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Bugday, tarimi kolay, verimi yiiksek bir tahil triiniidiir ve degisik iklim ve toprak
sartlarina uyum saglayabilmesi nedeni ile diinyada pek cok yerde yetistirilmektedir.
Artan niifus talebini karsilamak i¢in diger bitkisel {irlinlerde oldugu gibi bugday tiretimi
de artmak durumundadir. Bununla birlikte, son yillarda “saglikli gida” egiliminin
olusmas1 nedeniyle bugday c¢esitlerinde antioksidan ve flavonoid biyosentezinin
molekiiler temelinin anlagilmas1 énem arz etmektedir. Ilgili biyosentez mekanizmasini
anlamak icin genomik, transkriptomik gibi omik teknolojiler kullanilarak arastirma

yaklagimi desteklenmektedir.

Diinya genelinde iki milyardan fazla insanda "gizli aglik" goriilmektedir. Gizli aclik i¢in
onemli olan mikro gida bilesenleri, hem bitki hem de insan gelisimi icin gerekli olan
temel mineral elementlerdir. Giiniimiizde 6zellikle gelismekte olan iilkelerde goriilen
gizli aglikla miicadele edebilmek i¢in, kolay erisilebilir olan ve giinliik diyetin biiyiik
cogunlugunu olusturan piring, bugday ve musir gibi temel gidalarin iiretimi sirasinda

fortifikasyon ve/veya biyofortifikasyon uygulamalari yapilmaktadir. Cinko (Zn)



eksikligi, bitkilerde verim ve besin kalitesinin diismesine neden olan iyi bilinen bir
sorundur. Zn arzinda bir kitlikla kars1 karsiya kalindiginda, bitkiler Zn alimini artirarak
iklime uyum saglar. Son yillarda, Zn eksikligine karsi bitki direncinin daha 1yi
anlasilmas1 s6z konusu olmakla birlikte, bitkilerin Zn kullanim verimliligindeki
genotipik varyasyonlar ve antioksidan ve flavonoid biyosentezine etkisi konusu 6nemli

goriinmektedir.

Bu tez caligmasi ile secilen yerel bugday genotiplerinde antioksidan enzim genleri
Stiperoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genleri
Fenilalanin Amonyum Liyaz (PAL) ve Kalkon Sentaz (CHS)’in ifade diizeyleri ve
ayrica bu anahtar enzim genlerinin ayn1 6rneklerde yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu
ile ifade diizeylerindeki degisimin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
oncelikle yerel bugday genotipleri belirlenmis ve bu genotiplerin antioksidan
kapasiteleri daha onceki c¢alismalarda QUENCER (QUick, Easy, New, CHEap ve
Reproducible) hizli antioksidan testlerinden olan ABTS testi ile belirlenmistir. Daha
sonra yerel bugday genotipleri ¢imlendirilerek iki farkli saksi denemesi kurulmus, bir
sakst denemesinde yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmistir. Bugday
yapraklart yirmi giinliikk yetigkinlige ulastiklarinda hasat edilerek ivedilikle RNA
izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri ileri gen
ifade analizlerinde kullanilmistir. Bunun i¢in oncelikle ticari bugday cesitleri (Demir
2000 ve Eminbey)’den elde edilen cDNA 6rnekleri ve antioksidan enzim genleri (SOD
ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genleri (PAL ve CHS) kullanilarak RT-PCR
analizleri igin optimizasyon gerceklestirilmis ve standart egriler elde edilmistir. Bu
asamanin ardindan secilen biitiin bugday genotiplerinde RT-PCR analizleri ile gen ifade
diizeyleri Olc¢lilmiistiir. Bundan sonra istatiksel analizler ile karsilastirmali

degerlendirmeler verilmistir.

Sonu¢ olarak, bu calismada transkriptomik analiz yaklasimi ile yerel ¢esit bugday
genotiplerinde antioksidan enzim ve flavonoid biyosentez enzim genlerinde genotip
farkliligina bagl olarak aktivite degisiklikleri ilk kez ortaya cikarilmistir. Ayrica,
yapraktan Zn uygulamasi ile s6z konusu genlerin ifade profilindeki degisimin dagilimi
ortaya konmustur. Caligma, daha once antioksidan kapasitesi ve ilgili genlerin ifade
diizeyleri iizerine siklikla ¢aligmalar yapilmig olan Triticum aestivum genotiplerinin

yani sira yerel Triticum monococcum, Triticum dicoccum, Triticum durum ve Triticum



spelta genotiplerini de igermesi sebebiyle 6nem tasimakta ve belirtilen genotiplerde

yapilacak ileri ¢aligmalar i¢in kaynak olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bugday, Gen ifadesi, Flavonoid biyosentez enzim genleri,

Antioksidan enzim genleri, Cinko biyofortifikasyonu



ABSTRACT
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Wheat is an easy-to-cultivate, high-yielding cereal product and is grown in many places
in the world due to its adaptability to different climatic and soil conditions. In order to
meet the increasing population demand, wheat production has to increase as in other
plant products. However, it is important to understand the molecular basis of
antioxidant and flavonoid biosynthesis in wheat varieties due to the "healthy food" trend
in recent years. The research approach is supported by using omics technologies such as

genomics and transcriptomics to understand the relevant biosynthesis mechanism.

More than two billion people worldwide suffer from "hidden hunger". Micronutrient
components which are important for hidden hunger are essential mineral elements
necessary for both plant and human development. Fortification and/or biofortification
applications are made during the production of basic foods such as rice, wheat and corn,
which are easily accessible and make up the majority of the daily diet, in order to

combat the hidden hunger seen especially in developing countries today. Zinc (Zn)
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deficiency is a well-known problem that causes reduced yield and nutritional quality in
plants. When faced with a shortage of Zn supply, plants adapt to the climate by
increasing their Zn uptake. In recent years, although there has been a better
understanding of plant resistance to Zn deficiency, genotypic variations in plants' Zn
utilization efficiency and its effect on antioxidant and flavonoid biosynthesis seem

important.

