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Diinyada yaygin olarak iretilen ekmeklik bugday(Triticum aestivum L.), 6nemli bir protein,
vitamin ve mineral kaynagi olmasiin yani sira kompozisyonu ile insanlarin kalori tiiketiminin
%?20’sini karsilamakta ve diinya niifusunun % 35’ini kapsayan yaklagik 40 iilkenin temel gida
maddesini olusturmaktadir. Bugday tiiretimi yapilan arazilerin biiyiikk bir kismi, kuraklik ve
yiiksek sicaklik streslerine maruz kalmakta, bu durum tarimsal {iriinlerin verimini ve kalitesini
onemli derecede diisiirmektedir. Temel besin kaynaklari arasinda yer almasi, olumsuz kosullarin
verim ve kaliteyi diisiirmesi bugday tariminin énemini arttirmis, olumsuz ¢evre kosullarina
dayanikli ¢esit 1slahin1 zorunlu kilmistir. Bu tez ¢alismasinda 11 ekmeklik bugday cesidinin,
kurakliga dayaniklilik bakimindan filogenetik yakinliklari26 SSR markérleri ile belirlenmistir.
Ayrica segilen gesitlere sicaklik, kuraklik, sicaklik ve kuraklik stresi uygulanmis, ¢esitlere ait
yaprak ve kok dokularinda WRKY, ¢inko parmak proteini (bZIP) transkripsiyon faktorleri (TF)
ile 1s1 soku proteini (HSP) ailesine ait baz1 {iyelerin gen ifade seviyelerindeki degisimler Gergek
Zamanli PZR (qRT-PCR) ile dl¢lilmiistiir. Dayanikli Zubkov cesidine ait dokularda WRKY ve
HSP gen ifade seviyesinde 6nemli artislar goriilmiis, hassas Atay 85 ve orta dayanikli Karahan
99 cesitlerine ait dokulardaki ifade seviyesi artisi daha diisiik olarak goriilmiistiir. Zubkov
cesidine ait yaprak dokularinda ve Atay 85 cesidine ait kok dokularinda bZIP TF ailesine ait
tiyelerin gen ifade diizeyinde dokuya 6zgii anlamli artiglar goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile sicaklik
ve kuraklik streslerine tolerant veya hassas oldugu bilinen bugday cesitlerinde WRKY, bZIP ve
HSP gen ailelerine ait bazi iiyelerin gen ifadelerinin ¢eside ve dokuya 6zgii degisebilmektedir.
Kuraklikla iligkili genetik karakterizasyonlari SSR markorleri ile belirlenmis ve gen ifade
analizleri ile desteklenmistir. Sonug olarak Zubkov ¢esidinin uygulanan tiim stres kosullarina
dayanikli oldugu ve 1slah c¢alismalar i¢in basarili bir aday olarak kullanilabilecegi ortaya
konmustur.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF DNA BASED MOLECULAR MARKERS ASSOCIATED
WITH DROUGHT TOLERANS IN WHEAT (Triticum aestivum L.)

Emine ACAR

Cankir1 Karatekin University
Institute of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Turgay UNVER

Bread wheat (Triticum aestivum L.), is an important plant grown worldwide as a source of
protein, vitamins and minerals. It supplies the 20% of human calories and 35% of the world
population including 40 countries used it as a basic dietary. Most of the areas in which wheat
planted expose to drought and heat stresses which lead to reduce in yield efficiency and quality
of wheat. Therefore the agriculture and breeding of wheat against unfavorable environmental
conditions is getting more important due to being a basic dietary. In this study, genetic
characterization among 11 bread wheat varieties was determined using 26 SSR markers.
Further, some members of WRKY, zing finger protein (bZIP) transcription factors (TFs) and
heat shock proteins (HSPs) gene expression levels were measured in leaf and root tissues in
three varieties that exposed to heat, drought, both heat and drought with quantitative real time
PCR (qRT-PCR). Whereas significant gene expression induction was detected in WRKY and
HSP in resistant Zubkov, the expression levels were lower in susceptible Atay 85 and moderate
resistant Karahan types. All the members of bZIP TFs revealed higher expression in leaf tissues
of Zubkov and root tissues of Atay 85. As a result of this study, some members of WRKY, bZIP
and HSPs showed tissue- or variety-specific gene expression patterns in resistant or susceptible
types. The genetic characterization associated with drought was performed via SSR molecular
markers and validated with the gene expression analysis. Consequently, Zubkov was found to
be resistant in both stress conditions and demonstrated that it can be a successful candidate for
breeding systems.

2016, 99 pages
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1. GIRIS

Bugday grubu olarak adlandirilan Triticum, Poaceae familyasinin Tritium cinsi
igerisinde yer almaktadir. Triticum kromozom sayisina gore diploit (2n=14), tetraploit
(2n=28) ve hekzaploit (2n=42) olmak {lizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Pestsova et al.
2000, Ling et al. 2013). Kiiltiirii yapilan bugdaylar diploit bugdaylar; (2n=14, AA),
tetraploit bugday; (2n=28, AABB) ve hekzaploit bugdaylar; (2n=42, AABBDD) olarak
gruplandirilirlar (Marcussen et al. 2014). Kullanim alanlarina gére bu tiirler farkli
sekilde siniflandirilmaktadirlar. Hekzaploit bugdaylar ekmek ve pasta yapiminda,
tetraploit bugdaylar ise makarna yapiminda yogun olarak kullaniimaktadir (Abouzied et
al. 2013).

Bugday, diinya genelinde besin kaynaklari arasinda ¢ok O6nemli bir yere sahip olup,
insan beslenmesi i¢in gerekli olan kalori miktarmin yaklasik %20’sini karsilamaktadir
(Brenchley et al. 2012). Diinya niifusunun %35’ini olusturan yaklasik 40 iilkenin temel
gida maddesidir. insanlarin degisen tiiketim aliskanliklar: ve gelisen teknolojiye bagh

olarak, bugday iiriinleri ¢esitlilik kazanmistir (Bushuk 1997).

Bugday tiirleri arasinda yer alan ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.), beslenmede
alternatifsiz olmas1 dolayis1 ile 6nemi giin gegtikge artmaktadir. Diinya niifusundaki
artig, besin kaynaklarinda yasanan yetersizlik, tarima ayrilan alanlarin azalmasi, kiiresel
iklim degisikliklerinin yarattigi olumsuzluklar, tiiketici talebindeki degisiklikler
ekmeklik bugdayin 6nemini arttirmistir (Tester and Langridge 2010).

Bitki gelisimini ve verimini sinirlandiran, dolayisi ile tarimsal iiretimi kisitlayan sartlar
bitki 1slahin1 vazgegilmez kilmistir. Islah galismalari yiizyildan uzun bir siiredir yapilan,
temelini melezleme ve seleksiyonun olusturdugu, gevresel sartlara uyumlu, hastaliklara
dayanikli ve daha verimli gesitleri gelistirme siirecidir (Van den et al. 2010). Bitki
1islahi, klasik 1slah ve biyoteknolojik 1slah olarak ikiye ayrilmaktadir. Klasik 1slah
melezleme ve seleksiyonu kapsarken biyoteknolojik 1slah, molekiiler biyolojide ve
biyoteknolojide kullanilan tekniklerin 1slah programlarina entegre edilmesini

kapsamaktadir. PZR reaksiyonlarinin kullanilmasi ile istenilen karakterin varliginin



tespit edilmesi, Markor Destekli  Seleksiyon (Marker Assisted Selection, MAS)
yontemleri gibi tekniklerin seleksiyon amaci ile kullanilmasi, doku kiiltiirii ile kisa
siirede ve laboratuvar sartlarinda istenen miktarda saf hatlarin elde edilmesi modern
1slahi klasik 1slahtan daha giiglii kilmaktadir. Bu anlamda MAS, agronomik olarak 6nem
arz eden ve birden fazla gen veya lokus tarafindan kontrol edilen karakterlerin etkin bir
sekilde taranmasini saglamaktadir. Klasik 1slahta kullanilan fenotipik seleksiyon,
ozellikle abiyotik stres gibi gevresel faktorlerden etkilenen karakterlerin seleksiyonunda
giivenilir degildir. Buna karsin molekiiler markor destekli seleksiyon, c¢evresel
faktorlerin neden oldugu olumsuzluklardan etkilenmeyen gilivenilir bir yontemdir

(Francia et al. 2005).

Bitki genetik kaynaklarinin karakterizasyonunda MAS, morfolojik markorler,
biyokimyasal markorler ve molekiiler markorler olarak gruplandirilmaktadir (Staub et
al. 1996). Ozellikle morfolojik markérler, c¢evre kosullarimin etkisi altinda
kalabildiklerinden dolay:r karakterizasyon ¢alismalarinda kullanimi sinirhdir. Aymi
sekilde biyokimyasal markorlerin de polimorfizim seviyesinin diisiik olmasi, bu
markoérlerin -+ kullantmimt  da  sinrlandirmaktadir. Bitki  gen  kaynaklarinin
karakterizasyonunda molekiiler —markorlerin = kullanilmasimnin =~ bircok  avantaji
bulunmaktadir. Bu avantajlara bir¢ok karakterin taranmasi, kolay olmasi ve en dnemlisi
cevresel faktorlerden etkilenmemesi Ornek gosterilebilir (Smykal et al. 2008).
Molekiiler markoérler birtakim avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Markor tekniklerinin
karsilastirilmast sonucunda, polimorfizim oraninin yiiksek olmasi, maliyetin diisiik
olmasi, tekrarlanabilirlik bakimindan uygun olmasi Basit Dizi Tekrarlart (Simple
Sequence Repeat, SSR) markor teknigini avantajl kilmistir (Powell et al. 1996). Birgok
karakterin hizl1 ve kolay bir sekilde taranmasina olanak saglayan markor teknikleri bitki
1slahinda zamandan ve maliyetten tasarruf saglamasi yoniinden popiiler teknikler olarak

kullanilmaktadir (Francia et al. 2005).

Bitki 1slahinda en 6nemli amag, degisen kosullara uygun saglayabilecek ve tiiketici
taleplerini karsilayabilecek iiriinlerin gelistirilmesidir. Diinya niifusunda meydana gelen
artis nedeni ile gelecekte besin kaynaklarinin yetersizligi endisesi, hizli kentlesme ve

imar sorunlart nedeni ile tarimsal iiretim yapilan alanlarin azalmasi, degisen iklim



kosullar1 nedeni ile tarimsal arazilerin ve tarim iiriinlerinin olumsuz yonde etkilenmesi
ve bu etkilerin birim alandan alinan iiriin miktarin1 ve kalitesini diigiirmesi gibi nedenler
bitki 1slahin1 zorunlu hale getirmekle kalmamis ayn1 zamanda diger alanlarda kullanilan
tekniklerin 1slah programlarina entegresine olanak vererek bitki 1slahinin ¢ok hizli bir

sekilde ilerlemesine olanak tanimistir (Ye et al. 2012).

Cevresel faktorlerden olan abiyotik ve biyotik stres faktorleri bitkilerde bir¢ok
olumsuzluklara neden olmaktadir. Kuraklik ve yiiksek sicaklik abiyotik stres faktorleri
olup, bitkilerde gelisimi 6nemli oranda sinirlandiran gevresel faktorler arasinda yer
almaktadir (Johnson et al. 2014). Kuraklik ve yiiksek sicaklik, ekmeklik bugdayinda
dahil oldugu tahilli bitkilerde 6zellikle verim kaybina ve lirlin kalitesinde diistislere
neden olmaktadir (Teixeira et al. 2013). Bitkiler yasadiklar1 ortamlarda karsilastiklari
olumsuzluklara karsi cesitli cevaplar olustururlar (Johnson et al. 2014). Bu cevaplar
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde olmaktadir (Jaleel et al.
2009). Bitkilerin stres faktorlerine verdikleri cevaplar, metabolitler, enzimler ve gen
ifade diizeyinde meydana gelen degisimler seklinde olmaktadir (Rizhsky et al. 2002).
Gen ifade diizeyinde olusan degisimler, gen regiilasyonundan sorumlu transkripsiyon
faktorleri (TF) tarafindan saglamakta ve bu proteinler bitkinin stres sartlarina uyum
gostermesine yardimei olmaktadir (Gill et al. 2016). TF’ler, transkripsiyonda etkili olan
ve DNA dizisinde belli baglanma bolgelerine baglanarak genlerin ekspresyonlarinda
degisime neden olan DNA baglanma proteinleridir (Latchman 1997). TF’ler, abiyotik
ve biyotik stres faktorleri gibi birgok olumsuz kosulda, bitkilerde gen ifade diizeyinde
degisimlere neden olup, bitkinin bulundugu sartlara uyum saglamasina yardimci
olmaktadir. Ornegin WRKY transkripsiyon faktdrleri kuraklik ve sicaklik stresinin de
dahil oldugu bir ¢ok olumsuz kosulda gen regiilasyonunda gorevli olup, olusturdugu
molekiiler cevaplarla bitkinin var olan olumsuz sartlara karst uyumuna yardimeci
olmaktadir (Rizhsky et al. 2002). Diger bir transkripsiyon faktoérii de bZIP
transkripsiyon faktoriidiir. Kuraklik dahil birgok streste gen regiilasyonunda gorev alan
bZIP transkripsiyon faktorii, DNA’da kendine 6zgii olan bolgeye baglanarak gen ifade
diizeyinin degisimine neden olmakta ve boylelikle kurakligin da dahil oldugu bir ¢cok
stres kosulunda bitkide ¢esitli cevaplarin olusumunu saglamaktadir (Baloglu et al.

2014). Son yillarda yapilan proteom caligmalart ile stres kosullarinda miktarsak olarak



degisen veya konformasyonlarinda degisimler olan proteinler kesfedilmis ve bu
proteinlerin gesitli gorevlere sahip oldugu belirtilmistir (Mackova et al. 2013). Ornegin
sicaklik stresinde 1s1-soku proteinleri (Heat Shock Proteins, HSPS) olarak adlandirilan
proteinler, bitkilerde sicaklik stresinde veya abiyotik stres kosullarinda 6nemli roller
tistlenmekte ve bitkinin sicaklik stresine karsi uyumuna yardimer olmaktadir. Bitkide
transkripsiyon faktorleri veya 6zel proteinler tarafindan olusturulan cevaplarin tiimii
karsilagilan olumsuz kosullara karsi bitkinin uyumunu arttirmaktir. Bitki tarafindan
olusturulan bu cevaplar biiyiime ve gelismenin siirdiiriilmesinin yani sira verim kayb1 ve
tirtin kalitesinin diisiisiiniin 6nlenmesi amaci ile olusan molekiiler diizenlemelerdir (Gill
et al. 2016). Bitkilerin sahip oldugu bu mekanizmalarin aydinlatiimasi1 elde edilen
verilerin ozellikle 1slah caligmalarinda kullanilmasi g¢esit 1slahinin hizhi ve giivenilir
olmasina katki sunabilir. Ayrica var olan sorunlara cevap verebilen yeni ¢esitlerin

gelistirilmesine yardimci olabilir.

Ekmeklik bugdayin insan beslenmesine dogrudan, kuraklik ve yiiksek sicakligin besin
kaynaklarina dolayli etkileri nedeni ile ¢alismamizda, 6zellikle Anadolu’da ekimi
yaygin olarak yapilan ekmeklik bugday ¢esitleri kullanilmistir. Tez kapsaminda segilen
cesitlerin kurakliga dayaniklilik bakimindan filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Ayrica belirlenen ¢esitlerin yiiksek sicaklik, kuraklik, yiiksek sicaklik ve
kuraklik kosullarinda, ¢esitlere ait yaprak ve kok dokularda meydana gelen gen ifade
degisimleri incelenmis ve belirlenen ¢esitlerin uygulanan streslere karsi hassas veya

dayaniklilik diizeyleri molekiiler ¢calisma ile desteklenmeye ¢alisilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Ekmeklik Bugday (Triticum aestivum L. ) ve Onemi

Yaklasik 8,000 yil once tetraploit (AABB) Triticum dicoccoides ile diploit (DD)
Aegilops tauschii’nin melezlenmesi sonucu hekzaploit Triticum aestivum L. (2n=42,
AABBDD) clde edilmistir. Ekmeklik bugday, Kuzey Suriye’den Giineydogu Tiirkiye,
Kuzey Irak ve Bati Iran’inda dahil oldugu bolgede kiiltiire almmistir (Zohary et al.
2012). Ug diploid genoma (A, B ve D) sahip olup (Gupta et al. 2008), yaklasik 17 Gb
bir genoma sahiptir (Flavell and Smith 1976).

Bugday, onemli bir protein, vitamin ve mineral kaynagi olmasinin yani sira
karbonhidrat igerigi ile insanlarin kalori tiikketiminin %20’sini karsilamaktadir. Bugday
diinya niifusunun %35°ini olusturan yaklasik 40 ilkenin temel gida maddesini
olusturmaktadir (Bushuk 1997).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii, FAO’nun (http//www.fao.org) verdigi
veriler, diinyada 123 iilkenin bugday iiretimi yaptigini fakat iiretim miktarinin tlkeler
arasinda degistigini gostermektedir. Yine aymi verilere gore yillik toplam iiretimin
%75’inden fazlasinin 13 iilke tarafindan yapildig1 ve en fazla bugday tiretimi yapan ilk
4 iilkenin Cin, ABD, Rusya ve Fransa oldugu goriilmektedir. Ulkemizin birgok ilinde de
bugday tarimi yapilmasina karsin, I¢ Anadolu bdlgesinde iiretimi daha yaygindir (Sekil
2.1) (www.chromeostr.com). Uretilen toplam miktarin yaklasik %75°i de yine bu
bolgeden karsilanmaktadir (Kizilaslan 2004).



Sekil 2.1 Tiirkiye’de bugday tiretimi yapilan bolgeler (www.chromeostr.com)

Tiirkiye Ziraat Mithendisleri Odasinin (TMMOB) agikladig verilere gore Tirkiye’de
tiretilen hububat iretiminin %67.2°sini bugday olusturmaktadir (Sekil 2.2). Aymi
verilere gore 2014 yilinda tretilen bugday miktar1 19 milyon ton olup bu oran her yil
diisiis gostermektedir. Verilen verilere gore 2000 yilinda 94 milyon hektarlik arazide
tiretilen bugday miktar1 21 milyon ton iken 2014 yilinda bugday iiretimi 77 milyon

hektarlik alanda yapilmis olup, liretilen liriin miktar1 ise 19 milyon tondur.
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Bugday Arpa wm Misir mCavdar Celtik  m Yulaf Tritikale w Diger

Sekil 2.2 Tiirkiye’de hububat {iretimine ait pasta grafigi (www.zmo.org.tr).



Diinya genelinde bugday iiretimi, topografik, klimatik, biyotik ve abiyotik birgok
faktoriin olusturdugu olumsuzluktan etkilenmektedir. Bu faktorlerden dolayr iretim
olumsuz yonde etkilenmekte ve birim alandan aliman {irlin miktar1 ve Kkalitesi

diismektedir (Ye et al. 2012).

Bugday tiretimi yapilan arazilerin biliyliik bir kismi, bitki biiylimesinin belirli bir
asamasinda kuraklik ve sicaklik gibi gevresel faktorlerin dahil oldugu abiyotik streslere
maruz kalmaktadir. Diinyada kullanilabilir tarim arazilerinin %26’°s1 kuraklik, %29’u
ise yliksek sicaklik stresine maruz kalmaktadir (Blum and Jordan 1985, Kalefetoglu ve
Ekmek¢i 2005). Tarim alanlarmin gevresel faktorlerden etkilenmesi bu alanlarda
yapilan tarimsal iiretimde sorunlara neden olup iiriinlerin verimini ve kalitesini 6nemli

derecede diisiirmektedir (Babaoglu vd. 2001).

2.2 Markor Destekli Seleksiyon (MAS)

Bitki genetik kaynaklarinin karakterizasyonunda morfolojik markoérler, biyokimyasal
markorler ve DNA markorleri yogun olarak kullanilmaktadir. Morfolojik markérler
cevre kosullarimin  etkisi  altinda  kalabildiklerinden  dolay:, karakterizasyon
calismalarinda giivenilirlikleri sinirlidir (Torres et al. 2010). Ayni sekilde biyokimyasal
markdrlerin de polimorfizm seviyesinin diisiik olmasi, smirli sayida karakteri

belirlemesi nedeni ile bu markorlerin kullanimini da sinirlandirmaktadir.

DNA markorleri polimorfizim seviyesinin yiiksek olmasi, cok sayida karakterin
belirlenmesine olanak tanimasi ve Ozellikle giivenilir olmasi nedeni ile 1slah
calismalarinda kullanilmaktadir. Farkli tekniklere sahip DNA markor sistemlerinin 1slah
programlarinda kullanilmasi seleksiyon ¢alismalarinda zamandan ve maliyetten tasarruf

edilmesine olanak tanimaktadir (Smykal et al. 2008).

Bitki gen kaynaklarinin karakterizasyonunda DNA markér sisteminin - segimi;
aragtirmanin amacina, populasyonun yapisina, calisilan bitki tiiriiniin ¢esitliligine,
markdr sisteminin ¢alisilacak laboratuvarda bulunma durumuna, analiz i¢in gerekli

zamana ve maliyete bagh olarak degismektedir. Her bir markoér sistemi avantaj ve



dezavantajlara sahiptir. Bircok bitki tiiriinde gesitler arasindaki genetik varyasyonu
belirlemede molekiiler DNA markor tekniklerinin  polimorfizim, maliyet ve
tekrarlanabilirlik gibi 6zelliklerinin karsilastirilmasi sonucunda, SSR molekiiler markor
tekniginin diger markor tekniklerine kiyasla 6ne ¢iktigi belirtilmistir (Powell et al.
1996).

Genomda herhangi bir gen bolgesi yada gen boélgesi ile iliskili DNA bolgesi olarak
tamimlanan molekiiler markorler, bircok alanda kullanilmaktadirlar. Genetik
varyasyonun arastirilmasi, tirlerin - taksonomik smiflandirilmasinin  yapilmasi,
filogenetik akrabaliklarin belirlenmesi, genetik haritalama ve markor yardimiyla
seleksiyon c¢alismalar1 6rnek olarak verilebilir (Torres et al. 2010). Ayrica genom
diizeyinde yapilan analizlerde molekiiler markorlerin kullanimi 6zellikle 1slahgilar i¢in
ihtiyag duyulan bir alandir. Molekiiler markorler, genetik cesitliligin belirlenmesi,
ebeveynlerin tayini, farkli tiirlerin arasindaki filogenetik iliskilerin saptanmasi igin
onemli araglardir (Barkley et al. 2006). Farkli mutasyon siniflarinin bir sonucu olarak
ortaya c¢ikan molekiiler markorler, hibridizasyona ve PZR’a dayali olmak {izere ikiye
ayrilir (Gupta and Varshney 2000). Hibridizasyona dayali olan molekiiler markor:
RFLP, PZR’a dayali molekiiler markorler: RAPD (Randomly Amplified Polimorphic
DNA), SCAR (sequence-characterized amplified regions), ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat), SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) ve SSR (Simple Sequence Repeat) markorlerdir.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism): ilk kez 1980 yilinda Botstein
ve ark. tarafindan gelistirilen RFLP markorleri, genetik haritalamada DNA markorleri
olarak kullanilmistir (Qi and Lindhout 1997). Dokulardan izole edilen genomik
DNA’nin niikleik asit diziliglerini tanityan DNA kesim enzimlerince spesifik olarak
kesilmesi ve olusan DNA fragmentlerinin elektroforez ile ayrildiktan sonra naylon veya
nitroseliiloz membrana transfer edilerek DNA proplariyla isaretlenmesi esasina dayanir.
RFLP markorleri ile tiirler aras1 ve tiir i¢i farklilik kolayca belirlenebilir. Giivenilir ve
esbaskin (ko-dominant) 6zellikte olup, polimorfizm orani orta diizeydedir (Gupta and
Varshney 2000). En 6nemli dezavantaji ise analizlerinin pahali olmasi, fazla zaman ve

isgiicii  gerektirmesi, fazla miktarda ve yiiksek kalitede DNA’ya gereksinim



duyulmasidir. RFLP markdrlerinin polimorfik olmayan bitkilerde kullanilamamasi,

deneylerin uzun zaman almasi ve yogun emek gerektirmesi diger dezavantajlardir

(Powell et al. 1996).

RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA): PZR’in kesfi ile DNA
polimorfizmini aragtiran arastiricilar yeni markdr sistemleri gelistirilmistir. Williams ve
ark. (1990), tarafindan gelistirilen RAPD teknigi (Black and DuTeau 1997), basit ve
kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik DNA’nin rastgele bolgelerinin
cogaltilmasidir. Cogaltma sonrasinda olusan amplifikasyon iirlinleri, bir agaroz jel
tizerinde elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra, giimiis nitrat veya ethidium
bromid boya ile bantlar goriiniir hale getirilir. RAPD markorleri, RFLP’nin aksine
diisiik kalitede ve miktarda DNA’ya gereksinim duyulmasi, zaman ve maliyet yoniinden
avantajli olmasina ragmen dominant bir markoér (Corazza-Nunes et al. 2002) olmasi,
yorumlanmasinin  zor, giivenilirliginin ¢ok smirli olmasi, tekrarlanamamasi
(Sonmezoglu vd. 2010), yogun emek gerektiren, zaman alict bir teknik olmasi ve
radyoaktif madde kullanimina ihtiya¢ duymasi (Fang et al. 1997) dezavantajlari

arasinda yer almaktadir.

SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions): RAPD markoriinin
kullanilmasina benzemekle birlikte, daha uzun primerlerin (20-25 niikleotid)
kullanilmasini esas alan PZR tabanli bir tekniktir. SCAR teknigi, RAPD teknigine gore
tekrarlanabilir ve daha hizhidir (Koveza and Gostimsky 2005). SCAR markdrleri
dominant markorler olmalarima ragmen 4 baz c¢ifti restriksiyon enzimleri ile
par¢alanmalari veya SSCP teknikleri ile tanimlanmalar1 nedeni ile kodominant

markorlere doniistiiriilebilirler.

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat): ISSR teknigi, yakin aralikli mikrosatellitlerin
arasindaki bolgelerin (100-300 bg¢) amplifikasyonuna dayanan, birbirine yakin bir¢ok
tiiriin akrabalik iligkilerinin belirlenmesine olanak tantyan ucuz bir tekniktir (Gajera et
al. 2010). Tekrarh bolgeler (SSR) arasinda kalan kismin amplifikasyonu igin kullanilan
16-18 b¢ uzunlugunda primerleri igeren, ¢ok sayida basit dizi tekrarlari herhangi bir

SSR motifi ve 5’ veya 3’ ucuna baglanmis tesadiifi se¢ilmis niikleotidlere dayanabilir.



RAPD ile maliyeti yaklasik olarak aymi olan ISSR teknigi, RAPD teknigine gore
oldukga giivenilir, tekrarlanabilirlik oran1 yiiksek ve PZR kosullarindan ¢ok
etkilenmeyen bir tekniktir. Bu teknik genetik ¢esitlilik, siniflandirma, evrim ve genom
haritas1 olusturma (Filiz and Ibrahim 2011) ¢alismalarinda son yillarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism): PZR’a dayali bir tekniktir.
RAPD markdérlerine benzemekle birlikte, DNA’daki acik okuma bélgelerin ¢ogaltilmasi
esasina dayanir (Sun et al. 2006). SRAP primerleri gelistirirken ilk once ORF
bolgelerindeki eksonlar hedef alinir. Ileri primeri 17 niikleotid, geri primeri 18 niikleotid
uzunlugundadir. Geri primerleri DNA’nin intron ve promotor bolgelerini, ileri primeri
ise DNA’nin ekzon bélgelerini amplifiye eder. Ileri primerlerinde 5° ucundaki 14, geri
primerlerinde 15 niikleotit aynidir, 3° ucuna yakin olan ii¢ niikleotid tesadiifi se¢ilim
sonucu olusturulmustur (Ferriol et al. 2003). Primerin basindaki 10 veya 11
niikleotidten sonra gelen dort niikleotid dizini ileri primerinde CCGG dizinine; geri
primerinde AATT primer dizinine sahiptir. SRAP markoérleri, uyarlanmasi kolay,
kullanimlar1 etkili olmalarindan dolayr bitki 1slah programlarinda kullanilmaktadirlar

(Sun et al. 2007).

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism): AFLP markorleri RAPD
tekniginin dezavantajlarin1 gidermek tizere gelistirilmistir. Bu teknikte karakterizasyonu
yapilacak bireylere ait DNA Ornekleri iki restriksiyon enzimi (4-6 baz) ile kesim
yapilmaktadir. Enzim kullanilarak yapilan kesim sonucu elde edilen fragmentler,
adaptorler yardimi ile birlestirme (ligasyon) islemine tabi tutulmaktadir. Birlestirme
islemi sonrasinda elde edilen fragmentler 6zel primerler kullanilarak PZR yardimu ile
cogaltilir. PZR firtinleri poliakrilamid jelde ayirimi yapilir ve olusan polimorfizme gore
analiz yapilarak islem sonuglanir (Hill et al. 1996). Polimorfizm orani ¢ok yiiksektir.
Uygulanabilirligi RAPD teknigine gore kolay olmasa da RFLP teknigine gore cok
kolaydir. Masraf;, is giicli gereksinimi ve giivenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer alir.
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SNP (single nucleotide polymorphism): Tek niikleotid polimorfizmi olarak
adlandirilan SNP, son zamanlarda kullanilan ileri genotipleme tekniklerindendir.
Genom diizeyinde tek niikleotid polimorfizminin taranabildigi bir tekniktir (Ohashi and
Tokunaga 2001).

SNP markorleri genetik markdrler arasinda en yogun olanlardir. Bu markoérlerin yogun
olmasi, genetik kaliimlar {izerine yapilan c¢alismalarda ideal markor olarak
degerlendirilmesini saglamistir (Baird et al. 2008). Populasyonlardaki bireylerin genom
dizilerinde meydana gelen tek niikleotid degisimleri olarak bilinen SNP, bitkilerin de
dahil oldugu pek ¢ok canli tiiriinde ortaya ¢ikan bir varyasyondur (Yan et al. 2009).
SNP olusmasinda DNA’nin niikleotidlerden olusan dizilerine niikleotid eklenme veya
silinme (InDel), niikleotid dizisi degisimine sebep olan temel nedenlerdendir. Gen
haritalamada, markorler yardimiyla 1slah ve harita temelli klonlama ¢alismalarinda etkili
bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. SNP olusumlar1 genelde kodlama yapmayan DNA
bolgelerinde yaygin olarak goriilmektedirler. DNA’da kodlama yapan bolgelerde

meydana gelen SNP markorleri, aminoasit dizisinin degisimine neden olabilirler.

Dizileme teknolojilerinin gelismesine paralel olarak, EST kokenli DNA dizi temelli
genetik varyasyon calismalar1 yaygin olarak yapilmaktadir. Ozellikle Son yillarda SNP
karakterizasyon c¢alismalarinda dizileme teknolojilerinden sik¢a yararlanilmaktadir
(Hayashi et al. 2004). Restriksiyon enzimi ile tanman bdlgelere sahip RAD
(Restriksiyon bolgesi ile iliskili DNA) markorleri (Baird et al. 2008) ve KASP
markorleri tek niikleotid polimorfizmine dayanan SNP tabanli markdr sistemleridir
(Babu et al. 2014).

SSR (Simple Sequence Repeat): Basit dizi tekrar1 veya mikrosatellit olarak da bilinen
SSR, tekrarli niikleotid dizilerinden olusan ve PZR tabanli olan bir tekniktir (Saal and
Wricke 1999). Genomda tekrarlanan 1-6 niikleotidlik DNA bdlgelerinden olusan
korunmus bolgelerdir. Bu dizinler SSR primerlerini dizayn etmede kullanilirlar. Elde
edilen 18-22 niikleotid uzunlugundaki primerler ile genomik DNA amplifikasyonu
gerceklestirilir. Reaksiyon tiriinleri poliakrilamid veya agaroz jelde yiiriitiilerek ayrisim

saglanir. Polimorfizm kaynagini, tekrar sayisindan alir ve ayni sayidaki tekrarlari temsil
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eden her bant, farkli bir allele isaret eder. SSR markdrlerinin, yiiksek yapili bitkilerin
genomlarinda ¢ok yaygin olarak bulunmalari, bitki genomlarinda yiiksek oranda
polimorfizm gostermeleri, tekrarlanabilmeleri, teknik olarak hizli ve kolay olmasinin
yani sira Ko-dominant olmalari1 avantajlar1 arasinda yer alir. SSR markérlerinin yiiksek
polimorfizme sahip olmasi ve kodominant olmasi genetik calismalarda kullanimini
arttirmigtir. SSR markorleri dominant markorlerdir fakat gelistirilmeleri uzun zaman
alan ve maliyetli markorlerdir (Li and Quiros 2001). Bugdayda mikrosatellit markor
gelistirmek zor ve zaman alicidir. Bunun nedeni bugday genomunun biiyiik olmasi,
poliploid bir organizma olmasi ve bugdayda tekrar bolgelerinin ¢ok olmasidir. Simdiye
kadar 570 yayinlanmis markor rapor edilmistir (Song et al. 2005). Bitkilere ait SSR
motifleri A/T yoniinden zengin iken memeli, SSR motifleri G/C yoniinden zengin
oldugu bildirilmistir (Iniguez-Luy et al. 2008). SSR markoérleri, bugdayinda dahil
oldugu bir ¢ok bitkide genetik farkliligin belirlenmesi amaci ile genis bir sekilde
kullanilmaktadir (Ali et al. 2008) SSR markorleri genetik ¢alismalarda tercih edilen bir
tekniktir. Ciinkii kodominant allellerin kolayca belirlenmesi, yiiksek oranda tekrar
edilebilir olmasi ve polimorfizm oraninin yiiksek olmasi nedeni ile ¢ok tercih edilen

molekiiler markor teknigidir (Ma et al. 2009).

2.3 Bitkilerin Maruz Kaldig: Stres Cesitleri ve Etkileri

Cesitli cevresel faktorler Ozellikle bitki gelisimini ve verin performansini olumsuz
etkilemektedirler. Kuraklik, tuzluluk, besin dengesizlikleri (mineral eksikligi veya
mineral toksisite) ve sicaklik baslica gevresel faktorler arasinda yer almaktadir (Ashraf
and Foolad 2007). Diinyanin ekilebilir alanlarmin biiyiik bir kismi ¢esitli ¢evresel
faktorlerin olumsuzluklarindan etkilenmektedir. Diinyadaki toplam arazinin {igte biri
tarim i¢in uygundur fakat bunun sadece %10’u yani 13 milyon hektarinda tarim
yapilmaktadir. Bunun nedeni olarak abiyotik stres veya baska nedenler gosterilmektedir
(Yadav 2010). Ornegin diinya niifusunun %38’nin yasadig1 yerlerin %45°i siirekli veya
sik sik ¢evresel faktorlerden kurakliga tabidir (Ashraf and Foolad 2007).

Canlilar dogalar1 geregi icinde bulunduklar1 ¢evre ile siirekli etkilesim halindedirler.

Canlilarin bulunduklar1 ¢evre ile olan etkilesimleri canlida, bir takim olumsuzluklara
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neden olmaktadir. Canlilar karsilastiklart olumsuzluklara karsi c¢esitli adaptasyon
mekanizmalart olustururlar. Olusturulan cevaplarin  yetersiz kalmast durumunda
adaptasyon eksikligine bagli olarak bitkilerde, bir takim olumsuzluklar meydana gelir.
(Greco et al. 2011). Cevre sartlarinin bir canlinin normal biiyiime ve gelismesini
olumsuz yonde etkileyecek derecede degismesi halinde canlida meydana gelen bu
durum stres olarak tanimlanir. Bitkiler de yasam dongiileri boyunca birgok g¢evresel
stres faktori ile karsilasmaktadirlar (Makbul et al. 2011). Bu stres faktorleri biyotik ve
abiyotik stres faktorleri olarak belirtilebilir (Stachowicz 2001). Biyotik faktorler
mikroorganizma kokenli olan etkiler iken, abiyotik stres fiziksek ve kimyasal kokenli
olan (kuraklik, yiiksek sicaklik, tuzluluk gibi) etkilerdir (Greco et al. 2011). Stres,
onemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agmaktadir. Bitkilerde biiylime ve
gelismeyi olumsuz sekilde etkilemekte, 6zellikle steril polen olusumuna neden olup
trtinde nicelik ve nicelik kaybimna (iiriin kalitesinin ve miktarinin azalmasina) Yol

acmaktadir (Suzuki et al. 2014).

Abiyotik stres faktorlerinden tuz stresi, bitkinin govde ile kok uzunlugunda ve
agirhginda azalma; yapraklarda kiigiilme ve incelme ile yaprak sayisinda azalma;
yaprak yiizeyinde bulunan kutikula tabakasinda incelme; vaskiiler doku
farklilagsmasinda ve gelisiminde azalma gibi degisikliklere neden olabilir. Ayrica erken
donemde kokte lignifikasyon olusumuna sebep olmaktadir (Culha and Cakirlar 2011).
Diger olumsuz etkileri, enzim aktivasyon bozuklugu, besin dengesizligi, membran
disfonksiyonu, genel metabolik siirecte aksamalar, ozmotik uyumsuzluk ve su aliminda
dengesizlik, oksidatif stres ve genel gelisim yetersizligi olarak 6zetlemek miimkiindiir

(Yakit and Tuna 2006).

Bir diger abiyotik stres faktorii olan kuraklik stresi bitkide, kok gelisim hizinda artma,
kok/govde oraninda uyumsuzluk, siirgiin gelisiminde zayiflama, koklerde mantara
benzer kalin bir doku tabakasinin olusmasi yapraklarin dokiilmesi, total yaprak
alanlarinin azaltilmas1 yaprak biliylimesinin yavaslamasi, yapraklarin lizeri sik tiiylerle
kaplanmasi, yaprak yiizeyinde mum iretiminin artmasi ve kutikula tabakasi

kalinlagsmasi, ozmotik diizenlemelerle turgoru sabit tutma, stoma hareketleri ile
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terlemeyi diizenleme, protein metabolizmasinin bozulmasi, hormonal diizenin

degismesi, fotosentezde azalma, gibi degisikliklere neden olmaktadir (Kutlu 2010).

Bir diger abiyotik stres faktorii olan diisiik sicaklik, bitki biiylime hizinin azalmasina,
yaprak genisliginin azalmasma, hiicresel otolitin ve yaslanmanin artmasina,
programlanmis hiicre 6liimlerine, 1sikta klorofil kaybi nedeniyle klorozis olusumuna,
hiicre zar yapilarinin bozulmasina ve bunun sonucunda hiicresel biitlinliiglin
bozulmasina, protoplazmik akisin en az diizeye inmesine ve nekrozise yol agmaktadir

(Turan and Ekmekgi 2008).

2.3.1 Sicaklik stresi ve etkileri

Abiyotik stresler arasinda yer alan yiliksek sicaklik tiim bitkiler {izerinde Onemli
olumsuzluklara neden bir faktordiir. Bitkilerde ozellikle iiriin verimliligini ve bitki
gelisimini 6nemli 6l¢iide sinirlandirmaktadir (Rollins et al. 2013). Bitkiler tozlasma
doénemlerinde kisa veya uzun siireli yiiksek sicakliga maruz kalabilirler. Bu donemde
yiiksek sicakliktan etkilenen tarim {irlinlerinde, verim 6nemli Oranda diismektedir
(Teixeira et al. 2013). Uriin veriminde yasanan kayiplar tarimsal iiretimi
sinirlandirmakta, dolayisiyla tarimsal tretim dogrudan kiiresel sicakliklarla

iligskilendirmektedir (Schmidhuber and Tubiello 2007).

1971-2000 yillar1 baz alindiginda, otuz yillik peryod iginde sicaklik stresi maksimum
diizeyde artis gostermistir. Bu artis Giiney ve Orta Asya, Orta Kuzey Amerika’da en
belirgin sekilde goriilmiistiir. En ¢ok etkilenen alanlarda, %20’den daha azinda sicaklik
degismeleri daha azdir. 1971-2100 tarihleri arasinda yasanacak iklim degisikligi
senaryolarmna gore, genis alanlarda yayilis gosteren tiim bitkiler bu durumdan
etkilenecegi yoniindedir Ozellikle yagmur suyu ile beslenen pring, musir, soya ve
bugday gibi bitkilerin bu olumsuz durumdan daha fazla -etkilenecegi tahmin

edilmektedir (Teixeira et al. 2013).

Yiiksek sicakligin bitkilerde meydana getirdigi sicaklik stresinin tarim arazilerine ve

dolayist ile tarimsal iiretime olan etkileri goz Oniine alindiginda, sicaklik stresine
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dayanikli ¢esit 1slahinin 6nemini ortaya ¢ikmaktadir. Islah ¢aligmalart sonucunda gesit
gelistirmek, oOzellikle abiyotik stres faktorlerine dayanikli ¢esit 1slahi ile ve stres

kosullarinda bitkide meydana gelen degisimleri bilmekle miimkiindiir.

Sicaklik stresi, bitkinin gelisimi, biiyiimesi ve verimliliginin de dahil oldugu bir ¢ok
siirlamalara neden olmaktadir (Ahuja et al. 2010, Mittler and Blumwald 2010). Ciinkii
bitkiler, sesil organizmalardir ve bulunduklar1 ortamdaki olumsuzluklardan kagamazlar.
Dolayis1 ile bitkiler, yiiksek sicaklik nedeni ile zarar gormemek igin kendi
metabolizmalarinda bir takim degisiklikler yaparak bulunduklari ortama uyum
saglamaktadirlar. Tim canli organizmalar degisen sicakliklarda, metabolizmalarin1 ve
hiicre fonksiyonlarini diizenlemek igini bir takim sinyal yolaklarina sahiptirler (Mittler
et al. 2012). Bitkiler, alternatif olarak programlanmis hiicre 6limii, yaprak, ¢icek veya
meyve dokiimii gibi prosesler gelistirebilirler (Qi et al. 2011, Mittler et al. 2012).
Sicaklik degisimi sonucunda bitkilerde meydana gelen degisiklikler kisaca Sekil 2.3’de
goriilmektedir (Mittler,et al. 2012).

membran akiskanhgt
—>|Lipit oram

tvon kanallan

Protein stabilitesi
- | translasyon/degradasyon o

hitere iskeleti aynimast ; Y
'
: Sinval transdiksivon Birikim
' 2 S Ca sinyalleri Transkriptom
Sicaklik artist kromatin degisimi L i 5
artss . > DNA-protein etldlesimi - »-kinaz fgsfgtazlax 55 4 —> proteom
1 histon yerlssimleri 1 [transkripsiyon faktorleri Y metabolom
g = | [hormonlar I
\ |enzsmatik reaksiyonlar ' :
L 3.|ATP,NADPHA ROS |...... 4 '
1 > . . . ] '
[redoks degisimleri 1 ' progrank
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Sekil 2.3 Yiiksek sicaklik stresinin bitkide neden oldugu degisimler ve bu degisimlerin
sematik olarak gosterimi ( Mittler et al. 2012’den degistirilerek alinmigtir)
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Hiicre metabolizmasi tizerindeki sicaklik stresini minimize edebilmek igin bitkiler ve
diger canlilar transkriptom, proteom, metabolom ve lipidom diizeyinde ¢esitli cevaplar
olusturmakta boylelikle yeni ve kararli bir metabolik denge olusturulmasini
hedeflemektedir (Mittler et al. 2012). Sicaklik stresi gesitli proteinlerin stabilitesini,
membranlari, ¢esitli RNA’lari, hiicre iskelet yapisini, enzim reaksiyonlariin etkinligini,

metabolik diizensizlikleri farkli bir sekilde etkilemektedir (McClung and Davis 2010).

Yiiksek sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde meydana gelen metabolik degisikliklere
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusturulmasi 6rnek verilebilir. Yiikksek ROS diizeyi
koruyucu yanitlarin olugmasi i¢in sinyal olusturmakta fakat onlarda hiicresel bilesenlere
zararli olan ve hiicresel siirecleri olumuz etkileyen metabolitleri etkilemektedirler (Van

Breusegem et al. 2001).

Yiiksek sicakligin bitkilerde olusturdugu proteomik degisikliklere 1si-sok proteinleri
ornek olarak gosterilebilir. Is1 soku protein ailesi iiyeleri ve molekiiler saperonlar
sicaklik stresinde bitki metabolizmasi {izerindeki 1s1 stresinin etkilerini azaltmada

onemli bir rol oynamaktadir (Queitsch et al. 2000).

Bitkiler bulunduklar1 ortamdaki 1s1 artigin1 tiim hiicrelerinde ayni anda hissederler ve
hiicredeki makro molekiiller 6rnegin protein kompkleksleri, niikleik asitler ayni anda
sicakligi algilamaktadirlar. Makro molekiillerin es zamanli hareketi geri doniistimlii
fiziksel degisikliklere neden olabilmektedir. Fiziksel degisikliklere membranlarin
akiskanliginin artmasi, protein alt iinitelerinin ve protein hidrofobik ¢ekirdeklerinin
ayrilmast Ornek gosterilmektedir (Mittler et al. 2012). Sicaklik stresi ile birlikte
fotosentez veriminde ve tohum ¢imlenme yiizdeliginde azalmalar goriilmektedir. Ayrica
tireme organlarinin gelisim peryodu boyunca anterlerin acgilmasina, polen tanelerinin
zaylf kalmasma ve polenlerin sismesinin 6nlenmesi {izerine etkileri vardir (Qu et al.
2013). En 6nemli etkisi polen tanelerinin ¢imlenmesini etkilemekte buda basakg¢ik ve
tane verimini azaltmaktadir (Jagadish et al. 2010). Sicaklik stresi bitki fizyolojisi ve
molekiiler mekanizmalar iizerinde genis capta olumsuzluklara neden olmaktadir. Bu
olumsuzluklarin en onemli sonucu verim kaybinin yasanmasi ve dogrudan diinya

niifusunun besin kaynaklarin azalmasidir.
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2.3.2 Is1 sok proteinleri

Is1 soku proteinleri, molekiil agirliklar1 100 kD’dan az olan ve temel olarak hiicrelerin
yiiksek 1siya maruz kalmasiyla iiretimi artan bir grup proteindir. Bu proteinler
molekiiler agirliklaria gore HSP90 ailesi, HSP70 ailesi, HSP60 ailesi ve kiigiik HSP’ler
olarak dért ana gruba ayrilmaktadirlar. ilk kez 1962 yilinda maya hiicrelerinde
tamimlanan 1s1 sok proteinleri, organizmalara ait hiicrelerin yiiksek 1siya maruz

kalmastyla tiretimi artan bir protein grubudur (Aufricht 2005).

Stres kosullarinda normal sartlarda iiretilen tiim proteinlerin sentezinde belirgin bir
azalma yasanirken bir grup protein sentezinin arttigi goriilmistiir (Christians et al.
2002). Is1 artis1 ile sentezi artan ve bundan dolayi 1s1-soku proteinleri olarak adlandirilan
HSP’ler, prokaryotik canlilardan insana kadar tiim canli hiicrelerinde bulunmaktadirlar

(Petrof et al. 2004).

