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OZET
Bugdaygillerden sonra insanliin besin ihtiyacin1 karsilamada ikinci sirada gelen
baklagiller, bugiin yaklasik olarak diinyamizin tigte birinin birincil tahil ihtiyacim
karsilamaktadir. Baklagiller endiistri icin ham madde kaynagi olmasmin yaninda, hayvan
yemi ve insan diyetinin nitelikli bir parcasidir. Baklagiller simbiyoz ile kendi azot
gereksinimlerini karsilayabildikleri i¢in sentetik azot giibrelerine ihtiyag duymazlar ve bu
sayede siirdiiriilebilir tarim i¢in Kritik bir rol oynamaktadir. Bu Kkarakteristik 6zellikler
baklagilleri tiikettigimiz besinler i¢in degerli bitkisel protein kaynaklar1 haline getirmistir.
Baklagillerin iiretiminin ve veriminin arttirtlmasi bu ylizden olduk¢a 6nemli bir tarimsal
hedeftir. Tohum biiyiikligiiniin molekiiler ve fizyolojik temellerinin anlasilmast ise bu

tarimsal hedeflerin yakalanmasi i¢in etkin bir stratejidir.

Bu calismada Medicago ABD Tarim Bakanligi (USDA) bitki koleksiyonundan tohum
boyutu ve tohum igerigi birbirinden farkli olan 4 ekotip secilmis bu ekotipler arasinda
goriilen tohum kompozisyonu ve verim farkliliklarini belirleyen faktorlerin belirlenmesini
amaclamistir. Bu amagla her bir ekotipte morfolojik, metabolomik, preotomik ve hormonal
seviyeler belirlenmistir. Calisma;

(i) her bir ekotipin yukarida sayilan analizlerle karakterizasyonunu

(i) bu sayede tohum biiyiikliigii ve kompozisyonuna etki eden faktorlerin belirlenmesi

(i) bu faktorlerin biitiinciil olarak degerlendirilmesi ve Medicago dogal aksesyonlarinda
tohum boyutunun ve tohum igeriginin nasil farklilastigi ve baklagil tohumlarinda protein
depolanmasimin miktar1 ile birlikte hububat ve diger baklagil tiirlerinde tohum verimini

arttirmak i¢in ¢ikarimda bulunulmasi hedeflenmistir.

2013, 96 Sayfa.

Anahtar Kelimeler: Tohum, Baklagiller, Verim, Tohum Depo Proteinleri, EKkotipler,
Medicago



ABSTRACT
Food security is one of the major issues of in the global agricultural ajanda he 21% century.
Legumes rank second important plant family agricultural production following the cereal
grasses owing to its role as a source of food, feed for livestock, and raw materials for
industry. In a very dinamic global agricultural, legumes have a crucial role in sustainable
agriculture because they supply their own nitrogen via symbiosis. Legume seeds have been
important targets for classical and modern plant breeding programs that aim to optimise the

amount and type of compounds produced and stored in the seed.

We have recently selected four ecotypes contrasted in seed size and protein content from
the USDA Medicago collection. The goal of this thesis was to identify factors controlling
legume seed composition and yield via characterisation each ecotype at physiological,
transcriptomic, metabolomics, proteomic and hormonal levels in order to;

(1) characterize each ecotype,

(i) integrate multiple data to deduce the factors that effect seed composition and content

(iii) to infer the starategies for breeding of legumes for higher seed content and composition

2013, 96 Pages.

Keywords: Seed, Legumes, Yield, Seed Storage Proteins, Ecotypes, Medicago
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MtGEA : Medicago truncatula gen ekspresyon profili.
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KEGG : Kyoto gen ve genom ansiklopedisi.

QTL : Quantitative trait locus.
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1. GIRIS

1.1 Baklagiller (Fabaceae s.l. ya da Leguminosae)

Baklagiller ya da bakliyat Fabaceae ailesine ait bitkilerden elde edilmektedir ve tahillardan
sonra diinyanin en biiyiikk ikinci mahsul triinleridirler. Petrol tiirevi sentetik giibrelerin
maliyetleri ve g¢evresel sorunlar1 arastirildik¢a baklagillerin 6nemi daha da artmaktadir.
Global degere sahip olan bazi1 baklagil tiirleri Phaseolus vulgaris (fasulye), Glycine max
(soya), Pisum sativum (bezelye), Cicer arietinum (nohut), Vicia faba (etli fasulye), Vigna
unguiculata (boriilce), Lens esculenta (mercimek), Lupinus spp. (aci bakla), Arachis
hypogaea (fistik) ve Vicia radiata (mas fasulyesi) bunlardan sadece bir ka¢ tanesidir.
Yonca olarak bilinen Medicago sativa, Ug giil olarak bilinen Trifolium spp., Burcak olarak
bilinen Vicia spp., Leucaena spp. ise baklagiller familyasindan 6nemli degere sahip
hayvansal yem iiriinleri olarak kullanilmakta ve bunun yani sira toprak koruma, dekoratif
gevre diizenlemelerinde ve diger bazi besinler igin katki maddesi yapiminda da
kullanilabilmektedirler[1].

Baklagillerin 6nemli cinslerinden biri olan Medicago[2] Kanarya adalar1 ve Ispanya’dan
Cin Halk Cumhuriyeti; Sibirya’dan Yemen’e kadar oldukga genis bir alana yayilmistir ve
orijin merkezi olarak Iran, Tiirkiye ve Giiney Kafkaslar onerilmistir[3]. Baklagiller
Rhizobia ile simbiyotik iliskileri sayesinde NH3’u (Amonyak) N’ye (Nitrojen)
indirgeyebilmektedirler[4]. Gigli kok gelisimi ile toprak koruma ozelligi ve tirettikleri
organik azot sayesinde verimsiz topraklarin ve mera alanlarinin islahi ¢alismalarinda da
onemli bir yer tutarlar[5]. Bu yilizden yeryiiziiniin besin iiretiminde ve siirdiiriilebilir
tarimda ¢ok onemli bir konumda yer almaktadir[6]. Ayrica bakteriler sayesinde tarim
sistemine azot katkisi ile topragin besin maddesindeki kimyasal ve fiziksel etmenlerin
iyilesmesine katkida bulunmaktadir[7]. Amerika Birlesik devletlerinde yillik yaklasik
olarak 40-60 milyon ton azot, baklagiller tarafindan fikse edildigi hesaplanmistir ve bu da

yaklasik olarak 10 milyar dolarlik ekonomik girdi olarak yansimaktadir[8].

Baklagillerde simbiyotik azot baglanmasi (SNF) koklerde kortikal hiicrelerden gelisen ve
toprakta bitki kokii ve rhizobia arasindaki sinyal degisimlerini takip edip ayirt eden nodul



adi verilen 6zel yapilar sayesinde olmaktadir[9]. Diger yem bitkilerine gore kok, govde ve
yapraklari ile topragin havalanmasini saglarken oteki taraftan da derine inebilen kokleri ile
derin topraklardaki besin maddelerini alabilmektedirler[10]. Baklagiller azot ihtiyaglarini
rhizobium araciligiyla sagladiklari igin ayrica sentetik azot giibresi gerektirmemektedirler.
Baklagil koklerinde nodul olusumu sirasinda bitki ile bakteri arasinda bazi etkilesimler
gerceklesir. Tk asamada bitki kokiinden triptofan maddesi salgilanmaya baslar, bu salian
triptofan rizosferde bakteri ¢gogalmasini uyarir ve bakteriler indolasetik asit (IAA) iiretmeye
baslarlar. IAA bir kok gelisim hormonu olup bitki kokiiniin hizli bir sekilde gelismesinde
ve ayn1i zamanda kilcal koklerin 6zel bir sekil almasina yardimer olur. Sonrasinda ise
bakteri tarafindan kok hiicrelerini esnek duruma getiren poligalaktorunaz (PG) enzimi
salgilanir. Bakterinin kok hiicrelerine girmesi ile birlikte kilcal koklerde korteks hiicrelerine
ulasan enfeksiyon seridi denen kiigiik bir borucuk olusur. Bu borucuk sayesinde kok
meristem hiicrelerindeki bakterileri korteks hiicrelerine taginir ve bu arada bakterilerin hizla
¢ogalmast nodul olusumunu baglatir[11]. Baklagillerin havadaki gaz azotu bitkilerin
kullanabilecegi formata doniistiirmesi sirasinda herhangi bir ekonomik girdiye ihtiyag
duymamasi, buna karsin halen iretilen sentetik azot giibrelerin ekonomik maliyeti ile
karsilastirildiginda baklagillerin bu 6zelliginin tarim sistemleri ig¢in ¢ok Kritik bir duruma
getirmektedir[11]. Baklagiller baz1 durumlarda sadece kendileri i¢in degil kendinden sonra
ekilecek bir bagka baklagil olmayan iirlin i¢in de topraga yeteri derecede azot birakarak
tarrm sisteminin sentetik azot giibresi bagimhiligini azaltmaktadir[12]. Insanoglu &zellikle
proteinler, karbonhidratlar ve yaglar1 besin kaynagi olarak gérmekte ve bu ii¢ besinin
0gesini de bulunduran baklagil tohumlarina bel baglamaktadir. Bundan dolay1 baklagil
tohum iiretimi gida tedarik garantisi olarak biiyiik bir éneme sahiptir. Oniimiizdeki 30-40
yil i¢inde diinya ¢apinda hizla artan insan niifusuna bagh olarak besin tiikketimi de ayni
oranda artmaya devam edecektir[12]. Dolayisiyla, tarim i¢in en 6énemli sorun artan niifusun
strdiiriilebilir global yiyecek giivenliginin iklim degisikligi, mevcut kullanilabilir arazilerin
istismar1, verimli topraklarin yok olmasi, suyun azalmasi, petrole bagimli sentetik
giibrelerin petroldeki olasi azalmalara bagimli olarak azalmasi gibi temel etkenlerden

korunmasidir[13].



Besin igerigi agisindan Kritik degere sahip olan baklagiller (Siilfiir amino asit metiyonin
miktarin1 az igermelerine karsin genellikle lizin igerikleri tahil {riinlerine gore oldukga
yiiksektir.) doymamis yaglari, yiiksek lifli yapilari, amiloz nisastasini, ve ozellikle de
mineralleri (¢ogunlugu demir) yiiksek oranda igermektedir[14]. Bunun yaninda sekonder
bilesiklerin de genis bir yelpazesi olan tokoferol, izoflavon ve diger flavonoidleri kapsayan
saglik destekleyici o6zellikleri olan antioksidanlari da icermektedir[15]. Gelisen filkelerde
hayvansal proteinlere ulasimin zor ve maliyetinin yiiksek olmasindan dolay1 baklagiller
insan diyet proteinlerinin yaklasik olarak %80’ini karsilamaktadirlar[16]. Hububatlarin
besin degerleri baklagil tiirleri arasinda ve aym tiiriin bile genotipleri arasinda ¢esitli

kompozisyonlar gosterebilmektedir.

Farkli baklagil tohumlarinda bu oranlar degismektedir (Cizelge 1.1.1)[17]. Ornegin yer
fistiginin tohumlarinda protein igeriginden daha ¢ok yag bulunmaktayken (Yer fistig: tipik
olarak %50 yag %25 protein igerir.), diger baz1 baklagil tiirlerinde ise yiiksek protein ve
nisasta icermekte, daha diisiik yag miktar1 bulunmaktadir (Fasulye %29 protein, %44
nigasta, %21 lif ve sadece %2 yag icerirken; Sar1 ac1 baklanin tohumlar1 %48 protein ile az
miktarda yag igerir; Bezelye tohumlari %50 nisasta, %25 protein, %15 lif ve az miktarda
yagdan olusmaktadir.). Olgun Medicago truncatula tohumunda kuru agirhigin %32-42
arasinda protein, %8-10 yag asitleri, %6-10 ¢oziilebilir seker ve yaklasik olarak kalan
%35’lik kismini ise polisakkaritler olusturmaktadir[18].



Cizelge 1.1.1 Baz1 baklagil tohumlarinda protein, yag ve karbonhidrat kompozisyonu

(Ortalama degere gore tohum agirliginin yiizdesi)[19].

Ortak isim Tiirler Protein Yag  Karbonhidrat
Nohut Cicer arietinum %22 %5 %65
Bahge Bezelyesi Pisum sativum %25 %3 %65
Mercimek Lens culinaris %27 %1 %64
Mas Fasulyesi Vigra radiate %23 %1 %60
Soya Glycine max %38 %20 %32
Bakla Vicia faba %29 %2 %60
Fasulye Phaseolus vulgaris %23 %2 %61
Giivercin Bezelye Cajanus cajan %21 %3 %65
Boriilce Vigna unguiculata %24 %1 %60
Ac1 Bakla Lupinus albus %48 %11 %36
Yer Fistigi Arachis hypogaea %25 %50 %18
Yonca (Fi¢1 yoncasti) Medicago truncatula %32 %10 %35

1.2 Model Canh Olarak Medicago truncatula

Medicago truncatula’nin da iginde bulunmus oldugu baklagiller familyasi 400 cins ve
yaklagik 10.000 tiir igermektedir. Ulkemizde bilinen yaklasik 61 cins ve 900°den fazla tiirii
bulunmaktadir[23]. Baklagillerde yapilan genetik c¢aligmalar diger muadillerine gore
genellikle zayiftirlar. Bunun i¢in bir ¢ok sebep vardir ve bunlardan énemli bazilari 6nemli
roller oynamaktadir. Baz1 kiiltiir baklagilleri tetraploiddirler (Yer fistig1 ve soya gibi).
Poliploididen dolay1 biiyiik genomlu olanlar (Bezelye ve fasulye gibi) in vitro ortamda
yeniden tiretilmeye ve genetik transformasyonlara kars1 direnclidirler (Fasulye, bezelye ve
soya). Bununla birlikte biiyiik genomik boyutu, bol tekrarli DNA yapisi, karmasik ploidi ve
transgenik bitkilerin rejenerasyonu ile yasanan zorluklar yem bitkilerinde molekiiler
analizlerde bir¢cok sinirlamalara sebep olmaktadir[24]. Bu yiizden arastiricilar son yillarda
legiim biyolojisinde 6zellikle nitrojen fiksasyonundan sorumlu model molekiiler genetik
sisteme hizmet edebilecek tiirler aramaya ve caligmaya bagladilar. Melilotus alba, bezelye

ve soya gibi diger baklagil tiirleri model olarak One siiriilmelerine ragmen|[25]



aragtirmacilar Medicago truncatula ve Lotus japonicus, iki leglim tiiriine yogunlastilar[26].
Medicago truncatula genomik ve genetik/fonksiyonel genomik arastirmalar igin model bir
baklagil tiirti olarak ele alinmaktadir[20]. Medicago truncatula sahip oldugu genom sayisi
ve Ozellikleri bakimindan diger baklagiller arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Fabaceae alt
familyasinin ii¢ilincii en biiyiik tiyesi olan Papilionoideae (Sinonim Faboideae)’nin bir
tiyesidirler ve Medicago baklagillerin biiyiikk cogunluguyla genetik olarak yakindir[21] ve
yiiksek protein verimine sahip olan 6énemli bir bitkidir[22]. Bitki biiyliimesi ve gelismesinde
model bitki olarak Arabidopsis sisteminin basarisi da belirgin bir sekilde ortadadir.
Baklagillerden bir model bitkinin Arabidopsis gibi etkin transformasyon metotlarina agik
olmasi ile ayrintili analizleri baklagil genetiginde hizli bir siire¢ saglayabilecektir.
Boylelikle baklagil tiirleri iginde belirlenen asamalar islevsel, yapisal, genomik ve ozellikle
de tiirler arasinda bilgi biitiinlesmesine biiyiik bir katki saglayacaktir. Halen diinyanin
birgok bolgesinde Medicago truncatula {izerindeki c¢alismalarimi  hizla devam
ettirmektedir[27].

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda Medicago truncatula genom diizeyinde oldukga iyi
analiz edilmis ve tarimsal acidan degerli bir c¢ok karakterin molekiiler temellerinin
anlasilmasinda nitelikli veriler elde edilmistir. Medicago truncatula’da elde edilen bu
basarili sonuglarin elde edilmesini saglayan temel faktorlerinin basinda, bitkinin kiiciik bir
genoma sahip olmasinin ve genom igerisinde tekrar eden dizilerin ve duplikasyonlarin az
olmasi ayrica gen aktarimmin kolayca gergeklestirilebilmesi gelmektedir[26]. Bu
ozelliklere ilaveten Medicago truncatula diploid genom yapisina (Cizelge 1.2.2.1), otogam
(kendi kendini dolleyebilme) tireme sekline,[28] tiretken tohum iiretime kabiliyetine ve
hizli nesil yetistirebilme 6zelligine sahiptir[29]. Ozellikle de kiiciik diploid genom
yapisindan dolayr hem genomik hem de genetik calismalarda kullanimi oldukga kolay ve
rasyoneldir[30]. Medicago truncatula kiiciik bir baklagil tiirii olmasina ragmen tarimda
yiiksek verimlilige ve uyumluluguna, kendi kendini délleyebilme 6zelliginden dolay1 da
¢ok sayida tohum iiretme yetenegine sahiptir[26]. Toplamda 8 temel (baz) kromozoma ve
bu kromozomlar tizerine dagilmis olarak bulunan yaklasik 800-900 milyon baz giftine

(800-900 Mbp) sahip olan Medicago truncatula tamami sekanslandigi i¢in model bitki



olarak kullanilmaktadir[31]. Ozellikle mantar ve bakteri simbiyozunda, mikrobiyal ve
patojenik c¢aligmalarda da bu istiin yapisindan dolayr model olarak kullanilmaktadir[32]. 8
kromozomlu Medicago truncatula’nin her bir kromozomu benzer Olgiilere ve kiigiik

boyutlara sahiptir.