In this study, it was aimed to investigate the expression levels of the antioxidant enzyme
genes Superoxide Dismutase (SOD) and Catalase (CAT) and the flavonoid biosynthesis
enzyme genes Phenylalanine Ammonium Lyase (PAL) and Chalcone Synthase (CHS) in
the local wheat genotypes selected. In addition, it was aimed to investigate the changes
in the expression levels of these key enzyme genes in the same samples by foliar zinc
biofortification. For this purpose, first of all, local wheat genotypes were determined
and the antioxidant capacities of these genotypes were analyzed by ABTS test, which is
one of the rapid antioxidant tests of QUENCER (Quick, Easy, New, CHEap and
Reproducible). Then, local wheat genotypes were germinated and two different pot
trials were established, and foliar zinc biofortification was applied in one pot trial.
Wheat leaves were harvested 20 days after planting, and RNA isolation and cDNA
synthesis were performed immediately. Obtained cDNA samples were used in further
gene expression analysis. For this, first of all, cDNA samples obtained from commercial
wheat varieties (Demir 2000 and Eminbey) and antioxidant enzyme genes (SOD and
CAT) and flavonoid biosynthesis enzyme genes (PAL and CHS) were used for
optimization for RT-PCR analyzes and standard curves were obtained. After this step,
gene expression levels were analyzed by RT-PCR analyzes in all selected wheat

genotypes. After that, statistical analyzes and comparative evaluations are given.

As a result, in this study, activity changes in antioxidant enzyme and flavonoid
biosynthesis enzyme genes in local wheat genotypes were revealed for the first time
with the transcriptomic analysis approach, depending on the genotype difference. In
addition, the distribution of the change in the expression profile of these genes with
foliar Zn application was revealed. The study is important because it includes the local
Triticum monococcum, Triticum dicoccum, Triticum durum and Triticum spelta

genotypes, as well as the Triticum aestivum genotypes, which have been frequently



studied on the antioxidant capacity and expression levels of the related genes, and
constitutes a source for further studies to be made in the specified genotypes.

Keywords: Wheat, Gene expression, Flavonoid biosynthesis enzyme genes,

Antioxidant enzyme genes, Zinc biofortification
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1. GIRIS
Insanin gida iiretimi siirecinde, M.O. 8000 yilinda tarima gegisin baslamasindan
giiniimiize dek bugday, piring, misir, arpa ve ¢avdar gibi tahillarin iiretiminin énemli bir
yeri vardir. S6z konusu tahillar arasinda bugday, tarimi kolay ve verimi yiiksek olmasi
bakimindan farklidir. Bugday degisik toprak ve iklim sartlarina uyum saglayabilmesi
nedeni ile diinyada pek ¢ok yerde yetistirilmektedir. Ote yandan Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), diinya niifusunun 2050 yilina kadar 10 milyara yakin
olacagina isaret etmektedir. Artan gida talebini karsilamak i¢in diger bitkisel tiriinlerde
oldugu gibi temel besin maddesi olan bugdayin da iiretiminin artirtlmasi gerekmektedir.
Bununla birlikte, tiiketicilerin “saglikli gida” egiliminin olusmasi nedeniyle bugday
cesitlerinde antioksidan ve flavonoid biyosentezinin molekiiler temelinin anlasilmasi
Oonem arz etmektedir. Bu konudaki arastirmalar, ayn1 zamanda, yerel bugday cesitleri,
renkli taneler ve organik olarak yetistirilen bugdaydan elde edilen triinlerde saglikli
gida arayigi egilimine karsilik verecektir. Bunun yani sira, molekiiler yontemlerdeki
gelismeler, ilgili biyosentez mekanizmasini anlamada genomik, transkriptomik gibi

omik teknolojiler kullanilan arastirma yaklasimi ile de desteklenmektedir.

Diinya genelinde iki milyardan fazla insanda "gizli aghik" goriilmekte, gizli aglik olan
popiilasyonlarda bagisiklik sistemi zayiflamakta ve genel hastalik yiikii artmaktadir.
Gizli aglik i¢in 6nemli olan mikro gida bilesenleri, hem bitki hem de insan gelisimi i¢in
gerekli olan temel mineral elementlerdir. Mikro bilesenler, genellikle toprakta, bitkide
ve gidada eksiktir. Giiniimiizde 6zellikle gelismekte olan tilkelerde goriilen gizli aglikla
miicadele edebilmek igin, kolay erisilebilir olan ve giinliik diyetin biiyiik cogunlugunu
olusturan piring, bugday ve musir gibi temel gidalarin {iretimi sirasinda fortifikasyon
ve/veya biyofortifikasyon uygulamalart yapilmaktadir. Cinko (Zn) eksikligi, bitkilerde
verim ve besin kalitesinin diigmesine neden olan iyi bilinen bir sorundur. Topraktaki
biyolojik olarak kullanilabilir Zn seviyeleri optimalin altinda oldugunda, Zn eksikligi
bitkiler i¢in ciddi biyokimyasal ve fizyolojik sonuglara yol acgabilir [1]. Yaprak
konsantrasyonlart kurumadde agirhig iizerinden 15 mg Zn kg ’in altina diistigiinde,
bodur biiylimenin yam sira azalan verim ve diisiik tahil mikro besin igerigini bagh
eksiklik belirtileri gozlemlenir, ancak bu, tiiriin dogal duyarliligma bagli olarak
degisebilir [2, 3]. Diinya tarim topraklarmin %50 kadarmin diisiik Zn igeriginden ve

diisiik biyoyararlanimdan, bununla birlikte kirecli alkali topraklardan etkilendigi tahmin



edilmektedir. Tiirkiye, Pakistan, Iran, Israil, Suudi Arabistan, Cin, Giiney Amerika'nin
kuzeybati bolgeleri ve Sahra alti Afrika ozellikle giiclii bir sekilde bu faktdrlerden
etkilenen yerlerdir [4].