Fizyolojik kosullarda HSP, protein katlanmasinin dogru yiiriitiilmesinden sorumludurlar
(Mayer and Bukau 2005). Hiicrede yeni iiretilen proteinlerin dogru bir sekilde
katlanmasina yardimci olan maddelere “molekiiler saperon” denmektedir (Deocaris et
al. 2006). Prokaryotlarda posttranslasyonel katlanma 6n planda iken yiiksek canlilarda
katlanma translasyon diizeyinde olusmaktadir. Bunun sonucunda proteinler sentez
asamasinda iken 6zellikle katlanma hatalar1 sonucu hiicrede ¢cokerek devre dis1 kalmaya
acik hale gelirler. Molekiiler saperonlar 6zellikle bu noktada devreye girip yeni iiretilen
proteinlerin yanlis katlanmasini ve ¢6kmesini engeller (Macario and de Macario 2005).
Katlanma hatalar1 en ¢ok 1s1 artis1 ile fazlalastigindan molekiiler saperonlarin cogu
HSP’dir. Bu molekiillerin bir araya gelerek olusturduklari proteinler “molekiiler
saperonin” olarak adlandirilmaktadir (Mo6bius et al. 1997). Bunlar daha ¢ok 6-9
proteinden olusan yapilardir ve genellikle 400-1000 kDA agirhigindadirlar. Protein
sentezi esnasinda yeni tiretilen proteinlerin ¢okmeden katlanarak olgunlagmasi, ¢ogu
HSP proteini olan birgok molekiiliin olusturdugu bir saperon agiyla saglanmaktadir

(Macario and de Macario 2005).
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2.3.2.1 HSP70 proteinleri

Son zamanlarda bitkilerde sicaklik stresine duyarli genlerin ve proteinlerin
tamimlanmasinda transkriptom ve proteom ¢alismalarindan yararlanilmaktadir. Bunlar
iki gruba ayrilmaktadirlar. Birinci grup, sinyal bilesenlerini kapsayan protein kinazlar ve
transkripsiyon faktorleridir. Ikinci grup ise 1s1 soku proteinleri ve katalazin dahil oldugu

fonksiyonel gruplardir (Qu et al. 2013).

Is1 soku proteinleri bitkilerde yiliksek sicaklik stresinde, sicakliga toleransi arttirmada
merkezi role sahiptir. Dort gruba ayrilan 1s1 soku proteinlerinin bir tiyesi de 70 kD
agirligina sahip olan HSP70 ailesidir. HSP70 ailesi yardimci saperonlart ile birlikte
hiicresel mekanizmalarin kurulumunu ve hiicre bdliimlerinin tamaminda protein
katlanmasi islevini desteklerler. HSP70 normal sartlarda ve stres sartlarinda proteinlerin

kiimelenmesi ve yeniden paketlenmesi fonksiyonlarina sahiptir (Frydman 2001).

HSP70 ailesi, 6nemli protein ve translokasyon islevine sahiptir. Proteinleri lizozomlara
hedefleyerek kararsiz proteinlerin proteolitik bozulmasina yardimci olurlar (Hartl 1996).
HSP70 ailesi iiyelerinin bir kism1 koruyucu olarak tanimlanmis ve bunlar HSP70 olarak
(70 kD heat shock cognate) kaynak gosterilmistir. Bu tiyeler genellikle yeni sentezlenen
polipeptitlerin transport ve translokasyon onciil proteinlerin katlanmasina yardimci
olmaktadirlar. Diger iiyeler ise cevresel sartlarin olusturdugu olumsuzluklarla miicadele
ederler. Boylelikle daha fazla protein yikimi bozukluklarina ve daha fazla protein

katlanmasina yardime1 olurlar (Miemyk et al.997) (Sekil 2.4).

HSP70 ailesinin bazi iiyeleri, 1s1 soku faktorlerinin olumsuz baskilarinin biyolojik
aktivitesinde rol oynarlar. (Wang, Vinocur et al. 2004). HSP70 {iyelerinin yapisinda
korunmus N-terminal ATPaz domainleri bulunmaktadir. HSP ig¢inde en korunmus
olanlar HSP70 ailesi oldugu disiiniilmektedir, Escherichia coli ile dkaryotik HSP70
yaklasik olarak %50 benzerlik goriilmektedir.
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Sekil 2.1 Cesitli stres kosullarinda HSP proteinlerinde meydana gelen degisimlerin
sinyal iletim mekanizmasi (Miemyk et al.1997°den degistirilerek alinmistir)

HSP70 ailesinin bir iiyesi olan HSP16.6 bitkilerde in vitro sartlar altinda, katlanmis
proteinlerde ve HSP70/100 komplekslerinde proteinlerin yeniden katlanmalarini saglar
(Wang et al. 2004).

HSP70 ailesi iiyesi HSP17, hiicre sitozoliinde bulunur ve stabilize olmayan yeni
proteinlerin katlanmasini 6nleme fonksiyonuna sahiptir (Wang et al. 2004). HSP70
ailesinin bir diger iyesi olan HSP25, proteinlerin ara katlanmasmi ve onlarin

kiimelenmelerini 6nlemede gorevlidir (Ehrnsperger et al. 1997).

HSP26, 1s1 diizenlemesinde gorev alan oligomerik bir komplekstir. Is1 diizenleyici
saperon olan HSP26, proteinlerin yeniden organizasyonu ile iligkili goriilmektedir
(Haslbeck et al. 1999). Prokaryotlarda oksidatif stres ile uyarilan HSP33, indirgeyici
kosullarda aktif olmayan ve sitozolde bulunan bir HSP70 tiyesidir (Scarpeci et al.
2008).
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2.3.3 Kuraklik stresi ve bitkilere olan etkileri

Kuraklik, tarim alanlarinin biiyiik bir boliimiinde gorillen ve tarimsal iiretimi
simirlandiran en O6nemli gevresel faktorlerden biridir (Zhu 2002). Kiiresel iklim
degisiklikleri ve diinya niifusunda ki artis kullanilabilir su kaynaklarini yetersiz
kilmaktadir. 2025 yil1 itibari ile yaklasik 1,8 milyar insan su sikintisi ile ylizlesecegi ve
diinya niifusunun %65’inin bu sikintt ile karsilasacagi tahmin edilmektedir
(Nezhadahmadi et al. 2013). Su kaynaklarinda yasanacak yetersizlikler sulanabilir
arazilerin azalmasina ve tarimsal iiretimin 6nemli sekilde zarar gérmesine neden
olacaktir. Bu durum kuraklik sorununun ne denli 6nemli oldugunu ve ilerde kuraklik

nedeni ile yasanacak sikintilarin boyutunu gostermektedir.

Eksik veya yetersiz su alimi tiim canlilarda oldugu gibi bitkilerde de ¢esitli
olumsuzluklara neden olmaktadir. Su yoklugu ve ya yetersizligi sonucunda ortaya ¢ikan
kuraklik stresi, bitkinin ¢esitli performanslarini etkileyen karmagsik bir parametredir
(Ingram and Bartels 1996). Kuraklik stresine adaptasyonda ve stres toleransini
arttirmada, bitkiler tarafindan yeni yontemlerin gelistirilmesi hayati 6nem tasimaktadir
(Rizhsky et al. 2002). Bitkilerin kuraklik stresine karst olusturduklari cevaplarda bir¢ok
faktor etkilidir. Bitkilerin olusturacagi cevaplarda bitkinin genotipi, biiylime stirecinde
stresin siddeti ve siiresi (Chaves et al. 2003), farkli bitkilerin gen diizeyi (Denby and
Gehring 2005), farkli bitkilerin terleme aktivitesi i(Ribas-Carbo et al. 2005) ve
fotosentez mekanizmasi (Flexas et al. 2004) ile ¢evresel faktorler (McDonald and
Davies 1996) etkilidir. Kuraklik stresi boyunca genlerin ekspresyonunda kritik cevaplar
gozlenmektedir. Bu anlamda kurakliga cevap olusturan cesitli genler belirlenmistir
(Szegletes and. 2000). Gen ekspresyonunda meydana gelen degisimler ile fizyolojik
degisimler, kuraklik stresine karsi toleransi arttiran uyum mekanizmalaridir. Kuraklik
stresinin bitkilerde meydana getirdigi morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
degisikliklere bircok 6rnek verilebilir. Protein degisikliklerine, antioksidan iiretimine,
ozmotik ayarlamalara, hormon diizenin degisimine, kok derinligi ve uzunlugu artigina
neden olmasi1 6rnek gosterilebilir (Szegletes et al. 2000). Ozellikle stoma hareketleri,
kutikula kalinligi, fotosentezin engellenmesi, klorofil miktari, terlemenin azalmasi ve

biiylime inhibisyonu {izerine etkileri bulunmaktadir (Yordanov et al. 2000). Kuraklik
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stresi ayrica polen steriliasyonu, absisik asit birikimine neden olabilmektedir (Ji et al.
2010). Kuraklik stresinin, hiicre duvari biitiinliigiine etkileri, metabolit sentezi, turgor
basinci, membran biitiinliigiine olan etkileri (Dat et al. 2000), kuraklik ile iliskili
proteinlerin ve dehidrin igeren enzimlerin sentezinin artmasi, vakuoler asit invertaz,
glutasyon S-transferaz (GST) ve ge¢ embriyogenez (LEA) proteinleri ekspresyonu,
Rubisko, helikaz ve prolin iiretimi iizerine etkisi bulunmaktadir (Nezhadahmadi et al.
2013).

Kuraklik stresinin neden oldugu morfolojik degisiklikler bitki boyunda kisalmalar,
yaprak alaninda (ayasinda), yaprak uzunlugunda ve yaprak sayisinda meydana gelen
degisiklikler, kok uzantisindaki degismeler, erken olgunluk ve senesens sayilabilir

(Jaleel et al. 2009).

Diger tarimsal iriinlerde oldugu gibi bugday veriminde ve kalitesinde yillara gore
farkliliklarin ortaya ¢ikmasmmin en Onemli nedeni kurakliktir. Farkli gelisme
donemlerindeki kurakligin, bugdaym verim ve kalitesini ne sekilde etkilediginin iyi
anlasilmasi, kuraklik stresi boyunca bitkide meydana gelen tiim fizyolojik ve molekiiler
degisikliklerin bilinmesi kuraklik stresine dayanikli g¢esit 1slahim1 Oniindeki engelleri

kaldirabilecek ve yeni cesitlerin gelistirilmesine de imkan sunabilecektir.

2.3.4 Transkripsiyon faktorleri

Bitkiler maruz kaldiklar1 degisikliklerin olumsuzluklarini tolere eden, c¢ok yonlii
molekiiler cevaplar olusturmaktadirlar. Bu degisiklikler, genellikle morfolojik ve
fizyolojik degisikliklere uyum cevaplardir (Wang et al. 2013). Bu uyum tepkileri,
transkripsiyonel veya dis uyaranlarin iletimi ve sinyal algilayan genlerin baskilanmasi

seklinde kullanilir (Wang et al. 2007).
Bitkilerdeki uyum mekanizmasi genellikle transkripsiyon faktorleri ile saglanmaktadir

(Pandey and Somssich 2009). Transkripsiyon faktorleri, transkripsiyonda veya genlerin

diizenlenmesinde etkili olan, DNA dizisinde belli bolgelere (domain) baglanan ve
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genlerin ekspresyonunu arttiran ya da azaltan diziye 6zgii DNA baglanma proteinleridir

(Latchman 1997).

Transkripsiyon  faktorleri  karakteristik DNA  baglanma  bolgelerine  gore
tamimlanmaktadirlar. Ornek olarak WRKY, AP2/ERF, NAC, B3 verilebilir.
Transkripsiyon faktorlerine spesifik DNA baglanma bdolgelerinin ¢ogunun, transpozon
elementler ile iliskili endoniikleazlardan koken aldigi tahmin edilmektedir (Yamasaki et
al. 2013).

Transkripsiyon faktorleri spesifik DNA baglanma bdlgelerinin yaninda, transkripsiyonu
aktive eden bolgeler ve 30 ile 100 aminoasitlik bir kisim icermektedir. Aminoasitlerden
olusan protein kisim, farkli transkripsiyon faktorleri ile veya dogrudan RNA polimeraz
ile etkilesime girebilir. DNA dizileme ¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilere gore,
genlerin orani ile kompleks organizmalar arasinda olumlu bir uyum goriilmistiir. Yine
dizileme c¢alismalar1 sonucunda, proteinlerin %?20’sinin transkripsiyonda ve sinyal

iletiminde rolii oldugu belirtilmistir (Eulgem et al. 2000).

2.3.4.1 WRKY tipi transkripsiyon faktorleri

WRKY transkripsiyon faktorii, 100 temsilcisi olan transkripsiyon faktorlerinin bir {ist
ailesidir.  WRKY transkripsiyon faktorii ailesinin karakteristik 6zelligi  WRKY
domainine, 60 aminoasit iceren katlanmis protein kismina ve N terminalinde
WRKYGQK motifine sahip olmasidir (Wang et al. 2013).

WRKY TF’lerin belirleyici o6zelligi, WRKY domaini olarak adlandirilan DNA
baglanma boélgeleri ile N-terminal bélgede yer alan ve hemen hemen hi¢ degismeyen
aminoasit dizisidir (Rushton et al. 2010). WRKY transkripsiyon faktorii, DNA
baglanma bolgesi, WRKY domaini ve protein dizisinden olusmaktadir. Sekil 2.5°de
goriildiigii gibi, sar1 renkli kisitmlar WRKY transkripsiyon faktoriine ait motif yapisi,
mavi renkli kisimlarda baglanma bolgesini belirtmektedir. Diger kisim ise protein

yapisini belirtmektedir (Rushton et al. 2010).
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Sekil 2.2 WRKY transkripsiyon faktoriinii protein konformasyonuna ait goriiniimii
WRKY iiyelerine ait WRKy domaini genel goriinimii (a ) ve WRKY
domaini yapisal formu (b). Sar1 bolgeler WRKY ’ye ait motif bdlgesi, mavi
kisimlar DNA baglanma bolgesi ve kirmizi kisim protein bdlgesidir
(Rushton et al. 2010).

WRKY transkripsiyon faktorleri bir transkripti aktive etmede veya baskilamada ya da
bir transkripsiyonel aktiviteyi arttirmada veya baskilamada rol oynayabilir. Bazi1 WRKY
transkripsiyon faktorleri ise her iki aktiviteyi de gostermektedir (Miao et al. 2008).

Cesitli fizyolojik diizenlemelerde gérev alan WRKY transkripsiyon faktorleri oldukga
genis islevlerde gorev alabilen farkli gruplar halinde siniflandirilmaktadir (Eulgem et al.
2000).

[lk olarak tatl1 patateste tanimlanan WRKY transkripsiyon faktorii ailesi, 6zellikle strese
dayaniklilik cevaplarmin olusturulmasinda, bitki biiyiime ve gelismesinde diizenleyici
olarak gorev aldigi, tohum gelisiminde, c¢i¢eklenmede, embriyogenezisde, trikom
gelisiminde ve hormon dahil sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde rol aldig:
bilinmektedir (Wang et al. 2013). WRKY transkripsiyon faktorlerinin patojen
savunmasinda, senesenste ve daha pek cok islevde etkili oldugu rapor edilmistir

(Eulgem et al. 2000).

WRKY transkripsiyon faktorlerinim en énemli 6zelliklerinden birisi de abiyotik strese
verdikleri cevaplardir. Ozellikle kuraklik stresine karsi olusturdugu cevaplar bitkiye
stres sartlarinda dayaniklilik sagladigi belirtilmistir (Rushton et al. 2010). Bitkilerin

evrim slireci boyunca farkli WRKY’lerin, hiicresel yapmin gelismesinde c¢esitli

23



fizyolojik aktiviteleri kolaylagtirmada rol oynadigi ve bitkilerin savunma sisteminin

merkezi bilesenleri oldugu belirtilmistir (Wan et al. 2013).

2.3.4.2 bZIP tipi transkripsiyon faktorleri

bZIP transkripsiyon faktorlerinin tiimii biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde Onemli
gorevler tistlenmektedir. Temel bolge olarak adlandirilan DNA baglanma bdlgesi ve
16sin aminoasitlerinin ihtiva ettigi dmerlerin bulundugu yapr ile taninmaktadir (Jakoby
et al. 2002) (Sekil 2.6).

Bitkilerde patojen savunmasi, tohum gelisi, ¢icek olusum sinyalizasyonu, 151k ve
kuraklik streslerinin de dahil oldugu bircok biyotik ve abiyotik stres faktdrinde
diizenleyici olarak gorev almaktadirlar. Sayilan tiim biyolojik diizenlemeler, on grup
altinda karakterize edilen bZIP ( basic-domain leucine-zipper) transkripsiyon faktorleri
tarafindan yapilmaktadir (Jakoby et al. 2002).

Baglanma Bolgesi L&sin aminoasit dizisi
N -x-RK - x - L =-x-L - %-1

Sekil 2.3 bZIP transkripsiyon faktoriiniin yapisina ait bolgelerin genel bir goriiniimii
(Mavi bolge korunmus baglanma bolgesi diger kisim ise protein bolgesi
(Jakoby et al. 2002’den degistirilerek alinmistir)

bZIP proteinleri temel bolgelerinin benzerligine gore gruplara ayrilmistir. Ayni grupta
bulunan proteinler 16sin aminoasidi i¢ceren dimer kismin biiylikliigline gore ek ozellikler
tasiyabilmektedir Sadece ti¢ bZIP proteini hig¢ bir gruba dahil edilememistir. CsbZIP12,
CsbZIP15 iiyelerinin de dahil oldugu grup tyeleri, bitkisel dokularda stres sinyallerinin
veya absisik asit (ABA) sinyallerinin olusumunda (Choi et al.2000) rol aldigi
belirtilmistir.

Vejetatif dokularda, ABA ve abiyotik stres faktorlerine ABA karsiti elementler iceren

CIS elementler ile gen ekspresyonunu arttirmay: saglarlar. Bundan dolay1 ABA ve stres,
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bZIP iiyelerinin transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel gen diizenlemelerine neden
olur (Choi et al. 2000). ABA bitkisel dokulardaki islevinin yaninda ge¢ embriyogenezde
islev gosteren LEA proteinlerinin promoter bdlgesi i¢in aktivatér olarak rol oynadigi
tahmin edilmektedir (Nakamura.et al. 2001). Boylelikle bZIP proteinleri, hem tohum
olusumunda hem de bitkisel dokularda ABA sinyal iletiminde o6nemli bir islev
gostermektedir.(Kircher et al. 1998).

CsbZIP30 iiyesinin dahil oldugu grubun karakteristik 6zelligi, transkripsiyon faktoriiniin
korunmus kisimda 16sin aminoasitleri ile birlikte lizin aminoasitinin de bulunmasidir.
Aminoasit degisimi, bZIP proteinin bu grubu igin 06zel baglanma bolgesi
gerektirmektedir. Palindromik olamayan bu kismin DNA’ya daha yiiksek bir affinite ile
baglanmaya neden oldugu tahmin edilmektedir (Fukazawa et al. 2000). CsbZIP30’un da
dahil oldugu grup, giberillin biyosentez yolunun aktivasyonunda, vaskiiler doku

gelisiminin regiilasyonunda rol oynamaktadir (Ringli and Keller 1998).

bZIP54 ve CsbZIP55 iiyelerinin dahil oldugu bir diger grubun 6zelligi, N terminal
bolgesinde korunmus ve prolince zengin bodlgenin bulunmasidir. Bu bdlgenin
transkripsiyonel aktivasyon potansiyelinin oldugu diistiniilmektedir (Terzaghi et al.
1997). Bu grup {iyeleri, ultraviyole ve mavi 1s1k sinyal iletimi ile diger 1s1k duyarl

proteinlerin regiilasyonunda islev gostermektedir (Kircher et al. 1998).

Transkripsiyon faktorleri arasinda 75 iiyeye sahip genis bir aileden olusan bZIP
proteinleri, o6zellikle ksenobiyotik stres faktoriine karsi diizenleyici olarak gorev
almaktadir. Bu grup iyeleri, stres ile baglantili yanitlari Giberillin/oktopin sentaz
element baglayici proteinleri (OBF) kapsamaktadir (Singh et al. 2002). Bu aktivator
sekans baglayici elementler strese duyarli PR-1 ve Glutatyon-S-transferaz gibi genlerin
ekspresyonlarin1 diizenler (Subramaniam et al. 2001). Sekil 2.7°de stres durumunda

olusturulan mekanizmanin basit bir gésterimi yer almaktadir (Singh et al. 2002).
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Sekil 2.4 bZIP ve WRKY transkripsiyon faktorlerinin stres veya savunma durumuna ait
sinyal yollar1 (NPR-1 geni bZIP proteinlerini aktive ederek savunmada
gorevli PR1 geninin aktivitesini arttirir) (Singh et al. 2002°den degistirilerek
alinmustir)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) cesitlerinin elit ve
kuraklik ile yiiksek sicakliga dayanikli veya hassas olan cesitler arasindan secilmesine

Onem verilmistir.

Caligmada materyal olarak, Orta Anadolu ve Gegit bolgelerinde yaygin olarak ekimi
yapilan Bayraktar 2000, Demir 2000, Bezostaja-1, Sonmez-01, Karahan-99 ve
Ikizce-96 cesitleri, kurakliga tolerans1 yiiksek oldugu bilinen Sivas 111/33 ve Gerek 79
cesitleri ile kurakliga hassas Atay 85 c¢esidi kullanilmistir. Ayrica kurakliga ve yiiksek
sicakliga tolerans bakimindan 6ne ¢ikan yabanci orijinli Zubkov (Kirgizistan) ve OK-
00421 (ABD) cesitleri de kullanilmigtir. Calismada kullanilan ekmeklik bugday
cesitleri, TUBITAK tarafindan desteklenen 1130016 nolu proje kapsaminda ekimi
yapilan ve kuraklik, sicaklik, kuraklik ve sicaklik streslerine maruz birakilan ¢esitlerdir.

Calisma kapsaminda kullanilan gesitlerin 6zellikleri kisaca asagida belirtilmistir;

Bayraktar 2000; Alternatif gelisme Ozelligine sahip ve erkenci bir gesittir. Soguga,
kuraga dayanikli ve giibreye verdigi cevap yiiksek olup, tane dokmeyen, harman olma
kabiliyeti iyi olan bir gesittir. Hektara 300-400 kg verim kabiliyetine sahiptir. Ic
Anadolu ve Gegit Bolgelerinin  bugday tarimi yapilan kirag alanlara tavsiye

edilmektedir.

Demir 2000; Alternatif gelisme 6zelligine sahip olup orta erkencidir. Soguga, kuraga ve
yatmaya dayanikli, giibreye verdigi cevap Iyi olan ve tane dokmeyen bir cesittir.
Hektara 300-400 kg iiriin verebilme potansiyeline sahiptir. I¢ Anadolu ve Gegit

bolgesinin taban ve destek sulama yapilan alanlarina 6nerilmektedir.
Bezostaja-1; Orta erkenci olup, kislik tabiatli ve yagis1 yiiksek veya sulu alanlara ekimi

tavsiye edilmektedir. Yatmaya dayanikli olup, kardeslenme seviyesi orta diizeydedir.

Verim diizeyi kuru tarimda 150 kg/da iken sulu tarimda 600 kg/da’a ulagmaktadir.
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Ceside ait 1000 dane agirhigr 38-44 g, ve hektolitre agirhigi 80-84 kg, dir. Protein %12-
15, Mikro SDS Sedimentasyonu >16 ml ve yumusama derecesi 70-100 BU olup
ekmeklik kalitesi yliksektir. Bu ¢esit kahverengi pasa dayanikli, diger paslara, stirme ve

rastiga orta dayaniklidir.

Sonmez-01; Erkenci ve kislik olup, kuru tarim igin tavsiye edilmektedir. Ek sulama ile
verimi yiiksek oranda artan bir gesittir. Yatmaya dayanikli olup kardeslenme 6zelligi
orta derecededir. Sap verimi yiiksektir. Verim diizeyi kuru tarimda 250 kg/da, sulu

tarimda 600 kg/da’a kadar ulasmaktadir. Yumusama derecesi 120-150 BU’dur.

Gerek 79; Bu ¢esit, Tiirkiye’de kuru tarim yapilan alanlar igin en genis adaptasyona
sahiptir. Sap verimi yiiksek olup tane dokmeyen ve kardeslenme yetenegi kuru tarim
yapilan alanlarda en yiiksek olan gesittir. Verim diizeyi kuru tarimda 250 kg/da ve ek
sulama ile 500 kg/da’a ulagsmaktadir. Cesidin 1000 dane agirligi 32-38 g, hektolitre
agirligr 79-82 kg, protein %11-13 ve yumusama derecesi 150-200 BU olup ekmeklik

kalitesi ortadir.

Atay 85; Bu ¢esidin kisa dayanikliligi iyi olup, kardeslenme diizeyi orta-seviyededir.
Erkenci bir ¢esittir ve yatmaya dayaniklidir. Hektara verimi ortalama 850 kg’dir.

Protein oran1 %11-13 olan bu ¢esit, kurakliga hassastir.

