bitki materyali {izerine 1000ul
DNA ekstraksiyon tamponu eklendi ve alt iist ederek karistirildi ve énceden 65°C’ye
1s1tilmis su banyosunda 10—60 dk. bekletilmistir.

b. 12000 g ve 4°C’de 10 dk. santrifiijlendip iist faz yeni bir tiipe aktarilmustir.

c. 1000ul Fenol: Kloroform: Izoamil alkol eklenerek birka¢c kez alt iist ederek
karistirlmistir. 12000 g ve 4°C’de 5 dk. santrifiijlenip iist faz dikkatli bir sekilde yeni
bir tlipe aktarilmistir.

d. Ust faza 1/10 hacim CTAB/NaCl ¢ozeltisinden eklenmis ve alt iist ederek
karistirilmastir.

e. 1000ul Kloroform: Izoamil alkol eklenerek birkag kez alt iist edilerek karistirilmistir.
12000 g ve 4°C’de 5 dk. santrifiijlendip iist faz dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe
aktarilmistir.

f. DNA’y1 ¢oktiirmek icin 0,6 hacim soguk izopropanol eklenerek —20°C’de 10 dk.
bekletilmistir.

g. 12000 g ve 4°C’de 10 dk. santrifiijlendip iist faz atilmistir.

h. Pelet 6nce %100’liik sonra %70’lik soguk etanol ile yikanmistir.

1. Yikanan pelet bir gece bekletilerek kurutulmustur.

j. Kurutulan DNA 100ul TE tamponunda ¢oziilmesi saglanmustir.

k. Kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmustir.

Elde edilen DNA 250 kat (3ul DNA + 747ul TE tamponu) seyreltilerek
spektrofotometrede 260nm ve 280nm dalga boylarinda absorbans (A) degerleri
okunmustur. OD (okuma degeri) 260/280 degeri 1,1-1,8 arasinda olmast DNA’nin saf
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oldugunu gostermektedir. 50 (DNA i¢in multifikasyon katsayisi) x 250 (seyreltme
katsayis1) x ODy60 (260nm’de okuma degeri) formiiliinden faydalanilarak stoktaki DNA

miktart hesaplanmistir. Stok DNA’dan 50ng/ul DNA iceren calisma soliisyonu
hazirlanmustir.
3.2.4. RAPD

3.2.4.a. RAPD primerleri

Calismada 13 RAPD primeri (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, USA)

kullanilmigtir. Kullanilan primerlerin baz dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. RAPD primerleri

Primer Adi Baz Dizilimi5’ >3’
OPA 4 AATCGGGCTG
OPA 12 TCGGCGATAG
OPH_16 TCTCAGCTGG
OPH_18 GAATCGGCCA
OPH_19 CTGACCAGCC
OPB 10 CTGCTGGGAC
OPY 1 GTGGCATCTC
OPY _7 AGAGCCGTCA
OPY 13 GGGTCTCGGT
OPW 4 CAGAAGCGGA
OPW _6 AGGCCCGATG
OPW _13 CACAGCGACA
OPW 18 TTCAGGGCAC
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3.2.4.b. PCR protokolii

PCR islemi i¢in su protokol izlenmistir; 0,2 ml’lik tiipe 3ul 10X PCR tamponu, 1,8ul
BSA (10mg/ml), 1,2ul dNTP (10mM), 1,2ul MgCl, (25mM), 3ul DNA (100ng/ul),
1,2ul primer (5uM), 0,4ul 5Unit/ul Tag DNA polimeraz (Sigma, D6677) ve 17,4ul saf

su ilave edilerek hacim 30ul’ye tamamlanmugtir.

Yukarida verilen standart degerlere gore her bir 6rnekten izole edilen genomik DNA ve
Cizelge 3.1° de verilen RAPD primerleri ile her bir birey icin ayr1 PCR tiipi

hazirlanmustir.

Bu islemlerin ardindan ornekler PCR otomatik termodongii aletine (Corbatt
Mastercycler Gradient Authorized Thermal Cycle) yerlestirilmis ve asagidaki dongiiye

tabi tutulmustur.

1) PCR aleti otomatik olarak 5 dakika 94°C tutmus,

2) 4 dongii olacak sekilde sirasiyla,

a. 1 dakika 30 saniye 94°C

b. 1 dakika 30 saniye 37°C

c. 3 dakika 72°C’de tutmus,

3) 41 dongii olacak sekilde sirasiyla,

a. 1 dakika 94°C

b. 1 dakika 36°C

c. 1 dakika 42°C

d. 3 dakika 72°C’de tutmus,

4) Son olarak 7 dakika 72°C tutarak siire¢ tamamlanmugtir.
5) PCR aletinden ¢ikarilan 6rnekler 4°C’de saklanmustir.



41

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra Ornekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve olusan
bantlara gére primerlerin hibridize olup olmadig1 tespit edilmeye calisilmustir. islem

siras1 agsagidaki gibidir;

a. Jel icerisinde agarozun konsantrasyonu %]1.5 konsantrasyon olacak sekilde agaroz
tartilip 0,5X TBE tamponu icerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir.

b. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 0,5X TBE + agaroz ¢ozeltisi igerisine 0,5p1g/ml olacak
miktarda Et-Br eklenmistir.

c. Hazirlanan jel katilasmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan once jel
lizerine tarak konularak orneklerin yiliklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayri bir 6rnek (3ul bromfenol mavisi + 7ul
PCR iiriinii) ylklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 70V—150 dk. siire ile PCR f{iriinleri elektroforez islemine tabi
tutulmustur. iki saat sonunda elektrik akimi kesilmistir.

f. Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel UV 1sik altinda incelenmis ve fotograflari

cekilmistir.

3.2.6. RAPD analizleri ve genomik kalip sabitliginin (% GTS) belirlenmesi

Her bir primer i¢in tiim 6rneklerde amplifiye olan DNA bantlarinin varligi ve yoklugu,
negatif kontrol RAPD profillerine gore bant yogunluklarindaki azalma ve artmalar
temin edilecek olan agaroz jel goriintiileme cihazi ile belirlenmistir. Genomik kalip
sabitliligi (%) her bir primer {irlinii i¢in Ateinzar (1999)’a gore 100-(100*a/n)
formiiliinden yararlanilarak hesaplanmistir. Formiildeki a her bir uygulama 6rnegi i¢in
tespit edilen RAPD polimorfik profillerini, # ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda
elde edilen DNA toplam bandi sayisint gostermektedir. Uygulama gruplarina ait RAPD
profillerinde gozlenen polimorfizm negatif kontrol grubuna gore yeni bir bandin ortaya

¢ikmasi veya mevcut bir bandin kaybolmasini kapsamustir.
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3.2.7.a. DNA’larin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

Genomda metilasyon o6zelliklerinin gozlenmesi icin Mspl (Promega) ve Hpall
(Promega) enzimleri kullanilmistir. Bu islem i¢in 0,5ml’lik tiipe son hacmi 20ul olacak
sekilde 16,3l sterile su, 2ul RE 10X Buffer, 0,2ul BSA (10ug/ul), 1ul DNA (1pg/ul),
0,5ul Restriksiyon enzimi ilave edilmistir. Enzim kesimi igin, tiipler 37°C’deki etiivde 4
saat inkiibe edilmistir. Enzim aktivitesini durdurmak i¢in etiivde 65°C’de 15 dakika
birakilmistir. Elde edilen iirlinleri kontrol etmek amaciyla 4pul alinarak 1pl 6X yiikleme
tamponuyla karigtirildiktan sonra %1°lik agaroz jelde 70V’da ylriitilmiistir. Jel

goriintiileme sistemiyle incelenmistir.