Zn arzinda bir kitlikla karsi karsiya kalindiginda, bitkiler Zn alimim artirarak iklime
uyum saglarlar. Son yillarda, Zn eksikligine karst bitki direncinin daha iyi anlasilmasi
s0z konusu olmakla birlikte, bitkilerin Zn kullannm verimliligindeki genotipik
varyasyonlar ve antioksidan ve flavonoid biyosentezine etkisi konusu onemli
goriinmektedir. Ozellikle son yillarda yerel bugday genotiplerinin yiiksek antioksidan
icerigi nedeniyle insanlar iizerinde faydali etkileri oldugu disiiniilmektedir. Ancak
bugday tanesinin gelistirme sirasinda antioksidan ve flavonoid biyosentez siirecinin

sistematik olarak anlasilmasi eksiktir.

Bu tez calismas ile segilen yerel bugday genotiplerinde antioksidan enzim genlerinin
(SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade diizeyleri
ve bu biyosentez yolundaki anahtar enzim genlerinin  yapraktan ¢inko
biyofortifikasyonu ile ifade diizeylerindeki degisimin arastirilmasi amaglanmigtir. Bu
amagla, baz1 yerel bugday genotiplerinin toplam antioksidan igerigi ile antioksidan ve
flavonoid biyosentezinde yer alan dort farkli genin transkripsiyon seviyeleri analiz
edilmistir. Yapraktan Zn uygulamasi ile agronomik biyofortifikasyon uygulanan yerel
bugday genotiplerinde ayni enzimlerin gen ifadesindeki degisim tarnskripsiyonel

diizeyde arastirilmistir.

Bu calisma, yerel bugday tanelerinin ¢imlenmesi ve cinko ile biyofortifikasyon
uygulamas: ile antioksidan ve flavonoid biyosentez siirecinin davranisini anlamaya
yardimc1 olmakta ve yerel bugday genotiplerinden faydalanabilmek igin 6n bilgi

saglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bugday Hakkinda Genel Bilgi

Tahilin kiiltiire alinma siireci, tarim toplumlarinin olusmasiyla baslamis ve tahil insan
beslenmesinde bu donemlerden itibaren biiyiik yer edinmistir [5]. Bugday, piring, musir,
arpa ve cavdar gibi tahillar, botanik olarak Gramineae bitki ailesine aittir. Bu tahil
genotipleri arasinda bugdayin 6nemi ise tohumlarinin ekmek ve makarnanin yaninda
diger unlu mamiillerin de bilesenleri olan irmik, un gibi gida eldesi ig¢in
ogiitiilebilmesidir. Buna ek olarak bugday; tarimi kolay ve yiiksek verimli, bir tahil olup
farkli toprak ve iklim sartlarina uyum saglayabildigi i¢in diinyada pek ¢ok yerde
yetistirilmektedir [6].

Bugdaymn kokeni Afrika’nin ve Asya’nin ¢esitli bdlgelerine dayanmaktadir [6].
Bugdaym gen merkezlerinden biri olarak kabul edilen Anadolu topraklarinda bugday
tarimi yaklagik 10000 yillik bir gegmise sahiptir [7]. “Tahil Ambari” olarak da bilinen
Anadolu topraklari, 28 yabani bugday tiiriine ve 400°den fazla kiiltiire alinmis bugday
cesidine ev sahipligi yapmakta ve bu sayede yabani bugday ve bugdayla iliskili tiirlerin
genetik ¢esitlilik merkezleri arasinda bulunmaktadir [8, 9]. Genellikle c¢iftgilerin
stiregelen yetistiricilik donemleri boyunca begenileri dogrultusunda seleksiyonla islah
ettikleri ve bulunduklar1 yoreye uyum saglamis olan bir kiiltiir bitkisine ait c¢esitler,
yerel cesit ya da kdy ¢esidi olarak adlandirilir. Yerel ¢esitler, yetistikleri ekolojik
sartlara adaptasyon saglayan bir genetik cesitliligi barindirir. Bununla birlikte, modern
bugday c¢esitleri, tarimin modernize olmasi ile birlikte yiiksek girdi kullanimi ile
yetistirilmeye baglanmis ve tahil iiretiminde gozle goriiliir artislar saglanmistir. Buna
bagli olarak yerel bugday ¢esitlerinin kullanim1 giderek azalmis, kimi yerlerde de bu

cesitler tamamen terk edilmistir [9].

Baz: iilkelerde yerel bugday cesitleri uzun bir siire ihmal edildikten sonra yeniden
degerlenmis ve yerel gidalarm iiretiminde kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle saglikl
gida pazarlarinda yerel bugdaylarin tiiketimine biiyiik ilginin oldugu Bati Avrupa'nin

bazi bolgelerinde iiretimleri yeniden basladigi goriilmektedir [10].

Bugday (Triticum) genetik niteliklerine gore 3 temel gruba ayrilmaktadir.

