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ONSOZ

Tirkiye’de en genis yayilim gosteren Lolium perenne L. ve Festuca
arundinacea Schreb. tiirleri olay yerlerinde karsilasma ihtimali en yiiksek olan
bitkilerdir. Olast bir olay yerinde, viicuttan ¢ikacak her tiirlii sivi ortamin florasini
hem morfolojik olarak hem de genetik olarak etkileyecektir. Bu ¢alismada bitkilerde
mikrofilamentlerin iiretilmesinde ©6nemli bir role sahip olan aktin proteinini
sentezleyen ve housekeeping gen olan olan g-actin geninin, farkli viicut sivilarina
(idrar, kan, safra 6z suyu) maruz birakilmis yaprak dokularinda, gen ifadesi
farkliliklar1 karsilastirmali olarak qRT-PCR ile incelenmistir Multidisipliner bir alan
olan adli botanik biliminde adli olaylara, olay yerindeki bitki agisindan ve molekiiler
acidan bir bakis agist sunulmasinin yani sira, farkli viicut sivilarmin bitkinin
dejenerasyon ve apoptosis siirecinde etkili olup olmadigu belirlenmistir. Literatiirde

benzer bir ¢calisma bulunmamaktadir.
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1. GIRIS

Bitkilerin adli bilimlerdeki yeri ve 6énemi her ne kadar sonradan anlasilsa da,
teknolojinin gelismesiyle birlikte artmistir ve hala yeni ¢aligmalar ile gelismektedir.
Olay vyerinden, siipheliden ya da magdurdan toplanan bitkisel materyallerin
incelenmesi ile sugu ¢6zmeye yardimci veya destekleyici kanitlar saglanmasi adli
botanigin temel amacidir. Olay yerinden elde edilen bitki orneklerinin anatomik,
fizyolojik, sistematik ve genetik Ozellikleri incelenerek; su¢un muhtemel zaman
dilimi, cesedin tasinma ihtimali ve olay yerinin belirlenmesi saglanir. Boylelikle
siipheli, olay yeri ve maktul liggeninin iligskisi saglanir. Cim bitkisiyle gerek
iilkemizde gerekse diinyada yapilan calismalara, adli c¢erceveden yaklasim c¢ok
kisithdir. Yeryiiziinde en ¢ok yayilis gosteren bitkiler ¢im bitkileri oldugu i¢in olay
yerlerinde en ¢ok rastlanabilecek bitkiler de ¢im gesitleridir. Bu nedenle; adli botanik
biliminin gelismesi katki saglamak amaciyla, arastirmalarin bu bitkiler iizerinde

yogunlagsmasi gerekmektedir.

Cok yillik ¢im bitkisi (Lolium perenne L.) daha ¢ok ABD ve Avrupa’da
olmak iizere diinyanin iliman kosullarinda ¢im ve yem amaciyla kullaniimaktadir.
Japonya, Avustralya ve Yeni Zelanda’da yem bitkisi olarak kullanimi yaygin iken
Avrupa’nin iliman bolgelerinde ise ¢im amaglh kullanimi yaygindir (Thorogood
2003). Poaceae familyasina ve alt familya Festucoideae'ye ait 6nemli bir serin
mevsim ¢ok yillik yem otu tiiriidiir. Dogu Orta ve Glineydogu ABD, Giiney Avrupa
ve diinyanin diger bir¢ok bodlgesinde yaygin olarak yetistirilmektedir. Uzun boylu
cayir otlar1 meralarda, spor sahalarinda, otoyollarda ve yol kenarlarinda yaygin
olarak kullanilir (Barnes, 1990). Ulkemizde ise; Lolium perenne yiiksek nem ve su
ihtiyacindan dolay1 kiy1 kesimlerde daha yaygindir. Festuca arundinacea Schreb. ise
dayaniklilig1 ve cevresel kosullara karsi gostermis oldugu genis adaptasyonu ile i¢

kirag alanlarda yaygin olarak goriillmektedir (Anonim 2019).



Cim bitkisi kanit aramalarinda en fazla karsilasilan bitki tiirleri arasindadir ve
olay yeri ile baska yerler arasinda baglantilar kurma, bir maddeyi siipheli ile
iliskilendirme, siiphelilerin su¢ mahallinden baska yerde oldugu iddiasinin
dogrulugunu saglama potansiyeline sahiptir (Carroll ve ark. 1983). Ancak olas1 bir
olay yerinde bir cesetten agiga cikacak sivilarin bitki morfolojisini ve bitki gen

ifadesini nasil etkileyecegi bilinmemektedir.

Aktin proteini bitkilerde; bir gen ailesi tarafindan kodlanan, bitki
sitoiskeletinin fonksiyonu ve yapist i¢in hayati Oonem tasiyan bir proteindir
(Slajcherova ve ark. 2012). Bitkide bir dejenerasyon s6z konusu oldugunda, aktin
proteinlerinin yikilmasi ve bitki iskelet biitiinliigiiniin bozulacag: diisiiniilmektedir.
Farkli viicut sivilar1 olan, kan, idrar ve safra 0z suyu gibi bilesenler, bitki
biitiinliiglinde bir dejenerasyon meydana getirebilir. Bu calismada; bu hipotezden
yola ¢ikilarak; kan, idrar ve safra 6z suyuna maruz birakilan, yaygin ¢im ¢esitlerinin
dejenerasyon siire¢leri morfolojik olarak ve gen ifadesi diizeyinde incelenmistir. Bu
calisma adli olaylarda; botanik bilimine, bitkiler acisindan bir bakis a¢is1 sunma

0zelligi nedeni ile ilerleyen ¢aligmalar i¢in bir referans 6zelligi tagiyacaktir.