Sitometrik calismalar diploid Medicago truncatula DNA igeriginin yaklasik olarak 1.8x10°
bp, oldugunun yani sira tetraploid alfalfa’nin yaklasik olarak yarisina denk geldigini
gostermektedir (Cizelge 1.2.1)[33]. Model canli olarak kabul gérmesinden sonra Medicago
truncatula, genetik aragtirmalarda yliksek yogunluklu genetik ve fiziksel haritalamalar[35],
bir ¢ok mutant popiilasyonda EMS-indirgeme nokta mutasyonlari[17], hizli n&tron
bombardiman delesyonu[36] ve genis popiilasyonlarda Tntl retrotranspozon eklenmesi[37]
gibi genetik araglar sayesinde Medicago artik molekiiler ¢alismalarda oldukg¢a 6nemli bir
bitkidir. Transkriptomik, proteomik ve metabolomik analizler i¢in protokol ve araglari
bulunmaktadir[38]. Bu kaynaklar depo protein biyosentezi ve tohum gelisimini de igeren
birgok arastirma alaninda uygulanabilmektedirler[18]. Bunlara ek olarak Medicago
fonksiyonel genomik Kitleri, Gen Ekspresyon Atlas’1, bitkinin tim 6nemli organlart ve
tohum dahil olmak {izere gelisimsel dizileri igin gen ekspresyonu verileri
saglamaktadir[40]. Son olarak Medicago Truncatula modeli reverz genetik deneylerde
oldukga kolay bir sekilde kullanilmaktadir[41].



Cizelge 1.2.1 Molekiiler ¢aligmalarda kullanilan nemli baklagil ve diger angiospermlerin
niikleer DNA igeriginin 1C (Haploit) degeri kullanilarak karsilastirilmasi. Yildiz (*) isareti
baklagilleri ifade etmektedir[33,43,44,45].

Bitki ortak isim Ploidi seviyesi DNA Miktari

() (pg/1C)

Arabidopsis thaliana Tere 2 0.07-0.2
*Medicago truncatula Yonca (Fig1 yoncast) 2 0.9
*Glycine max Soya 4 0.9

Lycopersicon esculentum Domates 2 1.0-2.6

*Phaseolus vulgaris Fransiz fasulyesi 2 1.3-1.8
*Medicago sativa Yonca 4 1.7
Solanum tuberosum Patates 4 2.1
Nicotiana tabacum Tutun 4 3.9
*Pisum sativum Bezelye 2 5.2
Triticum aestivum Bugday 6 15.7

1.3 Tohum Gelisimi

Tohum gelisimi, yumurta ve merkezi hiicrenin ¢ifte doéllenmesiyle baslar, tohum ana
dokulart olan embriyo, endosperm ve tohum kabugunun farklilasmasi ve gelismesi ile
devam eder[46]. Tohum kabugu ana dokudur ve gelisen embriyo igin besin transferini ve
koruma gorevini yapar. Endosperm, merkezi hiicreden olusmus ve besinlerle dolu triploid
bir dokudur. Bitkinin fotosentez yapmaya baslamasina kadar yetecek kadar besin igerir.
Embriyodan daha hizli biiyiiyen ve tanede asil besin maddelerinin depo edildigi bir organ
olan endosperm, agirlik ve hacim bakimindan tohumun en biiyiik boliimiinii olusturur (tane
agirligimi %82-86’sini) ve homojen degildir. Embriyo (kotiledon, radikula ve hipokotil)
dollenmis yumurtadan yani zigottan olusur ve diploittir (Sekil 2.1). Bitkinin kok, govde,
yaprak gibi kisimlarinin olusmasini saglayan bitki taslagidir ve embriyonik kok ve govde
tasir. Embriyonik kok meristemi, siirgiin ve iki kotiledondan olusan gelismis tohumun sahip

oldugu besin maddeleri (protein, yaglar, nisasta ve mineraller), tohumun gelisiminin ilk



asamalarinda ve ¢imlenme siiresince kullanilir. Tohumda bulunan protein, yaglar ve nisasta
sentezinin tohum igerisinde sorumlu oldugu metabolik yollarin heniiz tam olarak nasil ve

hangi yollar1 izledigi tam olarak bilinememektedir[47].

Sekil 2.1 Medicago truncatula’da polinasyondan 20 giin sonraki (20 DAP) tohum
kisimlari: Tohum kabugu, pod duvari ve kotiledonu (x35) igeren tohumun boyunuta
kesitinin 151k mikroskobunda goriinimii. FUN, Fanikuler doku; Kot, Kotiledon; PD, Pod
duvari; SKL, Sklerenkima; TK, Tohum kabugu; VT, Vaskiiler tabaka[48].

1.3.1 Tohum Gelisim Asamalari

Tohum gelisimi, oldukga komplekstir ve bir ¢ok organin ve dokunun olusumunu ifade eden
koordineli bir fenomendir. Bu yiizden farkli hiicre ve doku tiirlerindeki binlerce genin
ekspresyonun diizenlenmesi bu siirecin tamamlanmasinda etkin bir sekilde rol almaktadir.
Tohum agirlhigindaki degisimlere gore lic ana asamadan gegmektedir. (Sekil 1.3.1.1)
Gelismenin ilk fazi olan embriyogenezde bir ¢ok hiicre boliinmesi gergeklesir fakat
gerceklesen ¢ok sayidaki hiicre boliinmesine ragmen tohum agirligindaki artis az
miktardadir. Bu faz zigotun bdliinmesi ve déllenmesi ile baslar, ve angiospermler arasinda
benzerlik gosterir. Embriyodan orjinlenen ve erken safhalarda olusup embriyonun embriyo

kesesine tutunmasini saglayan suspensor ve apikal hiicrelerin i¢inde gelisen bazal hiicreler



ile olugsmaktadir[49]. Embriyogenez sirasinda embriyo globular, kalp, torpedo ve kotiledon

gibi birgok asama boyunca hiicre boliinmelerine ve farklilasmalarina devam eder. Tohum

agirh@inda gézlenen en fazla artis, tohum dolumu olarak bildigimiz ikinci safha esnasinda

gerceklesmektedir. Bu safhadaki kiitle artisi, embriyonun kotiledonlarindaki bilesiklerin

birikiminden dolay1  &zellikle de Medicago’daki depo proteinlerinin kazanilmasi ile

olusmaktadir. Son faz olan kuruma, fizyolojik olgunlagsma ile baslar ve tohumun su

kaybetmesinden dolay1 agirhigindaki azalisa neden olur. Bu fazin sonunda tohum ¢imlenme

stiresine dek uykuya (dormacy) geger[50].
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Sekil 1.3.1.1 Medicago tohumunun gelisimi esnasinda olusan molekiiler ve hiicresel olaylar

zinciri[51].



1.4 Medicago truncatula HapMap Projesi

Medicago Hapmap projesi ayni soydan gelen 384 Medicago ¢esidini kapsayan hattan, Next
Generetion teknolojisini kullanilarak sekans edilmesi ve bu bireylerin saf hatlarinin farkl
calismalarda kullanilmasi olarak Ozetlenebilir. Medicago Hapmap projesi uluslararasi
isbirlikgiler ise Minnesota Universitesi, Ulusal Genom Arastirma Merkezi, Boyce
Thompson Enstitiisii, Hamline Universitesi J. Craig Venter Enstitiisii, Giiney Kaliforniya
Universitesi, INRA-Montpellier Universitesi, ENSAT-Toulouse Universitesi ve Samuel
Roberts Noble Vakfi’dir. Bu sekans verileri Medicago hatlar1 arasindaki yiiksek
¢oziinlrliikteki varyantlarin kopya sayisini, insersiyon/delesyon ve tek niikleotid
polimorfizminin gozlemlenmesine imkan saglamaktadir. Dolayisiyla bu siirecte olusan
molekiiler veriler gen ve genom haritalama ile bu bireyler arasindaki benzerlik iliskisinin

anlasilmasina firsat taninmustir.

1.5 Medicago Gen Ekspresyon Profili

Medicago truncatula igin gen ekspresyon profili Affymetrix GeneChip® Medicago Genom
dizisi temeline dayanmaktadir[53]. Bu array, genom sekansindan beklenen gen modellerini
ve Medicago truncatula transkriptlerinin 50,900 prob setini, yonca (Medicago sativa)
transkriptlerinden 1,896 prob seti ve nitrojen fikse eden simbiyotik bakteri olan
Sinorhizobium meliloti’nin 6nceden tahmin edilen gen modellerinin de 8,305 prob setinin

dahil oldugu toplamda 61,101 prob setinden meydana gelmistir (Sekil 1.5.1).
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Sekil 1.5.1 Medicago mikroarray ¢ipi.

Mevcut Medicago Affimetrix gen ¢ipi kullanilarak elde edilen etkin veriler olan gesitli
dokulara, hiicre tiirlerine, biiyiime durumlarina ve stres etkenlerin mevcut oldugu
kosullarda ayr1 ayr1 incelenerek oldukca detayli bir veri havuzu olusturmustur. Ancak tim
bu verileri hizli ve giivenilir bir sekilde anlamlandirabilmek igin, baklagil arastirmacilar
icin fonksiyonel genomikte veri depolamak ve eldeki verileri daha 6nceki galismalar ile
karsilastirmak icin etkili ve erisilebilir bir biyoinformatik sistemine ihtiyag
duyulmaktadir[53]. Bu amagla Medicago truncatula gen ekspresyon profili (MtGEA) web
sunucusu gelistirilmistir[54]. Bu sistem Medicago transkriptomik analizleri igin oldukga
degerli bir sistemdir. Genom sekanslarinda farkl: tiirlerin arasinda gen benzerlikleri ile ayn1
tirde aym1 anda ifade edilen genleri izleme ve bu sayede genler arasinda fonksiyon
benzerlikleri konusunda ¢ikarimda bulunulmasina yardimci olan sistem ayni zamanda
genler hakkinda daha saglikli bilgi edinilmesine, ¢oklu gen transkripsiyon veri analizlerinde
kullanicilara gen fonksiyonlarini formiile etmelerine yardimei olan son derece gelismis bir
sistemdir. MtGEA, yeni gen ekspresyonu verileri ve genom bilgileri ile diizenli bir sekilde

http://mtgea.noble.org/v2 ag yapisinda giincellestirilmektedir. Bu web sunucusunun ilk
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versiyonu optimal kosullar altinda biiyliyen bitkilerdeki olgun organlarin iki farkli gelisim
asamasi olan kok nodiilleri ve tohumlarda 20 farkli deneysel c¢aligmayla iliskili 60
mikroarray ile 2008 yilinda baslatildi. Bu web tarayicisinin ikinci versiyonu farkli
genetiksel alanlarda (Ekotipler, mutantlar ve transform edilmis hatlarda) genis bir alani
kapsayan deneysel durumlarda 64 farkli deneyde 156 mikroarray’den meydana gelen gen
ekspresyon verilerine sahiptir. Gen atlasinin tgiincii versiyonu deneysel asamalarin
sayisinin artmasi, gelismis analizler ve goriintiileme araglarinin gelisimi altinda baslamis
olacak. Tohum gelisimi ile ilgili olarak MtGEA (Medicago Gen Ekspresyon Atlas)

tohumun embriyogenezden fizyolojik olgunluguna kadar olan alt1 asama igermektedir.

1.6 Medicago Gen Atlas1 (MtGEA) ve Tohum Gelisimi

Medicago gen ekspresyon atlasi, tohum ve diger organlar arasindaki ana fazlarda tohum
gelisimi esnasinda meydana gelen gen ifadesinde olusan degisimleri kapsamli bir sekilde ve
sayisal degerlerle karsilastirma olanagi sunmaktadir[53]. Kararli halde bulunan mRNA
seviyesindeki degisimler her zaman protein sentezi ve protein aktivitesindeki degisimleri
ima etmiyor olsa da transkripsiyon faktorii herhangi bir organda birincil asamada
diizenleyici faktoridiir ve transkript diizeyindeki genel degisimlerin biyolojik aktiviteyi
genel anlamda degistirdigi goézlemlenmistir. Tohum gelisiminde ve olgunlagsmasinda
genetik mekanizmalarin diizenlenmesini saglayan ve Medicago gen modellerinin ifadesini
belirlemek i¢in transkriptomik ve proteomik veriler temelinde MtGEA i¢in alti 6nemli
tohum gelisim evresi secilmistir[55]. Poliinasyondan 10 giin sonraki (10 dap) orneklerde
ge¢ embriyonez uyumu gozlenmektedir. 12 dap’lik tohumlarda embriyonegezden tohum
dolumuna gegis goriilmekte ve embriyonegezin hiicre boliinmeleri ve depo proteinlerinin
sentezinin duraksadig: ifade edilmektedir. 16, 20 ve 24 dap’lik tohumlarda aktif protein
sentezi 6zellikle de globulinler 7S (visilin ve konvisilin) ve 11S (legiimin) gergeklesmekte,
bu aktif protein sentezi asamalar1 bu dap’larda tohum dolum asamalari ile uyumlu oldugunu
belirtmektedir. Son olarak 36 dap’lik olan tohumlarda, tohumun agirhigin1 kaybederek
kuruma fazina ve fizyolojik olgunluga ulasmis oldugu zaman olarak kabul edilmistir.
Tohum gelisimdeki tiim asamalarda tohumda ifade edilen genlerin yarisindan fazlasi

aktiftir. Bu sonuglar aslinda tohum gelisiminin genlerin biiyiikk ¢ogunlugunu igeren,

12



metabolik ve ontolojik yollarin kompleks bir karisimi oldugunu gdstermektedir.
Tohumlarda transkript seviyesinin diger oOrneklerden 10 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir[56]. Gelismis tohumlardaki genler arasinda, yani olgun tohumlarda 6rnegin
tohum depo proteinleri  (visilin  geni, Mtr.26812.1.S1 at; legiiminA  geni,
Mtr.26812.1.S1 at; legiiminJ geni, Mtr.8458.1.S1_at) ve tohum kurumasi esnasindaki
(6rnegin, LEA, e.g. Mtr.2930.1.S1_at, Mtr.5956.1.S1_at) bazi protein kodlayan genler
belirlenebilmistir[50].

1.6.1 Medicago Tohum Gelisim Sistemi

Tohum olgunlasmasi esnasinda farkli agilardan ifade edilen genlerden 15,786 tanesi
belirlenmistir. Belirlenen alti gelisim zaman noktasinda ifade edilen verilerin K-
ortalamalar kiimesi analizinde dort biiyiik kiime belirgin bir sekilde gézlemlenmistir (Sekil
1.6.1.1). ilk kiime olan (Kiime I) 10 dap’ta ge¢ embiyogenez ile iliskili olarak ifade edilen
genlerin 5,309’unun gostermis oldugu en ist seviyeyi igermektedir. Kiime 1l ve Kiime 11l
tohum dolumu ile ilgili olan genlerden olusmustur. Kiime II, 16 dap’ta 2,545 genin dabhil
oldugu en iist seviyeyi gostermektedir. Bu kiime tohumdaki depo protein ifadelerinin (14
dap visilin ve 16 dap legmin i¢in) baslangic1 olan genlerle uygun oldugu diistiniilmektedir.
Kime III 20 ya da 24 dap’ta tohum depo proteinleriyle iligkili olan 2,620 genin en iist
seviyede oldugu kismi gostermektedir[50]. Son olarak Kiime IV 36 dap’ta kuruma ile ilgili
olan siireci de kapsayan, transkript seviyesinin maksimum seviyeye ulastigi 5,312 genin
yapmis oldugu asamayi belirtmektedir (Sekil 5.1.1). Tohum gelisiminin farkli
asamalarindaki metabolik ve diger siireglerin global bir gen expresyon profilini elde etmek
i¢cin ve tohum gelisim asamasinda rol alan her bir genin KEGG’e (Kyoto gen ve genom
ansiklopedisi) gore fonksiyonel goérevini bilmek i¢in GeneBins[57] (gen ifade verilerini
smiflandirmak igin bir veri tabani) kullanildi. Bu sistem alt1 esas kisimdan olusmaktadir;
bunlarin dort tanesi, metabolik asamalar, genetik bilgi siireci, c¢evresel bilgi siireci ve

hiicresel siireg bitkiler igin uygun olarak goriilmektedir[58].
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Sekil 1.6.1.1 Tohum gelisimi esnasindaki farkli agilardan ifade edilen 15,786 genin K-
ortalamalar kiimelemesi analizi

Fonksiyonel olarak tohum olusumunda etkin olan genlerin %45’inden fazlasinin
karbonhidrat, amino asit, yag, enerji ve sekonder metabolitlerin sentezi igin gerekli
metabolik yollart kontrol ettigi bulunmustur. Metabolik genlerin biiyiikk ¢ogunlugunun da
ayni sekilde tohum dolum fazindaki gelisim esnasinda aktif olduklar1 kaydedilmistir (Sekil
5.1.2). Genetik bilgi aktarimindan sorumlu olan genlerin ¢ogunlukla embriyogenezde ve
kuruma fazinda daha belirgin olmalar1 hiicresel farklilasmanin oraninin oldukga belirgin
oldugu bu evrelerde hiicresel farklilasmada rol aldiklarini diisiindiirmiistiir Son olarak ise
cevresel bilgi ve hiicresel siireglerde gorev alan genler, 10 dap ve 10-24 dap’ta daha aktif
bir konumdadirlar ve muhtemelen depo {iriinlerinin par¢alanmasi ve hiicresel farklilasmada

destekleyici rol oynamaktadirlar.
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Sekil 1.6.1.2 K-ortalamalar kiimelemesi analizine gore tohum gelisim asamalarinda

genlerin aktif olarak rol aldig: siirecler[59].