Kromozomlarina gore bu gruplar hekzaploid (2n=42), tetraploid (2n=28) ve diploid



(2n=14) seklindedir [11, 12]. ki cins (Aegilops ve Triticum) ve ii¢c ploidi diizeyinde
(diploid, tetraploid ve hekzaploid) siniflandirilan kiiltiir bugdaylar1 ve yabani bugdaylar,
bunlarin yakin atalar1 ve akrabalarinin tamami Tiirkiye’de bulunmaktadir. Ulkemizde
bugday; hububat iiriinleri icerinde %355°’lik bir orana sahip olup, toplam ekili alanlarin
%45’ini olusturmaktadir [9, 13]. Tiiketicilerin yerel bugday cesitlerine artan ilgisi, bu
cesitlerde insan saglhigi agisindan Onem arz eden biyoaktif maddelerin bulunmasi,
Tirkiye’de konu ile ilgili arastirmalarin sayr ve niteligini artirmistir. Genetik
kaynaklarin tiir alt1 kategorilerde gida bilesimlerine dair daha ¢ok veri elde edilmesine
iliskin arastirmalar giderek daha fazla kabul gérmektedir [14, 15]. Yerel c¢esitlerin
degerlendirilmesi ve siirdiiriilebilir korunmasi i¢in gida bilesimi, kalite ve benzeri
yonden arastirilmalari, bu veriler 1518inda yetistiriciliklerinin ve tiiketimlerinin tesvik
edilmesi ya da dolayli olarak bu ozellikleri iceren cesitlerin 1slah g¢aligmalarinda

kullanilmast biiyiilk 6nem tagimaktadir.

2.2. Bugdayda Bulunan Saghga Faydah Bilesenler

Diistik ve orta gelirli iilkelerde bugday, protein kaynagi olarak pirincin veya misirin
yerini alirken, kalori kaynagi olarak piringten sonra ikinci siradadir [16]. Bugdayin
genel olarak fenolikler, lignanlar, steril ferulatlar, tokoferoller, tokotrienoller,
karotenoidler, fenolik asitler, flavonoidler ve fitosterolleri gibi sagliga faydali
bilesenlerin kaynagi oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarda da belirtilmistir [10, 17-23].
HEALTHGRAIN adi ile Avrupa'da kurulan forum, tahil ve tahil esash {iriinlerle
ilgilenen iiniversite, enstitii ve endiistriden iiyeleri bulunan 6nemli bir bilimsel agdir. Bu
forumun {iyelerinin bir kismi, bugdayda bulunan biyoaktif fitokimyasallarin tanedeki
dagilimi, ekstrakte edilebilirligi, analizi ve islevsel Ozellikleri hakkinda arastirmalar
gerceklestirmektedir. Ayrica gida igsleme yontemlerinin bugday biyoaktif bilesenleri
tizerindeki etkisini anlamak ve islenmis gidada biyoaktif bilesiklerin daha yliksek
miktarda olmasi igin siire¢ gelistirme ¢aligmalari da yapmaktadirlar [24]. Konunun
onemi iilkemizde de “Uluslararas1 Bugday Cesitliligi ve Insan Saghig Konferansi (22-
24 Ekim 2019, Istanbul)’nin” amaci olarak “bugdayin cesitli genetik kaynaklarinin
modern 1slah, siirdiiriilebilir tiretim ve isleme teknolojilerini kullanarak, bilgi
aligverisinde bulunmak ve bugdayin saglik yararlarini arttirmak icin olasi stratejileri

tartismak” seklinde vurgulanmistir.



Bugdaydaki fenolikler, lignanlar, tokoferoller, karotenoitler, alkilrezorsinoller, steril
ferulatlar gibi biyoaktif maddelerin sagliga faydalari iizerine yapilan son ¢aligmalar,
yerel bugday cesitlerimizde de biyoaktif madde profilinin ortaya ¢ikarilmasi
gerekliligine isaret etmektedir. Ayrica, flavonoid bilesiklerin biyosentezi en ¢ok
calisilan bitki metabolik yollarindan biridir [25-31]. Son molekiiler ve genomik
yontemlerin  gelistirilmesi, bugdayda flavonoid biyosentezinin molekiiler-genetik
temelini anlamada kayda deger ilerleme saglamistir [32]. Onceki ¢alismalarda,
bugdayda (Triticum aestivum L.), iki antioksidan enzim geninin (SOD) ve (CAT), dort
askorbat-glutatyon dongii geninin (GR, DAR, MDAR ve APX) ve iki flavonoid
biyosentez yolu geninin (PAL) ve (CHS) nispi ifade seviyelerinin iki farkli doz ¢inko
(Zn) varhiginda ve kuraklik stresi altinda farklilagtig1 ve transkripsiyonel seviyede ¢oklu
antioksidan savunma sistemlerini diizenleyebildigi kanitlanmigtir [33]. Bundan baska
biyoinformatik ile bugdayda bulunan flavonoid biyosentez enzimlerinin siniflandirmasi,
Uguz ve Yilmaz [34] tarafindan da sunulmustur. Buna gore, bugdayda kalkon sentaz,
kalkon izomeraz, flavonon hidroksilaz, dihidroflavanonol rediiktaz, antosiyanidin
sentaz, glukoflorovanol rediiktaz, antosiyanidin sentaz ve glukozoflavonoidglikosil
transferaz olan flavonoid biyosentez enzimleri ve bunlarin yapisal olarak veri tabanlar
kullanilarak analiz ve ilgili genler tespit edilmistir. Insan tiiketimi igin giinliik temel
gida olarak bugday (Triticum spp.), tahil kalitesini optimize etmek ve insan beslenme
ihtiyaglarin1 karsilamak igin siirekli bir arastirma konusudur. Cizelge 2.1°de bugdayda
bulunan antioksidan enzim genleri (SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim

genleri (PAL ve CHS) ve bunlarin fonksiyonlari ile ilgili reaksiyonlar verilmistir.