Sivas 111/33; Bu ¢esit kisa, kurakliga dayanikli; siirme, rastik, kahverengi ve kara pasa
zayif, sar1 pasa orta dayaniklidir. Tane yapisi oval ve unlu; bin tane agirlig1 yaklagik 40

g, ekmeklik kalitesi orta diizeydedir.

Karahan 99; Bahri Dagdas Uluslararasi Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan 1999
yilinda tescil edilmis, kil¢ikli ve tane rengi beyazdir. Bitki boyu 80-100 cm’dir. Kishik
gelisme Ozelligine sahip olan bu cesidin soguga kuraga dayanikliligr iyidir. Orta

Anadolu ve gecit bolgelerinde kuru tarim i¢in tavsiye edilmektedir.

Ikizce 96; Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan 1996 yilinda tescil

edilen, beyaz basakli ve kilgiklidir. Taneleri kirmizi ve sert olup orta boylu ve saglam
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saplhidir. Cesit, orta erkencidir. Soguga, kuraga ve yatmaya dayanikli olup giibreye
reaksiyonu iyi olan, tane dokmeyen bir gesittir. Kuru tarimda dekara 250-350 kg verim

verme kabiliyetine sahiptir.

Zubkov; Bu gesit Kirgizistan orijinlidir. CIMMTY Tiirkiye Ofisi tarafindan sulu

tarimda ve kuru tarimda yapilan 3 yillik denemelerde sicakliga ve kurakliga dayaniklilik

bakimindan one ¢ikmustir.

OK-00421; Oklahama’da (ABD) tescil ettirilmis ve CIMMTY Tiirkiye ofisi tarafindan

sulu ve kuru tarim sartlarda yapilan 3 yillik deneme sonucunda sicakliga ve kurakliga

dayanikli olarak 6ne ¢ikmistir

Yapilan c¢alismada 11 ekmeklik bugday ¢esidi kullanilmig ve kuraklik stresi
uygulamalari sonucunda kurakliga dayanikli ve hassas c¢esit tespiti yapilmaya

calisiimustir.

11 ekmeklik bugday ¢esidinden yerli gesitlere ait tohumlar Tarla Bitkileri Merkez
Aragtirma Enstitlisii’nden temin edilirken, yabanci orijinli olan ¢esitlere ait tohumlar ise
Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii araciligiryla CIMMTY Tiirkiye ofisinden
temin edilmis ve ekim donemine kadar serin ve kuru bir ortamda saklanmistir. Cesitlere
ait DNA oOrneklerinin elde edilmesi amaci ile 11 gesit ekmeklik bugday cesidi Mayis
2015 tarihinde Cankir1 Karatekin  Universitesi biinyesinde bulunan serada
yetistirilmistir. Calismada kullanilacak bugday ¢esitleri saksilarda yetistirilmistir. Torf
ve perlit kullanilarak (1:1 oraninda) hazirlanan karisim saksilara esit oranda
doldurulmustur. Her saksiya esit oranda tohum ekilmis ve tohum sayis1 her saksida 4-6
tane olacak sekilde hesaplanmistir. Saksilarda bulunan tohumlarin ¢imlenip bitkiler
olusuncaya kadar gerekli bakimlar yapilmistir. Bitkilerin yapraklar1 ortalama 10-15 cm
olunca genomik DNA izolasyonu i¢in gesitlere ait yaprak dokular1 alinmis ve sivi azot

igerisinde dondurulduktan sonra -80°C’de saklanmustir.

Cesitlere ait stres uygulamalari, 1130016 nolu proje kapsaminda Ankara Universitesi

Tarla Bitkileri Boliimii’ne ait iklim odalarinda yapilmistir. Proje kapsaminda yapilan
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stres denemeleri sonucunda elde edilen bitki materyali, RNA-Seq analizinde kullanilmis
ve analiz sonucunda segilen Transkripsiyon Faktorlerine ait bazi genler qRT-PZR ‘da
kullanilmistir. qRT-PZR reaksiyonunda kullanilacak cesitlerin stres uygulamalari
Temmuz 2015 tarihinde Cankir1 Karatekin Universitesi Merkezi Arastirma Labaratuvari
Molekiiler Biyoloji Labaratuvari’nda bulunan iklim kabinlerinde yapilmistir. Segilen
cesitlere sicaklik, kuraklik, sicaklik ve kuraklik olacak sekilde ii¢ farkli stres uygulamasi
yapilmustir. Stres uygulamasi, stres uygulanmis uygulama grubu ve stres uygulanmamis
kontrol gruplar1 seklinde olusturulmustur. Segilen gesitler i¢in, her gesitten ti¢ tekerriir
olacak sekilde uygulama grubu ve kontrol grubu olusturulmustur. Tohumlarin
cimlendirilmesi petrilerde ve oda sicakliginda yapilirken, bitkilerin yetistirilmesi MS
ortaminda ve kontrollii iklim kabinlerinde yapilmistir. Yetistirilen bitkilerin stres
uygulamalart yine kontrollii iklim kabinleri kullanilarak yapilmistir.  Stres
uygulamalarinin tamamlanmasi sonucunda bitkilere ait kok ve yaprak dokulari alinmig
ve sivi azot igerisinde dondurularak RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80°C’de

saklanmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bugday cesitlerinin SSR markorler ile taranmasi

3.2.1.1 Bugday cesitlerinin ekimi ve yetistirilmesi

Torf ve perlit karisimindan olusan (1:1 oraninda) toprak bir yigin haline getirildikten
sonra 25 cm ¢apinda ve 30 cm derinligindeki saksilara esit miktarlarda doldurulmustur.
Her bir saksida 4-6 bitki olacak sekilde tohumlar 5 cm derinlige ekilmistir. Her bir ¢esit
icin 3 tekerriir olacak sekilde ekim yapilmistir. Tohumlarin ¢imlenmesi igin saksilar oda
1sisinda bekletilmistir. 15-20 giin boyunca gerekli bakimlar1 yapilan bitkiler (sulama vb.)
genomik DNA izolasyonunda kullanilmak iizere yaprak materyali alinacak sekilde hazir

hale getirilmistir.
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3.2.1.2 Bugday materyallerinin toplanmasi

Saksilarda yetistirilen bugday cesitlerinden 15-20 giinlin sonunda genomik DNA
izolasyonu i¢in yaprak dokulari alinmistir. Bitkilerin ilk 2-3 yapragi, steril bisturi
yardimi ile kesilmis ve onceden etiketlenmis aliiminyum folyolara sarilarak sivi azot

icerisinde dondurulmustur. Dondurulan dokular -80°C’de saklanmustir.

3.2.1.3 Materyallerin genomik DNA izolasyonu i¢in hazir hale getirilmesi

Yetistirilen bugday c¢esitlerinden toplanan yaprak dokulari, DNA izolasyonu igin
kullanilmistir. Genomik DNA izolasyonu CTAB (Saghai-Maroof et al. 1984, Doebley
and Stec 1991) protokoliine gore yapilmistir. 150 mg polyvinilprilydon tartilarak steril 2
ml’lik ependorf tliplere alinmistir. Polyvinilprilydon bulunan tiiplere bir adet 0.7 cm
capinda celik boncuk ilave edilerek hazir hale getirilmistir. Bugday yapraklar
hazirlanan tiiplere aktarildiktan sonra tekrar bir adet boncuk ilave edilmis ve drneklerin
bulundugu tiipler hemen sivi azot icerisine alinarak dondurulmustur. Orneklerin
bulundugu tiipler homojenizator (TissueLyser II, QIAGEN) cihazina yerlestirilmistir.
Yapraklar, tiiplerde bulunan boncuklar yardimi ile fiziksel pargalanmaya tabi
tutulmustur. Ornekler cihazda 30 frekans (1/S) dalga boyunda 45 saniye boyunca
tutulmustur. Cihazdan alinan tiipler hemen sivi azot igerisine almarak tekrar
dondurulmustur. Izolasyon 6ncesi tiiplerde bulunan boncuklar cikarilarak ornekler,

genomik DNA izolasyona hazir hale getirilmistir.

3.2.1.4 Genomik DNA izolasyonu

Oncelikle siikroz ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in, 50 mM EDTA, 120 mM Tris-HCI, 1 M
NACI, 0.5 M siikroz, %2 TRITON-X 100 bir tiipe alinmistir. Hazirlanan ¢dzeltinin
pH’s1 8 olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan karigima en son asamada %0.2 B-
merkaptoetanol eklenerek 60°C’de bekletilmis ve bdylelikle hazirlanan karisimin taze

olarak kullanilmasi saglanmstir.
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CTAB ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in, 20 mM EDTA, 100 mM TRIS, HCI 1.5 M NACI
ile %2 CTAB bir tiipe alinmig,121°C’de latm basingta otoklav edilerek steril hale
getirilmistir. Hazirlanan karistmin %1 oraninda f-merkaptoetanol en son asamada
kullanilacak sekilde hazirlanmis ve 60°C’de bekletilmistir. CTAB ve Siikroz ¢ozeltileri
her bir 6rnege 1.2 ml konacak sekilde hesaplanarak hazirlanmigtir. %2100 etanol her bir
ornege 2 ml konacak sekilde hazirlanmis, %70 etanol her bir 6rnek i¢in 1 ml olacak
sekilde hazirlanmig, %2100 izopropanol (2-propanol) her bir 6rnek igin 1 ml olacak
sekilde hazirlanmis, 24 ml chloroform, 1 ml izoamilalkol (24:1 v/v) karisimi

hazirlanmis ve her bir 6rnege 1 ml olacak sekilde hesaplanarak -20°C’ye alinmustir.

2 ml’lik ependorf tiiplere 150 mg polyvinylpyrolidone (PVP) tartilip konulmustur. Her
bir tlip i¢in 150 mg yaprak dokusu PVP bulunan tiiplere alinmis ve homojenizator
(Tissulyzer 1l, QIAGEN)) cihazi yardimu ile ezilerek toz haline getirilmistir. Her tiipte
bulunan yaprak dokusu iizerine 1.2 ml 60°C’de bulunan siikroz ¢ozeltisi eklenmis ve
vorteks ile karistirilmistir. Tiipler 10 dk araliklarla karigtiritlmak tizere 1 saat boyunca
60°C’de bekletilmistir. Bir saatin sonunda tiipler 10.000 rpm’de oda sicakliginda 20 dk
santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra iisteki siv1 faz (stipernatant) dikkatli bir sekilde
yeni tiiplere alinmustir. Siipernatantlarin bulundugu her bir tiipe CTAB ¢ozeltisi 1.2 ml
olacak sekilde ilave edilmistir. Hazirlanan karisimlarin bulundugu tiipler 40 dakika
60°C’de inkiibe edilmis ve 10 dakika da bir karistirilmistir. Tiipler daha sonra 12.000
rpm’de 15 dakika santrifiij yapilmigtir. Dikkatli bir sekilde her bir tiip iki yeni tiipe
bolinerek dagitilmistir. Tiplere 1 ml kloroform-izoamilalkol (24/1 v/v) eklenip
yumusake¢a 15-20 kez karigtirildiktan sonra 12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij
yaptlmistir. 1 ml izopropanol eklenen tiipler -20°C’de bir gece bekletilmistir. -20°den
alinan tiipler 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilmis ve sivi kismu dikkatlice
dokiilmistiir. Pellete %100 saf etanol’den 2 ml eklenmis ve dikkatlice pellet
yiizdiiriilmistiir. 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmis ve daha sonra etanol
dikkatli bir sekilde dokiilmistiir. %70 etanolden 1 ml eklenmis, 12.000 rpm’de 15
dakika santrifiij yapilmis ve sonrasinda etanol dikkatlice dokiilmiistiir. Tiipler oda
1sisinda 3 dakika ve tiiplerin kapaklar1 agik sekilde kurumaya birakilmistir. Tiiplerde
bulunan pelletin tizerlerine 50 pl didistile (ddH,0) su eklenmistir. Tipler 1s1 blogunda
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60°C’de 2 dakika pelletin ¢oziinmesi saglanacak sekilde bekletilmistir. Boylelikle izole

edilen DNA 06rnekleri PZR reaksiyonu i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.

Herhangi bir DNA 6rneginin PZR reaksiyonlarinda kullanilmasi, izolasyon sonucunda
elde edilen DNA’nin kalitesine ve konsantrasyonuna baglidir. Bu amagla izole edilen
DNA ormneklerinin konsantrasyon ve kalitesi belirlenmistir. Elde edilen DNA
orneklerinin konsantrasyonunu, NanoDrop Spektrofotomere cihazi (Thermo, 2000c)
kullanilarak belirlenmistir. izole edilen DNA &rneklerinden 1 pl almip NanoDrop
cihazinin haznesine aktarilmistir. Cihaz mikrolitrede var olan DNA konsantrasyonunu
nanogram degerini okumaktadir (ul/ng). DNA 6rneginin kalitesini belirlemek igin 2 pl
DNA o6rnegi 0.2 ml’lik eppendorf tiiplere alinmis, iizerine 1 ul boya (Loading dye)
eklenmigtir. Hazirlanan 6rnek TBE (Tris-Borik Asit- EDTA) soliisyonu igersinde
bulunan %0.81ik konsantrasyona sahip agaroz jele yiiklenmistir. Agaroz jele yiiklenen
bu 6rnekler 100 voltta, 60 dakika yiriitilmustiir. Yiiriitme siiresi bitiminde agaroz jel
UV transilluminatdr 15131 altinda  goriintiilenmistir. Orneklerin  DNA  Kkalitesini
belirlemek i¢in agaroz jele standart olarak 1 kb uzunluga sahip markor de (Gene Ruller)

yiiklenmis ve diger orneklerle birlikte yiirtitilmiistiir.

3.2.1.5 PZR reaksiyonlari (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PZR reaksiyonlar i¢in cesitlere ait DNA Ornekleri kalip olarak kullanilmistir. Ayni
zamanda literatlir arastirmalar1 sonucunda kuraklik stresi ile iligkili polimorfik 26 SSR
primeri belirlenmistir. Belirlenen primerler ‘Bugday Genome Database’ (GenBank)
sitesi kullanilarak, secilen SSR primer ¢iftlerinin kuraklikla iligkili oldugu teyit
edilmistir. PZR reaksiyonu 25 pl hacminde hazirlanmistir. PZR reaksiyonu, 75 mM
Tris-HCI, pH: 8.8, 20 mM (NH,), SO4, 2.0 mM MgCl,, %0.1 Tween 20, 200 mM
dNTP, 50 nM ileri ve geri primer, 1 tinite Taq DNA polymerase ve DNA olacak sekilde
hazirlanmistir. PZR dongii kosullari olarak 6n denatiirasyon, 94°C’de 5 dk, 36 dongii
boyunca denatiirasyon asamasi, 94°C’de 1 dakika, primerin DNA’ya yapisma sathasi
50-60°C’de (primer giftine gore degismek iizere) 1 dakika, uzama safhasi, 72°C’de 1
dakika ve son uzama safhasi da dongii boyunca 72°C’de 5 dakika seklinde
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gerceklestirilmigtir. PZR reaksiyonlarinda kullanilan SSR primerleri Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.1 SSR primer listesi

Primerler ileri Primer Geri Primer Referanslar

Wmc63 GTGCTCTGGAAACCTTCTACGA CAGTAGTTTAGCCTTGGTGTGA (Bousba et al. 2012)
Wmc89 ATGTCCACGTGCTAGGGAGGTA TTGCCTCCCAAGACGAAATAAC (Marmar et al. 2013)
Wmc48 GAGGGTTCTGAAATGTTTTGCC ACGTGCTAGGGAGGTATCTTGC (Marmar et al. 2013)
Wmc420 ATCGTCAACAAAATCTGAAGTG TTACTTTTGCTGAGAAAACCCT (Marmar et al. 2013)
Wmc601 ACAGAGGCATATGCAAAGGAGG CTTGTCTCTTTATCGAGGGTGG (Marmar et al. 2013)
Gwm192 GGTTTTCTTTCAGATTGCGC CGTTGTCTAATCTTGCCTTGC (Quarrie et al. 2003)
Gwm30 ATCTTAGCATAGAAGGGAGTGGG TTCTGCACCCTGGGTGAT (Quarrie et al. 2003)
Gwm382 GTCAGATAACGCCGTCCAAT CTACGTGCACCACCATTTTG (Macovei et al. 2007)
Gwm1ll GGATAGTCAGACAATTCTTGTG GTGAATTGTGTCTTGTATGCTTCC (Barakat et al. 2011)
Gwm295 TACTGGTTCACATTGGTGCG TCGCCATCACTCGTTCAAG (Dodig et al. 2010)
psp3200 GTTCTGAAGACATTACGGATG GAGAATAGCTGGTTTTGTGG (Quarrie et al. 2003)
Gwm136 GACAGCACCTTGCCCTTTG CATCGGCAACATGCTCATC (Nitta and Nasuda 2008)
Gwm148 GTGAGGCAGCAAGAGAGAAA CAAAGCTTGACTCAGACCAAA (Nitta and Nasuda 2008)
Barc108 GCGGGTCGTTTCCTGGAAATTCATCTAA GCGAAATGATTGGCGTTACACCTGTTG (Marmar et al. 2013)
Barc121 ACTGATCAGCAATGTCAACTGAA CCGGTGTCTTTCCTAACGCTATG (Ciuca and Petcu 2009)
Gwm260 GCCCCCTTGCACAATC CGCAGCTACAGGAGGCC (Marmar et al. 2013)
Gwm484 ACATCG CTCTTC ACA AAC CC AGT TCC GGT CAT GGC TAG G (Marmar et al. 2013)
Wmc9 AACTAGTCAAATAGTCGTGTCCG GTCAAGTCATCTGACTTAACCCG (Marmar et al. 2013)
Gwm46 GCACGTGAATGGATTGGAC TGAACCCAATAGTGGTGGTCA (Dodig et al. 2010)
Gwm160 TTCAATTCAGTCTTGGCTTGG CTGCAGGAAAAAAAGTACACCC (Quarrie et al. 2003)
Gwm165 TGCAGTGGTCAGATGTTTCC CTTTTCTTTCAGATTGCGCC (Quarrie et al. 2003)
Wmc596 TCAGCAACAAACATGCTCGG CCCGTGTAGGCGGTAGCTCTT (Ciucd and Petcu 2009)
Wmc603 ACAAACGGTGACAATGCAAGGA CGCCTCTCTCGTAAGCCTCAAC (Ciuca and Petcu 2009)
Gwm369 CTGCAGGCCATGATGATG ACCGTGGGTGTTGTGAGC (Dodig et al. 2010)
Gwm539 CTGCTCTAAGATTCATGCAACC GAGGCTTGTGCCCTCTGTAG (Dodig et al. 2010)
3.2.1.6 Analiz

SSR analizlerinde elde edilecek bantlarin biiytikliiklerinin birbirine ¢cok yakin olmasi ve
bu bantlar1 ayirmada giicliiklerin olmasi nedenleriyle bant ayirimi Agoroz jel
Elektroforez yontemi kullanilarak yapilmigtir. PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen
iriinler agaroz jelde vyiiriitilmeden oOnce, her PZR firlinii {izerine 3ul yiikkleme
boyasindan (loadig dye) ilave edilmis ve PZR iiriinleri agaroz jele yiiklenmeye hazir
Elektroforez i¢in

hale getirilmistir. %2’lik konsantrasyona sahip agaroz jel
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kullanilmistir. PZR triinleri 10 pl olacak sekilde jele yiiklenmis olup 100 V’ta ve
ortalama 120 dakika yiiriitilmiustiir. Elektroforez islemi sonrasinda UV transilluminator
altinda jele ait goriintii alinmistir. Goriintiilenme sonucunda elde edilen bantlara
skorlama yontemine gore 0 ve 1 degerleri verilerek analiz dosyasi hazirlanmistir.
Kullanilan bugday cesitlerinin birbirlerine olan genetik benzerlikleri PHYLIP Version
3.68 (Phylogeny Inference Package) paket programi kullanilarak hesaplanmistir
(Felsenstein 2005). Ayni paket programinda yer alan Segboot programi kullanilara
cesitlere ait sonuglar 1000 kez karistirllmak suretiyle bir benzerlik matriksi
olusturulmustur. Pars programi kullanilarak elde edilen matriks ile gesitlere ait genetik
benzerlik katsayilar1 elde edilmis ve bu katsayilar kullanilarak kiimelenme (cluster)
analizi yapilmistir. Cesitlere ait genetik yakinligin belirlenmesi amaci ile TreeWiev
(Page 2002) programi kullanilmis ve Neighbor-Joining Tree (Komsu birlestirme agaci)

metoduna gore dendogram gizilmistir.

3.2.2 Cesitlere ait HSP70 proteinlerinin baz1 iiyelerinin ve bZIP, WRKY
TPF’lerinin bazi iiyelerinin gen ifade seviyelerinin belirlenme

Kuraklik, yiiksek sicaklik, kuraklik ve yiiksek sicaklik stres uygulamasi sonucunda
cesitlere ait yaprak ve kok dokularindaki gen ifade seviyelerinde meydana gelen
degisimleri belirlemek amaci ile Real Time kantitatif PZR (qRT-PCR) c¢alismalari
yapilmistir. Kuraklik, yiiksek sicaklik, kuraklik ve yiiksek sicaklik stresleri ile iliskili
genler 1130016 nolu proje kapsaminda yapilan RNA-Seq analizi sonucunda belirlenmis
ve bu genlerin stres siiresince degisimleri belirlenmeye calisilmistir. Boylece segilen
cesitlerin uygulanan streslere kars1 dayanikli veya hassas olduklar1 molekiiler ¢alisma

ile desteklenmeye ¢alisilmistir.

3.2.2.1 Stres uygulamalari

Calismada, TUBITAK 1130016 nolu proje kapsaminda yapilan stres uygulamalar
sonucunda kurakliga ve sicakliga dayanikli oldugu belirlenen Zubkov, kurakliga ve
sicakliga hassas oldugu belirlenen Atay 85 ile kuraklia ve sicakliga orta dayanikli
olarak belirlenen Karahan 99 ¢esidi se¢ilmistir. Cesitlere sicaklik, kuraklik, sicaklik ve

kuraklik stresleri uygulanmustir.
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Cesitlere ait tohumlarin sterilizasyonu yapildiktan sonra tohumlar c¢imlendirilmeye
alinmigtir. Cimlenen tohumlarin MS ortaminda (Clough and Bent 1998) biiyliimeleri
saglanmis ve her li¢ ¢eside sicaklik, kuraklik, sicaklik ve kuraklik stresi uygulanmastir.
Kuraklik uygulamasi PEG6000 kullanilarak yapilmistir (Okay et al. 2014). Stres
uygulamasi sonucunda ¢esitlere ait yaprak ve kok dokular1 toplanarak -80°C’de

saklanmustir.

3.2.2.2 Tohumlarin sterilizasyonu ve ¢imlendirilmesi

Tohumlar 6n sterilizasyon amaciyla %70’lik etanolde 2 dakika bekletilmistir. Daha
sonra tohumlar %5 sodyum hipoklorit (NaOCI) igeren ticari ¢camasir suyunun %10’luk
(v/v) dozunda manyetik karistirict iizerinde 10 dakika siireyle sterilizasyona tabi
tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, 3 kez 5’er dakika steril saf su ile
durulanmustir. Steril tohumlar petriler igerisinde, her petride 5 tohum olacak sekilde,
tohumlar 2 tabaka otoklav edilmis filtre kagidi arasina yerlestirilmistir. Tohumlarin
bulundugu petriler, her gesit i¢in 3 tekerriir olacak sekilde hazirlanmistir. Oda 1sisinda

bekletilen ve su kontrolii yapilan tohumlarin ¢imlendirilmesi saglanmistir.

3.2.2.3 Bitkilerin biiyiitiilmesi

Cimlendirilen tohumlar, %4,4 oraninda MS (Murashige ve Skoog) mineral tuzlar ve

vitaminleri ile %5 siikroz igeren ve %5’lik agar ile katilastirilan temel besin ortamina

aktarilmistir. Besin ortamimimn pH’st IN NaOH ya da 1IN HCI kullanilarak 5.7’ye

ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 121°C’ de 20 dakika otoklav edilerek

sterilizasyonu saglanmistir. Bitkiler 10 giin boyunca, MS besin ortaminda giindiiz ve

gece sicakligr 25°C olacak sekilde, 16/8 fotoperiyotta nispi nem ise %70 oraninda 200
2

umol m? st foresan  1siginda iklim dolabinda (POL-EKO Apartura SP.J)
blylitilmiistiir.
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3.2.2.4 Bitkilere stres uygulanmasi

Bitkiler 10. giiniin sonunda 24 saatlik (1 giin) sicaklik, kuraklik, sicaklik ve kuraklik

stresi uygulamasina tabi tutulmustur.