1.6.2 Embriyo Gelisimi

1.6.2.1 Embriyogenez

Embriyo ¢ok sayida hiicre boliinmesi ile dollenmis yumurta ya da zigottan meydana gelir.
Embriyo, protein, yag, nisasta ve mineralleri igeren ve ¢imlenmeden sonra fidenin biiyiiyiip
gelismesini saglayan besinleri muhafaza eden iki tane kotiledondan; kok meristemi ve
stirgiinden olusmaktadir. Embriyonegezde embriyoda globular, kalp ve torpedo olmak
tizere ti¢ ana morfolojik safha gozlemlenmektedir. Son olarak da kotiledon evresinde
kivrilmig  bir yapir halini almaktadir. Bu siireg boyunca gelismekte olan embriyo,

meristemler ve aksis siirgiin-kokleri boyunca bir yogunlagsma kazanir ve daha kararli ve
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yogun bir yap1 olusturur. MtGEA verileri kullanilarak, ge¢c embriyonezle uyumlu olarak 10
dap’ta maksimum miktarda ifade edilen genlerin kiimelemesi belirlenmistir (Sekil 1.6.1.2).
Bu kiimede hiicre hareketliligi, replikasyon/tamir ve hiicre biiyiimesi ile iliskili fonksiyonel
bir gen gurubunun oldugu gozlemlenmistir. Tiim bu siiregler yogun bir sekilde olan hiicre

boliinmeleri ile bagdastirilmistir (Sekil 1.6.1.2).

Yapilan ¢aligmalara gore 10 dap’daki embriyo gozlemlenmesinde tohumun kiigiik bir
kismmi Kkapsayan yapinin kalp ya da torpedo sekli oldugu belirtilmistir[60]. 12-14
dap’larda embriyodaki hiicre boliinmeleri hiicrenin biiyiiylip son halini almasma kadar
yogun Dbir sekilde devam ettigini belirtmiglerdir[61]. Bezelyede tohum biiytkligi ile
kotiledon hiicre sayilar1 arasinda pozitif bir iliski kurulmustur[62]. Tohum dolum
asamasindan oOnceki fazda gergeklesen hiicre boliinmeleri esnasinda tohum biiyiime
potansiyeli kazanmaktadir. Bu yiizden Kiime I’deki genler tohum boyutunu ve biiyiime
potansiyelini belirlemede 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. 10 dap’da nukleotit biyosentez
enzimleri  ile  deoksiribonukleotitlerin ~ (Adenozin  kinaz, @ Mtr.30425.1.S1_at,
Mtr.17483.1.S1 at ya da  ribonukleotit  reduktazlar, Mtr.45868.1.S1 s_at,
Mtr.11322.1.S1_at) replikasyon ve enerji metabolizmasi i¢in maksimum olarak ifade
edildigi zaman olarak kayit altina alinmistir. Son olarak hiicre hareketliligi ve
cevrelenmesini saglayan genler, (Mtr.1106.1.S1_at, Mtr.10599.1.S1_at) hiicrenin seklini
belirler ve diizenler[61,62].

1.6.2.2 Tohum Dolum Safhasi

Bu fazda, proteinler, yaglar ve karbonhidratlarin da dahil oldugu makromolekiillerin
tohumda birikimi goézlemlenmektedir. MtGEA kullanilarak iki farkli tabakada genlerin
maksimum ifade edildigi belirtilmistir; Kiime 1I’de 16 dap’da erken tohum dolumunda,
Kiime III’de ise ge¢ tohum dolumunda (20-24 dap) ifade edilen genlerin maksimum
seviyeye geldigini belirlenmistir[57]. PathExpress araciligi ile
(http://bioinfoserver.rsbs.anu.edu.au/utils/PathExpress) dort biiyiik (Karbonhidrat, amino
asit, yag ve sekonder metabolitler) metabolik yolun Kiime Il 16 dap ile iliskili olarak bu
sathalar1 diizenledigi belirlenmistir (Sekil 5.1.2). Karbonhidrat metabolizmas1 erken tohum

gelisiminde merkezi bir konumdadir. Fakat M. truncatula olgun tohumlarinda ¢oziilebilir
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seker sadece %6-%10 arasinda ve nisasta < %1 oranindadir[18]. Karbonhidratlar tohum
gelisimi esnasinda gelisim i¢in biiyiik bir karbon ve enerji kaynagi sunmaktadir. Siikrozun
hiicrede iki 6nemli rolii vardir. Karbonhidrat metabolizmasinda gorev almasmin yaninda
sinyal molekiili olarak da gorev yapmaktadir[63]. Siikroz ve hekzoz dengesi
metabolizmanin anabolizma ya da katabolizma yoniinii belirler[64]. Ornegin yiiksek
orandaki siikroz depo proteinlerinin koordineli sekilde sentezi igin sinyal olarak etki ettigi
zaman hekzoz/siikroz oran1 embriyo gelisimi esnasinda yiiksek seviyede olur fakat tohum
dolum evresinde diisiiktiir[65]. Tohum dolum fazinin sonlarinda 12 dap’ta siikroz sentezi
genlerinin  (e.g. Mtr.22018.1.S1_s_at)  aktivitesinin ~ ve ifadesinin  azaldig
gozlemlenmistir[53]. Medicago kuru tohum agirliginin %30’undan fazlasini olusturan depo
proteinleri ise embriyoda biriktirilir. Bu proteinler ¢ogunlukta globulin familyasindan {i¢
biiytik tiir olan legtimin, visilin ve konvisilinden olusmaktadir[18]. Bu olusum diger bir
model canli olan Arabidopsis’den farklidir[66]. Medicago’da visilin genleri 14 dap’da,
legiiminler 16 dap’da ifade edilmektedir. Visilin i¢in 20 dap’da, legiimun K i¢in 24 dap ve
Legiimin A i¢in ise 36 dap’da maksimum sekilde ifade edildigi gozlemlenmistir[56].

1.6.2.3 Kuruma Safhasi

Bu faz tohum gelisiminde kuruma igin tohumda gergeklesen son hazirliktir. Yaklasik olarak
40 dap’da tohum dormansiye girer ve su kaybetmesiyle karakterize olan evredir ve pod’un
acilmasiyla koordine edilir. 36 dap’tan itibaren tohum olgunlagsmasi igin gereken
proteinlerin gen ifadeleri gitgide zayiflar ve durur. (Sekil 5.1.2) Tohum iginde metabolik
genlerin birgogu fizyolojik olgunlukla beraber metabolik bir sessizlik i¢ine girmeye baslar.
Ayn1 zamanda MtGEA verileri bu mekanizmada var olan transkripsiyonel gen
aktivitelerini, ¢ogu RNA polimeraz ifadeleri, trankripsiyon baslatma faktorleri ve
transkripsiyon gen faktorlerinin de dahil oldugu bir c¢ok bilgiyi igermektedir. Bu
mekanizma olgun tohumdaki mRNA miktarini belirleyebilir ve bununla birlikte bu da

¢imlenme esnasinda hizli protein sentezini kolaylastirabilmektedir[66].
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1.6.3 Tohum Kabugu ve Endosprem Gelisimi
MtGEA, tohum kabugu ve endosperm ile ilgili olarak ¢ok fazla bir bilgi icermemesine
ragmen transkriptomik analizler i¢in bu dokular ekspresyon atlasinda birlestirici bir ¢ati

gorevini listlenmektedirler.

1.6.3.1 Tohum Kabugu

Tohum kabugu (Testa), gelisen embriyonun etrafin1 saran ana dokudur (Sekil 2.1)[67]. Bu
doku dis etkenlere kars1 embriyoyu giivenli bir sekilde korumasina ve biiylimesine yardim
etmektedir[68]. Medicago’da tohum kabugunun kapsamli morfolojik bir tanimi
yapilmistir[60]. Tohum gelisimi esnasinda kabuk, amino asit ve flavonoiler gibi besinlerin
sentezini ve gegisini igeren ana bir yapidir. Olgunlastiginda Medicago’da tohum
dormansisine ve kuruma toleransina katkida bulunmak igin fiziksel bir bariyer gérevi de
iistlenmektedir[69]. Baz1 enzimleri, transkripsiyon faktorii ve transportlar1 kodlayan genler,
bu asamalarda fonksiyonel bir karakteristik yol gostermekte[70] ve bu yiizden MtGEA bu
bakimdan temel rol oynamaktadir[71]. Erken baslayan tohum dolumlarinda (Kumell)
sekonder metabolizmanin 6zelliklede flavonoid biyosentezindeki giiglii bir sekilde gelisimi,
Medicago tohum gelisiminde pigment biyosenteziyle uyumlu bir sekildedir[72]. Tohum
kabugunda cereyan eden diger 6nemli bir faktor ise ana dokudan embriyoya besin
taginmasidir. Tohum kabugu bazi besinlerin metabolizmasina dahildir, 6rnegin amino asit
sentezlerini[73] ve erken tohum gelisimi esnasindaki minerallerin  gegisini
saglamaktadir[74]. Tohum kabugu ayn1 zamanda floemden ¢ikan siikroz igin gegici bir
depo kaynagidir ve tohum dolumunun baslangicinda, 13 dap’tan sonra bu depo Once
stikrozu endosperme daha sonra da embriyoya tasir[61,18]. Tohum kabugunun invertaz ile
hekzoz/siikroz oranini etkileyerek embriyodaki siikrozun konsantrasyonunu belirledigi
diistiniilmektedir. Yani embriyogenez ve tohum dolumu arasinda gegis kontrolii
saglamaktadir[65].
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1.6.3.2 Endosperm

Endosperm, embriyoyu besleyen bir dokudur ve sitolojik olarak triploit (3n) yapidadir. Bu
triploit yap1 iki tane polar ¢ekirdek ile sperm niikleusunun tglii fiizyonundan meydana
gelmektedir. Bu doku, olgun tohum ve fonksiyonlarinin biiyiik bir pargasi olarak gelisir.
Arabidopsis ve Medicago’nun da dahil oldugu cift ¢eneklilerde, embriyo olusumu sirasinda
besleyici bir rol oynar. Fakat kotiledonlar olgun tohumlarda depolama rezervlerinin roliinii
devraldiklar1 zaman tohum gelisiminin sonraki safhalarinda tiiketilir. Medicago’da
endosperm  gelisimi  Arabidopsis’e gore daha zayif bir sekilde ¢alisildig
vurgulanmistir[75].  Arabidopsis’te endospermin gelisimi daha kapsamli bir sekilde
tanimlanmustir. Bu gelisim iki faza ayrilmaktadir: Sinsityal faz, hiicresellesme olmaksizin
yogun ve es zamanli olarak boliinmelerin gergeklestigi evredir. Diger bir faz ise
hiicresellesme fazi, endospermin polarite kazanmasi ve farklilasmasini izler[76].
Mikroskobik gozlemlerine gore, 10 dap’da yiiksek ploidi seviyesiyle baglantili olarak
yaklasik olarak 12 dap’ta Medicago endosperminin hiicresellestigi kaydedilmistir[60].
Tohum dolumu sirasinda endospermden gelen besinler embriyodaki yerlerini degistirirler,
sonug olarak Medicago endosperlerinin azalmasi 20 dap’tan tohum olgunlagmasina kadar

sadece az sayida hiicre tabakalarinda goriillmektedir[61].

1.7 Tohum Gelisiminin Genomik Analizi

Medicago truncatula ve Pisum sativum’da tohum gelisimi sirasinda, endospermlerinde
subtilaz genlerinin (SBT1.1) QTL haritalamalarinda tohum agirlig ile iliskili oldugunu ve
kromozal pozisyonlara denk geldigini bildirilmistir. Tohum agirliklari, lokuslarda ilgili
alanlarla SBT1.1 genleri arasindaki baglanti esitsizligi (linkage disequilibrium), gelecek
ekotipler i¢in SBT1.1 gen polimorfizmini ve tohum agirlig1 arasindaki baglantinin 6nemini
belirtmislerdir[77].

Medicago truncatula tohum kabugunun, hormonal diizenleme, tohum permabilitesi, tohum
kompozisyonu ve tohum boyutu gibi etmenlerin tohum kalitesinin belirlenmesinde rol
oynadigini gézlemlenmistir. M. truncatula tohum kabugunun gelisimi esnasinda hiicresel
ve molekiiler olaylar1 histolojik ve transkriptomik veri analizlerinin kombinasyonlari ile

tohumun en son halinde (olgun) tohum kabugunun igermis oldugu &zellikleri fonksiyonel
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ve hedef genleri arastirmislardir. Genel olarak bu genlerin biiyiikk ¢ogunlugunun tohum
kabugunda ifade edildigi belirtilmistir[78].

Medicago truncatula’da tohum gelisiminin diger legiimlerle hemen hemen benzer
ozellikler gostermekle beraber sadece Medicago truncatula’da embriyogenezin erken
sathalarinda ve olgunlagsmanin ortalarina kadar nigastanin gegici olarak depolanmasinin
tohum kabugu ve embriyoda olustugu belirlenmistir. Bu &zelligin sebebi olarak da
embriyonun erken gelisimine ve bazi reverz sentezlere katkida bulunduklar

onerilmistir[18].

Tohum boyutu ve tohum agirliginin bitkinin iginde bulunmus oldugu ¢evreye gore farklilik
gosterip gostermedigini aragtirma amaciyla bezelyenin iki genotipi tarla, sera ve biiyliime
¢cemberi olmak tizere ii¢ farkli ortamda yetistirilmis ve tohum boyutu ve agirliginin farklilik
gosterebilecegi gozlemlenmistir. Tohum biiyiime oranlarin1 ve tohum dolumunun
baglangicindaki  kotiledonlardaki hiicre sayilar1 arasindaki farkin iliskisini de
tanimlanmustir. Kotiledonlarindaki hiicre sayilarinin farkli ortamlarda farklilik gosterdigi de

ayni ¢caligmada kaydedilmistir[79].

Farkli bitkilerde yapilan post-genomik analizlerin sonucunda tohum dolum siirecinde
(LEC1, LEC2, ABI3 ve FUS3) diizenleyici protein ve genlerin tohum yapisini diizenledigi
ve bunlarin bitkiden bitkiye degisiklik gostermenin yaninda farkli ¢evresel kosullardan
etkilendigi bulunmustur. Buradan yola ¢ikilarak dikotiledonlularda tohum dolumu
esnasinda depo protein sentezinin transkripsiyonel kontrolii, metabolitler ve bitki
hormonlarinin aktivitesinin yan1 sira fizyolojik ve g¢evresel sartlardan da etkilendigi tespit

edilmistir[80].
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2. AMAC

Bu ¢alismanin amaci, baklagillerin model bitkisi olan Medicago truncatula kullanilarak
dogal varyasyon gosteren tohum biiyiikliigiine ve tohum kompozisyonuna etki eden
morfolojik, genomik, proteomik, metebolomik ve hormonal faktorleri biitiinciil olarak ele
almak; buradan yola ¢ikarak baklagillerde ekonomik ve zirai agidan ¢ok dnemli olan bu iki

karakterin olusum mekanizmalar1 hakkinda ¢ikarimda bulunmaktir.
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3. MATERYAL VE METOT

Farkli ekotipler kullanilarak Medicago truncatula tohumlarinin igermis olduklari tohum
kompozisyonlarini ve boyutlarini etkileyen etmenleri belirleyebilmek amaciyla yapilan bu
calisma Eyliil 2012 yilinda Amerika Birlesik Devletleri, Oklahoma eyaletinde bulunan The
Samuel Roberts Noble Vakfi, Bitki Biyolojisi boliimiinde yiiriitilmistiir.

3.1 Materyal

Arastirmada tohum biiyiikligii ve tohum kompozisyonu farklilik gosteren gesitli ekotiplere
ait (Cizelge 3.1.1) Medicago truncatula tohumlarindaki bu farkliligin temellerini
belirlemek amaciyla 4 farkli ekotipteki bitki tohumlarint (Sekil 3.1.1), Amerika Birlesik
Devletleri Tarim boliimii olan Medicago USDA bitki koleksiyonundan 2012 yilinda temin

edilmistir.

Cizelge 3.1.1 Amerika Birlesik Devletleri USDA GRIN tohum depo kaynaklarindan alinan

oOrnekler.
Aksesyon adi  Aksesyon Tir adi Ekotip/Bolge Belirleyen
Medicago )
Al7 W6 33951 ABD Belli degil
truncatula
Medicago i
W6 6016 Pl 660404 Kibris K.A. ve . Lesisns
truncatula
Medicago _
W6 6018 Pl 660406 Almanya K.A. ve I. Lesisns
truncatula
Medicago i
W6 4980 Pl 660360 Fransa K.A. ve . Lesisns
truncatula
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Sekil 3.1.1 Amerika Birlesik Devletleri USDA GRIN tohum depo kaynaklarindan alinan

ornekleri ve boyutlari.