Cizelge 2.1. UniProt Bilgi Bankasi'nda SOD, CAT, PAL ve CHS genleri i¢in yer alan
temel veriler [35-39]

Protein
Gen EC UniProtkKB ID Fonksiyon Reaksiyon
No
< | Stiperoksit Hiicrede iiretilen radikalleri +
(@] % Dismutaz 082571 yok eder. Demir mangan 2H "+
ox (082571_WHEA . o o 2 siiperoksit=H , O,
[ ) EC ) siiperoksit dismutaz ailesinde ‘0
£ | 11511 bulunur.
Aerobik solunum yapan
. hemen hemen tiim
— < Katalaz D6PW71 organizmalarda bulunur ve 2H,0,=
< (3 EC (D6PW71_WHE  hiicreleri hidrojen peroksidin 2H,0+0,
© 2 1.11.1.6 AT) toksik etkilerinden korumada
= etkindir. Bitki hiicresinde
peroksizomlarda bulunur.
Fenilpropan iskeletine dayali
¢ok ¢esitli dogal tirtinlerin L-
| Fenilalanin fenilalaninden
i biyosentezindeki ilk
N amonyum . . . . .
3:' 5 li 531/2 Q43210 reaksiyonu katalize eden bitki L -fenilalanin = (E )-
oS y (PALY_WHEAT) metabolizmasinin kilit bir sinnamat + NH ,*
< EC enzimidir. Sinnamik asit
4.3.1.24 biyosentetik siireci ve L-
fenilalanin katabolik siireci
biyolojik siiregleridir.
& Kalkon _CoA4-
n § sentaz W8PF32 Asiltransferaz aktivitesi, r:oall?nna}?ocl(-)éc-)i
5 (W8PF32_WHEA  amino-asil gruplari digindaki y
Oa EC T) transfer gruplart ile saglanir malonyltrapsferase
< 2.3.1.74 ’ (cyclizing)

2.2.1. Bugdayda Antioksidan Aktivitesi

Cevresel stres (tuzluluk, kuraklik, soguk vb.), hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) birikmesine neden olur. ROS’lar bir molekiil ya da atomdan (radikal olmayan)
bir elektron uzaklagsmasiyla ya da molekiil ya da atomun bir elektron almasiyla
olusurlar. Bahsedilen ROS artis1 sonucu bitkilerde ciddi seviyede oksidatif hasar
olugsmaktadir. Oksidatif stres ise bitkide biiyiimeyi ve tane verimini olumsuz etkiler.
Bitkiler, bu olumsuz etkileri durdurmak ve hayatta kalabilmek i¢in bitkiler ROS

kontrolii saglayan antioksidan mekanizmalarina sahiptirler [40, 41].

ROS'un hiicrelerde yol agabilecegi potansiyel hasar1 Onlemek ve biiyiimeyi,

metabolizmay1, gelismeyi ve genel iiretkenligi korumak i¢in, hiicre i¢i diizeyde ROS



iiretimi ve eliminasyonu arasindaki denge siki bir sekilde diizenlenmeli ve verimli bir
sekilde metabolize edilmelidir. ROS firetimi ve detoksifikasyonu arasindaki bu denge,

enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan stirdiiriiliir.

Bitkilerde bulunan ROS seviyelerini kontrol altina alma mekanizmalarinin temel
elemanlar1 askorbat (AsA)/ dehidro askorbat (DHA) ve iki redoks ¢ifti olan glutatyon
(GSH) ve glutatyon disiilfiddir (GSSG). Antioksidan sisteminin detoksifikasyon
kisminda siiperoksit dismutaz (SOD), oksijen radikalini (O’yi) oksijene (O2)’ye ve
hidrojen peroksite (H,0,) doniistiiriir. H,O, daha sonrada katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX) ve diger birka¢ enzimle degrade edilebilir. H,O;’nin APX ile
degradasyonu sirasinda, AsA monodehidroaskorbat (MDHA) ve DHA’ya oksitlenir.
Ayrica, AsA ve GSH daha yavas kinetikle ROS tarafindan dogrudan oksitlenebilir.
MDHA rediiktaz (MDHAR), DHA rediiktaz (DHAR) ve glutatyon rediiktaz (GR),
antioksidanlar1 oksitlenmis halden indirgenmis forma geri doniistiiriir. MDHAR ve GR,
indirgeyici bir esdeger olarak NADPH'yi kullanirken DHAR aym1 amag i¢in, GSH'yi
kullanir. Anlatilan bu mekanizma Sekil 2.1°de gosterilmistir [41, 42].

Hiicrelerin mitokondrilerindeki SOD enzimi, siliperoksit anyonlarin1 hidrojen peroksit
(H,02) ve oksijene (O;) doniistiirerek ortadan kaldirir. CAT enzimleri ise,
peroksizomlar gibi hiicrelerin alt organel pargalari i¢inde H,O;’ye, suya (H,0) ve O,

doniistirme iglevi goriir [43].

H,O
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M

O, CAT = ]f202
O; SOD > H,0, APX > MDHA —
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Sekil 2.1. Bitkilerde antioksidan savunma mekanizmasinin dzeti- antioksidan

enzimlerinin ROS'u detoksifiye etme mekanizmasi [44]



2.3.1.1. Antioksidan Kapasite Olciimii

Daha oOnce de bahsedildigi gibi antioksidan maddeler oksidasyonu onlemek yoluyla
viicutta kansere ve mikroorganizmalara karsi koruyucu etki gosterir ve kalp-damar
hastaliklarinin olusmasi riskini azaltir [45]. Gidalarin besleyiciligini artirilmasi ve bu
amagcla da bitkilerin antioksidan kaynag1 olarak kullanilmast ile ilgili yapilan ¢alismalar
giderek artmaktadir. Bu dogrultuda da, gidanin insan saglig1 iizerindeki olumlu etkisini
ve besleyici 6zelliklerinin belirlenmesinde antioksidan kapasitesinin Ol¢iilmesi gerekir

[46, 47].