1.2 LITERATUR OZETi

1.2.1. Adli Botanigin Tarihc¢esi ve Kullanim Alanlar:

Adli botanik, sugu ¢6zmek i¢in botanik bilgisinin uygulandigi disiplinler arasi
bir alandir. Insan varliginin baslangicindan bu yana bitkiler, medeniyetlerinde dnemli
rol oynamistir. Hem silah hem de koruyucu olarak kullanilmistir. Bitkiler ceza
davalarinin ¢6ziimii i¢in kanit olarak rol oynasa da nispeten yeni bir alandir.
Bitkilerin ilk kez bir davada kanit olarak kullanimi, Charles ve Anne Morrow
Lindbergh'in oglunun kagirildig: ve dldiirtildiigii 1930'larin {inlii Lindbergh kac¢irma
davasiyla ilgilidir. Botanik¢i Arthur Koehler tarafindan saglanan kanitlarla Bruno
Hauptmann 1935'te mahkum edilmistir. Koehler, kagirmada kullanilan merdivenin,
kismen Hauptmanns'in ikamet ettigi cati katindan alinan tahtadan yapildigim
gostermistir (Tippo ve Stern 1977; Baden 1983; Haag 1983; Lane ve ark. 1990;
Graham 1997). Koehler'in kanitlari, ahgsabin anatomik 6&zelliklere dayanarak
tanimlanmasi, yillik biiyime halkalariin eslestirilmesi ve kereste bahgesinde planya
ve bir el diizlemi igeren aletlerle ahsabin iizerine yapilmis benzersiz isaretler
icermesidir. Koehler'in sagladigi kanitlarin bariz degerleri, gelecekteki adli tip amacgh
kullanimlara zemin hazirlamistir. Bu dava, adli botanigin dogusuna sebep olmustur.
Adli terminolojide, latince “forensis” kelimesi “mahkeme veya mahkeme igin”
anlamina gelir. Adli bilim, genellikle adalet amagli bilimsel yontem ve tekniklerin
uygulanmasi olarak tanimlanmaktadir. Adli bilim, gesitli basliklara ayrilmistir: adli
biyoloji, adli antropoloji, adli kimya, adli fizik, adli botanik, adli entomoloji, adli
seroloji vb. Adli botanik, mahkemede bitki kanitlarmin kullanilmas:t olarak
tanimlanmaktadir. Baska bir deyisle, bir olay yerinde toplanan bitki materyallerinin
veya kalintilarin incelenmesi ve bunlarin suglart veya diger yasal problemleri
¢6zmek icin kullanilmasi “Adli Botanik™ olarak adlandirilabilir. Adli botanik ceza
sorusturmasinda degerli bir rol oynamaktadir, ancak ceza sorusturmasinda yer alan
cogu kisi arasindaki botanik bilgisi eksikligi nedeniyle kullanilmamistir. Adli botanik

yillar boyunca cezai sorusturmalarda kullanilmamasina ragmen, becerikli



arastirmacilar ve insiyatif sahibi bilim insanlar1 bunu degistirmeye baslamistir. Adli
botanik, bitki taksonomisi, palinoloji, bitki ekolojisi, limnoloji ve daha yakin
zamanda molekiiler bitki biyolojisi gibi gesitli alanlara ayrilmistir (Lipscomb ve
Diggs 1998; Dengler 2002; Aquila 2014).

Adli botanik cinayet kurbanlarinda mide igeriginin incelenmesinde de
faydalidir. Bir kurbanin son yemeginin igerigini veya kurbanin yerini belirlemeye
yardimci olabilir. Oliim zamanmin belirlenmesini, cinayet ya da intihar siiphesinin
kesinlesmesini saglayabilir. Bir magdurun 6liim yerinden tasinmasi durumunda, bitki
analizi, viicuttaki bitki kalintilarinin viicudun bulundugu bitki oOrtiisiiniin veya
kurbanin 6ldiiriildiigii baska bir yerin 6zelligi olup olmadigimi belirleyebilir. Gizli
mezarlarin bulunmasi veya dogadaki bir olay yerinin, yerel ve sira dis1 bitki
Ortiistiniin ~ bilinmesi, olayin gerceklestigi ortami1 tantyan bitki bilimcilerin

uzmanhgim gerektirir (Lipscomb ve Diggs 1998).

Son zamanlarda, bitki biyoteknolojisi, bitki bilimlerinin heyecan verici bir alani
olarak ortaya c¢ikmistir. Bu teknoloji ile c¢esitli biyolojik manipiilasyon ve
yorumlamalar yapilabilir (Chawla, 2002). DNA parmak izi, DNA barkodlama,
molekiiler markerler gibi teknikler bugiinlerde adli vakalart ¢6zmek igin
aragtirmacilar tarafindan yogun olarak kullanilmaktadir. Adli botanikte temel olarak

tiir tespiti, s6z konusu bitkinin endemizmi igin kullanilir (Chandra ve Sharma, 2014).

Ancak; yapilan literatiir taramasi1 gostermistir ki, giiniimiizde adli olaylarda
bitkiler gibi ¢evresel faktorler agisindan bir degerlendirilme s6z konusu degildir veya
cok sinirhidir. Yani; bir olay yerinin ¢evresel kosullart degerlendirildiginde; meydana
gelen tiim degerlendirmeler ceset bazli yapilmaktadir. Oysaki olayin cevresinde
meydana gelen her parametre degerlendirilmeli ve olaylarin ¢6zlimii i¢in alternatif

bakislar aranmalidir.



1.2.2. Adli Cahsmalarda Cim Bitkisi

Adli calismalarda botanik biliminin gelismesi ve ¢im bitkisiyle yapilan
caligmalar giin gectikce artmakta ve Oonem kazanmaktadir. Bu tez c¢alismasinda
Tirkiye’de yaygin yayilis gosteren Lolium perenne ve Festuca arundinacea ¢im

gesitleri kullanilmistir.

1.2.3. Lolium perenne (Top gun)

Lolium perenne Asya iliman bolgeleri ile Kuzey Afrika’ya ait bir bitki tiirtidiir.
Ulkemiz dahil diinyanin farkli bolgelerinde de goriilmektedir. Serin iklim ¢im tiirii
olmakla birlikte 1liman bolgelerde iyi gelisim gosterir. Golgeye dayanimi zayiftir.
Ekstrem sicak, soguk ve kurak ortamlara dayaniksizdir. Notr ve hafif asidik
topraklarda iyi gelisir (pH 5,1- 8,4) (A¢ikgdz 1994, Hannaway ve ark., 1999)

Lolium perenne’nin genel 6zellikleri sunlardir: Cabuk ¢imlenir ve hizli yapilanir,
alan1 kisa siirede kaplar ve yabanci otlarin gelismesini onler, yiiksek kaliteli, sik
dokulu, orta yesil renkli ve orta derecede ince dokuludur. Renk derecesi 1-9 (1 en
diisiik, 9 en yiiksek) dlgeginde 6,6 dir. Ozellikle yaz ve sonbaharda doku sikligi
oldukgca 1yidir. Y1l boyu stirdiirebildigi adaptasyon yetenegi toprak yiizeyini kaplayan
yasayan bitki sayisi yiizdesi testinden aldigi yiiksek notlarla da ispat edilmistir.
Kahverengi yama hastaligi, fusarium yamasi, dolar spot ve red thread’in de
aralarinda bulundugu pek ¢ok hastaliga karsi en iy1 performans gosteren ¢esitlerden

biridir (Anonim 2019).



1.2.4. Festuca arundinacea (Jaguar)

Serin iklim ¢im tiirii olan Festuca arundinacea; Dogu Orta ve Giineydogu ABD,
Giiney Avrupa ve llkemiz dahil diinyanin bir ¢ok farkli bolgelerinde yetismektedir.
Golgeye adaptasyonu vardir. Ekstrem sicak, soguk ve kurak ortamlara adaptasyon
gosterir. pH 3,6-7,7 degerleri arasinda gelisebilir (Burton ve Robinson 1952,
Acikgoz 1991).