3.2 Metot

3.2.1 Tohumlarin Cimlendirilmesi i¢in Uygulanan Asamalar

Medicago truncatula tohumlari, bitkinin olusturmus oldugu podlarin (Meyve) icerisindedir.
Bu podlarin dis yiizeyleri koruma amagh olarak diken seklindeki bobinlerle kaplidir (Sekil
3.2.1.1). Podlar olgunlagmalarini tamamladiktan sonra normal kosullarda kisa bir siireg
icerisinde sert dis yapilarindan dolay: kendi kendilerine agilmazlar. Dogal kosullarda pod
topraga diistiigli zaman uygun cevre sartlari, nemli toprak gibi etmenlerin varlig
olusuncaya kadar podlar, i¢inde barindirmis olduklari tohumlar1 korumaktadirlar[81].
Uygun sartlar olustugu zaman pod kabugu yumusamaya baslar ve tohumlar salinmis olur.
Olumlu ¢evre sartinin olusmamasi veya mekanik bir etkinin uygulanmamasi durumunda
tohum yillar boyunca kendini koruyabilmektedir[82]. Bu yiizden laboratuvar ortaminda
muhafaza ettigimiz kuru podlarimizdan mekanik yollar araciligiyla kabugunu kirarak

tohumlarimizi elde etmekteyiz.
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Sekil 3.2.1.1 Olgun Medicago truncatula pod’unun goriiniimdi.

Medicago truncatula’da podlarimizdan tohumlarimizi mekanik yollarda laboratuvar
ortaminda elde ettikten sonra (Sekil 3.2.1.1), tohumlarin da dis taraflarindaki tohum
kabugunun oldukga sert bir yapiya sahip oldugunu ve ¢imlenme siireci i¢in elimizde
bulunan tohumlara bazi kimyasal vyollar uygulayarak kabugun yumusamasini Ve

cimlenmenin kolaylastirilmasini saglamaliyiz.

3.2.1.1 Tohumun Olgun Pod I¢erisinden Ogiitiiliip Cikarilmasi

Materyal olarak kullanilan alet tabaninda yaklagik olarak 3 mm kalinliginda kivrimlt bir
kauguk kaplamasi olan ve el ile rahatlikla kavranabilecek bir tutacaga sahip 10 cm boyunda
silgi bigiminde agagtan yapilmis ezici alet ve yine aymi sekilde tabaninda kivrimlari ve
oyuklari bulunan (35 cm genisliginde, 60 cm uzunlugunda ve 8.5 cm yiiksekliginde)
agactan yapilmis yuvarlak tepsi seklindeki alet ile podlari (Meyve), yavas bir sekilde
igerisinden ¢ikacak olan tohumlara zarar vermeden bu 6zel tepsinin igerisinde ezerek
salimmasimi saglandi. Podlardan ¢ikan tohumlar1 pod kabuklarindan ayirmak igin ise
toplamda ti¢ katmandan olusan metal bir elek kullanildi. Bu metal elegin en iist tabakasi
genis porlara, orta tabakasi iist seviyeye gore biraz daha kiigiik porlara ve en alt tabaka ise

podlarin ezilmesinden dolay: ¢ikan tozlarin ve tohumlardan daha kiigiik olan parcalarin
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tohumlardan ayrilmasini saglar ve bu materyalleri taban bosluguna ulastirir. Medicago
truncatula tohumlar1 genel olarak ilk asamay1 gegmekte fakat orta asamada kalmaktadir.
Pod pargalari ise genel olarak ilk asamada kalmaktadir. (Sekil 3.2.1.1.1)

Sekil 3.2.1.1.1 Pod 6giitilmesi igin gerekli olan malzemeler.

3.2.1.2 Tohumlarin Kimyasallar ile Muamele Edilmesi

Medicago truncatula tohum kabugu hidrofobik bir yapiya sahiptir ve dis yiizeyi mumsu bir
yapt1 ile gevrilidir. Cimlenmenin baglamasi i¢in oksijen ve suyun tohumun igerisine niifus
etmesi gerekmektedir normal sartlarda herhangi bir islem yapmadan tohumun toprak
yiizeyince ¢imlenmesi i¢in gegen siire bir haftayr askin olmaktadir. Calismamizda sert
yapiya sahip olan tohumlarimizi ¢imlendirmek igin 6ncelikle tohumlar1 ekotip numaralarina
gore, taban kisimlari siizgeg seklinde delikli olan falkon tiiplerine her tiipe 10-12 adet
tohum koyularak yerlestirildi ve yuvarlak plastik bir kutunun igine siilfiirik asit ile temas
edebilecegi sekilde 10 dk. boyunca hafifge temas saglanacak sekilde karistirildi. Siilfiirik
asit ile muamele edilen tohumlar 10 dakikanin sonunda asitten ¢ikarildi ve distile sudan 3-4
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kez gegirildi. Daha sonra tohumlar1 yilizey temizliginden dolay: asitten iyice arindirilmasi
i¢in hazirlanmig olan %30’luk ¢amasir suyu + 2 damla tween20 karisiminin igerisine 4 dKk.
boyunca birakildi ve bu siirenin sonunda tohumlar 8-10 kez distile sudan gegirilip +4
derecede soguk odada 36 saat boyunca muhafaza edildi. Bu 36 saatin sonunda tohumlar
soguk odadan ¢ikarildi ve ¢imlenme siireci olan bir sonraki asama icin ayri ayri petri
kaplar1 hazirlandi. Hazirlanan petri kaplarinin tabanlarina iki kat olacak sekilde filtre kagidi
yerlestirildi ve iyonsuz su ile filtre kagitlar1 iyice nemlendirildi, daha sonra tohumlar1 bu
filtre kagidinin iizerine yaydiktan sonra kapagini kapatip oda sicakliginda karanlik ortamda
¢imlenmenin saglanmasi i¢in 2-3 giin boyunca saklandi (Sekil 3.2.1.2.1). Oda sicakliginda
gecen bu siireg sonunda petrilerde bulunan tohumlarmm %80-%90’nin ¢imlenmeye
bagladigin1 ve yaklagik olarak 5 mm ile 10 mm arasinda siirgiinlerin olusumu gézlemlendi
(Sekil 3.2.1.2.2).

Sekil 3.2.1.2.1 Olgun tohumlarin dis sert kabugunun H,SO, ve sonrasinda ¢amasir suyu ile

steril edilmesi asamalari.
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Sekil 3.2.1.2.2 Karanlik ortamda ¢imlendirme i¢in bekletilen Medicago truncatula

tohumlarinin 3 giin sonraki goriiniimii.

3.2.2 Cimlenmeye Baslayan Tohumlarin Topraga Ekilmesi

Cimlenmeye baglayan tohumlar Samuel Roberts vakfinin tohum ekim laboratuvarinda ekim
icin hazir konuma getirildikten sonra laboratuvarda bulunan ekim malzemeleri ile ekime
baslandi. Oncelikle ekotiplerden beser adet ¢imlenmeye baslamis filiz segildi daha sonra
calisma i¢in kullanilacak 36°lik viyol (her biri 4.5 cm x 3 c¢m), delikli ¢imlendirme tepsisi,
normal deliksiz ¢imlendirme tepsisi, plastik seffaf kubbe ve plastik etiketleme malzemeleri
hazir konuma getirildi (Sekil 3.2.2.1).
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Sekil 3.2.2.1 Tohum ekimi igin laboratuvarda gerekli olan malzemeler, a; delikli olmayan
tepsi, delikli tepsi ve viyol. b; seffaf kubbe. c; kullanilacak bitkiye, seraya ve toprak
kosuluna gore etiketler. d; etiketler igin ekim laboratuvarinda sera kurallarini belirten tablo.
Turuncu, transgenik bitkiler; sari, transgeniklerle ayni ortami paylasan fakat transgenik
olmayan bitkiler; kirmizi, herhangi patojenle bitkinin kontrollii oldugunu; beyaz, transgenik
olmayan ve ayni ortami paylagsmayan bitki etiketleridir.
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Oncelikle taban kisimda deliksiz ¢imlendirme tepsisi onun igerisine ise delikli ¢gimlendirme
tepsisi yerlestirildi bunun amaci ilk asamalarda ¢imlenme siirecinde bol sekilde gerekli olan
suyun, tepsi igerisinde bulunan delikli tepsiden gitmemesidir. Viyolun igerisine herhangi
bir organizma igermeyen steril edilmis topraktan (Metro-Mix 830 toprak karigimi) her bir

karenin igerisini dolduracak kadar yerlestirildi (Sekil 3.2.2.2).

Sekil 3.2.2.2 EKim laboratuvarinda, filizlenen tohumlarin topraga ekim asamalar1 ve seraya

taginmast
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Bu asamay1 takiben toprak, bol bir sekilde sulandi bir kag dakikanin sonunda ¢imlenmeye
baslamuis filizler belli bir sira ile ekotiplere gore topraga ekildi daha sonra tizerleri toprakla
kapatildi. Bitkiler transgenik olmadiklari ve toprak herhangi bir organizma icermedigi i¢in
viyoller bunun gostergesi olan sari (Sari etiket, bitkinin transgenik olmadigini, fakat farkli
tablalarda olmak sarti ile transgeniklerle ayni sera kosulunda oldugunu gostermektedir.)
renkli plastik etiketlerle ve tizerlerinde ¢imlenmeye baslayan tohumun viyollere ekim tarihi,
calisma laboratuvarmin bilgisi ve ekotip isimleri yazilarak viyollere eklendi. igerisinde
bulundurmus oldugu suyun buharlasma ile kaybin1 engellemek i¢in viyolun tizeri 6zel
plastik seffaf bir kubbe ile filizlenmenin baslangicina kadar kapatildi (Sekil 3.2.2.3).
Hazirlanan ¢imlendirme tepsisi, laboratuvardan uygun kosullarin bulundugu seraya tasima
araci ile tagind1. Ilerleyen giinlerde bitkinin bilyiimesi ile birlikte uzayan kok ve gévdelerin
daha fazla topraktan faydalanmasi icin bitkiler viyollerden alinip daha biiyiik olan saksilara
aktarildi.

Sekil 3.2.2.3 Ekim sonras1 yaklasik 1 hafta igerisinde topraktan filizlenip ¢ikan W6 4980
ekotipine ait Medicago truncatula
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3.2.3 Sera Kosullar
Medicago truncatula i¢in uygun gevre sartlarinin olusmasi i¢in seradaki sicaklik, nem, 151k,
yansima, havalandirma ve sulama gibi durumlarin son derece hassas olmasi gerekmektedir.

Bu yiizden sadece Medicago truncatula tiiriiniin bulundugu W14 kapi numarali sera bu tiir

icin en iyi sartlarin olusturuldugu kisimdir (Sekil 3.2.3.1).

Sekil 3.2.3.1 The Samuel Roberts Vakfi serasinin disaridan goriinimii ve ¢alisma

bitkilerinin bulundugu sera ortami.

Seradaki giindiiz sicaklik degeri 20 ile 25 °C, gece sicaklik degeri ise 15 ile 22 °C

arasindadir. Bu sicaklik degerleri seranin dis ortamdan ¢ok iyi ve diizenli bir sekilde izole
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edilmesi ile siirekli ayn1 degerlerde korunmaktadir. Foto periyodu (16/8) giin boyunca
giindiiz 16 saat, toplam karanlik gecen siire ise 8 saattir. Bagil nem oran1 %70 ve 151k
yogunlugu 150 pmol m? s* olan serada diizenli olarak haftalik pestisit kontrolii
yapilmaktadir. Seradaki sulama islemi otomatik olarak yapilmaktadir. Bitkilerin tizerinde
bulundugu tabla zeminden giinde bir kez sabit bir diizeyde su ile dolmaktadir. Bu tablay1
gegmeyecek sekilde dolan su 20 dakika boyunca bitki saksilariin altindaki deliklerden
toprak araciligi ile alinmaktadir. 20 dakikanin sonunda sistem otomatik olarak vermis

oldugu fazla suyu 6zel kanallar1 ile geri gekmektedir (Sekil 3.2.3.2).

Sekil 3.2.3.2 Seradaki tablalar arasindaki 6zel kanallar ile zeminden sulanmasi ve fazla

suyun geri ¢ekilmesi.
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3.2.4 Ciceklerin Poliinasyondan (Dap) Sonra Etiketlenmesi

Cigeklenmenin gozlemlendigi bitkilerde ¢alismanin belirli agamalarinin takibi i¢in
bitkilerin olusturacaklar1 podlarin (meyve) kag giinliik oldugunun bilinmesi gerekmektedir.
Bunun igin serada gézlemlenen gigekler poliinasyondan sonraki giin (dap) rastgele bir
sekilde secildi ve {iizerinde etiketlemenin yapildigi tarih yazilarak c¢iceklere zarar
vermeyecek sekilde baglandi. Etiketlenen c¢igeklerin tarihleri ve dap’lari bilgisayar
ortaminda siirekli giincellenerek kaydedilmektedir (Sekil 3.2.4.1). Etiketin ilk baglandigi
giin 0 ¢igek i¢in 1 dap olarak ongoriilmektedir. Siirekli ve tekrarli bir sekilde yapilan bu
etiketleme isleminde bitkinin daha fazla meyve vermesini saglamak i¢in etiketlenmemis
olan meyvelerin toplanmasi gerekmektedir. Bunun amaci bitkinin koparilan meyvenin
yerinde olan boslugun doldurulmasidir. Serada yapilan bu islemde ortalama olarak her iki
gtinde bir, dort ekotip icin her ekotipten 50 gicegin etiketlenmesi yani toplamda 200 ¢igegin
etiketlenmesi yapilmistir. Farkli zamanlarda yapilan bu etiketlemeler, yapilan bir ¢alismada
birbirinden  farkli zamanlarda etiketlenmis bitkilerinin  podlarinin  aym1  anda
karsilastirilmasina ya da ayn1 anda farkli dap’larin ¢alisiimasini olanak kazandirmaktadir.
Ornegin yapilacak olan bir tohum agirlik calismasi icin her ekotipten 8 dap, 10 dap ve 12
dap’lik podlarin tohumlariin ayn1 zamanda ¢alisilmasina ve zaman kazanilmasina olanak
saglamaktadir. Caligma siirekli tekrarli bir sekilde yapildigindan dolay: yaklasik olarak dort
ekotip i¢in 7500 adet ¢igek etiketlenmistir (Sekil 3.2.4.2).
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DAYS AFTER POLLINATION (DAP)

Efiket sunu | Polusyon | 2 4 § T § J W | || 4 | 16|18 | X

§-Now Ny | WNev | UNw | DNow | WNew | 15Nov | 16Nov | 1T-Nov w | UNev | BNov | BN | 2-Nww

§0et Rt | %0t | IOt | 130t | M0t | 1R0ct | 160ct | 190ct | 180t | 190ct | 200ct | B0ct | 20ct | 2Ot
S0t BOct | 100t | [0t | M40t | 150t | 6:0et | 1Oct | 180ct | 190et | N-ct | 20c | H0ct | 260ct | Z8-Oc
10-Oct S0t | 10t | IR0t | 10t | 160t | IROct | 180ct | 190ct | N0t | M0ct | B0ct | B0ct | 20t | 25-Oc
M0t | 10-0et | 120t | 10t | l6:0ct | 190ct | I80et | 190ct | 200t | N-Oct | D0ct | MOct | 260ct | 280ct | 3O
Ot | 1:0et | 140ct | 160t | 180t | 190ct | N0t | 20ct | 20t | I-0et | M0ct | 260 | 20c | 300ct | Mo
0ct | 140t | 160ct | 180t | N0t | 20t | D0t | BOct | M0t | B0t | X0t | 80 | W0 | INow | FNo
60ct | 10t | 190et | 100t | N0t | 20t | B0t | XOct | 250t | N:0ct | D0ct | X0ct | 30c | MNow | 4o
18- Oct [FOct | 190ct | 2-0ct | 20t | M0ct | 2-0ct | 26:0ct | 210t | 280ct | 29:0ct | 30t | 2Nov | 4Nov | 6-Nov
19Ot §0ct | 200ct | 20ct | MOct | B0t | 26:0ct | 2M0ct | B0t | BOct | 0Ot | INov | FNov | SNav | DNow
Wit | B0t | 150t | 2ROt | B0t | 30:Oct | 30ct | INov | ZNov | MNov | 4Nov | 6Nov | §Nev | 10-Nov | 12-Nov
B0 | B0c | 00 | MNw | MNov | HNov | SNov | 6Nov | TNov | BNov | 9Nov | [-Nov | DNov | [SNav | 1-Nov
30 | M0t | N | N | SNov | 6Nov | TNov | ENov | WNov | 10Nov | U-Nov | DNov | 15Nov | I7-Nov | 19-Nov
Mo Wov | 3Nov | SNov | TNov | SNov | 9Nov | 10Nov | I1-Nov | D-Nov | 13-Nov | I5Nov | U7Nov | 19:Nov | 21-Nov | 2
Nov o | 6N | BNov | I0Nov | DNNev | [Nov | B-Nev | WNov | INov | 16Nov | I8Nov | 2-Nov | Z-Nov | M-Nov
-Nov Mov | TN | WNwv | DNov | DNov | BNov | 4Nov | 5Nov | 16-Nov | O-Nov | 19Nov | 20-Nov | DB-Nov | BNov | ]
! 0.
6

15-Nov WhNov | 16Nov | I8Nov | 0-Nov | NUNov | DNov | -Nov | M-Nov | 2-Nov | 26Nov | 28Nov | 30-Nov | 2Dec | 4Dec

19-Nov BNov | WNov | DNow | MNow | BN | 268w | 2-Nov | 28Nov | 29-Nov | 30-Nov | 2Dec | 4Dec | 6Dec | §Dec

3Dec MDec | 4Dec | 6Dec | $Dec | %Dec | 10Dec | 1-Dec | 12Dec | 13Dec | M4Dec | 16Dec | 1§Dec | 20-Dec | 2-Dec

9-Dec §Dec | 0Dec | 12Dec | MDec | 13Dec | 16Dec | [7-Dec | 18Dec | 19-Dec | 20-Dec | 22-Dec | 24Dec | 26-Dec | 28-Dec

14-Dec FDec | 13Dec | UW-Dec | 19Dec | 20Dec | 2-Dec | 2-Dec | 3Dec | MDec | 25Dec | DDec | D | HDec | M

1
10-Dec 8 Dec | 0Dec | MDec | MDec | B5Dec | 26Dec | 2Dec | 2MDec | BDec | 0Dec | Man | M | M | M
12-Dec UDec | DMDec | 13Dec | MDec | 18Dec | 19Dec | 20-Dec | 20Dec | 2Dec | 2:Dec | BiDec | 20MDec | 29D | 31-Dec

Sekil 3.2.4.1 Etiketlenen ekotiplerin, bilgisayar ortaminda kayitlarinin tutulmasi
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Sekil 3.2.4.2 Ekotiplerden segilen rastgele ¢igeklerin giinliik etiketlenmesi ve etiketleme

glinliniin belirtilmesi.