2.3.1.1.1. ABTS Yontemi

ABTS (2,2’-azinobis 3- etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) testi ayrica, “Troloks
Esdegerligi Antioksidan Kapasite Yontemi” olarak da bilinir[48]. ABTS testi,
antioksidanlar tarafindan azaltilabilen, mavi/yesil ABTSe+ fliretimine dayanir [49].
Prensibi, 734 nm'de giiglii absorpsiyon bandina sahip renkli ve nispeten kalict ABTS
radikal katyonu ile reaksiyona dayanmaktadir. ABTS radikali, numunedeki antioksidan
bir elektronu kabul ettiginde, mavi-yesil renk, ABTS'nin rejenerasyonunu gosteren uguk
mavi veya renksiz bir renge doniisiir [50]. Toplam antioksidan aktivite miktari, referans
antioksidan madde (Troloks) ile gizilen standart egri ve 1 kg kuru madde igerisinde
bulunan mmol Troloks (Vitamin E analogu) Esdeger Antioksidan Kapasite (mmol
TEAK/kg km) seklinde gosterilir. Bu sebeple ABTS yontemi ¢ogunlukla TAEK olarak
da ifade edilir [47, 51].

2.2.2. Bugdayda Flavonoid Biyosentezi

Bitkilerde bulunan fitokimyasal bilesenler, temel metabolik siireglerdeki islevlerine ve
olustuklart metabolik yolaklara gore primer ve sekonder metabolitler olarak iki gruba
ayrilirlar. Primer metabolitler, temel yasam fonksiyonlarindan (biiylime, iireme vb.)
sorumludurlar ve olusumu neredeyse biitiin organizmalarda aynidir. Buna karsin temel
yasam fonksiyonlarinda sekonder metabolitlerin onemli bir gorevi yoktur. Bitki
adaptasyonunda ve savunma mekanizmasinda dnemli gorevleri vardir ve bitkinin yani
sira, mantar ve mikroorganizmalarda da bulunan, a-l-amino asitler (fenilalanin, tirozin,
triptofan) de dahil olmak iizere temel aromatiklerin sentezinde goérevli sikimik asid

yolagi gibi yardimci yolaklarin iiriinleri olan organik maddelerdir [52, 53].



Sekonder bitki metabolitleri, bitki hiicresi tarafindan primer metabolik yollardan
tiiretilen ¢ok sayida kimyasal bilesiktir. Sekonder metabolitler, bir¢ok antik toplulukta
geleneksel tipta sifali otlarin kullanilmasi yoluyla bilimsel bir temel olusturmustur.
Daha oOnce yapilan c¢alismalarda sekonder metabolitler antibiyotik, antifungal ve
antiviral olarak tanimlanmistir ve bu nedenle bitkileri patojenlerden koruyabilirler.
Ayrica, sekonder metabolitler, 6nemli UV (ultraviyole) isinlarin1 emici bilesikler
olustururlar, bu yolla da 1siktan kaynaklanan yaprak hasarim1 ciddi bir seviyede
Onleyebilirler. Sekonder bitki metaolitleri, kimyasal yapilarina gore birkag¢ siifa ayrilir

(Sekil 2.2). Fenolikler bitki sekonder metabolit siniflarindan biridir [54].

Fenolikler

-Flavonoidler

Azotlu bilesikler
-Alkaloidler

-Protein olmayan
amino asitler

Tanninler

-Siyanojenik glikozitler
Sekonder
Metabolitler

VRN

Glikozidl Terpen
1Kozldler
bilesikleri

Sekil 2.2. Sekonder bitki metabolitlerinin siniflandirilmasi[54]

Fenolikler bitki sekonder metabolitlerinin en biiyiik grubunu olusturur. Ortak bir 6zellik

olarak hepsi fenol grubunu igerir (Sekil 2.3) [55].



OH

Sekil 2.3. Fenol grubu. Tek bir hidroksi ikamesi tasiyan benzenden olusan organik bir
hidroksi bilesigi (CHEBI:15882) [56]

Fenolik molekiillerin ¢cogu, 6zellikle flavonoidler ayn1 zamanda serbest radikal 6zelligi
gosterirler ve antioksidan 6zelligi tasirlar. Fenolik maddeler yapilarina ve biyosentetik

kokenlerine gore siniflandirilabilirler. Flavonoidler bu gruplardan biridir [55].

Flavonoidlerin biyosentezi en ¢ok calisilan bitki metabolik yolaklarindan biridir.
Giliniimiizde bu bilesiklerin  2000°den fazlas1 bilinmektedir bununla birlikte
flavonoidlerin yaklasik olarak 500 tanesi serbest halde bulunmaktadir. Ayrica
arastirmacilar, flavonoid biyosentezinin biyokimyasal, fizyolojik ve genetik yonleriyle

ilgili caligmalarini stirdiirmektedir [55].