Festuca arundinace ¢iminin Ozellikleri sunlardir: Sicaga, kurakliga,
susuzluga, tuzluluga ve yipranmaya karsi ¢ok dayaniklidir. Yaprak dokusu ince ve
koyu yesil renklidir. Az- Orta -Yiiksek, her tiirlii bakim programina uyum saglar. En
iyi 3,75 cmile 7,5 cm arasindaki bigim yiiksekliginde performans gosterir. Yavas
boylanir. Cok sik bi¢im gerektirmez. Hem sicak hem de serin iklim sartlarina
adaptasyonu yiiksektir. Tam giines alan ve pargali gblge olan alanlar icin idealdir.
Parcgal1 g6lge alanlarda doku sikligin1 korur. Derin kok yapis1 sayesinde topragin alt
kesimlerindeki nemli alanlardan faydalanir. Boylece diger ¢im tiirleri kuraklikla
beraber sararirken, Jaguar 4G kurak kosullarda dahi yesil aksamini uzun siire korur.

Kotii topraklara ve hastaliklara kargi toleransi yiiksektir (Anonim 2019).

1.2.5. Aktin Proteininin Bitkilerdeki Gorevleri ve Kodlandigi Genler

Aktin hiicre iskeleti endositoz, hareketlilik, sitokinez, sinyal-cevap baglanmasi,
organel ve vezikiil trafigi dahil olmak {iizere hiicresel fonksiyonlarin bir ¢ogunda
onemli bir rol oynar. Aktinin bu islemlere tahsis edilmesi, filamentlerin baglanmasi-
sokiilmesi sistemleri, aktin baglama ve diizenleyici molekiillerin yelpazesinde
bulunan plastisiteyi yansitmaktadir. Saglikli bir hiicrede, aktin filamentleri, hizlica
bliyliyen veya dikenli uglara tercihen eklenmis ATP bagli aktin monomerleri ile
polarize bir sekilde birlestirilir. Aktin zayif bir igsel ATPaz aktivitesine sahiptir ve

ATP'nin ADP + Pi' ye hidrolizine, aktin filamentini stabilize eden ve yavas biiyliyen



veya sivri ugtan monomer ayrismasini tesvik eden bir yapisal degisiklik eslik eder.
Serbest birakilan ADP'ye bagli aktin monomerleri daha sonra ABP'ler (aktin
baglayan proteinler) tarafindan kolaylastirilan niikleotid degisimine tabi tutulur ve
yeniden sarj edilmis ATP bobin aktininin sik sik 'kosu bandi' adi1 verilen dongiisel
isleme yeniden girmesini saglar. Filament demetleme, kopma, kapatma, capraz
baglama ve monomer sekestrasyonunda korunmus fonksiyonlara sahip diger ABP
ornekleri bu incelemenin kapsami disindadir. Aktin diizeneginin ve s6kme isleminin
diizenlenmesi, dis sinyalleri yeniden sekillenme olaylarina baglayan karmagik
sinyalizasyon sistemlerinin kontrolii altindadir; bu, hiicre seklini veya davranisini
yeni c¢evresel kosullara uyacak sekilde degistiren hiicresel faaliyetlerle sonuglanir.
Son on yilda, aktinin apoptozis/programli hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli

bir rol oynadigina dair kanitlar ortaya ¢ikmistir (Franklin-Tong ve Gourlay 2008).

Protein seviyesinde bitki aktin izotipleri arasindaki farklar daha ytiksektir ve
amino asit residiileri, hayvan aktinlerindekinden daha siktir ve bu durum, tek tek
aktin izotiplerinin bitki dokularinda spesifik rollere sahip olabilecegini
diisiindiirmektedir. ifade analizi, aym sekilde vejetatif ve {ireme aktinlerinin varligini

da ortaya koymustur (Huang ve ark. 1997).

Molekiiler ¢caligsmalar, genel olarak bir vejetatif ve lireme kanadina boliinmiis
olan anjiyoperm aktin gen ailesinin yiiksek karmagikligini ortaya c¢ikarmstir.
Filogenetik analiz, bitkisel aktinlerin, egrelti aktinlerle ortak atalari paylasan daha
ilkel bir aktin grubunu temsil ettigini gostermistir. Ureme aktin grubunun
muhtemelen vejetatif aktinlerden gelistigi, belki de yeni gelisen yapilarda yeni
fonksiyonlarin gerekliligini yansittigi one siiriilmistiir (An ve ark., 1999). Bireysel
aktin izotiplerinin ayrilma momenti, aktin genlerinin sekanslarindaki karakter ve
degisiklik sayisina gore tahmin edilebilir. Arabidopsis aktinlerinin filogenetik
analizi, vejetatif ve lireme aktin gen gruplariin yaklasik 350-400 milyon yil (MY)
once farklilastigini gostermistir (Gilliland ve ark., 1998). Bu, bitkilerin su ortamini
terk edip karaya ¢ikip lireme yapilari gelistirdigi zamana karsilik gelir. ACT11, ilkel

ve ileri jimnospermlerin ayrildig1 yaklasik 220 MY 0Once iireme izotiplerinin geri



kalanindan ayrildig1 6ngoriilmektedir (Kandasamy ve ark., 1999). Diger alt siniflarin
ise yaklasik 200 MY once ayrildig: diistiniilmektedir (An ve ark., 1996a; Gilliland ve
ark., 1998; Kandasamy ve ark., 2009). 130-177 MY once ortaya c¢ikan ¢igekli
bitkilerin evrimi ile ¢akismaktadir (Specht ve Bartlett, 2009; Smith ve ark., 2010).
Bu veriler yeni aktin izotiplerinin rastgele gelismedigini, kokenlerinin yeni protein ve
fonksiyonlara olan ihtiyact yansittigini gostermektedir. Aktin gen ailesinin bitki
tiirlerinin  birbirleriyle olan farklilasmasi ile c¢akigsmasi benzer sekilde Populus

(kavak)'ta da izlenebilir (Zhang ve ark., 2010).

Bitki aktin genlerinin sayis1 doku karmasikliginin artmasiyla birlikte
arttigindan, karmagsik dokulara sahip daha karmasik bitki organizmalarinin daha fazla

cesitlendirilmis aktinlere ihtiyag duydugu varsayilabilir (Bhattacharya ve ark., 2000).

TATA kutusu  ATGS kodonu AATAARN

— |
L Li 1 1i 2 2i 3 3il4 3'UTR‘

Sekil 1.2.5.1 Genel bir bitki aktin geninin sematik yapisi. Yatay Kalin siyah ¢izgi

diizenleyici bolgeyi belirtir. L ve Li sirasiyla lider ekson ve lider introndur. 1-

4 sayilar1 ekzondur ve 1i — 3i sayilar1 introndur (Slajcherova ve ark., 2012).