3.2.7.b. CRED-RA primerleri

Cizelge 3.2’de CRED-RA primerleri ve baz dizilimleri verilmistir.

Cizelge 3.2. CRED-RA primerleri

Primer Ad1 | Baz Dizilimi (5°23”)

OPA 4 AATCGGGCTG
OPB_10 CTGCTGGGAC
OPH_18 GAATCGGCCA
OPY 1 GTGGCATCTC
OPY 13 GGGTCTCGGT
OPY 15 AGTCGCCCTT
OPW 4 CAGAAGCGGA
OPW 13 CACAGCGACA
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3.2.8. Verilerin degerlendirilmesi ve istatiksel analizi

PCR iirlinlerinin degerlendirilmesi her bir bireyde her primer i¢in bantlarin varligt (1)
ve yoklugu (0) seklinde ifade edilmistir. Olusan bantlara gore primerlerin hibridize olup
olmadig tespit edilmeye calisilmistir. Bantlarin varligi primerlerin hibridize oldugu ve
bu primerlerin ait oldugu operon bolgelerinin incelenen orneklerde bulundugu
anlaminda degerlendirilmistir. Bu bantlarin degerlendirilmesinde TotalLab TL120

kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. RAPD Analizleri ve Genomik Kalip Sabitliligi (Genomik Template Stability;
GTS%)

Putresin ve PEG6000 konsantrasyonlar1 Triticum aestivum cv. Karasu 90 ¢esidine
uygulanarak genomu lizerindeki genetiksel etkilerini test etmek i¢in hesaplanan GTS
degerleri i¢in toplam 32 RAPD primeri denenmis ve bunlar arasindan en iyi
amplifikasyon veren 13 primer secilerek degerlendirilmeye alinmistir. GTS oram
tizerine dozlarin ana etkileri karsilastirildiginda PEG6000 dozuna bagli olarak bir azalig
s0z konusu iken, putresin uygulamasi antagonistik bir etki olusturmus ve GTS oraninda
artisa sebep olmustur. Cizelge 4.2.” de gosterildigi iizere Put uygulamasinda en yiiksek
GTS oram (%75,4) ImM dozunda (P3) iken doz azaldik¢a GTS oraninin diistiigii
goriilmistiir. PEG6000 uygulamasinda ise en yiiksek GTS orani (%33) -2 bar dozunda
(K1) iken bu kez doz artisina bagl olarak GTS oraninin diistiigii belirlenmistir. Her iki
uygulamanin birlikte verildigi dozlarda ise PEG6000 uygulamasinin en diisiik ve put
uygulamasinin en yiiksek oldugu dozda (K1+P3) GTS orani en yiiksek iken (%60,3),
PEG6000 uygulamasinin en yiiksek ve put uygulamasinin en diisiik oldugu dozda ise

(K3+P1) GTS orant1 en diigiiktiir (%43,5).



Cizelge 4.1. Put ve PEG6000 farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltinin bugday tohumlarinin {izerine etkisi ile degisen
molekiiler agirlig

Primer C P1 P2 P3 K1 K2 K3 K1+P1 | K1+P2 | K1+P3 | K2+P1 | K2+P2 | K2+P3 | K3+P1 | K3+P2 | K3+P3
OPA-4 6 -980, -980, -980, -980, -980, +769, -800, +447, | -1047, | -1047, -556, -612, -556,
-740, -740, -537, -537, -537, -800 +757 +407 +358 -635, -431, -524, -378,
-443 -443, +524, +524, +506, -378 -431 +400
-388 -443, -443, +368
-388 -388
OPA-12 6 -1208, -1208, -1208, -745, -1208, -1208, -1500, -1500, | -1500, | +1145, -530, -745, +987, | -1075,
-1102, -1102, +613, +579 -919, -566, -945, -945, +763, +684, -392, -112 -112 -362
-919, -500, +392 +500, -457, -457, -579 -530 -138
-745, +423, +362 -159 -159
-500 -140
OPH-16 5 +2432, +2303, -745, +1820, +1322, +1035, -1132, -964, -964, -738, =728, -964, +913, -108s,
+1720, +1490, -651, +1470, +892, +576, -800 -749, -749, +473, -509 -236 -667, +690
+311, +582, +325 +1332, +509, +465, -800, -289 -207, -236,
=725 -631 +964, +292, +236 -611 +176 +509
+800, +289 +207
OPH-18 7 -1654, -1654, -1654, -1654, +2202, -1654, -1303, -1303, | -1303, | -2202, | -2202, +836, | +1526, | +1526, +993,
+1458, -1373, +1458, -1237, -1654, -1373, +1200 | +1165 +1237 -756, -943, +465 +983, +991 +600
-1373, +628, -1373 -723, -1373, -1237, +400, +579 +863
-723, -517 +688 -1237 =723, -635
+688 +379 +836
OPH-19 10 +2062, +2000, -1684, -1684, +1319, +1980, -1352, -1200, -1352, +649, | -1980, +500 -629, +489
+1363, +1174, -918 +1352, +1315, -1684, -1200, +590, -881, -746, | -1319, +586,
+1166, -561, -918, -918, -918, -881, +458 +586, -503, -382 +489
+465, -97 +881, +746, +782, -392 +104 -382
-97 +463, +503, +629,
-97 -97 -300,
-172,

bantlarin

9%



Cizelge 4.1 (devam)

+955, +204 | -518,

+500,

-888, +500, +452 -452
-353,
-231, +191,
-70

+1691, +1500,

-904, +844, | 942,
-115 -115

+213 +526,
+473, +890 -496
-507,
-115

OPW-6

-1829, -1829, -1829, -1829, -1829, -1829, -177 =177 +547 =770 -1077, -1077, =718, =718,
-1555, -1555, -1555, -1555, -500, -1555, | -1555,-757, -900, -900 -432, -432,
-400, -400, -400, -400, -218 +900, +718, -543 -543 -207 -207
-218 -218 -218 +543, | +432, -500
-500
-400,
-218

14



Cizelge 4.1 (devam)