Kuraklhk stresi uygulamasi: Kuraklik stresi i¢in %20 konsantrasyona sahip PEG6000
iceren MS besin ortami hazirlanmustir. Cesitlere ait bitkiler {i¢ tekerriir olacak sekilde
PEG6000 igeren MS ortamina alinmistir. Bitkilerin bir kismui ii¢ tekerriirlii olmak tizere
kontrol grubu seklinde gruplandiriimistir. Kontrol grubuna ait bitkiler PEG6000 ihtiva
etmeyen normal MS ortamina aktarilmistir. Kontrol grubu ve uygulama grubuna ait
bitkiler giindiiz ve gece sicakligi 25°C ve 16/8 fotoperiyotta, nispi nem ise %70 oranina

sahip iklim kabinine alinmistir.

Sicaklik stresi uygulamasi: On giin siire ile yetistirilen bitkilerin bir boliimii sicaklik
stresi uygulamasi i¢in normal MS ortamina aktarilmistir. Her cesit i¢in ii¢ tekerriir ve
kontrol grubu i¢in {i¢ tekerriir olacak sekilde bitkiler gruplandirlmistir. Bitkilerin
bulundugu magentalar, giindiiz 32°C, gece sicakligi 18°C ve 16/8 fotoperiyotta, nispi

nem ise %70 oranina sahip iklim kabinine alinmistir.

Kurakhk ve sicaklik stresi uygulamasi: On giin boyunca yetistirilen bitkiler her cesit
icin Ui¢ tekerriir olacak sekilde gruplandirilmistir. Ayn1 zamanda kontrol grubu i¢in de
cesitlere ait tUcli tekerriirler olusturulmustur. Sicaklik ve kuraklik stresinin
uygulanabilmesi i¢in %20 konsantrasyona sahip PEG6000 igeren MS ortami
hazirlanmistir.  Yetistirilen bitkiler 24 saat igin PEG6000 bulinan MS ortamina
aktarilmigtir. Cesitlere ait {i¢ tekerriirden olusan kontrol gruplart PEG6000 ihtiva
etmeyen normal MS ortamina aktarilmistir. Kuraklik stresi ile birlikte sicaklik stresinin
uygulanmasi i¢in PEG6000 iceren ortama alinmis bitkiler, giindiiz 32°C, gece sicaklig1
18°C ve %70 nispi nem oranina sahip iklim kabinine alinmigtir. Cesitlere ait kontrol
gruplari ise giindiiz ve gece sicakligi 25°C’de ve %70 nispi nem oranina programlanmis

iklim kabinine alinmis ve burda 24 saat boyunca tutulmustur.

37



3.2.2.5 Cesitlere ait doku orneklerinin toplanmasi

Ug stres ortaminda 24 saat siire ile tutulan gesitlere ait yaprak ve kok dokular1 alinarak -
80°C’de depolanmistir. Bunun i¢in MS ortaminda bulunan bitkiler steril pens yardimi
ile ortamdan alinmigtir. Alkol ile tenizlenmis bistiiri kullanilarak bitkiye ait yaprak ve
kok dokulart kesilerek alinmis ve hemen etiketlenmis aliiminyum folyoya sarilarak sivi
azot igerisine atilmistir. S1vi azot i¢erisinde dondurulan doku 6rnekleri RNA izolasyonu

i¢cin -80°C’de depolanmastir.

3.2.2.6 Total RNA izolasyonu

Bugday cesitlerine ait yaprak ve kok dokular1 kullanilarak RNA izolasyonu yapilmaistir.
RNA izolasyonu TRIzol (Ambion) reaktifi kullanilarak yapilmistir Oncelikle her bir
ornek i¢in Iml %75’lik etanol c¢ozeltisi, 500 pl 2-propanol, 200 ul kloroform
kimyasallart daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de bekletilmistir. 2 ml’lik ependorf
tiplere 1 ml TRIzol reaktifi eklenmistir. Cesitlere ait dokulardan yaklasik 100 mg
alinarak havanda, sivi azot igerisinde toz haline getirilmis, toz haline gelen numuneler
hizlica TRIzol reaktifi bulunan tiiplere aktarilmis ve hizlica ¢alkalanarak iyice karismasi
saglanmistir. Orneklerin bulundugu tiipler oda 1sisinda 10 dakika bekletilmistir. Daha
sonra tiiplerin tizerine 0.2 ml kloroform ¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler iyice karistirilarak
5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra tiipler 15 dakika 4°C’de 15.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Ustteki siipernatant yeni 2 ml’lik ependorf tiiplere alimistir.
Uzerine 500 pl 2-propanol eklenmis ve yumusak¢a karigtirilarak 10 dakika oda
sicakliginda bekletilmigtir. Siire sonunda tiipler 15.000 rpm’de 10 dakika 4°C’de
santrifiij edilmistir. Tiiplerde biriken silipernatant atilmis, pellet birakilmistir. Tiiplerde
bulunan pellete 1 ml %75’lik etanol eklendikten sonra tiipler, 5 dakika 8000 rpm’de
4°C’de santrifij edilmistir. Santrifiij sonunda etanol dokiilmiis ve tiipler alkoliin ugmasi
icin 10 dakika agzi acik bir sekilde bekletilmistir. Tiipler kuruduktan sonra olusan
pelletin biiyliklik durumuna gore yaklasik 40-50 pl steril su (ddH,0) eklenerek pellet
¢cozilmistiir. Coziim islemi igin 1s1 blogundan yararlanilmistir. Tiipler 57°C’de 2-3
dakika bekletilerek RNA oOrneklerinin daha iyi ¢6ziinmesi saglanmig, kalitatif ve

kantitatif degerlerin elde edilmesi i¢in yapilacak dl¢limlere hazir hale getirilmistir.
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3.2.2.7 izole edilen RNA érneklerine ait kalitatif ve kantitatif 6l¢iimler

Cesitlerden alinan yaprak ve kok dokularia ait RNA 6rneklerinin saflik derecelerini
ve konsantrasyon degerlerini belirlemek amaci ile NanoDrop spektrofotometre cihazi
kullanilmigtir. Spektrofotometre olarak Thermo Scientific NanoDrop (ND-2100c,
Thermo)  cihazindan  yararlanilmistir.  NanoDrop  (ND-2100c,  Thermo)
spektrometresinin Gl¢imiinde, 260/230 absorbans oraninin 2.0-2.2 ve 260/280
absorbans oraninin 1.8-2.1 arasinda olmasi izole edilen RNA o6rneklerinin istenilen
saflik deger araligin1 géstermektedir. Boylelikle 6l¢iim sonunda RNA 6rneklerine ait

konsantrasyon degerleri elde edilmistir.

Izole edilen RNA &rnekleri kalitatif degerlendirilmeye tabi tutulmak amaci ile agaroz
jelde yiritilmistiir. Elektroforez i¢in %?2’lik konsantrasyona sahip agaroz jel
hazirlanmistir. izole edilen RNA 6rneginden 3 ul ve yiikleme boyasindan 3 pl
alinarak hazirlanan karisim agaroz jele yiiklenmistir. RNA Orneklerini kiyaslamak
amact ile 50 bg aralifa sahip markdrde (Gene Ruller) jele yiiklenmistir. Ornekler 100
volt enerjiyle 40 dakika kosturulmus ve islem sonrasinda UV transluminator 1sik

altinda goriintiilenerek bant analizi yapilmistir.

3.2.2.8 izole edilen RNA 6rneklerinin yikanmasi

Bugday c¢esitlerine ait yaprak ve kok dokularindan izole edilen RNA o6rneklerinin

yikanmast i¢in QIAGEN RNeasy Mini Kit (74104, Valencia, CA) kullanilmistir.

Burada amag¢ izole edilen RNA orneklerinden istenmeyen kalintilar1 (DNA gibi)

uzaklastirmaktir. Kit protokoliine gore en fazla yikama yapilabilecek RNA miktar1 100

ul’dir.

Yikama isleminde (her bir 6rnek i¢in) 2 ml’lik ependorf tiip igerisine 10 ul RDD

cozeltisi, 2.5 ul DNAaz ve yikanmasi istenen RNA 6rnegi eklenmistir. Hazirlanan

karigimin iizerine, toplam hacmi 100 pl olacak sekilde steril su ilave edilmistir. 100 pl

olacak sekilde hazirlanan numuneler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra

tiip igerisine 350 pl RLT ¢ozeltisi eklenip iyice karigtirilmistir. Uzerine 250 pl %100
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etanol eklenip pipet yardimi ile karistirlmigtir. Bu tiipte toplanan sivinin tamami
RNeasy Mini spin kolon i¢ine yerlestirilmistir. Tiipler 15 saniye 8000 g ‘de santrifiij
edilmistir. Kolon (Spin column) altinda toplanan sivi atilmistir. RNeasy Mini spin kolon
tizerine 500 pl RPE ¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler tekrar 15 saniye 8000 g’de santrifiij
edilmis ve tiiplerin alt kisminda toplanan sivi atilmistir. Tekrar RNeasy Mini spin kolon
tizerine 500 pl RPE ¢ozeltisi eklenip 2 dakika 8000 g’de santrifiij edilmistir. Tiiplerin
alt kisminda toplanan s1v1 atilmistir. Tiiplerde kalan sivilarin uzaklastirilmasi igin tiipler,
tekrar 1 dakika 8000 g’de santrifiij edilmis ve RNeasy Mini spin kolon 1.5 ml’lik tiip
igine yerlestirilmistir. Tiiplere 30-50 ul su (RNase-free water) eklenip 10 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tiipler 1dakika 8000 g’de santrifiij
edilerek yikanmis ve RNA O6rnegi 1.5 ml’lik tiipde toplanarak 1.yikama (eliisyon)
bitmistir. Kolonda kalan RNA kalintilarin1 toplamak i¢in tekrar RNeasy Mini spin kolon
yeni 1.5 mlI’lik tiip i¢ine yerlestirilmis, 30-50 ul su (RNase-free) eklenerek 10 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 1 dakika 8000 g ‘de santrifiij edilerek, RNA

ornekleri 1.5 ml’lik tiipde toplanmis ve 2. yikama (eliisyon) islemi de tamalanmustir.

3.2.2.9 cDNA sentez asamasi

Es zamanli PZR analizlerinin yapilabilmesi i¢in kalip cDNA 6rneklerine ihtiyag vardir.
Bu amagla izole edilen RNA o6rnekleri kullanilarak cDNA sentezi yapilmigtir. ¢cDNA
sentezi Fermentas First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific)
kullanilarak yapilmustir. Izole edilen RNA &rnekleri 1500 nanogram olacak sekilde
hesaplanmistir. Hesaplama sonucunda kullanilacak RNA miktar1 belirlenmistir.
Hesaplanan RNA miktari, OligodT 18 primer ve diger bilesenlerle birlikte toplam
hacim 11 pl olacak sekilde su ilave edilmistir. Hazirlanan 6rnekler 65°C’de 5 dakika
inkiibe edilerek cDNA sentezinin ilk agamas1 tamamlanmistir. Kullanilan komponentler

Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2 cDNA sentezinin ilk asamasinda kullanilan komponentler

Komponentler 1X

RNA 1-5 ul

OligodT 18 primer 1 ul

Su Toplam hacmi tamamlayacak miktarda
Toplam hacim 11 ul

65°C’de 5 dakika inkiibe edilen 6rneklere, dNTP, reaksiyon tampon ¢ozeltisi, RNase
inhibitorii ve "reverse transcriptase” enzimi ilave edilmis ve 37°C’de 60 dakika, 70°C’de
5 dakika ve 10°C’de sonsuz olacak sekilde PZR protokolii uygulanarak cDNA sentezi
tamamlanmistir. ¢cDNA sentezinin ikinci asamasinda kullanilan komponentler ve

oranlar1 Cizelge 3.3’de verilmistir

Cizelge 3.3 cDNA sentezi 2. asamada kullanilan komponentler

Komponentler 1X

5x Reaksiyon tamponu 4 ul
Ribolock RNA inhibitor 1 ul
M-MuLv Reverse Transcriptase 2ul
10mM dNTP mix 2 ul
Toplam hacim oul

Sentezlenen c¢cDNA o6rnekleri 1/5, 1/10, 1/20 oraninda sulandirilmis (ddH,O) ve
evrimsel siirecte korunmus (housekeeping) bir gen olan 18S Ribosomal RNA primeri
kullanilarak, orneklere ait PZR reaksiyonu yapilmistir. PZR reaksiyonu; her bir dérnek
icin 200 pl hacimli ependorf tiiplere 0,5 ul 10 mM dNTP, 4 ul MgCl,, 2,5 ul 10x Taq
tamponu (Buffer), 0,25 ul (1 tinite) Tag DNA polimeraz enzimi, 13,75 ul su (ddH,0),
ileri ve geri primerlerden 1 pl (100 pmol) pl ve sulandirmasi yapilmis cDNA
orneklerinden 2 pl eklenerek toplam 25 pl hacimde hazirlanmis ve karisim BIO-RAD
T100 Thermocycler cihazina yerlestirilmistir. PZR protokolii 94°C’de 3 dakika, 95°C’de
30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye, 72°C’de 10 dakika, 4°C’de sonsuz
olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon sonucunda olusan her bir {irlinlin tizerine 2 pl

yiikleme boyasi (loading dye) ilave edilmistir. Hazirlanan 6rneklerden 10 pl alinarak
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%2’lik konsantrasyona sahip agaroz jele yiiklenmistir. Agaroz jele yiiklenmis PZR
tirtinleri TBE (Tris- Borik Asit- EDTA) tamponu igerisinde 100V’t akimda yaklasik 60
dakika yiirtitiilmiis, jele ait goriintii UV 15181 altinda goriintiilenmis ve elektroforez

islemi tamamlanmustir.

3.2.2.10 Primer optimizasyonu

Her bir gen i¢in tasarlanan primerlerin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in, PZR
reaksiyonlar1 yapilmistir. Her bir primer 6rnegi i¢in PZR tiiptine 0.5 pul 10 mM dNTP, 3
ul MgCl,, 2.5 pl 10X Taq Buffer, 0.25 ul Taq polimeraz enzim, su, ileri ve geri
primerlerden 0.1 pl (100 pmol) 1/10 sulandirmasi yapilmis ¢cDNA 6rneginden 2 pl
eklenerek toplam hacim 20 pl olacak sekilde BIO-RAD T100 Thermocycler cihazina
yerlestirilmistir. PZR protokolii 94°C’de 3 dakika, her dongii i¢in 95°C’de 30 saniye,
50-6 0°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye, son dongii i¢in 72°C’de 10 dakika ve 4°C’de
sonsuz olacak sekilde programlanmistir. PZR iirtinlerine 2 ul yiikleme boyasi eklenerek
yiklemeye hazir hale getirilmistir. Hazirlanan tirinden 10 pl almmarak %2’lik
konsantrasyona sahip agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez islemi 100 V’ta ve 60
dakika olacak sekilde yapilmistir. Elektroforez islemi sonunda agaroz jel, UV
translunimator 15181 altinda goriintiilenmis ve olusan bantlar analiz edilmistir. Yapilan

analiz sonucunda primerlere ait baglanma sicakliklari belirlenmistir.

3.2.2.11 Gergek zamanh RT-PZR (Real Time PZR/ qRT-PZR)

Kuraklik, sicaklik, kuraklik ve sicaklik stres uygulamalari sonucunda, Atay 85, Karahan
96 ve Zubkov g¢esitlerinin yaprak ve kok dokularindaki gen ifade seviyeleri gercek
zamanli PZR analizi ile belirlenmistir. Kuraklik, sicaklik, kuraklik ve sicaklik stresinde
kullanilmak tizere primerler belirlenmistir Bu primerler Cizelge 3.4’de verilirken,

primerlere ait dizi bilgileri Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.4 qQRT-PZR reaksiyonlari i¢in kullanilan primerler

Kurakhk Sicakhik Kuraklik ve Sicakhik
1- bZIP 12 1- HSP 16.6 1- WRKY17
2- bZIP 15 2- HSP 17 2- WRKY 24
3- bZIP 30 3- HSP 25 3- WRKY 59
4- bZIP 53 4- HSP 26 4- WRKY 61
5- bZIP 55 5- HSP 33 5- WRKY 82

Cizelge 3.5 Gergek zamanli PZR reaksiyonlari i¢in Segilen primerlere ait diziler

Primer Adi Ileri Primer Geri Primer Referanslar
PtHSP70-16 CGATAAGGGAAGGCTGTCCAA GCACCGTCGCCCTGATAC (Yer et al. 2016)
PtHSP70-17 CTAGGCACCACCTACTCATGC GCTTTTCAGCAGGACCTGGA (Yer et al. 2016)
PtHSP70-25 GAAGCAGTTTTCCGCCGAGG AACTCCAGCGTCCTTTGTGG (Yer et al. 2016)
PtHSP70-26 ATGCGGTAGTTACTGTCCCTG TCTTCTCGCCAACACTCGTT (Yer et al. 2016)
PtHSP70-33 GGTGGTGAGTGATGCTGACA CTTCAGGTTCTGGGTTGGCT (Yer et al. 2016)

TaWRKY17 AGGGTGAAGAACGATATGATG  GACTCTAAATCCTCCTCCTCT- (Okay et al. 2014)

TaWRKY24 TGCAACGTGAAGAAGCAGG AGCGCAATCCATGAGCTTC (Okay et al. 2014)

TaWRKY59 TTCCAGCTAGTTAGTGGCTC ATTGCAGGGACTTTGATAGAC (Okay et al. 2014)

TaWRKY61 TCAGGTGTTAGGAGAGATCAG  CTCACTGGTTGTTTGTACAATG (Okay et al. 2014)

TaWRKY82 ATAGAGGAGCACACAGTCATG  CAATCACTTGAGCAAAAGAGCT (Okay et al. 2014)
CsbZ1P-12 TTCTCGGGAGGGTCAAAGGA TCTCTCCCTTGCTTGCTGTG (Baloglu et al.

2014)

CsbZIP-15 GCTGTCATCCCATTGGCAAC CGCCCCAATAGTCCATTCCA (Baloglu et al.

2014)
CsbZ1P-30 GTCTGCGCTCCTTGAACTCT GAACTGGGCGAGAGAACTCC (Baloglu et al.
2014)
CsbZIP-53 CTCCAACTCCGCACCCTTAC GGATGGGCATAAACTCCCCC (Baloglu et al.
2014)
CsbZ1P-55 CCCCATTTCGTGATTCCCCA ACTGGCATCCCTATCCTCCA (Baloglu et al.
2014)

Stres sonrasi gesitlere ait yaprak ve kok dokularinin gen ifade seviyelerinin belirlenmesi
i¢in olusturulan cDNA ornekleri, primerler ve SYBRGreen Master Mix Kit (Roche)
kullanilarak 6zel karisim hazirlanmistir. Kullanilan kimyasallar ve oranlar Cizelge

3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.6 qRT-PZR reaksiyonunda kullanilan komponentler

Komponentler 1X
Syber Green Master Mix 10 pl
Ileri primer 0.1 pul
Geri primer 0.1p
Su 7,8ul
Toplam Hacim 20 pul

Hazirlanan karisim, 96 kuyucuga sahip 6zel qRT-PZR aparatina 3 tekerriir olacak
sekilde dagitilmigtir. Dagitilan 6rneklere, cesitlere ait cDNA ornekleri ilave edilmistir.
Aparat, 6zel jelatin film ile kapatilmistir. Hazir hale getirilen qRT-PCR aparati, Roche
LightCycler®480 II cihazina yerlestirilmistir.

PZR reaksiyonunun bitiminde, her bir dongiisiiniin ardindan olusan {iiriin, miktar ile
orantili olarak artan floresan boyanin verdigi sinyaller analiz edilmistir. Analiz
sonucunda her ii¢ stres ortaminda yetistirilen cesitlere ait gen ifade seviyeleri
hesaplanmistir. Hesaplamalar her ii¢ stres ortaminda yetistirilen cesitlere ait yaprak ve
kok dokularinin gen ifade seviyelerindeki degisimleri vermektedir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda yaprak ve kok dokularina ait gen ifade seviyeleri grafikler

halinde verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Filogenetik Analizlere Ait Bulgular

4.1.1 Bugday cesitlerine ait DNA izolasyon sonuclari

Bugday c¢esitlerine ait yaprak dokular1 kullanilarak genomik DNA izolasyonu
yapilmistir. 1zole edilen DNA 6rneklerinin kalitesinin belirlenmesi icin agaroz jel
elektroforez isleminden yararlanilmistir. Agaroz jele yiiklenen genomik DNA o6rnekleri
belirlenen akimda yiiriitiilmistiir. Elektroforez islemi sonrasinda jel, UV transliiminator
151k altinda goriintiilenmistir. Alinan goriintiilerin degerlendirilmesi sonucunda DNA
orneklerinin, kalitesi belirlenmistir. Genomik DNA 6rneklerine ait jel goriintiisii Sekil

4.1 “de verilmistir.

1kbmarkér Atay Karahan Gerek Bayraktar Demir Ikizze Sénmez Zubkov Sivas OK0042L Bezostaja

Sekil 4.1 Cesitlere ait genomik DNA 6rneklerinin jel goriintiisii

Izole edilen genomik DNA &rneklerinin konsantrasyonlart NanoDrop (ND-2100c,
Thermo) spektrometre cihazi kullamlarak dlgiilmiistiir. Olciim sonrasinda drneklere
ait konsantrasyonlarin yani sira drneklerin, saflik dereceleri Absorbans (A) 260-280
ve 260/230 degerleri ile belirlenmeye ¢alisilmistir. Orneklere ait NanoDrop sonuglari

Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Cesitlere ait DNA konsantrasyon degerleri

Cesitler DNA
Konsantrasyonu A (260/280) A (260/230)

Bezostaja-1 1,1 -4,26 0,64
Bezostaja-2 6,1 3,24 0,1
Sivas-1 8,8 2,9 0,13
Sivas-2 46,9 2,46 0,11
Gerek-1 15,3 2,57 0,17
Gerek-2 10,7 2,77 0,16
Ikizce-1 6,9 2,94 0,18
Ikizce-2 10,5 2,95 0,1
Bayraktar-1 12,9 2,95 0,08
Bayraktar-2 5,3 3,87 0,1
OKO00421-1 18,1 2,56 0,2
OKO00421-2 43,7 2,47 0,11
Sonmez-1 17,8 2,6 0,23
S6nmez-2 30,8 2,33 0,28
Zubkov-1 3,7 4,46 0,16
Zubkov-2 7,5 3,11 0,09
Karahan-1 2,9 1,4 0,53
Karahan-2 5,6 1,83 0,24
Demir-1 14,4 2,39 0,34
1Demir-2 29,5 2,24 0,63
Atay-1 126,6 3,14 0,18
Atay-2 10,6 3,26 0,2

4.1.2 PZR reaksiyonlarina ait sonuclar

Cesitlere ait genetik yakinligin analiz edilmesi ve analizler sonucunda c¢esitlerin
akrabalik iligkilerinin belirlenebilmesi elektroforez islemi sonrasinda alinan ve ¢esitlere
ait bant goriintiilerine baglidir. Bu amagla cesitler, belirlenen kuraklikla iliskili

markdrlerle taranmis ve sonrasinda PZR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiillerek jel
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goriintlileri elde edilmistir. Elde edilen cgesitli jel goriintiileri Sekil 4.2 ve 4.3’te

goriilmektedir.