Bitkilerin aktin hiicre iskeletini ¢evreyi izlemek i¢in biyosensor olarak
kullandigina ve bunu polimerizasyon durumundaki degisikliklere doniistiirdiigline
ve bunun morfogenezde degisikliklere neden olduguna dair 6nemli kanitlar vardir.
Bitkiler muhtemelen stresi izlemek icin bir sensor olarak aktin kullanir, bunu
polimerizasyon durumundaki degisikliklere doniistiiriir, yeterince biiyiikk ve
yeterince uzun bir siire boyunca tutulursa, PCD (programmed cell death/programl
hiicre 6liimii)'yi tetikler. ROS (Reaktif oksijen tiirleri) ve aktinin bitkilerde PCD'de
anahtar rol oynadigma dair genis bir kanit olmasina ragmen, maya ve hayvan
hiicrelerinde kesin oldugu diisiiniilen bu baglantiya zit olarak, literatiirde ROS

(reaktif oksijen tiirleri) arasinda olasi bir iliski oldugunu gosteren kanit



bulunamamustir Orrenius (2007), Bethke ve Jones (2001), Torres ve ark., (2006),
Madeo ve ark. (1999), Eisenberg ve ark., (2007), Franklin-Tong ve Gourlay (2008).

1.2.6. Farkh Viicut Sivilarimin Ozellikleri

Bu ¢alismada; farkli viicut sivilari olarak kan, idrar ve Safra 6z suyu ¢ozeltisi

kullanilmistir.

i. Idrar

Asidik bir sivi olan idrar; viicutta mineral ve diger maddelerin dengesinin
saglanmasinda etkilidir. Viicutta olmasi1 gerekenden fazla olan veya viicuda zararl
olan maddeler idrar yolu ile disar1 atilir. idrar, iginde erimis ya da siispansiyon
durumunda bulunan bir¢ok maddeyi uzaklastirir. Ayn1 zamanda idrar (alinan besine
bagl olarak) 5,0 — 8,0 pH degerligi arasindadir (https://www.florence.com.tr/normal-

tam-idrar-testi-tit-degerleri-nedir).
ii. Kan

Kan; plazma ve kan hiicrelerinden olugsan temel bir viicut sivisidir. Plazma,
kanin hacminin %55'ini olusturmaktadir. Plazmanin %901 sudan olusur ve geriye
kalan boliimii organik ve inorganik maddeler olan plazma proteinleri, aminoasitler,
karbonhidratlar, yaglar, hormonlar, iire, tirik asit, laktik asit, enzimler, antikorlar,
sodyum, potasyum, iyot, demir, bikarbonat gibi elementlerden olusmaktadir

(http://www.hematoloji.org.tr/content.php?gid=20#1).
iii. Safra
Pankreatik ¢ozelti, laboratuvar ortaminda hazirlanmis igeriginde karacigerden

salgilanan enzimler ve safra tuzu bulunan karacigerden oniki parmak bagirsagina

bosaltilan salgiya yakin bir sividir (Kagan Ugok ve ark., 2010).


https://www.wikizero.com/tr/Mineral
https://www.wikizero.com/tr/S%C3%BCspansiyon
https://www.florence.com.tr/normal-tam-idrar-testi-tit-degerleri-nedir
https://www.florence.com.tr/normal-tam-idrar-testi-tit-degerleri-nedir
https://www.wikizero.com/w/index.php?title=Kan_h%C3%BCcreleri&action=edit&redlink=1
https://www.wikizero.com/tr/Kan_plazmas%C4%B1
https://www.wikizero.com/tr/Su
http://www.hematoloji.org.tr/content.php?gid=20#1

1.2.7. Ger¢ek Zamanh (RT-PCR) PCR

Gergek zamanli PCR analizinde hedef DNA par¢asinin ¢ogaltilmasi sirasinda
floresan boya ile birlesmesi sonucu yaptigi 1s1ma sayesinde gercek zamanli olarak

gozlenebilmesi esasina dayanir (Giinel 2007, Gibson ve ark., 1996).

Gergek zamanli PCR analizinde ¢ogalan gen bdlgesini belirleyebilmek i¢in
cesitli floresan isaretli problar kullanilir. Bunlardan birkagit SYBR Green I TagMan,
Light-up, Molekiiler boncukdur. Bu problarin kullanilmas: sayesinde PCR ¢ogaltimi

goriiniir kilinir ve tiim analiz monitorize edilebilmis olunur (Giinel 2007).

Gergek zamanli PCR’da floresan boya olarak ‘SYBR Green I’ kullanilir.
SYBR Green I, reaksiyon asamasinda ¢ift zincirli DNA’ya baglanabilir. DNA tek
zincirli hale geldiginde ‘SYBR Green’ DNA’dan uzaklasir. Ger¢cek zamanli PCR
analizi baslangicindaki malzemeler DNA molekiilii, primerler ve SYBR Green I
boyasidir. Analiz siirecinde primerler baglanip uzama basladiginda floresan boyanin
¢ift zincirli DNA’ya baglanmasi sonucu 1g1ma yapmaya baslar. Ger¢ek zamanli PCR
basladiginda 1s1ma zayiftir ancak reaksiyon devaminda ise olusan iiriin miktar: ile
floresan boyanin DNA zincirine baglanmasi sonucunda olusan 1s1ma dogru

orantilidir (Giinel 2007, Kubista ve ark. 2006).

Gercek zamanli PCR yontemi kapali tiiplii bir sistemde gerceklestirilir ve
numunenin PCR sonrasi manipiilasyonunu gerektirmez. Bu nedenle, laboratuvarda
PCR kontaminasyonu potansiyeli azalir, ¢iinkii yiikseltilmis iiriinler reaksiyon tiipleri
acilmadan analiz edilebilir ve atilabilir. Bu yontem, nicel ger¢ek zamanli PCR

kontrolleri i¢in nicel PCR veya housekeeping genleri i¢in normallestirme geninin (-
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aktin) kullanimini destekler (Heid ve ark. 1996). Bu yontem, gen kopyalariin ¢ok

dogru ve tekrarlanabilir bir sekilde nicel 6l¢timiinii saglar (Giinel 2007).

Diger kantitatif PCR yontemlerinden farkli olarak, gercek zamanli PCR, PCR
sonras1 Ornek isleme gerektirmez, potansiyel PCR iiriiniiniin kontaminasyonunu onler ve
¢ok daha hizli ve daha yiiksek verim ile sonuglanir. Gergek zamanli PCR yontemi, ¢ok
genis bir dinamik baslangi¢ hedef molekiil belirleme aralifina sahiptir. Ger¢gek zamanli
kantitatif PCR, son derece kesindir ve mevcut kantitatif PCR yontemlerinden daha az emek
gerektirir (Giinel 2007).

Gergek zamanli PCR uygulama alanlarina; stres ¢aligmalari, gen ifadesi ¢caligsmalari,
SNP analizleri, metilasyon tespiti ¢aligmalari, DNA hasar belirleme ¢aligmalari, tek nokta

mutasyon belirlemesi ve patojen saptanmasi ¢alismalari 6rnek verilebilir (Giinel 2007).