OPW-13 9 -1973, -1973, -1973, +2254, -1973, -1973, -2254, -2254, -2254, +764, | +1426, | +1458, +783, +66 +63
-1567, -1567, -1567, -1973, -1567, -1567, +647, -710, -1275, +673, -570, +770, +338,
-1280, -714 +469 -1567, -920, -714, +447, -345, -770, -437, -507, -570, +70
-920, +544, -714, +576, -155, -155, +469, +127 -330 -330
-714 -500, +570, -507, +57 +50 -155,
-63 +437, -138, +53
-138 -63
OPW-18 7 -1479, -1479, -1479, -1248, -621, 621, -1420, +437, +709 | +1983, | +1225, +1448 -1448, -1448
-1248, -1248, -1248, -726, -420, -420, -1329 +396 +448 +407 +416
-726, -726, -726, -420, -372, -372,
-420 -420 -420 -372, -205 -205
-205

*(C (Kontrol): 0 put+ 0 PEG6000, P1: 0.01 mM Put, P2: 0.1 mM Put, P3: 1mM Put, K1: -2 Bar PEG6000, K2: -4 Bar PEG6000, K3: -6 Bar PEG6000, K1+P1: -2
Bar PEG6000+ 0.01 mM Put, K1+P2: -2 Bar PEG6000+0.1 mM Put, K1+P3: -2 Bar PEG6000+1 mM Put K2+P1: -4 Bar PEG6000+Put 0.01 mM Put , K2+P2: -4

Bar PEG6000+0.1 mM Put, K2+P3: -4 Bar PEG6000+1 mM Put, K3+P1: -6 Bar PEG6000+0.01 mM Put, K3+P2: -6 Bar PEG6000+0.1 mM Put+, K3+P3: -6 Bar
PEG6000+1 mM Put)

Ly



Cizelge 4.2. Put ve PEG6000 genomik kalip sabitliligi (%GTS)

Primer C |P1 | P2 | P3| KI | K2 | K3 |KI1+P3 | K1+P2 | K1+P1 | K2+P3 | K2+P2 | K2+P1 | K3+P3 | K3+P2 | K3+P1
OPA_4 100 | 100 | 66,6 | 50 | 33,3 | 16,6 | 16,6 50 50 50 100 20 60 0 0 0
OPA_12 | 100 | 16,6 | 66,6 | 50 | 66,6 | 50 | 33,3 66,6 66,6 66,6 100 50 50 50 33,3 33,3
OPH_16 | 100| 20 | 100 | 100 0 0 0 66,6 33,3 66,6 0 71,4 42,8 62,5 50 75
OPH_18 | 100 | 28,5 | 42,8 | 57,1 | 28,5 | 42,8 | 28,5 60 60 40 60 40 20 66,6 66,6 66,6
OPH_19 |100| 50 | 60 | 80 |40 40 20 87,5 62,5 87,5 0 75 66,6 63,6 72,7 63,6
OPB_10 | 100 | 100 | 50 | 100 | 33,3 | 50 | 33,3 60 60 40 83,3 83,3 50 50 50 50
OPY_1 100 | 71,4 | 85,7 | 57,1 | 28,5 | 28,5 0 20 40 40 100 40 40 75 50 50
OPY _7 100 | 100 | 66,6 | 100 | 33,3 0 0 28,5 57,1 42,8 57,1 57,1 57,1 100 0 0
OPY_13 | 100 | 66,6 | 66,6 | 100 | 33,3 | 33,3 | 16,6 20 100 40 50 33,3 0 60 80 60
OPW_4 100 | 77,7 | 77,7 | 100 | 33,3 | 33,3 | 11,1 100 100 0 40 0 40 80 40 20
OPW_e6 100 | 100 | 100 | 100 | 37,5 | 12,5 | 25 100 40 40 80 40 40 66,6 66,6 66,6
OPW_13 | 100 | 66,6 | 66,6 | 44,4 | 33,3 | 22,2 | 22,2 25 75 75 42,8 42,8 42,8 28,5 28,5 14,2
OPW_18 | 100 | 42,8 | 42,8 | 42,8 | 28,5 | 42,8 | 42,8 100 33,3 66,6 33,3 33,3 66,6 33,3 33,3 66,6
Ortalama | 100 | 64,6 | 68,6 | 754 | 33 | 28,6 | 19,1 60,3 59,8 50,3 57,4 45 443 56,6 43,9 43,5

*(C (Kontrol): 0 put+ 0 PEG6000, P1: 0.01 mM Put, P2: 0.1 mM Put, P3: ImM Put, K1: -2 Bar PEG6000, K2: -4 Bar PEG6000, K3: -6 Bar PEG6000, K1+P1: -2
Bar PEG6000+ 0.01 mM Put, K1+P2: -2 Bar PEG6000+0.1 mM Put, K1+P3: -2 Bar PEG6000+1 mM Put K2+P1: -4 Bar PEG6000+Put 0.01 mM Put , K2+P2: -4
Bar PEG6000+0.1 mM Put, K2+P3: -4 Bar PEG6000+1 mM Put, K3+P1: -6 Bar PEG6000+0.01 mM Put, K3+P2: -6 Bar PEG6000+0.1 mM Put, K3+P3: -6 Bar
PEG6000+1 mM Put)

87
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4.2. CRED-RA Analizleri ve % Polimorfizm

Putresin ve PEG6000 konsantrasyonlar1 Triticum aestivum cv. Karasu 90 ¢esidine
uygulanarak genomu tizerindeki epigenetiksel etkilerini test etmek i¢cin CRED-RA
yontemi i¢in 16 primer denenmis ve bunlar arasindan en iyi amplifikasyon veren 8
primer segilerek degerlendirilmeye alinmistir. Her doz i¢in % polimorfizm degerleri
hesaplanmis ve ortalamalar1 alinmistir. % polimorfizm degerini hesaplamak igin;
100*a/n formiili kullanilmistir. Bu oranlar iizerine kuraklik uygulamalarinin tiim
dozlarinda DNA metilasyonunun meydana geldigi goézlemlenmistir. Msp I enziminin
metilasyonun goriildiigii yerden kesim yapmast ve Hpa Il enziminin metilasyon

goriilmedigi zaman kesim yapmasi bilgisinden hareketle alinan sonuglara gore;

Tek basina PEG6000 uygulamasi en diisiik dozda en %47,3 en yiiksek dozda ise %72,9
oraninda metilasyon olustururken (Cizelge 4.3.), tek basina put uygulamasi en diisiik

dozda %18,5 en yiiksek dozda ise sadece %4,1’lik metilasyon olusturmustur (Cizelge
4.4.).

En diisiik PEG6000 dozu olan K1 ile birlikte verilen putresin dozlarinda olusturulan
polimorfizm yiizdesi sirasiyla %24,5, %21,8 ve %16,3’tiir. Bu oranlar bize artan
putresin  uygulamasinin  stresin  olusturdugu metilasyon oranmini  azalttigini

gostermektedir (Cizelge 4.5.).