100bp M Demir Bayraktar Zubkov Karahan Gerek ©OKO0421 ikizce Atay Sivas Sénmez Bezostaja pre

———

Sekil 4.2 Elektroforez islemi sonrasinda alinan jel goriintiisii

LOObp marker  Bezostaja  Sivas Gerek Tkizce Bayraktar OK0421 Sonmez Zubkov Karahan Demir Atay

Sekil 4.3 Elektroforez islemi sonrasinda alinan jel goriintiisii

Jel goriintiileri sonrasinda markoérlere ait polimorfik bant sayilari ve elde edilen bant

uzunliklar1 degerlendirilmistir.
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4.1.3 Kullanilan markorlerin kromozom lokasyonlarimin ve motiflerinin
belirlenmesi

Literatiir taramalar1 sonucunda kullanilan markorlerin dahil oldugu genom ve lokalize
olduklar1 kromozomlar belirlenmistir. Kullanilan SSR markoérlerinin sahip oldugu
motifler, Gramene (GrameneGenes Database) data bankasindan temin edilmistir. Bazi

markorlere ait kromozom lokasyonlari ve markorler Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 SSR markorlerinin kromozom lokasyonlar1 ve sahip olduklart motifler

SSR Markoérleri Lokasyon Motif

wmc63 2A-195 2B-180 2D-185 (AG)12
wmc48 4B 4A,4D

Wmc420 1B-4A (GT)5---(GA)9
wmc601 2D

Tassip 2C 2D

gwma382 2A-2B-2D (GA)26
gwmll 1B (TA)6CATA(CA)19(TA)6
gwmz295 7D (GA)25
gwm136 1A (CT)58
gwm148 2B (CA)22
GWM260 7A (GA)20
GWM484 2D (CT)29
GWM46 B

GWM160 4A (GA)21
GWM165 4A-4B-4D (GA)20
GWM369 3A (CT)11(T)2(CT)21
GWM539 2D

GWM192 5D (CT)46
GWM30 3A

WMCB89 4A-4B-4D (CA)19, (CT)8
WMC9 1A-7TA

WMC596 7A

WMC603 7A

barc108 7A (ATT)17
barc121 7A-7D (CT)17
psp3200 6D (AAG)16
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4.1.4 Filogenetik analizler ve sonuclar:

Alman jel goriintiilerindeki bantlarin degerlendirilmesi skorlama yontemine gore
yapilmistir. Kullanilan 26 SSR markoriinden yalnizca dort tanesi monomorfik olup
diger markorler polimorfik olarak belirlenmistir. Cesitlere ait genetik yakinligi belirten
dendogramin elde edilmesi i¢in analiz dosyasi olusturmustur. Yapilan analizler
sonucunda toplamda 80 bant elde edilmistir. Markorlere ait ortalama bant sayis1 3.07

olarak hesaplanmustir.

4.1.5 Kullamlan programlar

Bugday cesitlerinin birbirlerine olan genetik yakinliklart PHYLIP Version 3.68
(Phylogeny Inference Package) paket programi kullanilarak hesaplanmistir. TreeWiev
(Page 2002) programi ile Neighbor-Joining Tree, (Komsu birlestirme agaci) metoduna
gore cesitlere ait yakinlik soyagaci (dendogram) gizilmistir. Cesitlere ait dendogram
Sekil 4.4’de verilmis
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Gerek 79

Zubkov

1000

207

Karahan 99

209

292

228

428

Atay 85

Sonmez 01

——— Tkizce 96

469

Sivas 111/33

— OQK00421

246

| Bayraktar 2000

Bezostaja-1

426

e Demir 2000

Sekil 4.4 Cesitlerin genetik olarak yakinliklarini gosteren soyagact (dendogram)
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4.2 Gen Ifade Seviyelerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

4.2.1 Bitki materyallerinin yetistirilmesine ait sonuclar

Kuraklik, sicaklik, kuraklik ve sicaklik stresi sonrasinda bitki dokularina ait gen ifade
seviyelerinde meydana gelen degisimlerin belirlenmesi amaci ile bitkiler yetistirilmistir.
Bu amagla ¢imlendirilen tohumlar MS ortamina aktarilmis ve bitkiler besin ortaminda

biiyiitiilmiistiir. Cimlendirilen tohumlara ait goriintiiler Sekil 4.5’te verilmistir.

Sekil 4.5 a) Steril tohumlarin petrilere alinmasi, b-c) Cimlenen tohumlara ait goriintiiler

4.2.2 Bitkilerin stres uygulamalarina ait sonuclar

Cimlendirilip MS ortaminda biiyiitiilen bitkiler, stres uygulamalar i¢in yeni ortamlara
aktarilmig ve sonrasinda iklim kabinlerine alinmistir. Besin ortama aktarilan bitkilere ait
goriintiiler Sekil 4.6°da verilirken, iklim kabinlerine alinan bitkilere ait goriintiiler Sekil

4.7 ‘de verilmistir.
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Sekil 4.6 MS ortaminda gelisen bitki 6rnegi, b-c) Bitkilerin MS ortamindan alinmasi ve
PEG6000 igeren MS ortamina aktarilmasi

Sekil 4.7 a-b-c) Bitkilerin bulundugu magentalarin iklim kabinine alinmasi
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4.2.3 Bitki materyalleri ve depolama

Stres uygulamasi sonrasinda gesitlere ait dokular toplanms ve doku ornekleri -80°C’de
saklanmigtir. Uygulama sonrasinda bitkilerin ortamdan alinmasi ve gesitlere ait bitki

ornekleri Sekil 4.8 ve 4.9°da verilmistir.

Sekil 4.9 a-b) Kontrol gruplarina ait bitki 6rnekleri, c-d) PEG6000 igeren ortamdan
alinan bitki 6rnekleri
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4.2.4 RNA izolasyonuna ait sonuglar

Cesitlere ait doku ornekleri TRizol reaktifi kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir.
Izole edilen RNA &rneklerinin kalitesinin belirlenmesi amaci ile drnekler agaroz jelde

yiriitiilmiistir. RNA 6rneklerine ait jel goriintiisti Sekil 4.10 ve 4.11°de verilmistir.

Karahan Zubkov Atay
Karahan Zubkov Atay Karahan Zubkov Atay Karahan Zubkov Atay kurakhk+ kurakhik+ kuraklik
kontrol kontrol kontrol sicaklik sicakhk sicaklik kuraklhik kuraklhik kuraklhik sicaklik sicakhk sicakhk

Sekil 4.10 Yaprak dokularina ait RNA orneklerinin jel goriintiisii

Karahan Zubkov Atay
Karahan Zubkov Atay Karahan Zubkov Atay kuraklk+  kurakhk+  kurakhk +
kontrol kék kontrok kok kontrol kok  kuraklik kok kuraklik kok kuraklik kék  sicakhik kék  sicaklik kok  sicaklik kok

et b b b b

Sekil 4.11 Kok dokularina ait RNA 6rneklerinin jel goriintiisii

Cesitlere ait RNA Orneklerinin konsantrasyonunu belirlemek i¢in nanodrop
spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Izolasyonu yapn RNA orneklerine ait

konsantrasyon degerleri Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3 Cesitlere ait dokularin RNA konsantrasyonlari

Cesitler ve dokular: RNA Konst. 260/280 260/230
Karahan kontrol-yaprak 1320 2,05 1,94
Zubkov kontrol-yaprak 1668,3 2,04 1,97
Atay kontrol-yaprak 11191 2,01 2,07
Karahan sicaklik- yaprak 556,7 1,93 1,34
Zubkov sicaklik-yaprak 4692,0 2,02 2,03
Atay sicaklik-yaprak 693,5 1,98 1,24
Karahan kuraklik-yap 4203,3 2,04 1,72
Zubkov kuraklik-yaprak 3057,0 2,1 2,23
Atay kuraklik-yaprak 4131,1 2,09 1,77
Karahan sicaklik-+kuraklik yap. 1671,6 2,0 1,45
Zubkov sicaklik-+kuraklik-yap. 2193,2 2,0 2,02
Atay sicaklik+kuraklik-yap. 2027,0 2,03 2,13
Karahan kontrol kok 550,6 1,89 0,6
Zubkov kontrol kok 148,0 1,82 0,26
Atay kontrol-kok 4947 1,92 1,83
Karahan kuraklik-kok 1309,0 2,05 1,92
Zubkov kuraklik-kok 822,3 1,87 0,9
Atay kuraklik kok 1158,2 2,0 1,8
Karahan sicaklik+kuraklik-kok 464,3 1,92 0,71
Zubkov sicaklik+kuraklik-kok 1512,9 1,97 0,77
Atay sicaklik+kuraklik-kok 2889,2 2,04 1,93

4.2.5 Ger¢ek zamanh PZR sonuclar:

Sicaklik, kuraklik, sicaklik ve kuraklik stresinde, cesitlerde meydana gelen gen ifade
degisimleri, qQRT-PZR sonuglari ile belirlenmistir. Calismada farkli stras kosullarinda ve
cesitlere ait yaprak ve kok dokulari arasindi gen ifade farkliliklart belirlenmeye
calistlmistir. Sicaklik stresinde ¢esitlere ait yaprak dokusunda olusan ifade farkliliklar

1s1-sok protein (HSP) ailesine ait genlerle, kuraklik stresi sonucunda olusan gen ifade
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seviyeleri bZIP TF ailesine ait genlerle, sicaklik ve kuraklik stresi sonucunda olusan

ifade seviyeleri WRKY TF ailesi iiyesi genlerle belirlenmeye caligilmistir.

4.2.5.1 WRKY transkripsiyon faktorlerinin gen ifade seviyeleri

Skuraklikve kuraklik stresi, bitkilerin hem kok hem de yaprak dokularini etkiyen bir
stres tiirti olmasindan dolayi, gesitlere ait yaprak ve kok kullanilmis ve dokularda olusan
WRKY TF gen ifade seviyeleri grafiklerle gosterilmistir. Cesitlere ait dokularin gen
ifade seviyelerini belirten grafikler, stres uygulanmayan kontrol grubu ile stres
uygulanmis uygulama grubu olarak belirtilmistir. Stres sonrasinda gesitlere ait yaprak

ve kok dokularinda meydana gelen degisimler farkli grafikler halinde verilmistir.

Cesitlere ait grafiklerin degerlendirilmesi sonucunda Zubkov ¢esidinde, Yyaprak
dokusunda olusan en yiiksek ifade kontrole gore yaprak uygulamada 60 kat artigla
WRKY61’e (Sekil 4.21) ait iken, en diisiik ifade artis1 1 kat ile WRK24 kok dokusunda
olmustur (Sekil 4.18). Karahan 99 ¢esidine ait gen ifade seviyelerine bakildiginda
yaprak ve kok dokusunda WRKY61’de yaklasik olarak bir katlik bir artis goriilmiistiir
(Sekil 4.23).

P
-~}

ZUBKOV-WRKY17 ZUBKOV-WRKY1L7

e = N W L I

yaprak kontrol yaaprak uypulama

Sekil 4.12 A-B) Zubkov cesidine ait yaprak ve kok dokularmin WRKY17 gen ifade
seviyeleri
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Sekil 4.13 Atay 85 cesidine ait yaprak ve kok dokularmin WRKY17 gen ifade

seviyeleri

A KARAHAN99-WRKY17 B KARAHAN99-WRKY17
03 25
s 20
-

15 -
0'15 -

i -
o'l -4
005 | 3

0 - 0

Sekil 4.14 A-B) Karahan 99 cesidine ait yaprak ve kok dokularinin WRKY'17 gen ifade
seviyeleri

ZUBKOV-WRKY24 ZUBKOV-WRKY24
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Sekil 4.15 A-B) Zubkov ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin WRKY24 gen ifade
seviyeleri
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Sekil 4.16 A-B) Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin WRKY24 gen ifade

seviyeleri
B B
0014 KARAHAN99-WRKY24 — KARAHAN99-WRKY24
0,012 14
o 2
m <4
0,008
g |
0,006
ol
0004 —— 2
0,002 - 2
0 - 0

Sekil 4.17 A-B) Karahan 99 ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin WRKY24 gen ifade

seviyeleri
A B
35 ZUBKOV-WRKY59 20 ZUBKOV-WRKY59
3
25
20
2
15
1
05 5 I
0 - 0

Sekil 4.18 A-B) Zubkov ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin WRKY359 gen ifade
seviyeleri
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A ATAYS5-WRKYS9

ATAYS5-WRKY39
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Sekil 4.19 A-B) Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin WRKY59 gen ifade
seviyeleri

Sekil 4.20 A-B) Karahan 99 ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin WRKY59 gen ifade

seviyeleri
B
A ZUBKOV-WRKY61 ZUBKOV-WRKY61

7 25

p 20

5

a 15

3 10

2

1 2]

o (]

Sekil 4.21 A-B) Zubkov ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin WRKY61 gen ifade
seviyeleri
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Sekil 4.22 A-B) Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin WRKY61 gen ifade
seviyeleri

Sekil 4.23 A-B) Karahan 99 ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin WRKY61 gen ifade
seviyeleri

ZUBKOV-WRkyS2 ZUBKOV-WRkyS2

[
]
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w

Sekil 4.24 A-B) Zubkov cesidinin yaprak ve kok dokularinin WRKYS82 gen ifade
seviyeleri
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Sekil 4.25 A-B) Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin WRKYS82 gen ifade
seviyeleri

KARAHANS9-WRKY32 KARAHAN99-WRKYS2

cwm BRBRBERES S

Sekil 4.26 A-B) Karahan 99 ¢esidinin yaprak ve kok dokulariin WRKYS82 gen ifade
seviyeler

4.2.5.2 bZIP transkripsiyon faktorlerinin gen ifade seviyeleri

Kuraklik stresi, 6zellikle kok dokularini etkileyen abiyotik bir stres olmasina ragmen bu
calismada, kuraklik stresinin yaprak dokusunda olusturdugu degisimleri de belirlemek
amaci ile hem kok hem yaprak dokusuna bakilmis ve yaprak ile kok dokusunda
meydana gelen degisimler iligskilendirilmistir. Cesitlere ait yaprak dokularinin ifade
seviyelerine bakildiginda genellikle Zubkov cesidinde artislar gozlenirken, kok
dokularinda Atay 85 ¢esidine ait ifade seviyeleri artis gostermistir. Karahan 99 ¢esidine
ait yaprak dokularinda olusan ifade seviyeleri, Atay 85 ¢esidine ait ifade seviyelerine
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yakin iken,, kok dokularinda Zubkov c¢esidinin verdigi cevaplara benzer cevaplar

verdigi goriilmektedir.

Sekil 4.27 A-B) Zubkov ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP12 gen ifade
seviyeleri

ATAY-bZIP12 ATAY-2P12

Sekil 4.28 A-B) Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin CsbZIP12 gen ifade
seviyeleri
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KARAHAN-bZP12
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Sekil 4.29 A-B) Karahan 99 ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP12 gen ifade
seviyeleri

Sekil 4.30 A-B) Zubkov g¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP15 gen ifade

seviyeleri
A B
ATAY-b2IP15 ATAY-bZIP15

0,09
0,08 1
0,07 -
0,06 - 08
0,05 - 06
0,04 -
0,03 - 03
002 02 |
001 -

0 0

Sekil 4.31 A-B) Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularimin CsbZIP15 gen ifade
seviyeleri
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Sekil 4.32 A-B) Karahan 99 ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP15 gen ifade
seviyeler

Sekil 4.33 A-B) Zubkov ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP30 gen ifade
seviyeleri

ATAY-ZIP30 ATAY-ZP30

cREEERRER SN

Sekil 4.34 A-B) Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP30 gen ifade
seviyeleri
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Sekil 4.35 A-B) Karahan 99 ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP30 gen ifade
seviyeleri

ZUBKOV-b2ws3 ZUBKOV-baPs3

Sekil 4.36 A-B) Zubkov ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP53 gen ifade
seviyeleri

ATAY-bZIP53
ATAY-bZIP53

- BERBEERERE

Sekil 4.37 A-B) Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP53 gen ifade
seviyeleri

65



KARAHAN-bZWP53
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Sekil 4.38 A-B) Karahan 99 ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP53 gen ifade
seviyeleri

ZUBKOV-b2WS5 ZUBKOV-b2WPSS

EE65eEEEE 7

S = N KW & S, W om

Sekil 4.39 A-B) Zubkov ¢esidinin yaprak ve kok dokularmin CsbZIP55 gen ifade
seviyeleri

SIAT S - ATAY-HZIPSS

Sekil 4.40 A-B) Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin CsbZIP55 gen ifade
seviyeleri
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KARAHAN-h2WPS5 B KARAHAN-h2WS5

R

kok uypulama

Sekil 4.41 A-B) Karaha99n ¢esidinin yaprak ve kok dokularinin CsbZIP55 gen ifade
seviyeleri

4.2.5.3 HSP70 proteinlerine ait gen ifade seviyeleri

Sicaklik stresi sonucunda gesitlerde meydana gelen degisimler, HSP proteinleri ile
belirlenmistir. Yiiksek sicaklik ozellikle yaprak dokularmi olumsuz etkiledigi icin
calismamizda da cesitlere ait yaprak dokular1 kullanilmistir. Sicaklik stresi sonucunda
cesitlere ait yaprak dokularinda olusan degisimler grafiklerde verilmistir. Tiim ¢esitlerde
sicaklik stresi sonucunda HSP iiyesi genlerde meydana gelen degisimler artis
seklindedir. Zubkov ¢esidine ait gen ifade seviyeleri genel olarak kontrole gore
uygulama grubunda artis gostermistir. Atay 85 ve Karahan 99 cesitlerine ait ifade
seviyelerinde artislar gozlenmistir fakat bu artiglar sadece li¢ gende olmustur. Tiim
cesitlere ait artiglarin goriildiigii durumlarda ise gen ifade artis oraninin genel olarak

yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.41 A-B-C) Zubkov, Atay 85 ve Karahan 99 ¢esidinin yaprak dokularinin HSP16

gen ifade seviyeleri

A ZUBKOV-HSPT7

C ATAYSS-HSP17

S = N W o T S N el

.] I I
yaprak kontrol yaprak uyeulama

Sekil 4.42 A-B-C) Zubkov, Atay 85 ve Karahan 99 ¢esidinin yaprak dokularinin HSP17

gen ifade seviyeleri

A TUBKOV-HSP2S - AT i C ATAYSS HSP25

140 ,
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. 100 15
080
0,60
040
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T 1 0,00 T
yaprak kontrol yaprak uypulama yaprak kontrol yaprak uypulama

Sekil 4.43 A-B-C) Zubkov, Atay 85 ve Karahan 99 ¢esidinin yaprak dokularinin HSP25

gen ifade seviyeleri
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Sekil 4.44 A-B-C) Zubkov, Atay 85 ve Karahan 99 ¢esidinin yaprak dokularinin HSP26

gen ifade seviyeleri

ZUBKOV-HSP33
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yaprak kontrol yaprak uypulama
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Sekil 4.45 A-B-C) Zubkov, Atay 85 ve Karahan 99 ¢esidinin yaprak dokularmm HSP33

gen ifade seviyeleri
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5. SONUC VE TARTISMA

5.1 Bugday Cesitlerinin Filogenetik Yakinhg:

Kuraklik stresi, suyun eksit veya sinirli oldugu durumlarda olusan ve bugdayin da dahil
oldugu birgok bitkide iiriin veriminde diisiislere neden olan bir ¢evresel faktordiir (Igbal,
et al. 2015). Diinyada kullanilabilir alanlarin %26's1 bu ¢evresel faktoriin neden oldugu
olumsuzluktan etkilenmektedir (Sade vd. 2013).

Besin degeri nedeni ile diinya niifusunun iicte birinden fazlasinin yararlandigi bundan
dolay1 ekimi yaygin olarak yapilan bugday, ekonomik degere olan sahip 6nemli bir
bitkidir. 2013 yilinda diinya bugday tiretimi yaklagik 7000 milyon ton olup, diinya
ihracatinda ki degeri 48 milyar dolardir (www.fao.org FAO, ).

Kuraklik stresinin neden olacagi olumsuzluklar, bugday tariminin diinya ekonomisine
olan 6nemli katkis1 ve insan beslenmesindeki alternatifsiz yeri nedeni ile ¢alismamizda,
Anadolu'da ekimi yaygin olarak yapilan ekmeklik bugday cesitleri kuraklikla iliskili 26
SSR markorii ile taranmistir. Kullanilan SSR markorlerinin  yliksek polimorfizim
degerine sahip olmasma Ozen gosterilmis, boylelikle cesitler arasindaki genetik
yakinliginin daha net olarak ortaya ¢ikmasi amaglanmistir. SSR markorleri GWM,
GDM, WMC, BARC, CFD, CFA, PSP isimlerinin verildigi seriler seklinde dizayn
edilmistir (Zhang et al. 2011). Cesitlerde daha genis bir taramaya olanak vermek amaci
ile GWM, WMC, BARC ve PSP serilerine ait markorler segilerek ¢alisma
kullanilmistir. Calisma sonucunda elde edilen toplam bant sayis1 80'dir ve bu bantlarin
76's1 polimorfiktir. Calismada kullanilan markoérlerin polimorfizim orant %95 olarak
hesaplanmistir. Arpa bitkisinde (Hordeum vulgare L.) yapilan bir ¢alismada SSR
markorleri kullanilmis ve bu calismada kullanilan SSR markoérlerinin polimorfizim
orani %54 olarak belirlenmistir (Thiel et al. 2003). Calismamizda kullanilan 26 SSR
markdriinden yalnizca 4 tanesi monomorfik olarak belirlenmistir. Baz1 bugday ¢esitleri
kullanilarak yapilan farkli bir ¢alismada, kullanilan 76 SSR markoriintin 11 tanesinin
monomorfik oldugu bildirilmistir (Dreisigacker et al. 2005). Calismamizda elde
ettigimiz polimorfizim degeri ve monomorfik markor sayisinin diisiik olmasindan

dolayi kullanilan markdrlerin polimorfik oldugunu diisiindiirmektedir.
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Calisma sonucunda elde edilen ve gesitlerin kuraklik stresi dayanikliligi bakimindan
yakinhigini ifade eden dendogram Sekil 4.4t'e verilmistir. Dendogramda 11 ekmeklik
bugday ¢esidinin kurakliga dayaniklilik bakimindan yakinliklar1 gériilmektedir.

Dendogramda, Gerek 79 ¢esidi diger ¢esitlere koken olusturmus ve kalan 10 ¢esit ise iki
gruba ayrilmistir. Gerek 79 cesidi gecit bolgesi orjinli bir ¢esittir. Calismamizda
kullandigimiz diger ¢esitlerin de gegit bolgei orjinli olmasi kuraklik dayaniklilig
bakimindan benzer genetik karakterler tasimasina olanak taniyabilir. Bu nedenle ayni
bolgeden koken alan yerli ¢esitlere Gerek 79 ¢esidinin koken olusturmus olabilecegi

diistiniilmektedir.

Koken olusturan Gerek 79 haricindekii ¢esitler iki gruba ayrilmislardir. Zubkov c¢esidi
diger cesitlerden ayrilarak tek basina bir grup olustururken, diger ¢esitler ikinci grup
altinda toplanmiglardir. Zubkov c¢esidinin diger cesitlerden farklilik gosterdigi ve
kuraklik stresii dayaniklili bakimindan diger c¢esitlere kiyasla One ¢iktigi
diisiiniilmektedir. Ikinci grup altinda birlesen diger ¢esitler ise yine kendi aralarinda iki
gruba ayrilmislardir. Beszostaja 1 ve Demir 2000 ¢esitleri ayn1 grupta yer alirken, geri
kalan cesitlerin tamami bir grup olusturmus ve Karahan-99 ¢esidi grup iiyelerinden
farklilik gostererek ayr1 bir kola ayrilmistir. Ayni grup icerisinde OKO00421 ve
Bayraktar-2000benzerlik gostererek ayni grupta yer almiglardir.