"Gen ifadesi" terimi, olgun proteinin, fonksiyonunu yerine getirmek ve hiicre
fenotipinin ifadesine katkida bulunmak i¢in, meydana gelen gen aktivasyonundan olusur.
Ifade caligmalari, genel olarak spesifik bir genin haberci RNA (mMRNA) seviyelerini
saptamaya ve Olgmeye yoneliktir. RNA-bazli gen ifadesi ¢aligmalarinin gelistirilmesi,
birbirinden bagimsiz bir sekilde Gall, Pardue, John ve ark., 1969'da, Alwine ve ark.
1977'de; in situ hibridizasyon ile baglamistir. Ancak bu teknik 1986 yilinda Coghlan
tarafindan uygulanana kadar mRNA'y1 tespit etmek i¢in kullanilmamistir. Giiniimiizde,
RNA'nin miktarinin 6l¢iilmesi i¢in daha fazla bilgi saglayan ve etkinligi yiiksek bagka
teknikler kullanilmaktadir. Giiniimiizde en yaygin olarak uygulanan teknikler, transkriptom

analizi i¢cin qPCR, ekspresyon mikrodizileri ve RNAseq'dir (Segundo ve ark., 2016).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calisilacak Bitkilerin Belirlenmesi ve Bitki Orneklerinin Temin Edilmesi

Tiirkiye de genis yayillim gosteren ¢im bitkilerinin belirlenebilmesi igin, 6zel
tohumculuk firmalar1 ve merkez arastirma enstitiileri ile irtibata gegilmistir. En son
Ulusoy Tohumculuk’tan; Tiirkiye’nin kiyt kesimlerinde yaygin olarak goriilen
Lolium perenne tiirtine ait Top gun ¢esidi tohum ile Festuca arundinacea tiiriine ait
Jaguar 4G cesidi tohumlar temin edilmistir. Tohumlar, oda sicakliginda, karanlikta

bez torbalarda muhafaza edilmistir.

2.2. Kullanilacak Viicut Sivilariin Temini

Dejenerasyona sebep olabilecegi diisiiniilen, viicut sivilarindan en kolay
ulasilabilecek olanlar kan, idrar ve safra 6z suyudur. Gazi Universitesi Hastanesi,
Kan merkezinden, nakil tarihleri gegmis veya gegmek iizere olan dondr kanlarindan
500 ml’lik 2 iinite kan temin edilmistir (Sekil 3.1). Idrar &rnegi icin ise; Gazi
Universitesi Biyokimya Merkez Laboratuvarindan, 12 saatlik bazal metabolizma
halindeki idrar orneklerinden alinmustir. Idrar dondriiniin; son 6 ay igerisinde
enfeksiyon, atesli hastalik, cerrahi operasyon ge¢irmemis, son 15 giin igerisinde
antibiyotik, agr1 kesici vb. ilaglar kullanmamus, sigara ve alkol kullanmayan, kalitsal

bir hastalig1 olmayan saglikli bir birey olmasina dikkat edilmistir.

Toz halinde bulunan safra tuzu in vitro ortamda, ddH2O igerisinde ¢oziilerek
kullanmilmistir. Siispanse edilen peptik ¢ozelti, safra 6z suyu ile Ozdes bir

konsantrasyona sahiptir.
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Sekil 2.2.1 Kullanilan viicut sivilari. (Kan 6rnekleri, safra tuzu)

2.3. Bitkilerin Yetistirilmesi

Bitki yetistirilmesi dogal ortama en yakin diizeyde gerceklestirilmistir. Tarla
topragi, yanmis ciftlik glibresi ve kum 5:1:1 oraninda karistirilarak saksilara
konulmus ve her bir bitki grubu igin dorder teknik tekrar olacak sekilde tohumlar
toprak yilizeyinden 1 cm derinlige viyollere ekilmistir. Microtest bitki biiyiitme
kabininde optimum kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Ug giinliik periyotlarla
cesme suyu ile sulanmistir. Her orneklem grubu icin dort teknik tekrar olacak
sekilde, her bir viyole ortalama 10 ile 15 tohum ekilmistir. Bir viyol bir teknik tekrar
olarak diisiintilmistiir. Cim bitkisinin biiylimesi i¢in optimum kosullar; 16 saatlik
giindiiz periyodunda; 24 °C ve %70 nispi nem, 8 saatlik gece periyodunda 18 °C’dir.
10 ile 15 giinliik yetistirme siirecinin ardindan; viicut sivilarinin uygulanmasi
nedeniyle bitkiler farkli kaplara aktarilmigtir. Olusturulan ¢alisma gruplar1 Cizelge
2.3.1°de verilmistir.

13



Cizelge 2.3.1 Calismada kullanilan ¢aligma gruplari

Calisma Gruplan | Bitki sayisi Bitki Cesitleri
Kontrol 4 viyolde 4x10 F. arundinacea Jaguar (K) | L. perenne Top Gun (K)
Idrar 4 viyolde 4x10 F. arundinacea Jaguar (1) | L. perenne Top Gun (1)
Kan 4 viyolde 4x10 F. arundinacea Jaguar (2) | L. perenne Top Gun (2)
Karaciger salgisi 4 viyolde 4x10 F. arundinacea Jaguar (3) | L. perenne Top Gun (3)

Yetistirilen bitkiler; kan, idrar ve safra 6z suyu olan kaplara aktarilmis ve 24

saat boyunca bu sivilar igerisinde bekletilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda;

bitki ornekleri sivilarda ¢ikarilarak, yikanmis, morfolojik gozlemleri yapilmis ve

Korkmaz (2002)’a gore hasar indeksleri ¢ikarilmigtir. Sonrasinda sivi nitrojen ile

muamele edilen bitki O6rnekleri ezilmis ve RNA izolasyonuna kadar -80 °C’de

saklanmustir.

Sekil 2.3.1 Kan, idrar, safra 6z suyu igerisinde 24 saat bekletilen drnekler
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2.4. RNA Izolasyonu;

Bitkilerin aktin gen ifadesinde bir degisim olup olmadigini; inceleyebilmemiz

icin ilk adim olarak RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu Trizol yontemi

kullanilarak gergeklestirilmistir; Trizol yontemine gore;

1) 80°C’de bulunan bitki drneklerinden 100 mg alinarak iizerine 700 ml trizol

reagent ¢Ozeltisinden eklenmis ve ara sira tiip ters diiz edilerek oda

sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.

2) RNA izolasyon Protokolii uygulanmuistir.

i
ii.
iii.
iv.
V.
Vi.
Vii.

viii.

Xi.

Xii.

xiii.
Xiv.

XV.

50-100 mg doku iizerine 1 ml Genezol eklendi ve pipetaj yapildi.