PEG6000 uygulamasinin biraz daha arttig1 K2 dozunda ise artan putresin uygulamasinin

033,7, %25,3 ve %17,8 oranlartyla metilasyonu azalttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.6.).
%33,7, %25,3 ve %17,8 lariyl il Itt1g1 belirlenmistir (Cizelge 4.6

En yiikksek PEG6000 uygulamasi olan K3 ile birlikte verilen P1, P2, P3 hormon
dozlarinda olusturulan %37, %28 ve %?20,7 oranlar1 ise bize, diger gruplarla
kiyaslandiginda metilasyon oranin stresin artigina bagl olarak arttigini fakat yine de tek
basina PEG6000’in olusturdugu metilasyon oranindan(%72,9) oldukca diisiik oldugunu
gostermektedir (Cizelge 4.7.).



Cizelge 4.3. K1, K2, K3 konsantrasyonlart CRED-RA bant sayilar1 % polimorfizm

0S

Kontrol Hpall Mspl Toplam Polimorfik % Polimorfizm
Primer Bant Toplam Bant | Toplam Bant Bant Sayis1
Sayisi Sayis1 Sayis1 Hpa Il ‘ Msp | Hpa Il Msp |
C | C | Kl K2 K3 KI|K2 K3 Kl | K2| K3 |Kl|K2|K3| Kl K2 K3 | K1 | K2 | K3
H M
OPA 4 7 7 7 3 6 8 4 3 2 4 4 3 4 5 285 | 100 | 66,6 37,5] 100 | 100
OPB_10 5 6 8 5 8 6 6 8 5 5 6 5 6 8 | 62,5 100 75 | 100 | 100 | 100
OPH_18 | 4 5 4 5 5 6 5 5 1 2 2 2 3 4 25 40 40 33,3] 60 | 80
OPY_1 5 6 5 6 5 6 6 6 1 3 3 1 1 2 20 50 60 | 16,6 | 16,6 | 33,3
OPY_13 6 6 6 6 5 6 5 5 2 4 5 4 3 3 1333 66,6 | 100 | 66,6 | 50 | 50
OPY_15 | 4 5 5 4 5 4 5 5 3 1 4 1 2 3 60 25 80 | 25 | 40 | 60
OPW _4 3 3 3 3 6 3 3 5 2 4 4 2 2 4 | 66,6 | 100 | 66,6 | 66,6 | 66,6 | 80
OPW_ 13 | 7 7 1 7 5 6 5 5 6 4 5 2 5 4 | 100 | 57,1 | 100 | 33,3 | 100 | 80
Ortalama | 5 6 5 5 6 6 5 5 3 3 3 2 3 4 1494 | 67,3 | 73,5473 66,6 | 72,9

*(CH (Hpa I ile kesilen kontrol): 0 put+ 0 PEG6000, CM (Msp I ile kesilen kontrol): 0 put+ 0 PEG6000, K1: -2 Bar PEG6000, K2: -4 Bar PEG6000, K3: -6 Bar
PEG6000)



Cizelge 4.4. P1, P2, P3 konsantrasyonlar1 CRED-RA bant sayilar1 % polimorfizm
g y y p

Primer Kontrol Hpall Mspl Toplam Polimorfik % Polimorfizm
Bant Toplam Bant | Toplam Bant Bant Sayisi
Sayisi Sayisi Sayisi Hpa Il Msp | Hpa Il Msp |
C c (p1|P2 P3,P1| P2 | P3 P1L P2 )| P3 P1|P2 P3|P1 P2 P3Pl | P2| P3
H M
OPA 4 7 7 77 T 07 7 7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 [142] O 0
OPB 10 5 6 77 7 | 8 7 7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 (142] O 0
OPH 18 4 5 515 4 |5 5 6 2 2 1 1 1 1 | 40 | 40 | 25 | 20 | 20 | 16,6
OPY 1 5 6 516 516 6 6 3 3 1 2 1 1 | 60 | 50 | 20 |33,3|16,6 | 16,6
OPY_13 6 6 415 6 | 6 6 6 2 1 0 | 1 0 | 50 | 20 0 (166|166 | O
OPY_15 4 5 4| 4 3 13 4 3 2 1 1 1 0 0 | 50 | 25 333333 O 0
OPW 4 3 3 313 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OPW _13 7 7 77 7 | 6 7 7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 [166] O 0
Ortalama 5 6 515 5 6 6 6 1108103 ] 11]031]06] 25168 9,7 [185] 6,6 | 4,1

*(CH (Hpa II ile kesilen kontrol): 0 put+ 0 PEG6000, CM (Msp I ile kesilen kontrol): 0 put+ 0 PEG6000, P1: 0.01 mM Put, P2: 0.1 mM Put, P3: 1mM Put)

IS



Cizelge 4.5. K1+P1, K1+P2, K1+P3 konsantrasyonlar1 CRED-RA bant sayilar1 % polimorfizm

[4S

Kontrol Hpall Mspl Toplam Polimorfik % Polimorfizm
Primer Bant Toplam Bant | Toplam Bant Bant Sayis1
Sayisi Sayisi Sayisi Hpa Il ‘ Msp | Hpa Il Msp |

KiP0 | KiIPO | K1 | K1 | K1 |K1| K1 | K1 |KI| K1 | K1 [K1| K1 |[K1| K1 | K1 | KI | K1 | KI | K1

H M P1 | P2 | P3 |[P1]| P2 P3 | P1| P2 P3 | P1| P2 | P3| P1 P2 P3 P1 P2 P3

OPA_4 7 8 9 8 8 9| 7 8 4 2 2 2 1 0 |444| 25 | 25 |444 142 | O
OPB_10 8 6 g 8 8 91 9 9 3 6 4 3 13 |3 (333 75| 50 |66,6]|66,6|33,3
OPH_18 6 6 6 7 5 7| 7 6 1 1 1 1 1 2 16,6142 | 20 | 14,2 | 14,2 | 33,3
OPY_1 5 5 5 5 4 5 5 6 2 2 1 2 1 1 | 40 | 40 | 25 | 40 | 20 | 16,6

OPY_13 6 6 6 6 6 6 | 6 6 0 0 0 000 0 0 0 0 0 0
OPY_15 5 4 6 6 5 6 | 6 7 2 2 1 1 1 1 |133,3133,3| 20 | 16,6 | 16,6 | 14,2

OPW _4 3 3 3 3 3 3 3 3 0 0 0 00O 0 0 0 0 0 0
OPW_13 6 6 6 7 6 7| 7 7 1 1 0 1 310 (166142 0 |14,2 42,8333
Ortalama 6 6 6 6 6 71 6 7 2 2 1 |[12]12]08| 23 |17,5|17,5]24,5|21,8 ] 16,3

*( K1+P0 H (Hpa 1 ile kesilen kontrol), K1+P0 M (Msp I ile kesilen kontrol): -2 Bar PEG6000+ 0 mM Put, K1+P1: -2 Bar PEG6000+ 0.01 mM Put, K1+P2: -2 Bar
PEG6000+ 0.1 mM Put, K1+P3: -2 Bar PEG6000+ 1 mM Put)



Cizelge 4.6. K2+P1, K2+P2, K2+P3 konsantrasyonlar1t CRED-RA bant sayilar1 % polimorfizm