Kuraklik stresi dayamikliligit  bakimindan genetik yakinliklarin  ifade edildigi
dendogramda, Zubkov cesidinin tiim c¢esitlerden farklilik gosterdigi goriilmektedir.
Zubkov c¢esidinin diger ¢esitlerden farkli olarak tek basina bir grup olusturmasi kuraklik
stresine kars1 dayanuikliligi ile ifade edilebilir. Nitekim Zubkov ¢esidininde dahil
oldugu bir ¢alismada kuraklik indekdi kullanilan diger cesitlere oranla daha yiiksek
cikmistir.(Mursalova et al. 2015). Calismamizda kullandigimiz diger gesitlerin ayni
grupta yer almasi, kurakliga dayaniklilik bakimindan benzerlik gosterdiklerini bundan
dolay1 ayn1 grubun iiyelerini olusturduklarini diisiindiirmektedir. Yapilan bir ¢aligmada,
bazi ekmeklik bugday cesitlerinin bulunduklar1 ekolojik ¢evreden etkilenme diizeyleri

incelenmis ve Demir 2000 ile Ikizce 96 ¢esidinin orta sdiizeyde sulama yapilan arazilere
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uygun oldugu ve orta diizeyde suya sahip bolgelere ekiminin yapilmasi tavsiye
edilmistir (Aydemir vd. 2009) Baska bir calismada ise Gerek-79, Karahan-99 ve
Bezostaja 1 g¢esitlerinin de dahil oldugu bazi1 cesitler kullanilarak, kuru tarim
kosullarinda gesitlere ait verim ve kalite degerleri Olgiilmeye calisilmistir. Yapilan
calisgmada kuru tarimda Gerek79, Karahan 99 ve Bezostaja-1 ¢esidinin verim
bakimindan birbirine yakin oldugunu ve Gerek 79 cesidine Karahan 99 c¢esidinin

alternatif olabilecegi bildirilmistir (Sahin vd. 2006).

Yalnizca yagmur suyu ile beslenen bazi ekmeklik bugday ¢esitlerinin kurakliga tolerans
indekslerinin belirlenmeye calisildi bir caligmada, Gerek79, Karahan 99, Bayraktar,
Bezostaja 1, Sonmez 01, Demir 20000K00421 ve Zubkov ¢esidi kullanilmistir. Yapilan
calismada Zubkov ¢esidinin diger c¢esitlere gore 6ne ¢iktig1 belirtilmistir. Yine ayni
calismada kurak sartlarda Gerek 79, Bayraktar 2000 ve Karahan 99 ¢esitlerinin benzer
ozellik gostererek ¢igek sapt uzunluklarinin ayni nitelikte oldugu bildirilmistir
(Mursalova, Akparov et al. 2015). Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar bizim
sonuclarimizla ortigmekte ve Zubkov ¢esidinin diger cesitlerden farklilik gosterdigi

desteklenmektedir.

Calismamizda kullandigimiz ¢esitlerin dahil edildigi bir diger calismada, cesitlere ait
kuraklik stresi indeksleri hesaplanmis ve elde edilen indeksler kullanilarak cesitlere ait
kiimeleme analizi yapilmistir. Analiz sonucunda cesitler iki ana gruba ayrilmis ve
Zubkov ¢esidi diger cesitlerden ayrilarak farkli bir grupta yer alirken, ¢alismamiza dahil
olan diger gesitlerin timii ayni1 grupta yer almistir (Mursalova et al. 2015). Bizde
calismamizda benzer sonuglara ulasarak Zubkov cesidinin diger cesitlerden ayrilarak
farkli bir grup olusturdugunu belirttik. Zubkov ¢esidinin farklilik gdstermesindeki
nedenin kuraklik stresi dayaniklilig: ile iligkili oldugunu ifade edebiliriz. [Rapor edilen
sonuclarda Zubkov ¢esidinin kurakliga dayanikli oldugunu ve dayaniklilik bakimindan

diger cesitlerden nitelikge farklilik gosterdigini gostermektedir
Mursalova ve ark. (2015) tarafindan yapilan c¢alismada, kuraklik stresi dayaniklilik

indeksi bakimindan yakinliklarin ifade edildigi kiimeleme analizinde Gerek-79,

Karahan 99, Bayraktar 2000, Bezostaja 1, Sonmez 01 ve Demir 2000 ¢esitleri aym

72



grupta yer alarak kurakliga karst benzer tepkiler gesistirdilerini ve kuraklik
tolerasyonlariin benzer oldugu gostermislerdir. Yapilan c¢alismada alinan sonuglar
bizim c¢aligmamizla Grtismekte ve benzer sonuglar1 bizde ¢alismamizda gérmekteyiz.
Calismamizda kuraklik stresine dayaniklilik bakimindan ¢esitlerin  filogenetik
yakinliklarint belirlemek amaglanmis ve calisma sonucunda elde ettigimiz sonuglar
amacimizi destekler niteliktedir. Nitekin dayanikli olan Zubkov c¢esidinin diger
cesitlerden ayrilarak farklilik gosterdigini ve kurakliga dayaniklilik bakimindan farkli

karaktere sahip oldugu goérilmiistiir.

SSR markérlerinin 1slah ¢aligmalarinda kullanilarak seleksiyona yardimei olamsi ve
bunun molekiiler diizeyde giivenilir bir sekilde kullanilmasi bu markoérlerinin 1slah
programlarinda yogun olarak kullanilmasina yol agmistir. Markor destekli seleksiyonun
1slah programlarinda, maliyeti diigiirmesi, zamandan tasarruf saglamasi, seleksiyonu
kisa zamanda ve kolay bir sekilde gerceklestirmesi agisindan ¢ok 6nemli bir tekniktir.
Bundan dolay1 gesit 1slahinda markérlerden yararlanmak ¢ok avantajlidir. Bu avantajin
stirdiiriilebilir tarimda 6zelliklede ¢esit 1slahinda verimli bir sekilde kullanilmasinin yolu
yeni markorlerin  gelistirilmesi ve bu gelistirilen markorlerin 1slah programlarina

entegresini saglamakla miimkiindiir.

5.2 Abiyotik Stres Sonrasinda Cesitlere Ait HSP, bZIP, WRKY TF’lerin Gen ifade
Seviyeleri

Cevresel faktorlerin tarimsal tiretimi etkilemesi, tarimsal iiretimdeki istikrasiz durumun
ise diinya niifusunun beslenme kaynaklarini olumsuz yonde etkilemesi onemli bir
sorundur ve bu soruna neden olan g¢evresel etkilerin, bitkilerde meydana getirdigi
etkilerin bilinmesi, bu sorunlar g6z 6niine alinarak c¢esit 1slahinin yapilmasi son derece
onemlidir (Ergen et al. 2009). Bu anlamda, bitkilerde molekiiler mekanizmalari, stres
sonrast olusturulan cevaplari, ekstrem kosullara dayanikliligin belirlenmesi ve bu
kosullarda diizenleyici gorevler yapan WRKY, bZIP gibi transkripsiyon faktérlerinin,
Is1 soku proteinleri (HSP) gibi ¢esitli proteinlerin islevlerinin bilinmesi ve bu bilgilerin

1slah calismalar1 i¢in kullanilmasi son derece 6nemli olabilir.
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WRKY transkripsiyon faktorii ailesi iyeleri bircok bitkide, transkripsiyonel
diizenlemede rol alan (Rushton et al. 2010) ve abiyotik stres sartlarinda bitkide
meydana gelen degisikliklerde diizenleyici gorev yapan transkripsiyon faktorleridir
(Okay et al. 2014). Bu nedenle stres kosullarina hasas Atay 85 (Okay et al. 2014), orta
dayanikli Karahan 99 ve dayanikli Zubkov (Rushton et al. 2010) ¢esidinde kuraklik ve
yiiksek sicaklik stresinde WRKY genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler
kiyaslanmaya calisilmistir. Abiyotik bir stres olan yliksek sicaklik, bitkilerde 6zellikle
yaprak dokusunu etkileyen bir ¢evresel faktordiir. Kuraklik stresi ise tuzluluk stresi giibi
ozellikle kok dokularini etkileyen bir ¢evresel faktordiir (Sa’idu and Mohammed 2013).
Bu nedenle kuraklik ve yiiksek sicaklik stresinde bitkiye ait yaprak ve kok dokularinda
WRKY transkripsiyon faktorii ailesine ait bazi liyelerinin gen ifade degisimlerini

Olcmeye calistik.

WRKY17’nin de dahil oldugu bazi WRKY iyeleri, 06zellikle savunma
sinyalizasyonunda rol oynayan ve fonksiyonel olarak artis gdsteren transkripsiyon
faktorleridir  (Pandey and Somssich 2009). Yaptigimiz c¢alismada WRKY17
transkripsiyon faktoriiniin Atay 85, Karahan 99 ve Zubkov c¢esitlerine ait yaprak ve kok
dukularindaki gen ifade seviyeleri incelenmis, Zubkov ¢esidine ait yaprak ve kok
dokusunda diger gesitlere gore gen ifade seviyesinde onemli artiglar goriilmistiir (Sekil
4.12). Kuraklik ve yiiksek sicaklik stresi uygulanmis Zubkov cesidine ait yaprak
dokusunda, WRKY17 geninin ifade seviyesi artisi 10 kat olarak belirlenmistir. Ayni
durum Zubkov ¢esidine ait kok dokusunda da goriilmekte olup (Sekil 4.12) artis
yaklasik 100 kat olarak belirlenmistir. Buna karsin Atay 85 yaprak dokusunda (Sekil
4.13) olusan artis miktar1 diisiik olurken, kok dokusunda azalma goriilmiistiir. Karahan
99 ¢esidine ait tiim dokularda ise diisiis gdzlenmistir. Zubkov ¢esidine ait dokularin gen
ifade seviyelerinin Atay 85 ¢esidine ait dokularin ifade seviyelerinden yiiksek olmasi,
Karahan 99 ¢esidine ait ifade seviyesine gore artis profiline sahip olmasi, Zubkov
¢esidinin kuraklik ve yiiksek sicaklik stresine kars1 Atay 85 ve Karahan 99 ¢esidine gore
daha tolerant oldugunu diisiindiirmektedir. Atay 85 cesidinin kuraklia karsi hassas bir
cesit olarak belirlendigi bir ¢alismada 6zellikle yaprak dokusunda WRKY17 gen ifade
seviyesi, dayanikli ¢eside gore daha disiik olmustur (Okay et al. 2014). Kavakta
(Populus sp.), WRKY17 transkripsiyon faktor geninin abiyotik stres kosullarinda,
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meydana gelen gen ifade seviyesindeki degisimler belirlenmeye calisilmistir. Yapilan
bu calismada abiyotik stres sartlarindan salisilik asit stresine karsi WRKY17 gen
ifadesinin ozellikle kok dokusunda fazla ifade oldugu bildirilmistir (Jiang, et al.).
Zubkov cesidine ait kok dokusundaki ifade seviyesine bakildiginda yaprak dokusuna
oranla kok dokusundaki ifade seviyesinin fazla oldugu goriilmektedir. Abiyotik stres
sartlarinda kuraklik ve kimyasal sartlardan ilk olarak kok dokularmin etkilendigi
bundan dolayr kok dokularinda meydana gelen gen ifade artisin, yaprak dokusuna

oranla daha fazla oldugu diisiiniilmektedir.

WRKY genleri 6zellikle bitkilerin savunma mekanizmalarini kontrol eden, ifade
artiglari ile savunma mekanizmasinda aktif rol oynayan transkripsiyon faktorleri olarak
bildirilmislerdir (Nishizawa 2009). Yaptigimiz g¢alismada WRKY?24 transkripsiyon
faktoriiniin gen ifade seviyeleri incelendiginde Zubkov cesidine ait yaprak ve kok
dokularinda artis oldugu (Sekil 4.15) yaprak dokusunda yaklasik 8 kat, kok dokusunda
ise yaklasik 7 kat artis oldugu goriilmektedir. Karahan 99 ¢esidinde (Sekil 4.17) yaprak
dokusunda bir kat artis olurken, kok dokusunda gen ifade sevsiyesinde diisiis olmustur.
Atay 85 cesidine ait ifade seviyesinde yaprak ve kok dokularinda azalma goriilmiistiir
(Sekil 4.16). Zubkov ¢esidinde yaprak ve kok dokularinda gen ifade seviyesinde artis
gosterirken, Atay 85 c¢esidine ait yaprak ve kok dokularinda gen ifade seviyelerinde
diisiis olmas1 ¢esitlerin  stres kosullarina karst uyumlarmin farkli  oldugunu
diigiindiirmekte ve Nishizawa (2009)’nin bildirdigi gibi Zubkov ¢esidinin stres
kosullarina karst olusturdugu cevaplarin daha giigli oldugunu diisiindiirmektedir.
Yapilan bir ¢alismada kuraklhiga dayanikli ekmeklik bugday cesidinde ozellikle kok
dokusunda WRKY24 geninin ifade seviyesi yiiksek ¢ikmistir (Okay et al. 2014). Bu
sonuglar bizim sonuglarimizla paralellik gostermekte ve gen ifade artisinin dayaniklilik
gostergesi oldugunu desteklemektedir. Diploit pamuk bitkisinde (Gossypium
raimondii) yapilan bir ¢alismada yaprak, kok, gévde, anter, ovaryum ve petal yapragi
gibi dokular kullanilarak tuz ve kuraklik stresinde WRKY transkripsiyon faktor
ailesinin ¢esitli lyeleri kullanilarak gen ifadelerinde meydana gelen degisimler
gozlenmeye c¢alisilmigtir. Bu c¢aligmada kullanilan WRKY?24 geninin ifadesindeki

degisim o6zellikle kok dokusunda olmustur. Yaprak dokusuna oranla kok dokusundaki

75



artig, bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir (Cai et al.

2014).

WRKY59, cesitli stres faktorlerine karsi savunma mekanizmasinda aktif olan NPR1
geninin aktivasyonunu saglayan ve NPR geninin ifade diizeyi ile iliskili bir gen oldugu
bildirilmistir (Pandey and Somssich 2009). Calismamizda da WRKY59 geninin
cesitlerdeki gen ifade seviyeleri incelendiginde yine en yiiksek artisin Zubkov ¢esidinde
oldugu goriilmiis (Sekil 4.18), ceside ait yaprak ve kok dokularinda gen ifade
seviyelerinde artis meydana gelmistir. Atay 85 ¢esidinde yaprakta artis, kokte diisiis
olurken (Sekil 4.19) geside ait yaprak dokusunda meydana gelen gen ifade artig orani,
Zubkov ¢esidine ait ifade seviyesinden diisiik oldugu goriilmiistiir. Alinan sonuglara
gore kuraklik ve sicaklik stresine karst Zubkov g¢esidinin Atay 85 cesidine kiyasla daha
fazla cevap olusturdugu goriilmekte ve Pandey ve Somssich’in (2009) bildirdigi gibi
WRKYS59 geninin NPR1 geninin artigina olanak taniyarak, Zubkov ¢esidinin savunma
mekanizmasint diger cesitlere gore daha dayanikli kildigi soylenebilir. Ekmeklik
bugdayda yapilan bir ¢alismada, hassas olan Atay 85 c¢esidine ait yaprak dokusunda
WRYS59 geninde artiglar gozlenmesine ragmen, artis oraninin dayanikli c¢esidin
olusturdugu gen ifade seviyesinden daha diisiik oldugu belirlenmistir. Ayni1 ¢alismada
dayanikli ¢eside ait kok dokunda meydana gelen WRKY59 gen ifade seviyesi Atay
85’ten diisik oldugu gozlenmistir (Okay et al. 2014). Bu durum c¢aligmada
kullandigimiz Zubkov ¢esidinin kuraklik ve yiiksek sicaklik stresine karsi daha tolerant
oldugunu disiindiirmektedir. WRKY59 geninin kuraklik stresinde, kavak bitkisindeki
gen ifade seviyelerine bakildiginda yaprak dokusuna oranla kék dokusunda meydana
gelen ifade seviyesinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Jianghu et al.). Bizim
calismamizda Ozellikle Zubkov c¢esidinde yaprak dokusunda meydana gelen ifade
seviyesindeki artis, kok dokusunda meydana gelen artistan daha diisiik olmustur. Bu
durum kok dokularimin yaprak dokularina oranla daha yiiksek cevaplar olusturdugunu

gostermektedir.

WRKY61 geni MAPK ile etkiesime girerek bitkide kuraklik, yiiksek sicaklik ve
tuzluluk gibi cevresel faktorlerin sinyalizasyonunda goérev almakta ve bitkideki ifade

artiglart bu ¢evresel uyarilara karsi dayaniklilikta kitit rol oynamaktadir (Pathak et al.
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2013). Calismamizda WRKY61gen ifade seviyelerine bakildiginda, Zubkov ¢esidine ait
yaprak dokusunda artis 60 kat olurken, kok dokusunda artis yaklasik 2 kat olmustur
(Sekil 4.21). Atay 85 ¢esidine ait yaprak dokusunda diisiis olurken, kok dokusunda
yaklasik 2 kat artis olmustur (Sekil4.22). Karahan 99 cesidine ait yaprak ve kok
dokularinda ise artis olmustur (Sekil 4.23). Yaprak dokularma ait ifade seviyeleri
karsilastirildiginda en yiiksek artis Zubkov’da, en diisiik artis Atay 85°te gdzlenmistir.
Karahan 99 cesidine ait ifade seviyesi ise Zubkov ve Atay 85 ¢esitlerine ait ifade
seviyeleri arainda bir deger almistir. Almman bu sonuglarin Zubkov ¢esidinin daha
dayanikli, Karahan ¢esidinin ise dayaniklilik anlaminda Zubkov’dan daha diisiik, fakat
Atay 85’ten daha yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan bir ¢alismada, kiglik
ekmeklik bugday c¢esitleri kullanilarak ¢esitlerin hassasiyet ve tolerans indeksleri
belirlenmeye ¢alisilmistir. Yapilan bu ¢alismada su ihtiyacini yalnizca yagmur suyu ile
karsilayan gesitler arasinda iirlin veriminin en yiliksek oldugu cesidin Zubkov oldugu
bildirilmistir (Mursalova et al. 2015). Bu calismada Zubkov ¢esidinin kurakliga
dayanikli oldugu bundan dolay1 verim kaybinin diger ¢esitlere gore daha diistik oldugu
bildirilerek dayaniklilig1 desteklenmistir.

WRKY82 geni bitkilerde yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk ve yaralanma gibi faktorler
tarafindan uyarilan ve bitkide bu faktorlere karsi diizenleyici olarak rol oynayan
transkripsiyon faktoriidiir. WRKY82 geni, bitki dokularinda farkli seviyelerde ifade
edilebilir (Peng et al.2011). Bizim g¢alismamizda cesitlere ait gen ifade seviyeleri
karsilastirildiginda Zubkov ¢esidinde WRKYS82 gen ifade seviyesi (Sekil 4.24) yaprakta
yaklasik 11 kat, Atay 85 ¢esidine ait yaprak dokusunda ise (Sekil 4.25) yaklagik bir kat
artis olmustur. Kok dokularina ait ifade seviyeleri kiyaslandiginda Atay 85 cesidine ait
kok dokusunda artis yaklasik 2 kat olurken, Zubkov c¢esidindeki degisim 2,5 kat
olmustur. Peng ve ark.’nin (2011) belirttigi gibi stres ile uyarilan ve transkripsiyonu
artan WRKY82 geni, Zubkovda kuraklik ve yiiksek sicaklik sartlarinda yiiksek diizeyde
eksprese olarak bitkiye bu streslere karsi dayanikliligr kazandirdigr diisiiniilmektedir.
Ayrica Zubkov dokular1 arasinda goriilen ifade seviyesindeki farkliliklar stres
cevaplarmin dokular arasinda farklilik gosterebildigi vurgulanmistir (Peng et al. 2011).
Bu durumun ¢esitlerimize ait yaprak dokularmna oranla kok dokularinda gen ifade

seviyesinin daha yiiksek oldugunu ve kok dokularina ait bu yiiksek gen ifade
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seviyesinin olusumunda, kok dokularinin stresten daha fazla etkilendigi bundan dolay1

gen ifade seviyesinin artig miktarinin yiiksek oldugunu diistindiirmektedir.

bZIP ( basic-domain leucine-zipper)

Bitkiler, kuraklik stresine maruz kaldiklarinda canliliklarin1 devam ettirmek igin birgok
farkli gen tarafindan uyarilan molekiiler diizenlemelere sahiptir (Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozaki 2007). bZIP transkripsiyon faktorii ailesine ait tiyelerde, kuraklik
stresinde gen diizenlenmesinde rol oynamakta ve bitkide kuraklik stresinde gesitli
genleri aktive ederek strese kars1 dayanikliligi saglamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda
kuraklik stresinde, bZIP transkripsiyon faktorii tiyesi olan bes genin ekspresyon profili
incelenmistir. Kuraklik stresi 6zellikle bitki kok dokusunu etkiyen bir ¢evresel faktor
(Sa’idu and Mohammed 2013) olmasina karsin, yaprak dokularinda olusan degisimleri
de gozlemlemek i¢in Zubkov, Karahan 99 ve Atay 85 ¢esitlerinin hem yaprak hem de

kok dokularina ait ekspresyon profili incelenmistir.

bZIP12 geni bitkilerde stres sinyallerinin veya absisik asit (ABA) sinyallerinin
olusumunda rol oynamaktadir. Absisik asit, O6zellikle stres kosullarinda bitkide
dayaniklilik cevaplarini olusturan genlerin ekspresyonunda ve bu genlerin uyarilmasini
kontrol eden sinyallerin olusumunda gorev aldigi bildirilmistir (Kang et al. 2002).
Calismada Zubkov, Karahan 99 ve Atay 85 ¢esidinin yaprak ve kok dokularinnin
verdigi cevaplar incelenmistir. Atay 85 ((Sekil 4.28) ve Zubkov (Sekil 4.27) gesidine ait
yaprak dokusunda CsbZIP12 gen ifadesinde artis oldugu, Karahan 99 (Sekil 4.29)
cesidinde diisiis oldugu goriilmiistiir. Ayn1 genin kok dokusunda meydana gelen
degisimlerinde Atay 85 ¢esidinde artig, Zubkov ve Karahan 99 ¢esidinde azalis seklinde
olurken Karahan 99’ daki diisiisiin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Atay 85°’te yaprak
ve kokte ifade seviyesinin diger cesitlere gére daha yiliksek olmasi hassas Atay 85°te
direnci arttirici ¢abalar olarak distiniilebilir. Dayanikli Zubkov ve orta dayanikli
Karahan 99°da yaprakta olusan ifade artis1t bZIP12 geninin ABA sinyallerini olusumunu
arttirdigi, ABA’nin ise 6zellikle yaprakta sentezlenen glikozun sentezini inhibe ederek

(Kim et al. 2004) gen regiilasyonuna katki sagladigi disiiniilmektedir.
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CsbZIP15 geninin ekspresyon seviyesi tiim gesitlere ait yaprak dokularinda azaldigi
goriilmiistiir. Azalig oranlarina bakildiginda en az disiisiin  Zubkov (Sekil 4.30)
cesidinde en fazla diisiis ise Atay 85 cesidinde oldugu goriilmiistiir. Kok dokularina ait
ekspresyon seviyesinde Atay 85 (Sekil 4.31) ¢esidinde artis olurken, Zubkov ve
Karahan 99’da (Sekil 4.32) diisiis olmustur. bZIP15 geninin ABA sinyalleri tizerinde
arttiricr etkisi oldugu (Kim et al. 2004) bilindiginden yaprak dokularinda bZIP15 gen
ifade artistnin ABA artisina neden olabilecegi, ABA’nin ise yaprakta stres sartlari
siiresince artis gosteren Reattive Oksijen tiirlerininin birikimini onleyerek hiicrenin
degredasyonunu onledigi (Kim et al. 2004) ve bdylelikle yaprak dokusunda
dayaniklililik cevaplarini arttirdigi diisilintilebilir. Baloglu ve arkadaglarmin (2014)
yaptig1 bir ¢alismada kuraklik stresi uygulanmis salatalik (Cucumber sp.) bitkisi yaprak
ve kok dokularinda bZIP15 geninin ifade seviyesi belirlenmeye calisilmistir. Yaprak
dokusunda 24. saatte bZIP15 geni ifade seviyesi diiserken, kok dokusunda 24. saatte
artis gozlenmistir (Baloglu vd, 2014). Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar Atay 85
cesidine ait yaprak ve kok dokusunda olusan ifade seviyelerine ¢cok benzemektedir ve
kurakliga hassasiyet bakimindan salatalik bitkisine ait cevaplara benzer cevaplar verdigi

diistiniilmektedir

CsbZIP30 geni bitkilerde stres kosullarinda dayaniklilik cevaplarinin olusumuna neden
olmasmin yani sira, Ozellikle giberillin biyosentezi ve vakuoller doku gelisimi
diizenlenmesini diizenleyen transkripsiyon faktoriidiir. Calismamizda CsbZIP30 genine
ait ekspresyon profili incelendiginde Atay 85 (Sekil 4.34) ve Karahan 99 (Sekil 4.35)
cesitlerine ait yaprak dokularinda 6nemli diistislerin oldugu, diisiis oranlarinin Atay
85’te 45, Karahan 99’da 30 kat oldugu gorilmiis ve Atay 85’te diislis oraninin
yiiksekligi Atay 85’in Karahan 99’dan daha hassas olmasindan kaynaklandigini
diisiiniilmektedir. Zubkov (Sekil 4.33) ve Karahan 99 kok dokularinda diislis gézlenmis
ve disiis oran1 Karahan 99’da 35 kat, Zubkov’da 4 kat seklinde olmustur. Diisiis
oraninin Zubkov ¢esidinde daha az olmasi1 Zubkov ¢esidinin Karahan 99 cesidine gore
daha dayanikli olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Karahan 99 ve Zubkov
cesitlerinin de dahil oldugu bir¢ok ekmeklik bugday ¢esidinde dayaniklilik indeksleri
hesaplanmis ve Zubkov ¢esidinin Karahan 99 c¢esidine gore daha dayanikli oldugu tespit
edilmistir (Mursalova et al. 2015). Yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglar, bizim elde
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ettigimiz bulgular1 destekler niteliktedir. Baloglu ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada,
bZIP30 geni ifade seviyesi yaprakta azalmis, kokte ise artmistir (Baloglu et al. 2014).
Dayanikli Zubkov ve orta dayanikli Karahan 99 ¢esitlerine ait ifade seviyeleri salatalik
bitkisinin bZIP30 genine verdigi cevaplardan farklilik gosterirken, hassas olan Atay 85
cesidinin ifade profili salatalik bitkisinin ifade profili ile yiiksek derecede benzerlik
gostermektedir. Bu durum Atay 85 c¢esidinin kuraklik stresine karsi dayanikliliginin

salatalik bitkisinin dayanikliligina yakin oldugunu diistindiirmektedir.