Ornekler 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

200 pl Kloroform eklendi ve 10 saniye dikkatlice sallandi.
15.000 rpm 4 °C’ de, 15 dakika santrifiij yapildu.

Ust siipernatant yeni tiiplere aktarildi.

1:1 oraninda iso-propanol eklendi ve hafifce pipetaj yapildi.
10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

15.000 rpm, 10 dakika, 4 °C’ de santrifiij edildi.

Ust siipernatant alind.

%70°1ik 1 ml etanol eklendi.

15.000 rpm 4 °C’ de, 5 dakika santrifiij yapildi.

Pellete temas etmeden EtOH uzaklastirildi, daha sonra 5-10 dakika

oda sicakliginda bekletildi.

40-60 ul RNaz icermeyen su eklendi.
55-60 °C’de 10-15 dakika inkiibe edildi.
Nanodrop ile 6l¢iim yapildi.
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2.5. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi igin CDNA sentez kiti (Biorad RNA
orneklerinden c¢cDNA sentezi iScript™ c¢DNA Synthesis Kit) uygulandi. Kit
igerisinde bulunan reaksiyon karistmindan son hacim 10 ul olacak sekilde her bir
ornek i¢in 2 ul alinarak, 4 ul ddH,O ve yaklasik 500 ng (~100ng/ul) RNA ile beraber
1 ml’lik ependorf tiiplerine eklendi ve Thermo Termalcycler PCR cihazinda
reaksiyon kosullar1 25 °C’de 5 dakika, 46 °C’de 20 dakika ve 95 °C’de 1 dakika
olacak sekilde sentezlendi. Sentezlenen cDNA’larin iizerine 90 pl su ddH,O su

eklenerek 1/10 oraninda seyreltme yapildi.

2.6. qRT-PCR Cahsmalari ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

B-aktin ile qRT-PCR analizi gerceklestirilmistir. qRT-PCR analizleri SYBR
Green igerikli Thermo master mix kullanilarak Roche Light Cycler Nano cihazinda
yapilmistir. Reaksiyonlarin kalitesi Erime Egrisi Analizi araciligiyla da ayrica
degerlendirilmistir. Calisma iki tekrarli olarak yapilmis ve elde edilen verilerde

ortalama cq degerleri kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Farkh Viicut Sivilarina Maruz Kalmis Bitkilerin Morfolojik Olarak

Degerlendirilmesi

Hasar indekslerine ve morfolojik gozlemlere goére; kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda; idrara maruz kalmisg Lolium perenne (top gun) bitkisinde, renk
kayb1 ve bitki dokusunda bir yumusama s6z konusudur. Festuca arundinacea (jaguar
49) ise renk kaybi ve doku yumusamasi Lolium perenne (top gun) bitkisine oranla

daha azdir.

Kana maruz birakilmig Lolium perenne (top gun) bitkisinde; yaprak
renginin, daha canli ve yaprak dokusunun daha sert oldugu goézlenmistir. Festuca
arundinacea’de ise kontrol grubundan farkli bir renk degisimi s6z konusu olmadigi
ancak yaprak sertligi kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Kan igerigindeki bilesenler nedeniyle, yaprak vyiizeylerinde sertlesme meydana

getirmistir.

Safra 6z suyuna maruz kalan bitkilerde bir renk degisimi gozlenmemistir.

Ancak, yaprak dokusunun yumusamasi ve kirilganligi s6z konusudur.

3.2. RNA lizolasyonu ve Uriinlerin Kalitesi

Izole edilen RNA &rnekleri, %1°lik agaroz jel elektroforezinde, 30 dakika
boyunca yiiriitiilmiis ve Uv-Transilimiinator tarafindan goriintiilenmis Sekil

3.2.1°deki jel goriintiisii elde edilmistir.
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jaguar jaguar jaguar jaguar topgun topgun topgun topgun
(K) (1) (2 (3) (k) (1) (2) (3]

marker

Sekil 3.2.1 Ornekerin Agaroz jel goriintiisii

RNA’larin agaroz jel iizerinde ¢ift bant olarak goziikmesi RNA kalitesi
bakimindan beklenen bir durumdur. Bantlardan iistte kalan 28S rRNA’y1, altta kalan
18S rRNA’y1 gostermektedir. 8 6rnegin jel goriintiilerine gére, RNA Kalitelerinin iyi

ve yeterli oldugu sonucuna varilmstir.

Cizelge 3.2.1 NanoDrop RNA Saflik Miktarlari

Orneklerin isimleri Ornek miktar: Saflik miktari
(ng/ul) (A260/A280)

s Jaguar (K) 309,4 ng/ul 2,07
£g, Jaguar (1) 359,2 ng/l 2.04
S 5 Jaguar (2) 707,7 ng/ul 2,00
- S Jaguar (3) 361,6 ng/ul 1,99
Top Gun (K) 1309,2 ng/ul 2,08

EE Top Gun (1) 265,1 ng/l 2,07
38§ Top Gun (2) 583,8 ng/l 2.10
~ g Top Gun (3) 2221 ng/ul 2,09
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RNA orneklerinin kantitatif olarak da miktar ve kalitesini belirlemek igin
Thermo UV vis nanospektrometer 2000 cihazi kullanilmis ve 6rneklerin miktarlari
(ng/ul) ve A260/A280 optik dansisitesinden elde edilen saflik dereceleri Cizelge
3.’te verilmistir. Sonuglara gore; orneklerin RNA miktarlar1 222,1 ile 1309,2 ng/ul
arasinda degisim gostermektedir. Saflik derecelerine ait sonu ise RNA’da olmasi

gerektigi gibi 1,99 ile 2,10 arasinda degisim gostermektedir.

RNA’larin kalitatif ve kantitatif olarak kaliteli oldugundan emin olunduktan
sonra cDNA sentezi gergeklestirilmistir. RNA 6rneklerinden cDNA sentezi, cDNA
sentez kiti (Biorad RNA o6rneklerinden cDNA sentezi iScript™ cDNA Synthesis Kit)
kullanilarak yapilmistir. Kit igerisinde bulunan reaksiyon karisimindan son hacim 10
ul olacak sekilde her bir 6rnek icin 2 pl alinarak, 4 pl ddH,O ve yaklasik 500 ng
(~100ng/ul) RNA ile beraber 1 ml’lik ependorf tiipleri igerisine eklenmis ve Thermo
Termalcycler PCR cihazinda reaksiyon kosullar1 25 °C’de 5 dakika, 46 °C’de 20
dakika ve 95 °C’de 1 dakika olacak sekilde sentezlenmistir. Sentelenen cDNA’larin

tizerine 90 pl su ddH,0 su eklenerek 1/10 oraninda seyreltilmistir.