€S

Kontrol Hpall Mspl Toplam Polimorfik
Primer Bant Toplam Bant | Toplam Bant Bant Sayisi % Polimorfizm
Sayis1 Sayis1 Sayisi Hpa Il Msp | Hpa Il \ Msp |

K2P0 | K2P0 | K2 | K2 | K2 | K2 | K2 | K2 | K2| K2 | K2 [K2| K2 | K2 | K2 | K2 | K2 | K2 | K2 | K2

H M P1| P2 | P3| P1| P2 P3 | P1 | P2 P3 | P3| P2 | P1 P1 P2 P3 P1 P2 P3

OPA 4 3 4 3 5 4 13 5 5 2 1 0 2 1 I 66,6 20 0 66,6 20 | 20
OPB_10 5 6 5 4 717 4 7 4 3 1 3 1 1 80 | 75 | 14,2 42,8 | 25 | 14,2
OPH_18 6 6 7 6 6 | 4 3 5 0 0 0 0] 2 1 0 0 0 0 |66,6 | 25
OPY_1 4 5 5 4 4 16 6 6 0 0 2 1 1 1 0 0 50 | 16,6 | 16,6 | 16,6

OPY_13 6 5 4 5 515 5 5 2 1 1 010 0 50 | 20 | 20 0 0 0
OPY_15 4 5 7 3 315 6 4 2 2 1 2 |1 1 [285|66,6 333 | 40 | 16,6 | 25
OPW _4 3 3 3 3 4 | 3 4 4 2 1 1 2 1 1 |66,6|333| 25 66,6 | 25 | 25
OPW_13 7 5 7 6 7 1 8 6 6 2 2 1 3|12 1 |285|33,3|14,2|37,5|33,3|16,6
Ortalama 5 5 5 5 515 5 5 |11,7112108 [1,6]1,1]08 ] 40 | 31 |19,5]33,7[253]17,8

*( K2+P0 H (Hpa 11 ile kesilen kontrol), K2+P0 M (Msp I ile kesilen kontrol): -4 Bar PEG6000+ 0 mM Put, K2+P1: -4 Bar PEG6000+0.01 mM Put, K2+P2: -4 Bar
PEG6000+0.1 mM Put, K2+P3: -4 Bar PEG6000+1 mM Put)



1zelge 4.7. +P1, +P2, + onsantrasyonlari - ant sayilart % polimorfizm
Cizelge 4.7. K3+P1, K3+P2, K3+P3 k yonlart CRED-RA b yilar1 % poli fi

125

Kontrol Hpall Mspl Toplam Polimorfik
Primer Bant Toplam Bant | Toplam Bant Bant Sayisi % Polimorfizm
Sayisi Sayisi Sayisi Hpa Il Msp | Hpa II Msp |

K3P0 | K3P0 | K3 | K3 | K3| K3 | K3 | K3 | K3 | K3 | K3 | K3 | K3|K3|K3 | K3 )| K3 | K3 | K3 | K3

H M P1 P2 | P3| P1 | P2 | P3| P3| P2 | P1 P1 | P2 | P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3

OPA_4 3 3 4 514 5 5 5 3 4 2 4 3 2 75 | 80 | 50 | 80 | 60 | 40
OPB_10 8 8 7 819 | 6 8 8 1 0 1 3 2 1 (142 0 | 11,1 | 50 | 25 | 12,5
OPH_18 6 6 6 6 | 6| 6 6 5 3 2 2 1 1 2 50 [33,3(33,3|16,6 16,6 | 40
OPY_1 5 6 5 6 | 6| 6 6 5 1 2 2 1 1 2 20 |33,3]33,3]16,6|16,6| 40

OPY_13 5 5 3 315 4 3 5 2 2 0 2 1 0 |66,6|666| 0 50 {333 0
OPY_15 5 5 5 4 14| 6 6 6 1 0 2 1 1 1 20 0 50 16,6 | 16,6 | 16,6

OPW_4 6 5 6 6 | 5 6 6 3 2 2 1 1 1 0 |333[333| 0 |166]|16,6]| O
OPW_13 5 5 6 6 | 5 6 5 6 3 2 0 3 2 1 50 (333 0 50 | 40 | 16,6
Ortalama 5 5 5 6 | 6| 6 6 5 2 | L7121 2 [ 1,5] 1,1 [41,1[349[222] 37 | 28 |20,7

*( K3+P0 H (Hpa I ile kesilen kontrol), K3+P0 M (Msp I ile kesilen kontrol): -6 Bar PEG6000+ 0 mM Put, K3+P1: -6 Bar PEG6000+0.01 mM Put, K3+P2: -6 Bar
PEG6000+0.1 mM Put, K3+P3: -6 Bar PEG6000+1 mM Put)
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4.4. RAPD ve CRED-RA Jel Goriintiileri

" c P P2 P . Kl Ki+Pl KI4P2 KI+P3 . K2 K2Pl gxopy K23 . K3 K:PlL K3p2 KPS
| | | | | | | | |
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Sekil. 4.1. OPH_19 RAPD primerine kars1 olusan amplifikasyon {iriinleri

M c P P2 P} . Ki KI:Pl EI+P2 Ki+P3 . K2 K4P1 K24P2 K243 . K3 K3+Pl K3+P2 KG3+P3
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
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Sekil. 4.2. OPW _13 RAPD primerine kars1 olugsan amplifikasyon iiriinleri
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M CH CM KOIP1 K0Pl KOIPX K0Pl EKOPI K0P KOFP3 KOP3 KIP1 KIPl KIPI KIPX KIP3 KIP3
| H NI H M H M H N H AL H AL H AL
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Sekil. 4.3. OPY 15 CRED-RA primerine kars1 olusan amplifikasyon triinleri

M EK2P0 K2P0 K2P1 [K2P1 K2P? K2P2 K2P3 K2P3 K3P0 K3P0 K3P1 K3P1 K3P2 K3P2 K3P3 K3P3
| H NL H N H NI H N H M Hi
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Sekil. 4.3. (devam) OPY 15 CRED-RA primerine kars1 olusan amplifikasyon iiriinleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Yetistikleri ortamlardaki iklim ve c¢evre sartlari bitkilerin gelismesine imkan verdigi
gibi, hayatta kalmalarim1 zorlastiran ¢ok asir1 uclarda da olabilir. Bitkiler yasamlari
boyunca zaman zaman onlari strese sokan zorlu kosullara maruz kalirlar. Bu kosullar
abiyotik ya da biyotik kokenli olabilir. Patojenlerin, yabani bitkilerin veya hayvanlarin
sebep oldugu biyotik stres faktorleriyle basa ¢ikmak bitkiler i¢in daha kolay iken,
yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk veya kimyasal toksisite gibi abiyotik stres
kosullaria kars1 dayaniklilikta bitkiler daha caresiz kalmaktadirlar. Bu noktada gida
olarak tiiketilen 6zellikle tahil grubu bitkilerin sadece dayanikli olmasi yetmemekte ayni
zamanda stresin Uriin veriminde olas1 bir kayip yasatmamasi da beklenmektedir.
Bitkilerin ortalama veriminin %50’den fazla azalmasina neden olan abiyotik stres
faktorleri, diinyadaki tarimsal {irlin kaybimnin birincil nedenidir (Mahajan and Tuteja
2005). Bu faktorlerden kurakligin sebep oldugu stresin, yeryliziinde bitki yetisebilen
sahalarin dagilimi g6z 6niine alindiginda, bitkiler lizerinde diger stres tiirlerine nazaran

daha etkili oldugu goriilebilir.