3.2.5 Enzim Soliisyonu ile Kotiledonda Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Olgun tohumlarin kotiledonlarindaki hiicre sayisinin  belirlenmesi i¢in 6ncelikle
ekotiplerden rastgele bir sekilde {iger adet alinan tohumlar, enzim soliisyonuna alinmadan
bir giin 6nce tohum kabugunun kolaylikla agilabilir bir hale gelmesi igin siilflirik asitle
(H2S0O,) ile 10 dk. boyunca vortekste karistirildi. Daha sonra 5-6 kez distile sudan gegirilen
tohumlar bir gece i¢in distile suyun i¢inde +4 derecede bekletildi. Bekletilen bir giiniin
sonunda tohumlar, laboratuvarda yumusamis olan tohum kabuklari ve kotiledonlar
birbirlerinden ayirt edildi. Kotiledonlar bisturi ile ¢ok kiigiik pargalar olacak sekilde kesildi

ve sonrasinda igerisinde bulunan suyu tamamen ¢ekmesi i¢in ependorflarin kapaklar1 acik
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olacak sekilde 24 saat boyunca 104°C’de muhafaza edildi. Bu ¢alisma sonunda kotiledon
ornekleri (0.45 M sorbitol; 10 mM MgCly; 1 mM KHyPO4; 20 mM MES; %1
Macerozyme® R-10; pH 5.6) enzim soliisyona daldirildi ve 3 dk. boyunca o6rneklerin
igerisine sollisyonun niifuz etmesi i¢in vakum edildi. Daha sonra niimuneler 72 saat
boyunca 37 °C de birakildi. lyice yumusamaya ve dagilmaya baslayan orneklerin son
olarak 1.5 ml’lik enzim soliisyonunda 24 saat boyunca karistirici tizerinde bekletilmesiyle
ornekler sayim igin hazirlandi. 100 ml’lik kotiledon hiicre siispansiyonu elde etmek igin
300 um yumusamis ve dagilmis hiicre elde edildi. Hiicre siispansiyonunda 20 ml bos bir
ependorf tiiptine transfer edildi ve sayim igin her biri 1 ul’lik olacak Sekilde, karsilikl1 iki
tarafi 1zgara bigiminde olan ve her tarafi dort bélmeye ayrilmis karsilikli olarak toplamda
sekiz bolmeli bir yapiya sahip olan hemositometre iizerine damlatildi ve {izeri lam ile
kapatildi. Hemositometrenin her bir karesine lamel ile kapatildiktan sonra toplam 0.1 pl
ornek yerlesmektedir. Hiicreler 60°lik biiyitmede (Olympus, BX41 floresan, Japon)
mikroskop altinda yapildi (Sekil 3.2.5.1). Hemositometrenin mikroskoptaki incelenmesinde
karsilikli olarak aktarilan 6rneklerden toplamda dort adet bolge rastgele bir bigimde segildi.
Hiicre sayilari, hemositometrenin her iki tarafinda bulunan esit dortlii odalarda (her biri 1
mm?) her érnek icin toplamda dort defa sayim yapildi ve kayit edildi. Mikroskoptan
bilgisayara aktarilan goriintiiler bilgisayar ortaminda paint programinda agildi ve her bir
hiicre tek tek isaretlenerek sayild (Sekil 3.2.5.2).
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Sekil 3.2.5.1 Olympus, BX41 floresan mikroskop
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Sekil 3.2.5.2 Hemositometre goriiniimii ve karsilikli olarak bulundurmus oldugu loblari.
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3.2.6 Poliinasyona Ugrams Olan Ci¢cekte Ovul Sayim

Ekotiplere ait bitkilerin poliisyona baslamig fakat pod olusumuna heniiz baglamamig olan
ciceklerinden (Sekil 3.2.6.1) her ekotipten rastgele 10 tane olmak kaydi ile ¢igekler
ependorf tiiplerinin igerisine ¢igege zarar vermeyecek sekilde nazikge alindi. Laboratuvarda
ovul sayimi i¢in (VanGuard 1100ZL analog aydinlatma) mikroskop (Sekil 3.2.6.2) altinda
her bir yaprak gozlemlenerek yavas bir sekilde oncelikle petaller 0.75X ile 3.4X arasinda
zoom Yyapabilen mikroskopla bakilarak iki pens yardimiyla ¢igekten ayrildi, ayni sekilde
bunu takiben canak yaprak ve erkek organlar olan stamenler ¢igekten ayirt edildi son
asamada kalacak olan pistil yine mikroskop gozlemi ile igerisinde bulundurmus oldugu
oviillerin pargalanip sayilmasimi giiclestirmeyecek sekilde bisturi ile yarilarak ovaryum

icerisinden oviillerin ¢ikarilip sayilmasi ile yapildi.

Sekil 3.2.6.1 W6 6018 ekotipine ait poliisyona ugramis ¢icekteki oviillerin aydinlatma

mikroskobu ile sayimi.
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Sekil 3.2.6.2 VanGuard 1100ZL analog aydinlatma mikroskobu.
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3.2.7 Nomarski (DIC) Goriintiileme i¢in Tohumlara Uygulanan Asamalar

DIC mikroskobunda (Nikon DXM1200, Japon) yapilacak gozlemlerde tohum igerisinde
embriyo gelisimi sirasinda var olan globular, kalp ve torpedo evrelerinin yani sira bazi
tohumlarda bu evrelerin bazilarinin ilerlemis olan diger evrelere benzer haller almaya
basladiklarini ya da heniiz tam olarak bulunmus oldugu dap’taki seklini gostermedigi erken
globuler, erken kalp ve erken torpedo hallerini de aldig1 gézlemlendi. Dort ekotipten alinan
8 dap, 10 dap ve 12 dap zamanli podlar, seradan ekotiplere ait bitkilerden falkon tiipleri
icerisine her ekotipten 10 tane pod olacak sekilde buz igerisinde nazik bir sekilde alindi ve
laboratuvara getirildi. Dort ekotipten, 8, 10 ve 12 dap icin toplamda 12 falkon tiip
kullanild1. Podlar buzun i¢inde muhafaza edilirken, diger taraftan da ayni1 sayida ependorf
tiipler hazirland1 ve tizerlerine ekotip ismi, toplandiklar: tarih ve dap yazildi (Sekil 3.2.7.1).
Buzun igerisinden sira ile falkon tiipler alind1 ve podlar tohumlara zarar verilmeyecek
sekilde agilmaya baslandi. 8 dap olan tohumlar diger dap’lere gére biraz daha kiigiik oldugu
i¢in bu podlari agarken tohumlarin zarar gérmemesine 6zellikle dikkat edildi. Tiim podlar
acilip igerilerinden tohumlar ¢ikarildiktan sonra tekrar buz igerisinde muhafaza edildi.
Tohumlar daha sonra iizerlerinde ekotiplerin ve dap’larin yazili oldugu 30 cc’lik cam
siselere aktarildi. DIC gbzleminde tohumlarin fiksasyonu i¢in elde edilen tohumlar DIC
mikroskobunda gozlemlenmeden Once, biiyiik olan tohumlarin yani 10 dap ve 12 dap’likler
(3:1) etanol / asetik asit karisiminda 1 saat siire ile 8 dap’lik tohumlar ise daha kiigiik
olduklar1 ve fiksasyonun daha iyi saglanmasi ve gelisim agamasinin gézlemlenmesi i¢in
etanol / asetik asit (8:1) oraninda 30 dakika siire ile bekletildi. Bu asamadan sonra tohumlar
her biri 10 dakika boyunca, oncelikle %100, %70, %50 ve %30’luk bir dizi etanol
asamalarindan gecirildi. Bu asamadan sonra tohumlar +4 °C’de %30’luk etanolde bir gece
bekletildi. Daha sonra +4 °C’den ¢ikarilan tohum &rnekleri daha iyi bir goriintii elde
edebilmek i¢in, Kloral hidrat: distile su: gliserol (80:30:10g) karisimi olan Hoyer’s
soliisyonunun igerisinde 24 saat boyunca karistiricinin tizerinde bekletildi. Bu siireglerin
bitiminde DIC mikroskobu i¢in tohum evrelerinin gozlemlenmesi i¢in 6rneklerden her
defasinda beser tohum lam iizerine birakildi ve mikroskopta iyi bir gézlem sonucu

alabilmek i¢in 6rneklerin lizerine gliserol dokiildii ve lamel ile kapatildiktan sonra ters bir
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sekilde mikroskop tablasina yerlestirildi. Gozlemlenen evreler DIC mikroskobunun
baglantili oldugu bilgisayarda fotografland: (Sekil 3.2.7.2).

Sekil 3.2.7.1 DIC goriintiileme i¢in podlarin toplanmasi ve tohumlarin podlardan g¢ikarilip

hazirlanmasi.

Sekil 3.2.7.2 DIC (Nikon DXM1200, Japon) mikroskobu.
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3.2.8 Agirlik Olciimii ile Tohum Boyutunun Belirlenmesi

Uygun sera ortaminda yetistirilen dort farkli Medicago truncatula ekotiplerine ait bitkilerin
tohum boyutlarindaki farkliliklarin belirlenmesi i¢in, daha 6nceden etiketlenen bitkilerin
(Sekil 3.2.8.1) belirli giinlerindeki podlar (8,10,12,14,16,18,20,24 ve 36 dap), lizerlerinde
ekotip isimleri, toplandiklar1 giin (Sekil 3.2.8.2) ve dap zamanlarinin yazili oldugu falkon
tiipleri ile buzun igerisinde muhazafa edilerek her ekotip igin belirlenen dap’lardan 10’ ar
adet pod toplandi. Toplanan podlar laboratuvarda yine buz igerisinde bekletilirken sirayla
buz igerisinden alman podlar i¢indeki tohumlara zarar vermeyecek sekilde pensler
aracithifryla acildi (Sekil 3.2.8.3). Igerisinden tohumlar dikkatle tek tek ¢ikarildi ve iizerinde
dap zamani ve ekotip isminin yazili oldugu zemininde hafif nemli filtre kagidi olan bos
petri kabina aktarildi (Sekil 3.2.8.4). Her bir ekotipte her bir dap igin ayni islemler
uygulandi. Boyut hesaplanmasinin Sl¢iimii i¢in ekotiplerden farkli zamanlarda alinan
podlarin igerisinden ¢ikan tohumlarin taze ve kuru agirliklarinin hesabinin yapilmasi igin,
podlardan ¢ikarilip petri kaplarmma alinan tohumlarin Oncelikle taze agirliklarinin
belirlenmesi i¢in, podlardan ¢ikarilan tohumlarin tartimi hassas terazide tohumlardan belirli
sayilarda alimip tartilarak genel bir ortalama verisinin elde edilmesiyle yapildi (Sekil
3.2.8.5). Bu asamadan sonra tartim islemi biten tohumlar aynen petri kaplarina yerlestirilip,
kuru agirliklarinin tartimlar i¢in +37 °C’de 4 giin siire ile bekletildi. Bu 4 giinliik siirenin
sonunda yas agirlik tartiminda ne kadar sayida tohum tartildiysa kuru agirlik tartiminda da

ayn1 sayida tohum tartim1 yapildi ve genel bir ortalama verisi elde edildi.
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Sekil 3.2.8.1 Ekotiplerin heniiz olgunlasmamis pod (8 dap) gériiniimleri
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Sekil 3.2.8.2 Ekotiplere ait podlarin farkli dap’lardaki gériiniimii
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Sekil 3.2.8.4 W6 6016 ekotipe ait 14 dap’lik tohumlarin podlardan ¢ikarilmasi.
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Sekil 3.2.8.5 Podlarin toplanisi, tohumlarin eldesi ve tartim islemi

3.2.9 Hiicre Boyutlarinin Belirlenmesi

Hiicre boyutlarmin belirlenmesi igin ekotiplere ait bitkilerin olgun tohumlari, ¢alisma
yapilmadan 1 giin 6nce H,SO, igerisinde 10 dakika kadar bekletildi. Asit ile dis
kabuklarmi yumusatilmasindan sonra ekotiplere ait tohumlar 8-10 kez distile sudan
gecirildi ve +4 °C’de 1 giin boyunca muhafaza edildi. Daha sonra soguk odadan alinan
tohumlar kii¢iik cam siselere alind1 ve her birinin igerisine 2 ml %10’luk Glutoraldehit, 1,5
ml %16°lik Paraformaldehit ve 2,5 ml iyonizer su olacak sekilde eklendi ve buz igerisinde
muhafaza edildi. Buz igerisinde muhafaza edilen tohumlara iginde bulunmus oldugu
fiksatifin iyice niifus etmesi igin tohumlar buzun igerisinde olacak sekilde 10 dakika
boyunca vakum edildi ve ardindan 2 saat siire ile +4 °C’de bekletildi. Bu siirecin ardindan
daha iyi bir goézlem elde edebilmek i¢cin her bir ekotip bulundugu cam siselere diisiik
sicakliklarda hiicrelerin yapisinin korunmasini saglamak i¢in 10 ml %20’lik Siikroz
uygulandi ve 1 giin boyunca karistirici tizerinde ¢ozeltinin iyice niifuz etmesi saglandi. Bu
islemlerden sonra tohumlardan kesit almak ve mikroskop incelemesi yapmak i¢in tohumlar
oncelikle s1v1 nitrojen igerisinde ekotiplere gore sirayla donduruldu ve kriyostat mikrotom
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(LEICAI CM1850, Almanya) (Sekil 3.2.9.1) ile ¢ok yavas bir sekilde kesilip lamel iizerine
yerlestirildi. Kesitlerin mikroskop (Olympus, BX41 floresan, Japon) (Sekil 3.2.9.2)
incelemesinde daha iyi bir sekilde gozlemlenip hiicrelerin birim alanda sayilmasini

kolaylastirmak i¢in Touludione mavisi ile boyandi.

.
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) o'@ [c HD"‘D‘ LEICA w1850

:

Sekil 3.2.9.1 Kriyostat, LEICAI CM1850 mikrotom.
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V4

Sekil 3.2.9.2 Japon, Olympus BX41 floresan mikroskop ve hiicrelerin monitor gézlemi ile

sayimi.

3.2.10 Hiicre Kiiltiir Dokularimin Metabolomik Analizi Asamalari

Ekotiplere ait olgun tohum o&rneklerinin metabolomik asamalar i¢in hazirlanmasi polar
(Seker, karbonhidrat vs.) ve non-polar (Lipid) asamalarmm uygun hale getirilmesi ile
saglanmaktadir. Belirli miktardaki tohum ornekleri oncelikle likit nitrojen ile donduruldu.
Dondurulmus dokular igerisinde bulundurmus olduklar1 suyun kurumasina kadar 24 ile 48
saat aras1 bir siireg boyunca liyafilizator ile -80 °C’de muhafaza edildi (Sekil 3.2.10.1).
Daha sonra kurumus olan doku 6rnekleri cam bir gubukla havan igerisinde iyice homojen
bir sekilde ezildi ve kiiciik pargalara ayrildi ve 4 ml’lik kiiciik cam siselerin icine her bir
rnekten 6 - 6.05 mg kurutulmus doku eklendi. 10 pg ml™* docosanol (non-polar) iceren 1.5

ml’lik kloroform kurutulmus dokulara eklendi. Orekler vokteks edildi ve sonrasinda 50
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°C’de 45 dakika boyunca inkube edildi. Ornekler oda sicaklig1 degerine esitlendikten sonra
25 pg ml™ ribitol ile 1.5 ml HPLC-grade suyu, kloroform iizerine eklendi ve ikinci kez aym
sekilde vorteks ve 50 °C’de 45 dakika boyunca inkube edildi. Iki fazli ¢oziicii sistem
tabakalar1 ayirmak igin +4 °C’de 30 dakika siire ile 2900 xg de santrifiij edildi. Her
tabakadan alinan 1 ml’lik 6rnekler 2 ml’lik kiiciik cam siselere ayr1 ayri transfer edildi.
Kloroform igeren tabaka (non-polar) nitrojen uygulamasi altinda kurutulurken (Sekil
3.2.10.2), sulu tabaka ise ortam sicakliginda kurutma vakumunda santrifiij edilip kurutuldu
(Sekil 3.2.10.3). Ornekler islenme siirecine kadar -80 °C’de muhafaza edildi[83].

Sekil 3.2.10.1 Liyafilizator VIRTIS Freezemobile serisi Sentry 2.0 soguk kurutma.
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Sekil 3.2.10.2 Non polar olan siispansiyondan c¢oziiciilerin Nitrojen uygulamasi ile

uzaklastirilmasi.