3.3. qRT PCR Sonuclar1 ve Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Elde edilen cDNA’lar ile qRTPCR sentezi Roche Lightcycler Nano cihaziyla
gerceklestirilmistir. Promega SYBR Green boyasi igerikli master miks kullanilarak

yapilmustir. Reaksiyon kosular1 Cizelge 3.3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.3.1 qRT PCR reaksiyonlarinda kullanilan miktarlar

Bilesen Konsantrasyon
Thermo Maxima SYBR Green Sul
gPCR Master Mix(1X)
Tleri Primer 0,7 uM
Geri Primer 0,7 uM
cDNA ~200ng/ul
ddH,0 1,6 ul

Toplam hacim 10 pl’dir.

Reaksiyon kosullarinda aktin icin optimize edilmis olan; 95 ° C’de 600 saniye

boyunca denatiirasyon, 45 dongii boyunca 60 ile 72 ° C araliginda amplifikasyon ve son

olarak 60 ile 95 ° C araliginda erime egrisi analizi yapilmistir. Reaksiyon sonucunda elde

edilen cq degerleri Cizelde 4.3° de verilmistir.

Reaksiyon

olarak

gerceklestirilmis ve benzer sonuglari takiben elde edilen cq degerlerinin ortalamasi

alinmustir.

Sekil 3.3.1 Cq ifadesi alinan 6rneklerin erime pikleri ve egrileri
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gRT-PCR sonucunda elde edilen cq degerleri ¢izelgede verilmistir. Jaguar
orneklerinde aktin geni ifadesi bulundugu anlasilmig, top gun ¢esidinde ise kontrol

grubu disinda gen ifadesine rastlanilmamistir.

Cizelge 3.3.2: Ortalama Cq (Quantification Cycle) Degerleri

Kullanilan 6rnekler B-aktin cq degerleri
Jaguar (K) 22,812
Jaguar (1) 27,381
Jaguar (2)

Jaguar (3) 28,241
Top Gun (K) 23,615
Top Gun (1)

Top Gun (2)
Top Gun (3)

Ortalama cq degerleri sonrasinda elde edilen grafik asagidaki gibidir;

B-Aktin gen ifadesi cq degerleri

30

25

20

15

10

Jaguar (K) Jaguar (1) Jaguar (2) Jaguar (3) Top Gun Top Gun Top Gun Top Gun
(K) (1) (2) (3)

Sekil 3.3.2 B-Aktin geni cq sonuglart
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Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda; ifade olan 6rneklerin, gen ifadelerinin
diistiigli ve bazi Orneklerin hi¢ ifade gostermedigi gozlemlenmistir. Sekil 3.3.2
incelendiginde; Jaguar kontrol ve Top gun kontrol olarak adlandirilan 6rneklerin cq
degerlerinin sirasiyla 22,812 ve 23,615 oldugu gorilmektedir. Diger orneklerden
kana maruz kalmig Jaguar bitkisinde gen ifade degeri, 27,381 dir. Idrara maruz kalan
jaguar cesidinde gen ifadesi alinmamisken, safraya maruz kalan 6rnegin ifade degeri
28,241 olarak tespit edilmistir. Top gun orneklerinin B-aktin mMRNA diizeyleri
incelendiginde kontrol grubu disindaki orneklerde gen ifadesi bulunmadigi
gozlenmistir (Sekil 3.3.2).
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4. TARTISMA

Bu tez caligmasinda, Tiirkiye florasinda yaygin olarak goriilen ¢im
cesitlerinden Lolium perenne L. ve Festuca arundinacea Schreb. bitkilerinin, farkli
viicut sivilarinda fB-aktin gen ifadesi degisimleri incelenmistir. B-aktin bitkilerde
mikro filamentlerin ve fibrillerin olusumunda rol oynayan bir proteindir ve bu
proteini kodlayan genlerin genel adidir. Farkli viicut sivilar1 (kan, idrar, safra 6z
suyu) bitkinin hiicresel yapisinda bir bozunma meydana getirebilir. Bu dejenerasyon
siirecinde aktin iplik¢iklerinin bozunmasit ve dolayisiyla gen ifadesinin de bu
durumda degisiklige ugrayabilecegi diisiinilmiistiir. Boylelikle adli yorumlamalarda
kullanilmak tizere, hem adli botanik bilimine katki saglanmasi hem de adli botanik

bilimine molekiiler diizeyden bir bakis agisinin kazandirilmas: hedeflenmistir.

Farkli viicut sivilariin kimyasal yapilarindan dolayi, bitkide dejenerasyon
meydana getirebilecegi ve/veya apoptozisi baslatabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak,
24 saatli kan, idrar ve safra 6z suyu muamelesinden sonra ¢im bitkileri, morfolojik
olarak incelenmistir ve hasar indeksleri ¢ikarilmistir. Hasar indekslerinde Korkmaz
(2002) renk degisimi ve yaprak sertligi gibi gozlemlenebilir o6zellikler
degerlendirilmistir. Yapilan gézlemlere gore; kontrol gruplari ile karsilastirildiginda;
idrara maruz kalmig Lolium perenne (top gun) bitkisinde, renk kaybi ve bitki
dokusunda bir yumusama goriilmistiir. Festuca arundinacea (jaguar 4g) ise renk
kayb1 ve doku yumusamasi Lolium perenne (top gun) bitkisine oranla daha az
goriilmiistiir. Kana maruz birakilmis Lolium perenne (top gun) bitkisinde; yaprak
renginin, daha canli ve yaprak dokusunun daha sert oldugu gézlenmistir. Festuca
arundinacea’de ise kontrol grubundan farkli bir renk degisimi s6z konusu olmadigi
ancak yaprak sertligi kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Kan igerigindeki bilesenler nedeniyle, yaprak ylizeylerinde sertlesme meydana
getirmistir. Ayrica kanda bekletilmis 6rneklerin renkleri, idrar ve safra 6z suyuna
maruz ¢im Orneklerinden daha parlak olarak degerlendirilmistir. Bu parlakligin

nedeni de kan igeriginde bulunan Fe, Mg gibi elementlerin yaprak dokusuna
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gecebilmesinden kaynaklanabilir. Safra 6z suyuna maruz kalan bitkilerde bir renk
degisimi gézlenmemistir. Ancak, yaprak dokusunun yumusamasi ve kirllganligi s6z
konusudur. Ciinkii, kullanilan safra 6z suyu in-vitro kosullarda hazirlanmis olsa da
memeli karacigerinden salgilanan siviyla es deger dzelliklere sahiptir. Ilgili siv1 da
sindirim enzimleri ve salgilar1 i¢cerdiginden bitki yilizeyinde ¢ok diisiik diizeyde bir

sindirim gerceklesebilir.