Kuraklik, uzun zaman yagmur yagmamasini ifade eden meteorolojik bir olaydir.
Kurakligin sebep oldugu su kayiplarinin bitkiler iizerindeki dogrudan tesirleri; genel
olarak bitki hiicrelerinde dokularin su kaybetmeye baslamasi (turgor basin¢larinin
kaybolmasi), hiicre boliinmesinin yavaglamasi-durmasi, g¢esitli metabolik faaliyetlerin
azalip durma noktasina gelmesi, hiicre ¢eperlerinde mekanik bozulmalarin ortaya
cikmasi olarak sayilabilir. Kurakligin dolayli zararlar1 ise; stomalarin kapanmasi
sebebiyle azalan CO, yogunluguna paralel olarak, fotosentez yoluyla madde {iretiminin
azalmasi, bir¢ok enzimin aktif olmamasi, fosfor gibi ¢esitli besin maddelerinin hiicre

icerisine aliminin yavaglamasi ve proteinlerin ayrigmaya baglamasi olarak 6zetlenebilir.

Bitkiler, kuraklik stresinin bu zararli etkilerine karsi, fizyolojik, biyokimyasal ve

molekiiler seviyede bir¢ok uyum mekanizmasi gelistirmislerdir.



58

Fizyolojik olarak yaprak ylizeyinde tiily ve kalin bir mum tabakasi olan kutikulanin
olusturulmasi ve kuraklik tesiri ile yaprak yiizey alaninda kii¢lilme meydana getirilerek
su kaybinin azaltilmasi saglanmigtir. Ayrica bazi bitki koklerinin  biiylimesi
hizlandirilarak, onlarin topragin daha derin kisimlarindan su emilimi yapmalarina
olanak verilmistir. Boylece topragin derinliklerinden gonderilen besin maddeleri ve su

ile bitkilerin hayatlarini idame ettirmeleri saglanmistir.

Biyokimyasal yonden vejetatif dokularda kuraklik stresine yanit olarak ABA
sentezlenmektedir. Stres hormonu olarak adlandirilan ABA’ nin bu ekstrem kosullarda
bitkiye dayamiklilik sagladig diisiiniilmektedir. ABA’nin stomalarin kapanmasina yol
actig1 ve boylece transpirasyonla su kaybini azalttig1 bilinmektedir (Kocacgaliskan 2005).
Stomalarin  kapanmasiyla birlikte yapraklardaki igsel karbon dioksit (CO,)
konsantrasyonu azalmaktadir. Fotosentez esnasinda absorblanan 1s1k enerjisinin
etkisiyle aciga cikan elektronlar, hem yaprak dokularindaki CO, yetersizliginden hem
de COy’ nin indirgenme hizinin azalmasindan dolay1 uygun sekilde kullanilamadigi igin
O, ile reaksiyona girerek reaktif oksijen tiirleri (ROT)’ ni meydana getirmektedirler.
Aslinda ROT’ lar bitkilerde aerobik metabolizma sonucu belirli diizeylerde
olusturulmaktadirlar. Ancak stres altindaki bitkilerde asir1 miktarda biriken bu reaktif
oksijen tiirleri hiicre igerisinde protein denatiirasyonu, lipid peroksidasyonu gibi pek ¢cok
hasara sebep olup en 6nemli etkisini DNA ve niikleotidde degredasyonlara yol agarak
gostermektedir (Koca ve Karadeniz 2003). 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada stresin
etkisiyle artan ABA’nin stoma bekgi hiicrelerini uyardig1 ve catl ve cat3 genlerinde
olusan mutasyonlarin katalaz enzim aktivitesini azaltarak ortamda ABA’nin etkisiyle
olusan H,O,’in par¢alanmasini engelleyerek H,O, miktarinda artiga sebep oldugu

kaydedilmistir (Jannat ef al. 2011).

Kuraklik stresinin bitkiler lizerindeki etkisinin bagka bir boyutu da molekiiler diizeyde
gen ekspresyonu lizerinedir. Kuraklik stresi gen ekspresyonu, DNA metilasyonu ve
histonlardaki posttranslasyonel modifikasyonlar gibi kromatin yapisinda meydana gelen
epigenetiksel degisikliklerle molekiiler diizeyde bitkileri etkilemektedir. Bunuda
yaparken yine ABA’nin bu konuda yardime1 oldugu sdylenebilir. Stres altinda ABA’nin
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bitkilerde total RNA sentezini kontrol ettigi ve RNA polimeraz aktivitesini diizenledigi,
transpozonlarin ve psddogenlerin ifadesinin daha fazla arttigina dair g¢alismalar

mevcuttur (Zeller et al. 2009).

Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda, kuraklik stresinin poliaminlerden putresin ile birlikte
olusturdugu genetik varyasyonlar ve epigenetiksel etkiler ilk kez arastirilmistir. RAPD
ve CRED-RA analizleri kuraklik stresi ile birlikte verilen putresinin hem genetik

varyasyonlari hem de DNA metilasyonu iizerine etkisini belirlemek tizere kullanilmistir.

RAPD sonuglara gore PEG6000 uygulamasiin arttigi dozlarda RAPD bantlarinda
degisiklik ve GTS oraninin azalmasi yani genomik kararsizligin artmasi stresin
DNA’nin yapisinda hasarlara yol agtiginin gostergesidir. Buna ilaveten CRED-RA
sonuclarina gore ise; PEG6000 uygulamasinin metilasyon oraninda artiga sebep oldugu
bulunmustur. Bu sonuglar strese bagli olarak olusan hasarlart ABA’nin su kaybini
onlemek i¢in stomalar1 kapatmaya zorlamasiyla baslayan olaylar zincirinin devaminda
miktarlar1 artan ROT’larin nokta mutasyonlar, genetik ve kromozomal yeniden
diizenlenmeler, delesyon ve insersiyon gibi genomik DNA hasarlar1 olusturmasina
baglanabilir. Ayrica stresin olusturdugu DNA hasarlarim1  agiklayan diger bir
mekanizma, retrotranspozonlarin stresin etkisiyle yer degistirerek hem gen ifadesindeki
epigenetiksel degisikliklere yol agmasi hem de insersiyon, inversiyon, duplikasyon gibi
olaylar1 tesvik ederek mutasyonlara yol ag¢malari {izerine yapilan arastirmalar
calismamizin sonucunu sadece ROT’lara dayandirmaktan ziyade retrotranspozonlarin

hareketiyle de agiklamamiza sebebiyet vermistir.