CsbZIP53 ve CshZIP55 genlerinin dahil oldugu bZIP transkripsiyon faktorii grubu
kuraklik stresi diizenleyici olarak gorev yapmasimin yani sira, bitkide ultraviyole ve
mavi 1g1k sinyallerinin olusumunu diizenlemektedir (Terzaghi et al. 1997). CsbZIP53
gen Zubkov (Sekil 4.36) ve Atay 85 (Sekil 4.37) cesitlerine ait yaprak dokusunda
artarken, Karahan 99’da (Sekil 4.38) diismiistiir. Atay 85 ¢esidine oranla Zuvkov
cesidinde ekspresyon seviyesinin daha yiiksek oldugu goriilmekte olup, bu durumun
Zubkov c¢esidinin Atay 85’¢ gore daha gii¢lii cevaplar olusturdugunu ve Zubkov’un
daha daayanikli oldugunu diisiindiirmektedir. Kok dokularina ait ekspresyonda Zubkov
ve Karahan 99 cesidinde gen ifade seviyesinde diisiis olmustur. Diisiis miktarlarinin
Zubkov’a gore Karahan 99°da daha yiiksek olmasi Zubkov ¢esidinin dayanikli Karahan
99 ¢esidinin orta dayanikli olmasi ile agiklanabilir. Atay 85 cesidine ait yaprak ve kok
dokusunda olusan bZIP53 gen ifade profili, kuraklik stresinde salatalik bitkisinde olusan
ifade profili ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (Baloglu et al. 2014).

CsbZIP55 geninin gesitlerde ki ekspresyon profiline bakildiginda Zubkov’a ait yaprak
dokusunda artig olurken, Karahan 99 ve Atay 85’te diisiis olmustur. Azalis miktarlarina
bakildiginda Atay 85°te 9 kat, Karahan 99’da 4 kat olmustur. Bu sonu¢ Atay 85
cesidinin Karahan 99’dan daha hassas oldugunu desteklemektedir. Cesitlere ait kok
dokularindaki ekspresyon seviyesine bakildiginda Atay 85 cesidinde artig, Zubkov ve
Karahan 99’da azalis olmus ve artis miktarlarin Karahan 99°da 20 kat, Zubkov’da 7 kat
oldugu goriilmiistiir. Zubkov’un dayanikli oldugu, Karahan 99’un ise orta dayanikli
oldugu bilindigi ve alinan sonuglarin dayaniklilik ve orta dayaniklilik ile paralellik

gosterdigi diisiiniilmektedir.
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Genel olarak yaprakta gen ifade seviyesi degisimlerine bakildiginda Zubkov ¢esidine ait
gen ifade diizeyi diger gesitlere kiyasla daha yiiksek olarak gozlenmistir. Artiglarda
miktarsal kiyaslamada yine Zubkov ¢esidinin ekspresyon miktarinin oransal olarak
diger gesitlerden fazla oldugu goriilmektedir. Kok dokulari arasinda olusan farkliliklarin
genel olarak degerlendirilmesinde ise, Zubkov ¢esidine ait ekspresyon seviyesinin diger
cesitlere kiyasla azaldig1 goriilmektedir. Kuraklik stresine dayanikliligi bilinen Zubkov
cesidinin ekspresyon profilinin artista en yliksek miktara ve azalista en diisiik miktara
sahip olmasit Zubkov ¢esidinin dayamikliligi ile cevaplandirilabilir. Yine kuraklik
stresine hassas olan Atay 85 c¢esidinin bes gen diizeyindeki ekspresyon seviyelerine
bakildiginda yaprak dokusunda artiglar ve azaliglar gostermesine karsin, artislarda
miktarsal olarak diger ¢esitlerden daha az bir ekspresyon orani gosterdigi, diisiislerde ise
yine miktarsal olarak diger cesitlerden daha fazla diisiis oranina sahip oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle kok dokusunda bes gene ait ekspresyon seviyesinde artislar
goriilmis, kuraklik stresinde koklerin yapraga gore daha fazla etkilendigi ve bundan
dolay1 bu dokudaki ekspresyon seviyesinde artis oldugu distinilmektedir. Artig
miktarlarinin diger ¢esitlerle kiyaslanmasi durumunda orta dayanikli Karahan 99

cesidine ait ifade seviyesini asmadig1 goriilmektedir.

Karahan 99 c¢esidine ait yaprak ve kok dokularina ait ekspresyon seviyelerinin diger
cesitlere ait ifade seviyeleri ile kiyaslanmas1 durumunda yaprak dokusunda genel olarak
Zubkov ¢esidine ait profile benzer bir profil izlemis ve ifade seviyesindeki artis miktari
Zubkov cesidine ait ifade seviyesinden daha diisiik olmustur. ifade seviyesindeki
oransal azalig ise Atay 85 gesidinden daha diisiik olmustur. Kok dokularinda Karahan
99 ¢esidine ait genel profil Zubkov ¢esidine ait profile benzerlik géstermis ve Karahan
99 c¢esidine ait oransal diisiisiin Zubkov c¢esinine ait oransal diisiisten daha yiiksek
oldugu goriilmistiir. Orta dayanikli olan Karahan 99 ¢esidinin gen ifade seviyelerindeki
farkliligin oransal olarak hassas olan Atay 85 ve dayanikli olan Zubkov gesidine ait gen
ifade seviyeleri arasinda bir deger izlemesi, orta dayanikli olmasi ile paralellik

gosterdigi ve molekiiler ¢aligma ile desteklendigini diistindiirmektedir.

Cay (Camellia sinensis) bitkisinde, bZIP12 geninin kuraklik, disiik sicaklik, yiiksek

tuzluluk ve ABA stresinde ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisimlerin
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incelendigi bir ¢alismada CsbZIP12 geninin kuraklik stresinde yapraktaki
ekspresyonunda 6nemli bir degisikligin olmadigi buna karsin kok dokusunda kontrole
gore artislarin oldugu gozlenmistir (Weltmeier et al. 2009). Kok dokusundaki
ekspresyon profili ¢calismamizda elde ettigimiz ve Atay 85 ¢esidine ait ekspresyon
profili ile oOrtiismektedir. Yine ayni ¢alismada (Weltmeier et al. 2009) kullanilan
CsbZIP15 genine ait ekspresyon diizeyi, kuraklik stresinde yaprak ve kok dokularinda
artisla sonuglanmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglarda Atay 85 ¢esidine ait kok
dokusunun ekspresyon diizeyi kontrole gore artan bir profil gostermistir. Cay bitkisi,
yetisme kosullarinda 6zellikle sulamaya ihtiyag duyan bir bitki 0lmasi itibari ile, bizim
calismamizda kullandigimiz ve kurakliga hassas olan Atay 85 ¢esidine ait ekspresyon

profiline benzer bir profil ¢izdigi diistiniilmektedir

Salatalik bitkisinde, kuraklik stresi ile ilgkili bZIP traskripsiyon faktorii tiyelerinde
meydana gelen gen ifade degisimleri incelenmistir. Bu ¢alismada bZIP12, bZIP15,
bZI1P30, bZIP53 ve bZIP55 genlerinde meydana gelen degisimler incelenmistir (Baloglu
et al. 2014). Rapor edilen ¢alismada PEG6000 uygulamasi sonrasinda, 6zellikle kok
dokularinda gen ifade seviyesinde artis goriiliirken, yaprak dokusunda diisiis oldugu ve
bZIP genlerinin dokuya spesifik olarak ifade edildigi bildirilmistir (Baloglu et al. 2014).
Bizim g¢alismada elde ettigimiz sonuglarda gesitlere ait yaprak ve kok dokularinda ifade
degisimleri farklilik gostermekte ve bu degisimin gesitlerin sahip oldugu dayaniklilik
derecesine gore oldugu diistiniilmektedir. Yine Atay 85 ¢esidinin kurakliktan daha fazla

etkilendigi i¢in kok dokularindaki ifade diizeyinde artislarin oldugu diistiniilmektedir.

HSP (High shock protein)

Yiiksek sicaklik bitkilerde, 6zellikle yapraklar: etkileyen ve ilk etkilerini yaprak
dokusunda gosteren bir stres faktoriidiir (Sa’idu and Mohammed 2013). Bu nedenle
yaprak dokusunda olusan ifade degisimleri analiz edilmistir. Sicaklik stresi sonrasinda
Atay 85, Karahan 99 ve Zubkov ¢esitlerine ait HSP protein ailesi iiyelerinden HSP16,
HSP17, HSP25, HSP26 ve HSP33 genlerinin ekspresyon profili analiz edilmistir.
Yiksek sicaklik stresi sonrasinda gesitlere ait gen ifade seviyelerinde, genel anlamda

artly gdzlenmistir. ifade diizeyi incelenen bes genden yalmzca HSP25 (Sekil 4.44)
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geninde azalma gozlenirken, diger dort liyeye ait gen ifade diizeyi artis ile
sonuclanmistir. Cesitlere ait ifade diizeylerindeki degisimler incelendiginde, sicaklik
stresine dayanikli olan Zubkov ¢esidine ait yaprak dokusunda HSP16, HSP17, HSP26
ve HSP33 genlerine ait gen ifade diizeylerinde artis gozlenmistir. Ozellikle HSP17 ve
HSP26 genlerine ait ekspresyon diizeyinde Onemli artiglar gozlenmistir. Artiglarin
HSP17°de (Sekil 4.43) yaklasik ii¢ kat, HSP26’da (Sekil 4.45) yaklasik 20 kat oldugu
goriilmektedir. Zubkov ¢esidinde HSP25 genine ait gen ifade diizeyi azalma gosterirken
(Sekil 4.44), HSP33 genine ait ekspresyon diizeyi diger gesitlerin aksine artis
gostermistir (Sskil 4.46). Zubkov ¢esidinin HSP genlerine verdigi cevaplarin genel
olarak artis seklinde olmasi, artig oranlarinin diger cesitlere ait ifade diizeyinden
farklilik gostermesi 6nemlidir. Zubkov cesidi, genlerin ¢ogunluguna verdigi cevaplarin
artis seklinde olmasi ve artis miktarinin diger cesitlerden farkli olarak yiiksek
diizeylerde olmasi, sicaklik stresine dayanikliliginin bir sonucu olarak kabul edilebilir.
Zubkov ozellikle HSP33 geninde stres sonrasinda diger gesitlerden farkli bir profil
gostermis ve diger cesitlerde azalis seklinde goriilen ifade diizeyi Zubkov’da artis
seklinde olmustur. HSP33 geninde olusan genel profilden sicakliga hassas Atay 85 ve
sicakliga orta dayanikli Karahan 99 ¢esidinin benzer cevaplar olusturmasina karsin,
sicakliga dayanikli Zubkov cesidinin farkli bir cevap vererek sicakliga dayanikliligini

temellendirdigi diisiiniilebilir.

Karahan 99 c¢esidine ait gen ifade diizeyleri incelendiginde HSP16, HSP17 ve HSP26
genlerine verdigi cevaplar artig seklinde olurken, HSP25 ve HSP33 genlerine ait ifade
diizeyleri azalis seklinde olmustur. Karahan 99’un bu genlere verdigi cevaplarin oransal
degisimine bakildiginda HSP16’da (Sekil4.42) yaklasik 0,15 kat, HSP17°de yaklagik 1
kat ve HSP26’da yaklasik 25 kat artis gozlenmistir. Gen ifade diizeyindeki artig
oranlarmin diger ¢esitlere ait gen ifade diizeyleri ile kiyaslandiginda Karahan 99
cesidine ait gen ifade diizeyinin Zubkov ¢esidine ait gen ifade diizeylerinden diisiik
oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda Karahan 99 ¢esidine ait gen ifade diizeyleri Atay
85 ¢esidine ait gen ifade diizeyleri ile karsilastirilmistir. Karahan 99 ¢esidine ait gen
ifade diizeylerinde olusan artisin, Atay 85 ¢esidine ait gen ifade diizeylerinden yiiksek
oldugu ve oransal artisinda yine Karahan 99 ¢esidinde daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Karahan 99’a ait gen ifade degisimleri, dayanikli olan Zubkov ¢esidine
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ait ifade diizeyi ile hassas olan Atay 85 ¢esidine ait ifade diizeyi arasinda bir profil
gostermesi, sicaklik stresinde orta dayanikli oldugunu destekler niteliktedir. Karahan 99
¢esidin HSP25 ve HSP33 genlerine ait ifade seviyesinde meydana gelen degisimlere
bakildiginda gen ifade diizeyleri azalmistir. Karahan 99 ¢esidinin bu genlere verdigi
cevaplar, Atay 85 ¢esidine ait cevaplarla benzerlik gostremektedir. Karahan 99 ¢esidine
ait gen ifade profiline genel olarak bakildiginda HSP16, HSP17 ve HSP26 genlerinde
artan cevaplarin Zubkov ve Atay 85 cesitlerine ait gen ifade diizeyleri arasinda degerler
aldigi, HSP25 ve HSP33 genlerine ait ekspresyon diizeyinde ise Atay 85 ¢esidine ait

cevaplara benzer cevaplar olusturdugu goriilmiistiir.

Atay 85 cesidine ait ifade diizeylerine bakildiginda HSP16, HSP17 ve HSP26
genlerinde meydana gelen degisimler artis seklindedir. Fakat artis oranlar1 Zubkov ve
Karahan 99 ¢esidine oranla ¢ok diisiik olmustur. Sicaklik stresine hassas olan ¢esidin
gen ifade diizeyinde meydana gelen artis oranlarinin diger gesitlere kiyasla daha diisiik
olmasi, sicaklik stresinde diger cesitler kadar giiglii cevaplar olusturamadigini ve
sicaklik stresinde dayaniklilik seviyesinin diger cesitler kadar yiiksek olmadigini

diistindiirmektedir.

Kavak (Populus) bitkisinde yapilan transkriptom analizi sonucunda HSP70 protein
ailesi iiyelerinin stres sonrasinda olusan ekspresyon diizeyindeki degisimleri
incelenmigstir. Calismada dayanikli ve hassas klonlar kullanilarak stres sonrasinda gen
ifade degisim diizeyleri kiyaslanmistir Calismada HSP16, HSP26 ve HSP 33
genlerinde, strese dayanikli klonda gen ifade diizeyleri strese hassas olan klondan daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Yer et al. 2015). Bizim ¢alismamizda da strese dayanikli
olan Zubkov c¢esidinde gen ifade seviyeleri artis gostermistir. Yine artis oranlar
kiyaslandiginda hassas olan Atay 85°’te artig oran1 ¢ok diisiik olurken, dayanikli Zubkov
cesidinde artis orani ¢ok yiiksek diizeyde olmustur.

Kavak bitkisinde yapilan bir ¢alismada, HSP26 gen ifade diizeyi dayanikli kavak
bitkisinde ¢ok yiiksek diizeyde artis gosterirken, hassas olan bitkide ifade seyesi artisi
fazla olmamistir (Yer et al. 2015). Bizim ¢alismamizda da HSP26 gen ifade diizeyi
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ozellikle dayanikli Zubkov ¢esidinde yiiksek diizeyde artis gosterirken, hassas olan Atay
85 ¢esidinde artis oraninin yiiksek olmadigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ HSP26 geninin
dayanikli olan bitkilerde giiclii cevaplar olusturdugunu diisiindiirmektedir. Calismada
elde edilen bir diger benzer sonug¢ ise, HSP25 genine ait ifade diizeyinde olmustur.
HSP25 gen ifade diizeyi dayanikli kavak bitkisinde fazla bir artig gostermemekte, fakat
hassas olan kavak bitkisinde azalmaktadir. Alinan bu sonuglarda bizim g¢alismamizda
aldigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir. Yaptigimiz ¢alismada HSP25 gen ifade
diizeyi dayanikli olan Zubkov ¢esidinde artis gostermis, fakat artis diizeyi ¢ok yiiksek

olmamusgtir. Hassas olan ve orta dayanikli olan ¢esitlerde gen ifade seviyesi azalmistir.

HSP33 gen ifade diizeyinde meydana gelen degisim yine kavak bitkisi ile yapilan
calismaya ait verilerle uyum gostermektedir. Dayanikli kavak bitkisinde artan HSP33
gen ifade diizeyi, hassas kavak bitkisinde azalmigtir (Yer et al. 2015). Bizim ¢aligmamiz
sonucunda elde ettigimiz bulgular; dayanikli olan Zubkov ¢esidinde gen ifade diizeyinin
artt1g1, hassas olan ve orta dayanikli olan cesitlerde ise ifade diizeyinin kontrole gore
azaldig1 gorlilmiistiir. Alinan sonuglarin degerlendirilmesinden anlasilacag: gibi Zubkov
cesidinin sicaklik stresine tolerant oldugu ve strese karsi dayaniklilik gosterdigi
anlagilmaktadir. Atay 85 cesidinin ise sicaklik stresine adaptasyonda Zubkov cesidi
kadar uyumlu olmadigi, Karahan 99 ¢esidinin ise Zubkov ve Atay 85 ¢esitleri arasinda

bir adaptasyona sahip oldugu séylenebilir.

Sicaklik ve tuzluluk stresinde arpa bitkisinin (Hordeum. vulgare cv. haruno nijo) bir
cesidinde HSP genlerine ait gen ifade diizeyinde meydana gelen degisimlerin
incelendigi bir arastirmada, HSP17 ve HSP26 genlerinin ifade diizeyinde meydana
gelen degisimler incelenmistir (Shagimardanova et al. 2010). Calismada arpa bitkisinde
stres sonrasinda HSP17 ve HSP26 genlerinin kontrole gore sicaklik stresi uygulanmis
grupta daha yiiksek ifade edildigi goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alismada alinan sonuglar
bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz sonuglarla ayni profili gostermektedir. Yaptigimiz

calismada bu iki gene ait ifade diizeylerinin her ii¢ ¢esitte artig gosterdigi goriilmiistiir.
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HSP70 genlerinin asir1 ifade edilmesi sicaklik toleransi ile pozitif paralellik gosterdigi
ifade edilmistir (Lee and Schoffl 1996). Bundan dolayr Zubkov ¢esidinin gen ifade
diizeyinin diger ¢esitlerden yiiksek olmasi Zubkov ¢esidinin Karahan 99 ve Atay 85
¢esidinden daha dayanikli oldugunu ifade etmemize neden olurken, Karahan 99 ¢esidine
ait ifade diizeyinin Atay 85 ¢esidinden yliksek olmasi Karahan 99 ¢esidinin sicaklik
stresine Atay 85 ¢esidinden daha dayanikli, Atay 85 ¢esidinin ise hassas oldugunu ifade
etmemize neden olmaktadir. Alinan sonuclarin ¢esitlere ait dayanmiklilik diizeylerini de

destekler niteliktedir.

Sonug olarak ¢alismamizda stres kosullarina dayanikli olan Zubkov, orta dayanikli olan
Karahan 99 ve stres kosullarina hassas olan Atay 85 ¢esidinin sicaklik, kuraklik,
sicaklik ve kuraklik streslerine verdikleri cevaplar birgok gen diizeyinde incelenmistir.
Gen ifade diizeylerinin analizi Zubkov c¢esidinin stres kosullarina karsi Karahan 99 ve
Atay 85 c¢esidinden daha dayanikli oldugunu goOstermistir. Yine analiz sonuglari
Karahan 99 ¢esidinin orta dayanikli oldugunu, Atay 85 ¢esidinin ise hassas oldugunu
desteklemistir. SSR markorleri ile ekmeklik bugday c¢esitlerin, kuraklik stresine
dayaniklilik bakimindan yakinliklar1 belirlenmeye calisilmis ve cesitlere ait genetik
ayrim yapilmistir. Yapilan ayrim sonucunda kuraklik stresine dayanikli ve hassas
cesitler arasinda gruplar olusturularak, dayaniklilik toleranslar1 ayni olan ¢esitlerin ayni
gruplarda toplanmasi saglanmistir. Analiz sonucunda Zubkov ¢esidi dayanikli olarak
tek bir grup olustururken, diger ¢esitler ayn1 grupta toplanarak kuraklik dayanikliliklar:
benzer olarak gorlilmiistiir. Cesitlere ait gen ifade diizeylerinde meydana gelen
degisimler cesitlerin dayanikli veya hassas olarak ayrilmasina olanak tanimig ve SSR
markorleri ile elde edilen ayrisimi destekler nitelikte olmus ve Zubkov ¢esidinin

kurakliga ve sicakliga dayanikli oldugunu desteklemistir.

Calismamizda segilen ¢esitlerin 6zellikle beslenmede, tarimsal iiretimde ve ekonomide
onemli bir yere sahip olmasi, ¢calisma sonucunda elde etti§imiz sonuglarin kullanilabilir
oldugunu ve ozellikle 1slah calismalarinda kullanilmasina kaynak teskil edecegini
diisiinmekteyiz. Segilen c¢esitlerin tarimsal degerinin yiiksek oOlamasi ve 0Ozellikle
beslenmedeki 6nemi dikkate alinarak secilmistir. Bu nedenle secilen ¢esitlerin kuraklik

ve yiiksek sicaklik sartlarinda gen ifade degisimleri ve filogenetik yakinliklar
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oenmlidir. Gelecekte Ozellikle kiiresel iklim degisikliklerinden bitkilerin daha fazla
etkilenecekleri dikkate alinirsa (Sa’idu and Mohammed 2013) segilen ¢esitlerin kuraklik
ve yliksek sicaklik streslerine karsi olusturduklari cevaplariin bilinmesini, strese karsi

dayanikli gesitlerin  se¢ilimine yardimci olmasi ayrica Onemlidir (Sa’idu and

Mohammed 2013).

Azalan tarin alanlarina karsin daha verimli gesitlerin gelistirilmesi, hastaliklara, biyotik
ve abiyotik stres sartlarina karst dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ileride yasanacak
besin yetersizliklerine karsi kaynak olusturabilecektir. Ayn1 zamanda tarimsal tiretimi
cok kisith olan iilkelerde yasanan besin yetersizligi sorunlarinin giderilmesi amaci ile
besin degeri yliksek, cesitlerin gelistirilmesi var olan ve gelecekte olusabilecek

sorunlarin giderilmesine olanak taniyacaktir.
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