Gen ifadesi calismalarina baglamadan 6nce, gerceklestirilen RNA sentezi ve
cDNA sentezi basarili bir sekilde tamamlanmistir. Ancak, Act primeri ile yapilan
rRT-PCR ¢alismalarinda, Festuca arundinacea tiiriinde gen ifadesi alinirken, Lolium
perenne’de kontrol grubu haricinde bir gen ifadesi alinamamistir. Bu durumun

nedeni dort sekilde aciklanabilir;

i.Literatiirde de belirtildigi gibi, Festuca arundinacea’nin, Lolium perenne

tirtinden daha dayanikli oldugunun gostergesi olabilir (Erasik 2014).

ii. Kan, idrar ve safra 6z suyu Lolium perenne {iizerinde daha fazla

dejenerasyon etkisi yaratmis olabilir.

iii. Lolium perenne bitkisinin Festuca arundinacea’ya gore daha fazla suya

gereksinim duymasinin bir sonucu oldugu diistiniilebilir (Volterrani ve Magni 2004).

iv. Son olarakta; kullanilan act primeri, Festuca arundinacea i¢in uygun gen
olmayabilir. Ancak bu hipotezin dogru olabilmesi i¢in kontrol grubunda da gen

ifadesi alinmamas1 gerekirdi.
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5. SONUC VE ONERILER

Kurulan hipotez dogrultusunda; yaygin goriilen iki farkli ¢im bitkisine, 24
saat boyunca kan, idrar ve safra 6z suyu uygulamasi yapilmistir. 24. saatin sonunda
bitkiler morfolojik olarak incelendiginde Top gun olarak isinlendirilen ¢im ¢esidinin
daha kirillgan ve hassas oldugu, sivilardan daha fazla etkilendigi goriilmiistiir.
Literatiir bilgisi ile karsilagtirildiginda, top gun ¢esidinin jaguara gore daha hassas
oldugu goriisiinii desteklemektedir (Erasik 2014). Bitki cesitlerini morfolojik olarak
en cok etkileyen sivi asidik yapisindan dolay: idrar olarak belirlenmistir. Idrara
maruz kalan her iki tiire ait bitki de de yapraklarda dejenerasyon ve renk kaybina

rastlanilmistir.

Safra 6z suyuna maruz kalmis ¢esitler de ise, bitki dokusunda bir yumusama
s0z konusudur ancak, renk kayb1 goriilmemistir. Kan ise bitki yaprak ylizeyinde bir
sertlesme meydana getirmistir. Kanda bekleyen 6rneklerde renk olarak bir parlaklik
s0z konusudur. Bu durum, kanin yapisinda bulunan Mg, Fe gibi elemetlerin yaprak

dokusuna gecmesinden dolay1 olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Gen ifadesi diizeyinde iki tekrarli olarak yapilan qRT-PCR sonucunda elde
edilen ortalama cq degerlerine gore, kontrol gruplarinda elde edilen cq degerlerinin
beklenen diizeyde oldugu goriilmiistiir. Diger bitki 6rneklerinden kanli ve safrali
jaguar bitkisinde kontrol grubuna gére daha diistik bir gen ifadesi alinmistir. Top gun
bitkisinde ise kontrol grubu hari¢ hi¢bir 6rnekte gen ifadesi alinamamistir. Jaguar
¢esidinin top gun’a gore daha direngli bir tiir oldugu g6z 6nilinde bulundurularak, en
cok idrarmn bitki dejenerasyonunda etkili oldugu sdylenebilir. Morfolojik gézlemler

ve gen ifade galigmalari birbirini desteklemektedir.

Bu c¢alismanin gelecekteki calismalar icin bir 6n ¢alisma olabilecegi

diisiiniilmektedir. Ilerideki calismalar, B-aktin geni disinda dejenerasyonda daha
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etkili olabilecek genler ile tekrarlanmalidir. Orneklem saatinin 24 saatten daha fazla
bir zaman periyoduna ¢ikarilmasi, bitkide dejenerasyonun yanisira apoptozise de
neden olabilir. Bu nedenle, bitki dejenerasyonu ve adli olaylarin yani sira, bitki

apoptozisi ile de ilgili genler arastirilarak ifade ¢alismalari tekrarlanabilir.

Ilerleyen ¢aligmalarda bu yonde bir calismanin yapilacak olmasi adli olaylarin
aydinlatilmas1 bakimindan ve bitki doku dejenerasyonu ve apoptozunda viicut
stvilarinin etkisinin tam olarak anlasilmasini saglayacaktir. Boylelikle, olas1 bir olay
yerinde, cesetten ¢ikabilecek, kan, idrar, mide 6z suyu, safra 6z suyu gibi viicutsal
stvilarin, olay yerindeki bitkilerde, nasil bir degisim meydana getirebilecegi 6n
goriilebilecek ve olay yeri incelemelerde gerek 6lim zamani tayini (PMI) gerekse
cevresel faktorlerinde degerlendirilmesi i¢in adli botanik acisindan farkli bir pencere

acacaktir.
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OZET

Cesitli Viicut Sivilarina Maruz Kalmis Cim Bitkisinde p-Actin Gen ifadesindeki

Farkhliklarin Degerlendirilmesi

Tiirkiye’de en genis yayilim gosteren Lolium perenne ve Festuca arundinacea tiirleri olay
yerlerinde karsilasma ihtimali en yiiksek olan bitkilerdir. Olasi bir olay yerinde, viicuttan
cikacak her tirlii sivi ortamin florasini hem morfolojik olarak hem de genetik olarak
etkileyecektir. Bu calismada bitkilerde mikrofilamentlerin iiretilmesinde 6nemli bir role
sahip olan aktin proteinini sentezleyen ve housekeeping gen olan -actin geninin farkl viicut
stvilarina (idrar, kan, mide 6z suyu) maruz birakilmis yaprak dokularinda karsilagtirmali
olarak gen ifadesi farkliliklar1 qRT-PCR ile incelenmistir. Multidisipliner bir alan olan adli
botanik bilimine, olay yerindeki bitkiler ve molekiiler biyoloji perspektifinden bir bakis
acist sunulan bu calismada farkli viicut sivilarimin bitkinin dejenerasyon ve apoptosis
stirecinde etkili olup olmadigi da incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Adli botanik, Festuca arundinacea, Lolium perenne, B-aktin.
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SUMMARY

Evaluation Of Differences Of B-Actin Gene Expression in Grass Exposed to
Various Body Fluids.

Lolium perenne L. and Festuca arundinacea Schreb. are the grass species that have the
highest possibility to be encountered at a crime scene as they are the most widespread
species found in Turkey. At a probable crime location any fluid that is screated from a body
will have an impact on both morphology and genetics flora of the environment. In this
study, the differences in expression levels of B-actin, a housekeeping gene which has
important roles in the production of microfilaments in plants, were analysed in leaf tissues
exposed to different body fluids (urine, blood, gastric juice, pancreatic solution) by qRT-
PCR. The study, which aims to present a different perspective to the multidiciplinar science
of forensic botany in respect to the plants around the crime scene and molecular biology, has
also focused on the effects of different body fluids during degeneration and apoptosis period
on the plant.

Keywords: Festuca arundinacea, Forensic botany, Lolium perenne, B-actine.
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