Flavonoidler, bitkide vakuol adi verilen organellerde depolanirlar. Flavonoidlerin
iskeleti 2, 3 ve 4 konumlarinda aromatik kroman halkasi igerir [55]. Flavonoidler,
karbon halkasinin oksidasyon seviyesine gore gruplara ayrilabilir. Bu gruplardan
bazilar1 antosiyaninler, flavonlar (Sekil 2.4) ve flavonollerdir. Flavonlar genellikle sar1
renklidir. Antosiyaninler bitkide renk olusumunda (cicek, meyve) gorevlidir. Ayrica

bitkide hiicre duvarinda yap1 materyalleri igerisindedir [55, 57].
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Sekil 2.4. Bir flavonoid sinifi olan flavonlarin kimyasal yapis1 (CHEBI:16243) [58]

Flavonoidler, bitki gelisiminde, patojenlerden ve olumsuz ortam sartlarindan
korunmada onemlilerdir. Antioksidan enzim aktivitesinin tiikkenmesinin bir sonucu
olarak aktive olan ikincil bir antioksidan sistem olustururlar. Yaralanma, kuraklik, metal
toksisitesi ve besin yoksunlugu gibi negatif ortam kosullarinda biyotik ve abiyotik

streslerin ardindan flavonoid seviyelerinde 6nemli bir artig bulunmustur [59].
Birgok flavonoid biyosentez geninin de stres altinda ifadesinin artig1 ve flavonoidlerin

biyosentezinin strese karsi hassas tiirlerde strese karsi giiglii kalabilen tiirlere gore daha

fazla uyarildig1 yapilan caligmalarda belirtilmistir [32].
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Sekil 2.5. Bugdayda flavonoid biyosentez yolagi [59]
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Bugdayda flavonoid pigmentlerin birikmesi bazen ticari agidan degeri etkileyebilir.
Buna o6rnek olarak yiiksek tanen igerigi ile iliskili olarak kirmizi tane rengine sahip

bugdaylar hasattan once filizlenmeyi 6nler bu sebeple de tercih sebebi olabilir [32].

2.4. Malniitrisyon, Gizli Achk, Biyofortifikasyon ve Uygulamalari

Malniitrisyon; yetersiz beslenme, enerji alimindaki dengesizlikleri ifade eder ve besin
replasmani ile Oniine gegilebilmektedir. Enerji, protein ve diger besin dgelerinin
yetersiz, dengesiz veya fazla alinmasi nedeniyle viicut yapi ve fonksiyonlarinin
Olctilebilir sekilde olumsuz etkilendigi bir durumdur. Malniitrisyon ii¢ gruba ayrilabilir.

Bu gruplara [60-62] ait 6zet bilgiler asagida verilmistir.

1-Zayiflik (boya gore diisiik kilo), bodurluk (yasa gore kisa boy) ve diisiik kiloyu (yasa

gore diistik kilo) iceren malniitrisyon

2-Mikrobesin eksiklikleri (viicut i¢in gerekli vitamin ve minarellerin eksikligi) ya da

mikro besin fazlaligini iceren malniitrisyon

3-Asiri kilo, obezite ve diyete bagl bulasici olmayan hastaliklar1 (kalp hastalig1 ve bazi

kanser gesitleri) igeren malniitrisyon [60, 61]

Gizli aclik ise, vitamin ve minerallerin (¢inko, iyot ve demir gibi) alimi ve emilimi,
saghig ve gelisimi siirdiirmek icin ¢ok diisiik oldugunda ortaya ¢ikan bir yetersiz
beslenme bicimidir. Immiin sistemin zayiflamasi, halsizlik gibi mikro besin eksikligi
belirtileri genellikle fark edilmemesi sebebi ile bu sekilde goriilen yetersiz beslenme

bigimine “gizli a¢lik’ ad1 verilir [62, 63].

Diinya genelinde iki milyardan fazla insanda "gizli aghk" goriilmektedir. A vitamini,
¢inko ve demir gibi vitamin ve mineraller mikro besinlere ornektir. Mikro diizeyde
gerekli olmalarina ragmen, hastaliklarin olusumunun 6nlenebilmesi ve saglikli yasamin

stirdiiriilebilmesi i¢in gereklidirler [64].

Diinya genelinde yaklasik 800 milyon kadin ve ¢ocukta anemi goriilmektedir. Buna ek
olarak diinya genelindeki toplam niifusun yaklagik dortte birinde demir eksikligi

kaynakli anemi goriiliir ve bagisiklik sisteminin zayiflamasina yol agtig1 ig¢in genel
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hastalik yiikiiniin birinci sebeplerinden biridir [65, 66]. Ozellikle gocuklari, menopoz
oncesi kadinlar1 ve diisiik ve orta gelirli iilkelerdeki insanlari etkiler. Afrika’da 5
yasindaki ¢ocuklarin %60’1mndan fazlasinin fiziksel potansiyelini ve bilissel becerisini
sinirlar.  Gelismekte olan iilkelerde, demir eksikligi aneminin birinci sebebidir.
HarvestPlus 2021 verilerine gore; Mali, Somali, Cad ve Orta Afrika Cumhuriyeti demir
eksikliginin goriildiigii ilk 4 tlkedir. Tirkiye ise bu siralamada 128 {ilke arasinda 103.
siradadir (Sekil 2.6) [66, 67].

Priority Level
W Top

M High

W Medium
[ Low

[ Little

Sekil 2.6. Demir eksikliginin 128 iilkede goriilme seviyesi [66]

Gece koriiliigii gibi ciddi sonuglar dogurabilen vitamin A eksikligi ise, diinya genelinde
yaklasik 190 milyon okul 6ncesi ¢ocukta goriilmektedir [68]. Buna ek olarak gelismekte
olan tilkelerde yaklagik 7 milyon hamile kadinda da vitamin A eksikligi goriilmektedir.
HarvestPlus 2021 verilerine gore; Angola, Orta Afrika Cumhuriyeti, Demokratik Kongo
Cumbhuriyeti ve Hindistan demir eksikliginin gorildiigi ilk dort tilkedir. Tiirkiye ise bu
siralamada 128 iilke arasinda 114. Siradadir (Sekil 2.7) [69].
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B Medium
I Low
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® 2021 Mapbox ® OpenStreetMap