Sekil 3.2.10.3 Polar siispansiyonlar i¢in Savant SPD121P SpeedVac ve buhar kapani.
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3.2.10.1 Non-Polar Metabolitlerin Hazirlanmasi ve Analizi

Polar karistmin bulundugu orneklere 15 mg/mL methoxyamine hidroklorid’ten 50 pL
eklendi ve soliisyondaki metabolitler kristallesinceye kadar kisa ultrasonik pargalanmaya
maruz birakildi ve kalan tortular en az 1 saat siire ile 50 °C’de su banyosu kullanilip
calkalanarak tekrar yeniden inkube edildi. Soliisyona 50 uLL MSTFA + %1 TMCS eklendi
ve tekrar 50 °C’de su banyosunda inkube edildi. Soliisyonun 1 pL’si 15:1 ayirma orania
sahip olan 60M DB-5-MS kolonu, HP 6890 GC ile HP 5973 MS’na enjekte edildi.
Enjeksiyon dedektérii ve ayirma kolu 280 °C’de tutuldu, ayirma islemi éncelikle 80 °C de 2
dakika sicaklik programu ile sonrasinda ise 12 dakika boyunca 5 °C dk™den 315 °C’ye
yiikseltilmesiyle gerceklestirildi. 60M DB-5-MS kolonu (J&W Scientific, 0.25 mm ID,
0.25 Im film kalinhiginda) akis hiz1 1 ml dk™. MS kaynag kiitle agirligini belirleme miktari
m/z 50-650 araligindadir.

3.2.11 Hormonal Analiz Hazirlama Asamalari

Seradan ekotiplerimize ait A17, 6016 ve 6018 ekotip numarali bitkilerin 10, 12 ve 14
dap’lik podlarindan belirli bir sayida buz igerisinde muhafaza edilerek laboratuvara
getirildi. Podlar pensler araciligiyla tek tek acilip igerisinden tohumlar ¢ikarildi ve yine buz
tizerinde bulunan ve iizerinde ekotip ismi ve dap zamani yazili olan ependorf tiiplerinin
igerisine alindi. Elde edilen tohumlar sivi nitrojen ile donduruldu ve sirasiyla ekotipler sivi
nitrojen igerisinden ¢ikarildir ve porselen havan igerisine alinip toz seklini alincaya kadar
ezildi. Hizli bir sekilde her kuru toz haline getirilmis 6rnekten erimesi saglanmayacak
sekilde 50 mg alinip 4 mL’lik kii¢iik cam siselere alind1. Her bir sise igerisine eksraksiyon
¢oziictisii olan 1 mL izopropanol: Su: HCI karigimi 2: 1: 0.002 oraninda eklendi. Standart
olarak profili istenilen hormonlara ait kaliplardan 50 pmol (d5-11A) eklendi ve 4 °C’de 1
saat siire ile siseler karistiric lizerinde eksrakse edildi. Bu siirecin sonunda her bir 6rnege
0,5 mL diklorometan eklendi ve calkalanip +4 °C’de 30 dakika bekletildi. Ornekler 30
dakika 3000 rpm de santrifiij edildi ve sonrasinda 2 faz olusumu gozlendi bu iki faz
arasinda da oOrneklerin kalintilar1 olustu. Hormon igeren en alt kisimdaki tabaka 1 mL
olacak sekilde 2 mL’lik cam bir siseye alindi ve nitrojen uygulamasi ile ¢oziiciilerden
kurutularak armdirildi. Ornekler uygun HLB kolonlarini segilerek (Columns Waters Oasis
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HLB 1cc WAT094225) aktarilmadan once kolonlar oncelikle 1 mL asetonitril ile
sonrasinda 1 mL methanol ve ardindan 2 mL %1’lik asetik asit yikandi. Nitrojen
uygulamasindan gegirilen tohumlara 0,1 mL methanol ve %1°lik 1 mL asetik asit eklendi.
Segilen kolona ornek soliisyonlar1 uygulandiktan sonra kolonlar 1 mL asetik asit ile
duruland: ve durulan kalintilar atildi. IAA’yi ayristirmak icin kolonlara %1°lik asetik asit
iceren 1.8 mL %380’lik methanol eklendi ve incelenecek 6rnekler kolondan 2 mL’lik cam
siseye aktarildi. Daha sonra ¢oziiciiler, nitrojen uygulamasiyla arindirildi ve 25 pL
methanol igerisinde vorteks edilip yeniden ¢oziildii ve sonrasinda %1°lik 25 uL asetik asit
eklendi. Soliisyon 200 pL’lik cam pipet ile ¢ekildi ve LC/MS igin 10 pL enjekte edildikten
sonra tekrar cam siseye birakildi.

3.2.12 Proteomik Asamalar ve Toplam Protein Eksraksiyonunun Hazirlanmasi

Birbirinden farkli olan ekotiplerimiz olan W6 6018, W6 6016, W6 4980 ve A 17 (referans)
bitkilerinin igermis olduklar1 protein igeriklerinin belirlenmesi amaci ile ekotiplerin olgun
tohumlarindan yeteri miktarda alindi. Tohumlar 6ncelikle sivi nitrojen igerisinde en az 10
dakika kadar bekletildikten sonra havan igerisinde birbirlerinden bagimsiz olarak toz halini
alacak sekilde ezildi. Her bir 6rnekten 10 mg ependorf tiipiiniin icerisine tartilarak alindi.
Ekstraksiyon tamponunun hazirlanmasi igin 7.4 M tire, 2.1 M tiyo ure CS(NHy),, 61 mM
CHAPS, 8 mM DTT, % 1 amfolit, 21 mM Trizma hidroklorit, 16.5 mM Trizma, % 0.24
Triton X-100, 1X proteaz inhibitorii hazirlandi. Daha sonra hazirlanmis olan tampondan her
bir ependorf tiipiiniin igerisine 500 pL eklendi. Tiipler karistirict lizerinde 40 dakika
boyunca iyice karigsmasinin saglanmasi i¢in bekletildi. Karistiricidan alinan tiipler 14.000 g
de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiijiin sonunda supernatant (yiizen) kismin1 yeni
bir ependorf tiipe transfer edildi. Hazirlanan 6rnek kaliplarinin MALDI-DOF MS ile
protein analizlerinin yapilmas: icin The Samuel Roberts Noble vakfinin protein analizi

arastirma merkezine gonderildi.
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3.2.13 Yapraklardaki Stoma Hiicreleri Diizeyinin Belirlenmesi

Ekotiplere ait bitki yapraklarindan belirli bir miktar petri kabi igerisine alindi ve
incelenmek tizere laboratuvara getirildi (Sekil 3.2.13.1). Petri kaplarinin igerisine hiicre
boyutu belirlenecek stomalarin agik kalmasini saglamak igin bir miktar su eklendi.
Yapraklardaki stoma hiicrelerinin mikroskopta goriiniir hale getirebilmek icin bisturi ile
yapraklarin alt yiizeylerinden ¢ok dikkatlice zar seklindeki yapi alindi. Alinan 6rnekler
lamel {izerine yerlestirildi ve daha sonra ekotiplerden belirli sayilarda alinan bu 6rnekler
Olympus BX41 floresan mikroskop ile gozlemlenip fotograflandi (Sekil 3.2.5.1).

Fotograflanan 6rneklerin alanlari daha sonra imaje-j programi araciligi ile dlgiimlendi ve t

testi ile birbirleri ile var olan iligkileri belirlendi.

Sekil 3.2.13.1 Ekotiplere ait bitki yapraklari
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4. BULGULAR

4.1 Ciceklerde Ovul Sayilarinin Belirlenmesi

Ekotiplere ait bitkilerden poliinasyondan sonra alinan g¢icek oOrnekleri laboratuvarda
mikroskop araciligiyla sayildiktan sonra tohum boyutlar1 ile arasindaki iliskisinin olup
olmadigin1 anlamak igin istatiksel olarak t-testi ile analiz edildi (Cizelge 4.1.1). Biiyiik
tohum boyutuna sahip olan W6 6018 ekotipine ait bitki ¢igeklerindeki ovul sayisinin
kendisinden daha kiigiik boyutlarda olan referans olarak ele alinan A 17 ekotipine gore
daha az sayida, ve yine kendisinden daha kii¢iik tohum boyutuna sahip olan W6 4980
ekotipine gore ise benzer sayida ovul igerdigi belirlenmistir. Yine biiyiik tohum boyutuna
sahip olan W6 6016 ekotipine ait ¢i¢eklerin igermis olduklari ovul sayilari da yine referans
ekotip olan A 17’ye gore diisiik sayida, W6 4980 ve W6 6018 ekotiplerine gore ise fazla
sayida ovul igerdigi gozlemlendi (Sekil 4.1.1). Bu sonuglar tohum boyutu ve igeriginin,
bitkilerin icermis olduklar1 ovul sayilar1 ile dogrudan bir iliski igerisinde olmadiklarini

gostermektedir.

Cizelge 4.1.1 Ekotiplere ait bitkilerden, poliinasyondan sonra alinan ¢i¢ek orneklerindeki

ovul sayilarimin belirlenmesi ve istatiksel olarak anlamlandirilmasi.

Ornek sayis1 ~ Ekotip  Ovul sayisi ort. SD P degeri
1 Al7 11 9.55556 0.88192
2 Al7 8
3 Al7 10
4 Al7 9
5 Al7 10
6 Al7 10
7 Al7 9
8 Al7 9
9 Al7 10
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Cizelge 4.1.1 (Devam) Ekotiplere ait bitkilerden, poliisyondan sonra alinan ¢igek

orneklerindeki ovul sayilarinin belirlenmesi ve istatiksel olarak anlamlandirilmasi.

Ornek sayim  Ekotip  Ovul sayisi Ort. SD P degeri

1 6018 4 5.11111 0.60093 5.72239E-10
6018
6018
6018
6018
6018
6018
6018
6018
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Ornek sayis1 ~ Ekotip  Ovul sayisi ort. SD P degeri

1 6016 9 7.11111 0.92796 0.095601272
6016
6016
6016
6016
6016
6016
6016
6016
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N N 0 oo NN o N
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Cizelge 4.1.1 (Devam) Ekotiplere ait bitkilerden, poliisyondan sonra alinan ¢igek

orneklerindeki ovul sayilarinin belirlenmesi ve istatiksel olarak anlamlandirilmasi.

Ornek sayis1 ~ Ekotip  Ovul sayisi ort. SD P degeri
1 4980 5 4777778 0.666667 3.32846E-10
2 4980 5
3 4980 5
4 4980 6
5 4980 4
6 4980 4
7 4980 5)

8 4980 5
9 4980 4
12
10
8 -
mAl17
c | 6018
m 6016
. = 4980
2 -
0 .
Ekotipler

Sekil 4.1.1 Ekotiplere ait ¢igeklerdeki ortalama ovul sayilar1 grafigi.
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4.2 Bekgi Hiicrelerin (Stoma) Boyutunun Hesaplanmasi

Ekotiplerden almman yaprak orneklerinin  Olympus BX41 floresan mikroskobik
incelenmesinde gézlemlenen stoma hiicreleri boyutu ve alanlar1 bitkilerin ploidi seviyeleri
hakkinda on bilgi verebilmektedir[84]. Yaptigimiz ¢alismada tohum boyutlarina ploidi
seviyesinin birbirinden farkli degerlerde olup olmadigini arastirmak icin ekotiplerden stoma
hiicrelerini igeren Yyaprak orneklerinin alt yiizeylerinden alinan ince zarimsi yapinin
incelenmesi ve fotograflanmasi yapildi (Sekil 4.2.1). Stoma hiicrelerinin birim alanda
bulunan miktarinin sayisi ve her bir hiicrenin alan hesaplamasi image-j alan hesaplama
programi ile yapildi. Alan hesaplamasi yapilan ekotiplere ait yapraklarin igermis olduklari
stoma sayilar1 ve alanlarinin hesabinin istatistiki analizi igin t-testi kullanildi (Cizelge
4.2.1). Yapilan bu istatistikler sonucunda ekotipler arasinda yapraklarinin igermis olduklari
stoma sayilar1 ve boyutlar1 arasinda istatistiksel olarak farkin olmadigi gézlemlendi. T-testi
sonucu elde ettigimiz veri grafiginde de ekotipler arasindaki istatistiksel agidan énemli bir
farkliligin olmadig1 gozlemlendi (Sekil 4.2.1.2). Ekotipler arasindaki biiyik ve kiigiik
tohumlu bitkiler arasinda DNA igerigi (Ploidi) seviyeleri bakimindan farklilik belirtisi
olusmadigindan bekgi hiicreler olan stomalarin tohum boyutuyla iligskisi olmadig

anlasilmistir.
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Stoma

Sekil 4.2.1 Ekotiplere ait bitkilerin yapraklarinin alt kismindan alinan 6rneklerde Olympus
BX41 floresan mikroskop ile stoma bekgi hiicrelerinin goériiniimii ve fotograflanmasi, a;
W6 4980, b; W6 6016, c; W6 6018 ve d; A 17 referans.
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Cizelge 4.2.1 Ekotiplere ait bitki yapraklarindaki stoma sayilari ve alanlarinin t testi

istatistik analizi ile yapilmasi.

Ornek sayisi Ekotip Alan Ortalama SD P degeri
1 4980 3162 2994.7037 365.576 0.00076642
4980 2774
3 4980 2817
4 4980 3065
5 4980 2968
6 4980 2713
7 4980 2901
8 4980 2844
9 4980 2703
10 4980 3309
11 4980 2978
12 4980 2929
13 4980 2673
14 4980 2761
15 4980 2337
16 4980 3234
17 4980 2605
18 4980 3396
19 4980 2945
20 4980 3607
21 4980 3623
22 4980 3728
23 4980 3716
24 4980 2893
25 4980 2865
26 4980 2574
27 4980 2737
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Cizelge 4.2.1 (Devam) Ekotiplere ait bitki yapraklarindaki stoma sayilar1 ve alanlarinin t-
testi istatistik analizi ile yapilmasi.

Ornek sayisi Ekotip Alan Ortalama SD P degeri
1 6016 2776 2687.45 327.138 0.791829
2 6016 2669
3 6016 2767
4 6016 2728
5 6016 2801
6 6016 2199
7 6016 3326
8 6016 3545
9 6016 2869
10 6016 2902
11 6016 2645
12 6016 2671
13 6016 2429
14 6016 3143
15 6016 3323
16 6016 2550
17 6016 2618
18 6016 2209
19 6016 2281
20 6016 2430
21 6016 2724
22 6016 2475
23 6016 2712
24 6016 2358
25 6016 2671
26 6016 2445
27 6016 3265
28 6016 3139
29 6016 2485
30 6016 2765
31 6016 2893
32 6016 2936
33 6016 2826
34 6016 2276
35 6016 2409
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Cizelge 4.2.1 (Devam) Ekotiplere ait bitki yapraklarindaki stoma sayilar1 ve alanlarinin t-
testi istatistik analizi ile yapilmasi.

Ornek sayisi Ekotip Alan Ortalama SD P degeri
36 6016 2514
37 6016 2265
38 6016 2376
39 6016 2575
40 6016 2508
Ornek sayisi Ekotip  Alan  Ortalama SD P degeri
1 6018 2310 2528.391 283.355 0.11519
6018 2410
3 6018 2510
4 6018 2151
5 6018 2782
6 6018 2669
7 6018 2717
8 6018 3218
9 6018 3141
10 6018 2541
11 6018 2486
12 6018 2134
13 6018 2452
14 6018 2346
15 6018 2336
16 6018 2436
17 6018 2390
18 6018 2259
19 6018 2623
20 6018 2589
21 6018 2151
22 6018 2792
23 6018 2710
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Cizelge 4.2.1 (Devam) Ekotiplere ait bitki yapraklarindaki stoma sayilar1 ve alanlarinin t-
testi istatistik analizi ile yapilmasi.

Ornek sayisi Ekotip Alan Ortalama SD P degeri
1 A 17 3144 2666.433 330.078
2 A 17 2696
3 A 17 2956
4 A 17 2590
5 A 17 3065
6 A 17 2641
7 A 17 2863
8 A 17 2739
9 A 17 2503
10 A 17 2073
11 A 17 2276
12 A 17 2987
13 A l7 2517
14 A 17 2365
15 A 17 2899
16 A 17 2497
17 A l7 3102
18 A l7 2822
19 A l7 2833
20 A 17 2417
21 A l7 2885
22 A l7 2765
23 A 17 2525
24 A 17 2905
25 A 17 2863
26 A l7 2835
27 A l7 2921
28 A l7 2438
29 A 17 1694

30 A 17 2177
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4000

3500

3000 -

2500 -
W 4980
2000 - m 6016
w6018

1500 - mAl17

1000 -

Stoma hiicrelerinin boyutu (Alan, piksel)

500 -

Sekil 4.2.1.2 Ekotiplere ait bitkilerin yapraklarindaki stoma boyutlarinin (Alan, piksel)
dagilim grafigi.