Lu et al. (2007), kanola bitkisine uyguladiklar1 NaCliin bitki metabolizmasinda
olusturdugu genetik ve epigenetik degisimleri AFLP, SRAP ve MSAP tekniklerini
kullanarak  gbzlemlemiglerdir.  Arastirma  sonuglarina goére 500mM  NaCl
konsantrasyonunda genetik varyasyon en fazla goOzlenirken daha yiksek
konsantrasyonlarda aksine bir azaligin goriilmesini bitkinin bu noktadan sonra 6lmesi ile
aciklamiglardir. Kontrol grubunda CCGG boélgelerinde metilasyon %26,6 iken NaCl

uygulamalarinda bu oran %44,2’ye kadar ¢iktigin1 gostermislerdir. Bu sonuca bakilarak
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tuz stresinin hipermetilasyona sebep oldugunu, diisiik NaCl uygulamalarinda ise
hipometilasyonun gergeklestigini belirtmislerdir. Bu sonuglari; bitkinin normal gelisimi
icin Na ve Cl iyonlar1 gerekli iken fazlasinin lipidlerde, proteinlerde ve niikleik asitlerde
degredasyonlara yol agarak bitkide stres cevabinin olugmasina neden olmasi, tuz
stresinin bitkide su eksikligi olusturarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) agiga ¢ikmasini
indiiklemesi, bu zararli radikallerin bazlara baglanarak ¢ift iplik¢ikli DNA’nin seker
fosfat baglarmin kopmasina ve dolayisiyla mutasyonlara neden olmasi ile

aciklamiglardir.

Benzer bir ¢alisma Labra ve arkadaslarn tarafindan yine kanola bitkisine krom agir
metalinin uygulanmasiyla yapilmistir. Artan dozlara bagh olarak genetik varyasyonlarin
arttigr ancak belirli bir noktadan sonra bitkinin 61diigii kaydedilmistir (Labra et al.
2002).

Stresin olusturdugu genetik varyasyonlar1 ve epigenetiksel degisimleri siRNA’lar
yoluyla ve transpozonlarin yer degistirme hareketleriyle agiklayan caligmalar da
mevcuttur. Small RNA’larin fonksiyonlarinin kesfedilmesiyle bitkilerin abiyotik strese
verdikleri kompleks cevap mekanizmalarindan biride aydinlatilmistir. SIRNA’ larin bu
mekanizmada gorevleri gen ifadesini diizenlemektir. Strese maruz kalan Arabidopsis’ te
siRNA diizeyinin degismesi bu mekanizmada onlarin gorev yaptiginin gostergesidir.
Yapilan caligmalar 7000’ den fazla transkripsiyon biriminin siRNA iiretme kabiliyeti
oldugunu kanmitlamistir. Abiyotik stres siRNA kaynakli transpozonlarin ve
pseudogenlerin birikimine yol agmaktadir. Buda siRNA’ lara hem gen ifadesini
diizenleme yoluyla hem de transpozonlar yoluyla abiyotik stres mekanizmasinda énemli

bir gdrev tistlendirmistir (Hirayama and Shinozaki 2010).

Bitki genomunda %50-90 oraninda bulunan transpozonlar; kromozom iizerinde yeni
yerlesim noktasina hareket eden DNA pargalaridir. Kromozomlarda yeni yerlestikleri
yerlerdeki genlerin anlatimlarinda 6nemli degisikliklere neden olurlar. En Onemli
etkileri ise insersiyon, inversiyon, delesyon, duplikasyon gibi olaylar tesvik ederek

mutasyonlara yol agmalaridir. Ozellikle retrotranspozonlar gen ifadesinde degisikliklere
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yol agan, mutasyonlari uyaran ve genomun biliyilimesine neden olan en Onemli
epigenetiksel degisimlerden biri olarak goriilmektedir. Epigenetik mekanizmalar, bazi
kosullar altinda sessiz transpozonlar1 aktive ederler. Bunun en giizel 6rnegi gelisim
stirecinde sessiz olup, hem biyotik hem de abiyotik stres kosullarinda etkin hale gecen

bitki retrotranspozonlaridir (Evrensel 2010).

UV isinlari, sicaklik, radyasyon, yaralanma, hiicre kiiltiirii, patojenlerle enfeksiyon gibi
pek c¢ok stres faktoriiniin retrotranspozonlarin hareketini kolaylastirdigi bilinmektedir.
Tiitlinde doku kiiltiirii olusturulmasi esnasinda meydana gelen yaralanmalara bagh
olarak olusan stresle ilk kez 1993 yilinda Hirochika Ttol, Tto2 ve Tntl
retrotranspozonlarinin hareket ederek genom iizerinde yer degistirerek yeni yerlere

lokalize olduklarini ve mutajenik etkiye sebep oldugunu gdstermistir (Hirochika 1993).

Beguiristain et al. (2001), patojenlerin olusturdugu stresinde retrotranspozonlarin

hareket etmesine neden oldugunu belirtmislerdir.

Hashida et al. (2006), Antirrhinum majus bitkisinde Tam3 transpozonunun 15°C’de
hareketli oldugunu ve bu sicaklikta 7am3 transposase (TPase)’in transpozonun
subterminal bolgesine baglanarak metilasyon oranini diigiirdiigiinii gézlemlemislerdir.
Fakat sicakligin 25°C’ye ¢ikarilmasiyla olusturulan stres ile transpozonun hareketinin
baskilandigint ve hipometilasyon oldugunu gozlemlemis, bunu metilsitozinlerin

TPase’nin baglanmasina engel olmasi ile agiklamislardir.

Maisir bitkisinde yapilan bir ¢alismada soguk stresinin metilasyon oranini diisiirerek
hipometilasyona yol ag¢tig1 gosterilmistir. Bu durum Ac/Ds retrotranspozonun
yaralanma, patojen enfeksiyonu, doku kiiltiirii gibi stres etmenleriyle strese bagli olarak
aktive olmasi, soguk stresinin DNA metiltransferaz1 baskilayarak transpozonda
hipometilasyona yol agmasi ile agiklanmistir. Bitkinin gelisim siirecinde aktive olmayan
bu transpozon aktivite kazanmaktadir. Bu tarz bir demetilasyon sadece misir kdklerinde
bu transpozona Ozgiidir ve metilasyon orant soguk stresiyle birlikte azaldigi

gbzlenmistir (Steward et al. 2002).
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Misir bitkisi ile MSAP teknigi kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada ise uygulanan
NaCl’liin olusturdugu osmotik stresin retrotranspozonlarin metillenmesine yol agtigi

tespit edilmistir.(Tan 2010).

Bitki sistemlerinde olusturulan oksidatif stres ve ABA’nin artisina bagli olarak
epigenetiksel mekanizmalardan DNA metilasyonunun meydana geldigi bilinmektedir.
Bitkilerde biyotik ve abiyotik stresler ABA konsantrasyonunun artisina sebep
olmaktadir. Artan ABA miktar1 epigenetiksel gen isleyisini histon modifikasyonlari,
DNA metilasyonu (hipo/hipermetilasyonu) ve siRNA mekanizmasiyla kontrol
etmektedir (Chinnusamy et al. 2008). Soguk stresine maruz kalmis misir bitkisinde
artan ABA kontrasyonuna bagli olarak demetilasyon meydana geldigi goriilmiistiir
(Steward et al. 2002). Buna ilaveten tiitiin bitkisi hiicre siispansiyon kiiltiirlerininde tuz
ve osmotik basing stresinin hipermetilasyona sebep oldugu tespit edilmistir (Kovarik et
al. 1997). Calismamizla paralellik gosteren baska bir calisma ise bezelye bitkisinde
yapilmis ve kuraklik stresinin DNA spesifik sitozin (CCGG) hipermetilasyonuna sebep
oldugu belirtilmistir (Labra et al. 2002). Fakat bu calismalarda ABA birikiminin ve
abiyotik stres altinda ABA’nin gen isleyisindeki roliiniin bilinmesine ragmen, gen
ekspresyonuna bagli olarak DNA hipo ve hipermetilasyonunda ABA’nin roli

aciklanamamistir (Chinnusamy et al. 2008).

Buna ilaveten c¢alismamizda PEG6000 ile birlikte putresinin verildigi ti¢ farkli dozda
oran arttikca genomik kararliligin korunmasinin arttig1 ve kuraklik stresinin meydana
getirdigi hipermetilasyon oraninin ise azaldigi tespit edilmistir. Bu, putresinin strese
karst iyilestirici etkisinin oldugunun kanitidir. Caligmamiza benzer bir calisma
bulunmadigindan 6tiirii paralel bir calismay1 referans gosterememekle birlikte her iki
uygulamanin ayr1 ayrt verildigi calismalarin bulgularimizla benzerlik gosterdigini

sOyleyebiliriz.

Polikatyonik yapida olan poliaminlerin bitki metabolizmasinda hiicre boliinmesi, hiicre
farklilagsmasi, somatik embriyogenez, senesens gibi pek ¢ok fonksiyonunun yani sira

abiyotik stres esnasinda da gorev yaptigi bilinmektedir (Noceda et al. 2009).
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Poliaminlerin strese maruz kalan bitkilerde miktarlarinin arttigina dair ¢ok sayida
calisma da ABA’nin artista roliinlin oldugunu diisiindiirmiistiir. Nitekim, nohut bitkisi
ile ilgili yapilan bir ¢aligmada disaridan uygulanan ABA’1n put ve cad miktarini ilk 24
saat icerisinde arttirdig1 bulunmustur (Bueno and Matilla, 2008).

UV isimlarn uygulanmis bitkilerde DNA mutasyonlarinin arttigi fakat UV ile beraber
poliaminlerin verilmesiyle UV 1smlarinin meydana getirdigi bu etkinin ortadan kaktigi
gozlenmistir. Bu sonug ise pozitif yiiklii poliaminlerin negatif ylikli DNA, RNA,
protein, fosfolipid gibi makromolekiillerle etkilesime girerek veya DNA’ya baglanarak
DNA’y1 enzimatik yikimlardan, mekanik parcalanmalardan ve oksidatif hasarlardan
korumasi ile aciklanmistir (Herrera et al. 1995; Kovacs et al. 2010). Bu noktada
poliaminlerin niikleik asitlerin stabilizasyonunu saglayarak olast bir mutasyona imkan

vermedikleri diistiniilebilir.

Son caligmalarda bitki gelisimi boyunca miktar1 artan poliaminlerin bazi spesifik
genlerin ekspresyonunu saglayarak DNA metilasyonunu oOnledikleri saptanmistir
(Walters 1997). Poliaminlerin DNA’nin A formundaki major oluklardan tasmip B
formundaki metilasyonun az gorildiigi mindr oluklara yerlesmeleri de yine

metilasyonu 6nlediklerinin ispatidir (Herrera et al. 1995).

Poliaminlerin metilasyonu Onlediginin bir baska ispati Heby tarafindan verilmistir.
Heby fare genomunda DNA metilasyonunun poliaminler tarafindan azaltildigini
gbzlemlemis bunu S- adenosilmetiyonin (SAM ya da AdoMET) aktivitesine baglamistir
(Heby 1995).

DNA metilasyonu ve poliamin sentez mekanizmasi karsilastirildiginda her ikiside
AdoMET iirlinliniin olustugu metabolik yolu kullanmaktadirlar. Nitekim yapilan
caligmalar poliamin seviyesindeki degisikliklerin DNA metilasyonunu etkiledigini
kanitlamistir. Poliamin sentezinde ilk basamak bloke edildiginde hiicreler ¢ok miktarda
dekarboksile AdoMET biriktirirler. Yani ortamda dekarboksile AdoMET miktar1 fazla

ise poliamin miktarida fazla demektir. Bu molekiil metil grubu icermesine ragmen DNA
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metilasyonunda metil verici olarak gorev yapmamaktadir. Aksine DNA
metiltransferazin aktivitesini engellemektedir. Buda DNA’da hipometilasyona sebep
olmaktadir. Buda poliaminlarin miktarinin ortamda bol bulundugu DNA replikasyonu

stiresince bile metilasyon gerceklesmedigi anlamina gelmektedir (Heby 1995).

Sonug olarak bu ¢alismada kuraklik stresinin genetik ve epigenetiksel mekanizmalardan
DNA hipermetilasyonuna sebep oldugu ve poliaminlerin ise kuraklik stresinin bu
etkileri iyilestirdigi gézlemlenmistir. Fakat kuraklik stresinin meydana getirdigi genetik
polimorfizm ve hipermetilasyon ile poliaminlerin antagonistik etkisinin molekiiler

mekanizmasinin temeli aciklanamamuistir.

5.1. Oneriler

Biyotik ve abiyotik stresin bitkilerde meydana getirdigi bu genetik ve epigenetik
degisiklikler poliamin uygulamasi ile giderilebilir. Fakat kuraklik stresi altindaki
bitkilerde ABA birikiminin Ol¢lilmesine, buna bagli mutasyonun ROT’lara veya
retrotranspozonlara bagli olarak m1 meydana geldiginin arastirilmasina, abiyotik stres
altinda ABA’nin gen isleyisindeki rolii bilinmesine ragmen, gen ekspresyonuna bagh
olarak DNA hipo ve hipermetilasyonunda ABA’nin roliiniin agiklanmasina ihtiyag
vardir. Ayrica poliaminlerin kuraklik stresinin meydana getirdigi bu etkilerden
koruyucu roliiniin literatlir bilgileri 1518inda DNA’ya baglanarak DNA’y1 enzimatik
yikimlardan korumasi, DNA metiltransferaz aktivitesini engellemesi, bazi spesifik
genlerin ekspresyonunu saglayarak DNA metilasyonunu engellemesi, A formundaki
major oluklardan tasinip B formundaki metilasyonun az goriildiigii mindr oluklara
yerlesmeleri  mekanizmalarindan  hangisinin  etkili  oldugunun  arastirilmasi

gerekmektedir.
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