4.3 Tohum Agirhig: ve Biiyiime Egrisi Hesaplanmasi

Ekotiplerden 8 dap ile olgunlasma zamani olan 36 dap arasindaki farkli zamanlarda
toplanan podlar, icermis olduklari tohumlarin taze ve kuru agirliklari arasindaki farkin olup
olmadig1 belirlenmistir. Calismada farkli dap’larda incelenen tohumlarin belirli sayida
ornekleri oncelikle taze agirliklariin daha sonra ise ayni 6rneklerin 3 giin boyunca 37
°C’de kalmasindan sonra kuru agirhiklarmmn tartimi islemi ve bu elde edilen sonuglarin t-
testi ile analizi sonucunda (Cizelge 4.3.2), (Cizelge 4.3.3) taze ve kuru tohum agirhik
biiyiime grafiklerinin her ikisinde de W6 6016 ve W6 6018 ekotiplerine ait olan tohumlarin
diger A 17 (referans) ve W6 4980’¢ gore farkli bir tohum yapisina sahip oldugu
gozlemlenmektedir (Cizelge 4.3.1). Taze ve kuru tohum agirlik grafiklerinde erken tohum
gelisiminden baslamak iizere tiim dap’larda W6 6018 ekotipine ait olan tohumlarda
grafiklerde de goriildigi gibi her zaman diger ekotiplere gére daha yiiksek oldugu
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gozlemlenmistir. Fakat biiyilk tohum yapisina sahip olan W6 6016 ekotipi, normal
boyutlardaki yani kendisinden kiigiik boyuttaki A 17 (referans) ekotipine gore 8 dap ve 12
dap arasinda daha yavas ve diisiik bir gelisim asamasi1 gostermekte iken 12 dap’tan sonraki
tiim asamalarda ¢ok hizli gelisim gostererek 8 dap ve 12 dap araliginda kendisinden daha
hizli ve daha fazla agirlik iceren A 17 (referans) ekotipini ilerleyen dap’larda grafiklerde de
goriildiigii gibi farkl bir sekilde gegmistir (Sekil 4.3.1), (Sekil 4.3.2).
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Cizelge 4.3.1 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24 ve 36 dap’ta taze ve kuru tohum agirliklar

Ekotip DAP Tohum 'I:aze Aktiiel taze Ifu ru Aktiiel kuru
adet agirhk agirhk agirhk agirhk
Al7 8 10 0.0037 0.00037 0.00062 0.000062
Al7 8 10 0.0025 0.00025 0.00062 0.000062
Al7 8 10 0.0099 0.00099 0.00071 0.000071
Al7 8 10 0.0039 0.00039 0.00068 0.000068
Al7 8 10 0.0031 0.00031 0.00071 0.000071
Al7 8 10 0.0037 0.00037 0.00065 0.000065
Al7 10 20 0.01752 0.000876 0.00323 0.0001615
Al7 10 20 0.01831 0.0009155 0.00355 0.0001775
Al7 10 20 0.01892 0.000946 0.00366 0.000183
Al7 10 20 0.01965 0.0009825 0.00333 0.0001665
Al7 10 20 0.01625 0.0008125 0.00349 0.0001745
Al7 10 20 0.01811 0.0009055 0.00321 0.0001605
Al7 10 20 0.01663 0.0008315 0.00314 0.000157
Al7 10 20 0.01695 0.0008475 0.00282 0.000141
Al7 10 20 0.01841 0.0009205 0.00297 0.0001485
Al7 12 20 0.036 0.0018 0.0071 0.000355
Al7 12 20 0.0399 0.001995 0.0071 0.000355
Al7 12 20 0.0452 0.00226 0.007 0.00035
Al7 12 20 0.04 0.002 0.0067 0.000335
Al7 12 20 0.041 0.00205 0.0064 0.00032
Al7 12 20 0.0466 0.00233 0.0072 0.00036
Al7 12 20 0.0384 0.00192 0.0068 0.00034
Al7 12 20 0.0457 0.002285 0.0084 0.00042
Al7 12 20 0.0395 0.001975 0.0066 0.00033
Al7 12 20 0.0397 0.001985 0.0068 0.00034
Al7 14 20 0.074 0.0037 0.0143 0.000715
Al7 14 20 0.0721 0.003605 0.0139 0.000695
Al7 14 20 0.0794 0.00397 0.0144 0.00072
Al7 14 20 0.0714 0.00357 0.0116 0.00058
Al7 14 20 0.0715 0.003575 0.0137 0.000685
Al7 14 20 0.0737 0.003685 0.0122 0.00061
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Cizelge 4.3.1 (Devam) 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24 ve 36 dap’ta taze ve kuru tohum agirliklar

Ekotip DAP Tohum 'I:aze Aktiiel taze Pfu ru Aktiiel kuru
adet agirhk agirhk agirhk agirhk
Al7 14 20 0.077 0.00385 0.0135 0.000675
Al7 14 20 0.0836 0.00418 0.0134 0.00067
Al7 14 20 0.0757 0.003785 0.0123 0.000615
Al7 14 20 0.0776 0.00388 0.0127 0.000635
Al7 16 20 0.1005 0.005025 0.0192 0.00096
Al7 16 20 0.1086 0.00543 0.0233 0.001165
Al7 16 20 0.0975 0.004875 0.0194 0.00097
Al7 16 20 0.105 0.00525 0.0185 0.000925
Al7 16 20 0.1049 0.005245 0.0195 0.000975
Al7 16 20 0.1054 0.00527 0.0194 0.00097
Al7 20 15 0.0702 0.00468 0.028 0.001866667
Al7 20 15 0.0841 0.005606667 0.0269 0.001793333
Al7 20 15 0.0831 0.00554 0.0271 0.001806667
Al7 20 15 0.0832 0.005546667 0.0272 0.001813333
Al7 20 15 0.0693 0.00462 0.0274 0.001826667
Al7 24 10 0.0747 0.00747 0.0277 0.00277
Al7 24 10 0.0841 0.00841 0.0309 0.00309
Al7 24 10 0.0805 0.00805 0.0327 0.00327
Al7 24 10 0.0698 0.00698 0.0275 0.00275
Al7 24 10 0.0702 0.00702 0.0281 0.00281
Al7 24 10 0.0723 0.00723 0.0291 0.00291
Al7 24 10 0.0733 0.00733 0.0272 0.00272
Al7 24 10 0.0776 0.00776 0.0275 0.00275
Al7 36 10 0.0841 0.00841 0.0448 0.00448
Al7 36 10 0.0855 0.00855 0.0463 0.00463
Al7 36 10 0.0811 0.00811 0.0484 0.00484
Al7 36 10 0.0825 0.00825 0.0448 0.00448
Al7 36 10 0.0847 0.00847 0.0445 0.00445
Al7 36 10 0.0871 0.00871 0.0474 0.00474
Al7 36 10 0.1063 0.01063 0.0375 0.00375
Al7 36 10 0.0925 0.00925 0.0438 0.00438
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Cizelge 4.3.1 (Devam) 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24 ve 36 dap’ta taze ve kuru tohum agirliklari.

Ekotip DAP Tohum 'I:aze Aktiiel taze Ifu ru Aktiiel kuru
adet agirhk agirhk agirhk agirhk
4980 8 15 0.0023 0.000153333 0.00044 2.93333E-05
4980 8 15 0.0027 0.00018 0.00046 3.06667E-05
4980 8 15 0.0022 0.000146667 0.00048 0.000032
4980 8 15 0.0021 0.00014 0.00049 3.26667E-05
4980 8 15 0.0027 0.00018 0.00067 4.46667E-05
4980 8 15 0.0023 0.000153333 0.00055 3.66667E-05
4980 10 15 0.00666 0.000444 0.00098 6.53333E-05
4980 10 15 0.00605 0.000403333 0.0014 9.33333E-05
4980 10 15 0.0061 0.000406667 0.0012 0.00008
4980 10 15 0.00705 0.00047 0.0013 8.66667E-05
4980 10 15 0.00661 0.000440667 0.00097 6.46667E-05
4980 10 15 0.00695 0.000463333 0.0012 0.00008
4980 12 20 0.0175 0.000875 0.004 0.0002
4980 12 20 0.0186 0.00093 0.0033 0.000165
4980 12 20 0.018 0.0009 0.0034 0.00017
4980 12 20 0.0171 0.000855 0.0034 0.00017
4980 12 20 0.0152 0.00076 0.0037 0.000185
4980 12 20 0.0172 0.00086 0.0036 0.00018
4980 14 20 0.0319 0.001595 0.0068 0.00034
4980 14 20 0.0308 0.00154 0.007 0.00035
4980 14 20 0.0322 0.00161 0.0069 0.000345
4980 14 20 0.0345 0.001725 0.0067 0.000335
4980 14 20 0.0376 0.00188 0.0064 0.00032
4980 16 20 0.0526 0.00263 0.0121 0.000605
4980 16 20 0.0498 0.00249 0.0107 0.000535
4980 16 20 0.0462 0.00231 0.0119 0.000595
4980 16 20 0.0448 0.00224 0.011 0.00055
4980 16 20 0.0527 0.002635 0.0114 0.00057
4980 16 20 0.059 0.00295 0.012 0.00057
4980 20 10 0.0423 0.00423 0.013 0.0013
4980 20 10 0.0412 0.00412 0.0134 0.00134
4980 20 10 0.0375 0.00375 0.0128 0.00128
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Cizelge 4.3.1 (Devam) 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24 ve 36 dap’ta taze ve kuru tohum agirliklari.

Ekotip DAP Tohum 'I:aze Aktiiel taze Ifu ru Aktiiel kuru
adet agirhk agirhk agirhk agirhk
4980 20 10 0.0416 0.00416 0.0122 0.00122
4980 24 10 0.0533 0.00533 0.0219 0.00219
4980 24 10 0.0522 0.00522 0.0223 0.00223
4980 24 10 0.0534 0.00534 0.0221 0.00221
4980 24 10 0.0496 0.00496 0.0234 0.00234
4980 24 10 0.0531 0.00531 0.0214 0.00214
4980 36 10 0.0565 0.00565 0.0356 0.00356
4980 36 10 0.0644 0.00644 0.0308 0.00308
4980 36 10 0.0654 0.00654 0.0297 0.00297
4980 36 10 0.0645 0.00645 0.0345 0.00345
4980 36 10 0.0631 0.00631 0.0357 0.00357
4980 36 10 0.0702 0.00702 0.0324 0.00324
6016 8 10 0.0028 0.00028 0.00031 0.000031
6016 8 10 0.0032 0.00032 0.00049 0.000049
6016 8 10 0.0034 0.00034 0.00064 0.000064
6016 8 10 0.0028 0.00028 0.00045 0.000045
6016 8 10 0.0025 0.00025 0.00044 0.000044
6016 10 15 0.0111 0.00074 0.0021 0.00014
6016 10 15 0.0128 0.000853333 0.0026 0.000173333
6016 10 15 0.0115 0.000766667 0.0023 0.000153333
6016 10 15 0.0133 0.000886667 0.0022 0.000146667
6016 10 15 0.0118 0.000786667 0.0022 0.000146667
6016 12 20 0.0425 0.002125 0.0063 0.000315
6016 12 20 0.0356 0.00178 0.0064 0.00032
6016 12 20 0.0372 0.00186 0.0063 0.000315
6016 12 20 0.0369 0.001845 0.0071 0.000355
6016 12 20 0.031 0.00155 0.006 0.0003
6016 12 20 0.0368 0.00184 0.007 0.00035
6016 12 20 0.034 0.0017 0.0053 0.000265
6016 14 20 0.0817 0.004085 0.0133 0.000665
6016 14 20 0.0827 0.004135 0.0156 0.00078
6016 14 20 0.0818 0.00409 0.0142 0.00071
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Cizelge 4.3.1 (Devam) 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24 ve 36 dap’ta taze ve kuru tohum agirliklari.

Ekotip DAP Tohum 'I:aze Aktiiel taze Pfu ru Aktiiel kuru
adet agirhk agirhk agirhk agirhk

6016 14 20 0.0792 0.00396 0.0151 0.000755
6016 14 20 0.0773 0.003865 0.0143 0.000715
6016 14 20 0.0755 0.003775 0.0135 0.000675
6016 14 20 0.0925 0.004625 0.0167 0.000835
6016 16 20 0.1432 0.00716 0.0251 0.001255
6016 16 20 0.1381 0.006905 0.0242 0.00121
6016 16 20 0.1308 0.00654 0.0273 0.001365
6016 16 20 0.1292 0.00646 0.0246 0.00123
6016 16 20 0.1454 0.00727 0.0276 0.00138
6016 20 10 0.132 0.0132 0.0286 0.00286
6016 20 10 0.1222 0.01222 0.0285 0.00285
6016 20 10 0.0909 0.00909 0.0287 0.00287
6016 20 10 0.112 0.0112 0.0277 0.00277
6016 20 10 0.119 0.0119 0.0287 0.00287
6016 24 10 0.1476 0.01476 0.0574 0.00574
6016 24 10 0.1645 0.01645 0.0524 0.00524
6016 24 10 0.1462 0.01462 0.0528 0.00528
6016 24 10 0.1676 0.01676 0.0512 0.00512
6016 24 10 0.1496 0.01496 0.0526 0.00526
6016 24 10 0.1437 0.01437 0.0513 0.00513
6016 36 10 0.1936 0.01936 0.1106 0.01106
6016 36 10 0.2031 0.02031 0.0901 0.00901
6016 36 10 0.178 0.0178 0.0961 0.00961
6016 36 10 0.1824 0.01824 0.0881 0.00881
6016 36 10 0.1797 0.01797 0.1013 0.01013
6016 36 10 0.1935 0.01935 0.0961 0.00961
6018 8 10 0.00425 0.000425 0.00087 0.000087
6018 8 10 0.00449 0.000449 0.0007 0.00007
6018 8 10 0.00431 0.000431 0.00073 0.000073
6018 8 10 0.00555 0.000555 0.00076 0.000076
6018 8 10 0.0041 0.00041 0.00072 0.000072
6018 10 20 0.02432 0.001216 0.0041 0.000205
6018 10 20 0.0195 0.000975 0.0044 0.00022
6018 10 20 0.01915 0.0009575 0.004 0.0002
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Cizelge 4.3.1 (Devam) 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24 ve 36 dap’ta taze ve kuru tohum agirliklari.

Ekotip DAP Tohum Taze Aktiiel taze Kuru Aktiiel kuru
adet agirhk agirhk agirhk agirhk
6018 10 20 0.0198 0.00099 0.0042 0.00021
6018 10 20 0.0171 0.000855 0.0045 0.000225
6018 12 10 0.0305 0.00305 0.0054 0.00054
6018 12 10 0.0279 0.00279 0.0045 0.00045
6018 12 10 0.0285 0.00285 0.0055 0.00055
6018 12 10 0.0329 0.00329 0.005 0.0005
6018 12 10 0.0286 0.00286 0.0049 0.00049
6018 12 10 0.0303 0.00303 0.0046 0.00046
6018 14 20 0.115 0.00575 0.0202 0.00101
6018 14 20 0.1374 0.00687 0.0221 0.001105
6018 14 20 0.1174 0.00587 0.0253 0.001265
6018 14 20 0.1202 0.00601 0.0215 0.001075
6018 14 20 0.1212 0.00606 0.0249 0.001245
6018 16 5 0.0515 0.0103 0.0102 0.00204
6018 16 ) 0.0455 0.0091 0.0099 0.00198
6018 16 ) 0.0664 0.01328 0.0104 0.00208
6018 16 5 0.0514 0.01028 0.0109 0.00218
6018 16 ) 0.059 0.0118 0.0105 0.0021
6018 16 5 0.057 0.0114 0.0082 0.00164
6018 20 10 0.1431 0.01431 0.0291 0.00291
6018 20 10 0.1833 0.01833 0.0274 0.00274
6018 20 10 0.1632 0.01632 0.0281 0.00281
6018 20 10 0.118 0.0118 0.0311 0.00311
6018 24 5 0.1065 0.0213 0.0327 0.00654
6018 24 ) 0.0925 0.0185 0.0326 0.00652
6018 24 5 0.1016 0.02032 0.029 0.0058
6018 24 5 0.0971 0.01942 0.0344 0.00688
6018 24 5 0.1144 0.02288 0.0292 0.00584
6018 36 5 0.1377 0.02754 0.0605 0.0121
6018 36 5 0.1198 0.02396 0.057 0.0114
6018 36 5 0.1101 0.02202 0.062 0.0124
6018 36 5 0.1387 0.02774 0.0554 0.01108
6018 36 5 0.1328 0.02656 0.065 0.013
6018 36 5 0.1189 0.02378 0.0548 0.01096
6018 36 5 0.1268 0.02536 0.0553 0.01106
6018 36 S) 0.1171 0.02342 0.0505 0.0101
6018 36 5 0.1037 0.02074 0.0499 0.00998
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Cizelge 4.3.2 Ekotiplere ait 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24 ve 36 dap’ta taze tohum agirliklarinin
istatistik (t-testi) sonucu.

Al7 4980
DAP Agirhik (9) SD Agirhik (9) SD
8 0.000447 0.00027 0.0001589 1.70E-05
10 0.000893 5.60E-05 0.000438 2.80E-05
12 0.00206 0.00017 0.0008633 5.80E-05
14 0.00378 0.0002 0.00167 0.00014
16 0.005183 0.0002 0.0025425 0.00026
20 0.005199 0.0005 0.004065 0.00021
24 0.007531 0.00051 0.005232 0.00016
36 0.008798 0.00082 0.0064017 0.00044
6016 6018
DAP Agirhik (9) SD Agirhik (9) SD

8 0.000294 3.60E-05 0.000454 5.80E-05
10 0.000807 6.10E-05 0.000999 0.00013
12 0.001814 0.00018 0.002978 0.00018
14 0.004076 0.00027 0.006112 0.00044
16 0.006867 0.00036 0.011027 0.00146
20 0.011103 0.00154 0.01519 0.00279
24 0.01532 0.00102 0.020484 0.0017

36 0.018838 0.00099 0.024569 0.00242
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Cizelge 4.3.3 Ekotiplere ait 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24 ve 36 dap’ta kuru tohum agirliklarinin

istatistik (t-testi) sonucu.

Al7 W6 4980
DAP Agirhik (g) SD Agirhik (g) SD

8 0.0000665 4.13521E-06 3.43333E-05 5.63718E-06
10 0.000163333 1.36588E-05 7.83333E-05 1.14523E-05
12 0.0003505 2.74317E-05 0.000178333 1.29099E-05
14 0.00066 4.75511E-05 0.000338 1.15109E-05
16 0.000994167 8.56397E-05 0.000571 2.94534E-05
20 0.001821333 2.80476E-05 0.001285 5E-05

24 0.00288375 0.000197624 0.002222 7.39594E-05
36 0.00446875 0.000330041 0.003311667 0.000254198

W6 6016 W6 6018
DAP Agirhik (g) SD Agirhik (g) SD

8 0.0000466 1.18448E-05 0.0000756 6.73053E-06
10 0.000152 1.28236E-05 0.000212 1.03682E-05
12 0.000317143 3.03942E-05 0.000498333 4.07022E-05
14 0.000733571 6.04645E-05 0.00114 0.00011068
16 0.001288 7.89462E-05 0.002003333 0.000189912
20 0.00284 4.219E-05 0.0028925 0.000160909
24 0.005295 0.000228189 0.006316 0.000475058
36 0.009705 0.000814709 0.011342222 0.001008585
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4.4 DIC Goriintiilleme ile Tohum Gelisim Asamalarimin Analizi

Tohumun gelisim asamalarinin incelenmesi amaciyla farkli dap’lar olan 8, 10 ve 12 dap
zamanli ekotiplerin DIC goriintiillemesinde ekotipler arasinda embriyolarin gelisim
asamalarinda ¢esitli farkliliklar gézlemlenmektedir. A 17 (referans) ekotipine ait bitkinin 8
dap ile 10 dap arasindaki DIC gézleminde erken kalp olusumu goézlenmekte iken W6 4980,
W6 6016 ve W6 6018 ekotiplerinin embriyo gelisimlerinin globular safhada oldugu
goriilmektedir. 10 dap’ta ise A 17 (referans) ekotipinin embriyo gelisimi torpedo
asamasinda iken W6 6018 ve W6 4980 ekotiplerinde kalp, W6 6016 ekotipinde ise
embriyonun erken torpedo asamasinda oldugu goézlemlendi. 12 dap’ta ise A 17 (referans),
W6 6016 ve W6 6018 embriyolarinin torpedo asamasinda oldugunu W6 4980 ekotipinin
ise Kalp asamasinda oldugu DIC goériintiilemesi ile orataya ¢ikarilmistir. 12 dap’tan 6nce
W6 6016, W6 6018, W6 4980 ekotiplerinin embriyo gelisimleri A17 (referans) ekotipinin
embriyo gelisimine gore yavas bir gelisim asamasi gostermekte iken 12 dap’tan sonra W6
6016 ve W6 6018 ekotiplerinin embriyo boyutlari artis gostermektedir (Sekil 4.4.1). A 17
(referans) ekotipine gore 8 ile 10 dap arasinda ge¢ embriyo gelisimi gosteren fakat 13
dap’tan sonra hizli gelisim gosteren W6 6016 ve W6 6018 ekotiplerinin farkliliga neden
olan etmenleri 6grenebilmek igin hormonal ve metabolomik ¢aligsmalarin bizim igin Kritik
degeri olan bu 10, 12 ve 14 dap araligindaki tohumlardaki sonuglari olduk¢a degerli

olacaktir.

74



Weo 4980 We 6016 W6 6018 A 17 (Ref)

Sekil 4.4.1 Farkli dap’lardaki ekotiplerin DIC goriintilleme ile embriyo gelisim

asamalarinin gozlenmesi.

4.5 Ekotiplerde Hiicre Boyutu ve Seklinin Analizi

Tohumda bulunan toplam hiicre sayisi, sekli ve boyutunun tohumun boyutu ile iliskili
oldugu belirtilmigtir. Hiicre sayisindaki toplam artis embriyonun gelisiminin erken
donemlerinde bazi avantajlarin ve tohumda daha fazla miktarda depo materyallerinin
birikiminin gostergesidir. Bu yarginin Medicago i¢in dogru olup olmadigimi 6l¢mek igin
ekotiplere ait olgun tohum orneklerinin incelenmesinde belirli bir alan baz alinarak
tohumlardaki hiicre boyutlarinin incelenmesi i¢in ekotiplerin  tohumlarin tamami
mikroskobik olarak incelendi ve fotograflandi (Sekil 4.5.1). Daha sonra bilgisayar

ortaminda ekotiplerin tohumlarinin igermis olduklar1 ortalama hiicre sayist belirlendi
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(Cizelge 4.5.1). Boyutsal ve sayisal olarak onemli bir farkliligin olmadigi gézlemler ve

t-testi analizi sonucu belirlenmis ve sonuglar grafikte gosterilmistir (Sekil 4.5.2).

g e e 1 o
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Sekil 4.5.1 Ekotiplere ait olgun tohumlarda Olympus BX41 floresan mikroskop ile
hiicrelerin goriiniimii. a; W6 4980, b; W6 6016, c; W6 6018, d; A 17 (referans) ekotipi.
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Cizelge 4.5.1 Ekotiplere ait tohumlarin birim alanda igermis olduklar: hiicre sayilari

Ekotipler Hiicre sayisi Ortalama SD P degeri
6018 349 400.33333 45.299007 0.42284741
6018 348
6018 356
6018 371
6018 472
6018 439
6018 415
6018 427
6018 426
6016 419 436.33333 24.063804 0.1259419
6016 445
6016 480
6016 431
6016 413
6016 430
4980 444 460.72727 45.177629 0.02221843
4980 521
4980 469
4980 387
4980 553
4980 427
4980 460
4980 425
4980 456
4980 459
4980 467
Al7 466 401.4 82.154529
Al7 477
Al7 372
Al7 433
Al7 259
Al7 356
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Sekil 4.5.2 Ekotip tohumlarimmn birim alanda igermis olduklar1 ortalama hiicre sayilari

grafigi.

4.6 Ekotip Tohumlarinin Enzim Soliisyonu Icerisinde Toplam Hiicre Sayisinn
Belirlenmesi

Ekotiplere ait olgun tohumlarin igermis olduklar1 toplam hiicre sayisinin belirlenmesinde
her ekotipten toplamda rastgele se¢ilmis 3 tohumda hemositometre ile yapilan hiicre sayisi
Olciimiinde  tohumlarin  icermis olduklar1 hiicre sayilar1 arasinda farkliliklar
gozlemlenmektedir. Biiyiik tohum yapisina sahip olan W6 6016 ve W6 6018 ekotiplerinin
hemisitometrenin birim alanlarinda daha fazla sayida oldugu, kii¢iik boyuttaki W6 4980 ve
A 17 (referans) ekotiplerinin ise daha az sayida hiicre i¢erdigi mikroskobik incelemeler
sonucunda gozlemlendi ve hiicrelerin 0.1 pl enzim soliisyonundaki hiicre sayilari sayimi
yapildi (Cizelge 4.6.1). Daha sonra elde edilen veri sonuglari kullandigimiz 1.5 ml
soliisyonda 3 tohum igin eslestirildi (Cizelge 4.6.2). Elde edilen sonuglar t-testi istatistik
analizi ile karsilastirildi ve grafik yardimi ile ekotipler arasindaki farklilik gozlemlendi
(Sekil 4.6.1). Olgun tohumlarin daha onceki ¢alismada birim alandaki boyutlarinin ve
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sayilarinin benzer oldugunu goézlemistik fakat enzim soliisyonu igerisinde ekotiplerin

icermis olduklar1 toplam saymin farkli olmasinin sebebinin biiyiikk tohum yapisina sahip

olan bitkilerin tohumlarinda daha fazla sayida hiicre boliinmesi gergeklestirdigini ortaya

koymaktadir. Bu verilerden yola c¢ikilarak su sonuca ulasmak miimkiindiir: Biiytik

tohumlara sahip ekotiplerde biiyiikliik hiicre biiyiikliigiinden ziyade hiicre sayisinin

fazlaligindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.6.1 Ekotip olgun tohum 6rneklerinin 0.1 pl enzim soliisyonundaki hiicre sayilari.

Ekotip Hiicre sayisi Ortalama SD p degeri
6018 222 1170000 89721.8 3.438E-05
6018 220
6018 235
6018 259
6016 362 1288750 423524 0.0197853
6016 291
6016 182
6016 196
4980 98 472500 93586 0.0923756
4980 100
4980 112
4980 68
A 17 131 567500 85391.3
A1l7 121
A 17 111
A 17 91

79



Cizelge 4.6.2 1.5 ml enzim soliisyonu iginde ¢oziinen 3 tohum 6rnegi igin hiicre sayilarinin

dagilimi.

Ekotip Hiicre sayisi
6018 1110000
6018 1100000
6018 1175000
6018 1295000
6016 1810000
6016 1455000
6016 910000
6016 980000
4980 490000
4980 500000
4980 560000
4980 340000
Al7 655000
Al7 605000
Al7 555000
Al7 455000
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1800000

1600000

1400000

1200000

mAl7

1000000
m 6016

800000

w6018
600000

4980

400000 -

Her bir tohumdaki toplam hucre sayisinin
ortalamasi

200000 -

0 -

Ekotipler

Sekil 4.6.1 1.5 ml enzim soliisyonunda ¢6ziinen 3 adet tohum drneklerinin hemositometre

ile sayilarinin belirlenmesi ve t testi analizi ile sonuglandirilmas:.

4.7 Proteomik Veri Sonuglar1 ve Analizi (1D Jel Elektroforez)

Ekotiplere ait olgun tohum orneklerinin proteomik analiz verileri sonucunda elde edilen jel
elekroforez goriintiisiinde proteinler yogunlugu arasinda 6nemli bir fark gozlemlenemedi
(Sekil 4.7.1). Biiyiik tohum yapisina sahip olan W6 6016 ekotipi ve W6 6018 ekotipi ile
benzer yogunluga sahip fakat kiiciik tohum boyutuna sahip olan referans ekotip ve W6
4980 ekotipinde farkl sekilde yogunluk gosteren herhangi bir jel goriintiisiine rastlanmadi.
Bu sonuglar ekotipler arasindaki biiyliklik igin bizim gozlem spektrumumuza giren

proteinlerin higbirisinin belirgin bir fark yaratmadigin1 gostermektedir.
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1D jel elektroforez
4980 Al7 6018 6016 0a.

200.0

—=CE — AL

116.0
97.4

66.3

554

36.5

31.0

21.5

144

6.0

Sekil 4.7.1 Proteomik analiz, 1 D jel elektroforez grafigi
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4.8 Non-Polar Metabolitlerin Analizi ve Sonu¢landirilmasi
Metabolomik verilerden elde edilen sonuglara gore referans olan A17 ekotipinin diger
ekotiplerle kiyaslamasinda 270 farkli non polar metabolit arasinda 6nemli derecede ve

sayida farkin olmadig1 gézlemlenmistir (Cizelge 4.8.1).

Cizelge 4.8.1 Non polar bilesiklerin ekotipler arasindaki iligkisi.

Karsilastirma Aralarinda Anlamh Fark Bulunan Ciftler
Al7 - W6 6016 7
Al7 - W6 6018 73
Al17 - W6 4980 93
Al7 - (W6 6016-W6 6018) 0
(A17-W6 4980) - (W6 6016-W6 6018) 0

4.9 Hormonal Asamalarin Analizi ve Sonuclandirilmasi

Al7, W6 6016 ve W6 6018 ekotiplerinin 10, 12 ve 14 dap’lik zamanlarindan alinan tohum
orneklerinin TAA, TAA-Asp, ABA ve trans-Zeatin riboside hormonal analizleri sonucunda
elde edilen veri grafiklerinde ABA hormonal diizeyindeki analizinde referans olan Al7
ekotipinin ABA’nin miktarinin siirekli olarak arttigin1 ve 6zellikle de 12 dap’tan sonra daha
yiiksek ivmeli bir artis gosterdigi gozlemlenirken, diger iki ekotip olan W6 6016 ve W6
6018 ekotiplerinin referans ekotipine gore daha az ABA artis1 oldugu goézlemlenmektedir
(Sekil 4.9.1). ABA hormonunun bitki metabolizmasinda artisinin bitki de dormansiye
neden oldugu ve bitkide hiicre boliinmesini yavaslattigi bilinmektedir[85]. Biiyiime
hormonu olan IAA konsantrasyonu ise referans olan Al7 ekotipinde diger iki ekotipe gore
10 dap’a kadar artis gostermekte iken 10 dap’dan sonra sert bir diisiis gdstermektedir (Sekil
4.9.2). W6 6018 ekotipi ise 12 dap’dan sonra da artisina devam etmekteyken W6 6016
ekotipinde TAA seviyesi A17° ye gore biraz daha diisiik seviyede kalmistir. IAA-Asp
konsantrasyonu ise her ii¢ ekotipte 12 dap’dan sonra dogru orantili bir sekilde azaldigi

gozlemlenmektedir (Sekil 4.9.3). Trans-Zeatin riboside hormon miktari ise 10 dap’ da W6
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6018 ekotipinde yiiksek bir seviyede iken 10 dap’dan sonra sert bir diisiis gostermekte ve
12 dap’ da ii¢ ekotipinde seviyeleri birbirine esit olmaktadir (Sekil 4.9.4).

ABA Conc.

2400

2200

2000
1800 /
1600
1400

/ —o—W6-6016
1200 / —8—W6-6018
1000 / —a—Al7
600
400 3 ~ !

/Ir

200

Amt. of hormone (ng)/mg of sample

10 11 12 13 14
DAP

Sekil 4.9.1 Ekotiplerde 10, 12 ve 14 dap araliginda ABA hormon grafigi.
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IAA Conc.

1000

800 =+

£
600 N

400

Amt. of hormone (ng)/mg of sample

200

=o=\V6-6016
—&=—\\/6-6018

== A17

0 r T T T 1
10 11 12 13 14
DAP
Sekil 4.9.2 Ekotiplerde 10, 12 ve 14 dap araliginda IAA hormon grafigi.
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Amt. of hormone (ng)/mg of sample
&
o
o

1000

500

IAA-Asp Conc.

\ —0—\W6-6016
—— —8—W6-6018

10

11

12 13

DAP

14

Sekil 4.9.3 Ekotiplerde 10, 12 ve 14 dap araliginda IAA-Asp hormon grafigi.
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trans-Zeatin riboside Conc.

15000

12000 \

9000

6000

=0==\N6-6016
—&=\\/6-6018

== A17

Amt. of hormone (ng)/mg of sample

3000

10

: .
|

11 12 13
DAP

Sekil 4.9.4 Ekotiplerde 10, 12 ve 14 dap araliginda trans-Zeatin riboside hormon grafigi.
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5. TARTISMA

Insanligin besin ihtiyacini karsilayan ve besini yilin farkli zaman dilimlerinde bozulmadan
kullanilmasma imkan verdigi i¢in tohum oldukga degerli bir tarimsal iiriindiir[86].
Bitkilerde tohum biiyiikliigii ve kompozisyonu verim ve besin kalitesini etkiledigi i¢in
ekonomik tarimsal agidan olduk¢a dnemli iki faktordiir[87]. Eldeki calismada model bitki
olan Medicago truncatula’da dogal olarak varyasyon gosteren bu Kkarakterlerin tohum
gelisim asamalarinda nasil ortaya ciktiklarini analiz etmek igin farkli analiz yontemlerini
kullandik. Calismamizda yapilan degerlendirmelerin ilkinde tohum boyutu ve igeriginin,
bitki ¢i¢eklerindeki ovul sayilari ile herhangi bir iligkisinin bulunup bulunmadiginin test
edilmesidir. Yapilan analizler tohum boyutu ve igeriginin, bitki ¢igeklerindeki ovul sayilar
ile dogrudan bir iligki i¢erisinde olmadiklarin1 géstermektedir. Ovul sayisi ile tohum sayisi
arasinda dogrudan iligki varolmakla beraber tohum biiyiikliigli ile ovum sayis1 arasinda
anlamli bir iliski diger canlilarda da kurulamamistir[88]. Tohum biiyiikliigiiniin tiir
icerisinde farkli ekotipler arasinda farklilik gdstermesi ise yeryliziine dagilim ile alakali bir
adaptasyon olarak kayda gegirilmistir[89]. Yaptigimiz bir diger morfolojik analiz ise hiicre
saysisnin m1 yoksa boyutunun mu tohum biiylikliigline etki ettiginin tespit edilmesidir.
Calismamizin sonuglart hiicrelerin ebatlari arasinda farklilik olmadigini géstermis ve tohum
biiyiikliigiiniin hiicre sayisindan kaynaklandigini ortaya koymustur. Bitkilerde yaygin
goriilen tiir 1¢1 ¢ekirdek DNA igerigi farklilig1 ploidi degisimlerini ve dolayisiyla da hiicre
biiyiikliigiinii ve bitki morfolojik biiytlikliiglinii gerektirdigi dnceki bir ¢ok calismada rapor
edimistir[90, 91].

Calisamamizda ekotipler arasinda proteomik ve iyonomik degerler i¢in bir fark
gbzlenmezken, hormonlardan ABA’nin 12-14 dap araliginda biiylik bir ivme ile arttigini
gozlemledik. Biiyiik tohumlarda goriilen yiiksek diizeyde ABA miktar1 daha once farkli
bitki tohumlarinda da rapor edilmistir[92, 93]
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