Sekil 2.7. Vitamin A eksikliginin 128 iilkede goriilme seviyesi [66]

Diinya niifusunun %17’sinde ¢inko eksikligi goriiliir ve yine diinya genelinde, 6zellikle
hububat iiriinlerinin giinliikk diyetin biiyiik boliimiinti olusturdugu iilkelerde yaklasik 3
milyar insanda temel olarak demir ve ¢inko eksikligi goriilir [65, 70]. Cinko
eksikliginin immiin sistemin zayiflamasina, biligsel yeteneklerin olumsuz sekilde
etkilenmesine ve biliyiime geriligine sebep oldugu bilinmektedir [65, 70]. HarvestPlus
2021 verilerine gore; Demokratik Kongo Cumhuriyeti, Burundi, Zambia ve Malawi
cinko eksikliginin goriildigi ilk dort iilkedir. Tiirkiye ise bu siralamada 128 iilke
arasinda 81. siradadir (Sekil 2.8) [70].
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Sekil 2.8. Cinko eksikliginin 128 {ilkede goriilme seviyesi [66]

Fortifikasyon, toplum sagligima fayda saglamak igin, islenmis gidalarin mikro besin
kapasitesinin yiikseltilmesi olarak ifade edilir [71, 72]. Fortifikasyon uygulamalar1 ile
bir toplumun mikro besin durumu giivenli ve etkili bir sekilde iyilestirilebilir. Sofra
tuzunun iyot ile fortifikasyonu bu uygulamanin kiiresel olarak yiiksek kapsama alani

saglamay1 basarmis bir 6rnegidir [73].

Yapilan bir arastirmada, demir fortifikasyonu yapilmis inci darisinin beslenme ve
biligsel performansi 6nemli 6lcilide iyilestirerek demir eksikliginin olumsuz dalgalanma

etkilerini engelleyebilecegini gosterilmistir [74, 75].

Biyofortifikasyon ise, bitkinin gelisim evrelerinde besin degerinin arttirilmasini igerir.
Tarim ya da biyoteknolojik uygulamalar ile yapilan biyofortifikasyon uygulamalar
mevcuttur [72]. Bununla birlikte biyofortifikasyonun mikro besin eksikliklerini
diizenledigi calismalarla gosterilmistir. Ornegin, turuncu tath patates, manyok ve
misirin, kadmlarin ve ¢ocuklarin provitamin A, serum retinoland ve toplam A vitamini
depolarini arttirarak A vitamini eksikligini azalttigi gosterilmistir [76-80]. Bir diger
calismada, agronomik olarak ¢inko bakimindan zenginlestirilmis yiyeceklerle beslenen
cocuklarda zatiirre hastaligina yakalanma oraninin diistiigii, yakalananlarda ise hastalik

stiresinin kisaldig1 ortaya konmustur [74, 81].
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Diinya genelinde, milyarlarca insan i¢in bugday, arpa, misir ve piring gibi hububat
tirtinleri, en ¢ok iiretilen ve en erisilebilir gida {riinleridir ve diinya niifusunun biiyiik
cogunlugunun diyetlerinin %50’den fazlasim1 olusturur. Bugday tek basina diyetle
alian kalorinin %18’ine katkida bulunur. Biyofortifikasyon uygulamalarinda da yiiksek
ulagilabilirlikleri sebebiyle piring, bugday ve misir gibi hububat iiriinleri tercih edilen
tirtinler arasindadir. Gilinlimiizde ytiriitiilen biyofortifikasyon ¢aligmalari temel gidalarin

fazlalikla tiiketildigi, gelismekte olan iilkeleri hedef almaktadir [73, 82].

Transgenik yaklasimlarla ve CRISPR teknolojisi ile biyofortifikasyon caligsmalari ile
ilgili de ¢alismalar yapilmaktadir. Kumar ve arkadaslar1 [82] tarafindan yapilan bir
caligmada vitamin A, g¢inko ve demir igerigini artirmak amaciyla transgenik
yaklagimlarla yapilan ¢alismalar incelenmistir. Bu ¢calismada insan glutelin-1 promotdrii
kontroliinde laktoferrin genini igeren transgenik piringlerde, heterolog proteinlerin
ekspresyonunun kontrole gore 6nemli oranda fazla oldugu belirtilmistir. Yapilan bagka
bir calismada, pirincin besleyiciligini artirmak amaci ile yeni bir yaklagim olan
CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanilmigtir. CRISPR-Cas9 teknolojisi hedeflenen iki
konumda piring genomuna DNA kasetleri eklenmek i¢in kullanilmistir ve bu yolla A
vitamininin Onciisii olan karotenoid agisindan zenginlestirilmis piring elde edilmistir

[83].

2.5. Bitkilerde Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyon analizi, bir organizmanin transkriptomik veya genomik
davraniglarindaki degisiklikleri arastirma yontemidir [84]. Transkriptom, belirli bir
hiicre veya doku tipindeki tam transkript setidir [85]. Gen ifadesi ¢esitli faktorlere bagh
olarak (biyotik ve abiyotik stres) degisebilir ve genel olarak, transkriptom analizinin
amaci, farkli kosullarda farkli sekilde ifade edilen genleri tanimlayarak, kosullarla
iligkili genlerin ve yolaklarin yeni bir anlayisina yol agmaktir [84, 85]. Transkriptom
analizi, binlerce genin ifadesindeki degisikleri yorumlamak i¢in uygun bir istatistiksel
yontem gerektirir. Genomik analizi ise, DNA dizisi, yapisal varyasyon ve gen

ekspresyonu gibi genomik 6zelliklerin 6l¢iilmesi ve karsilagtiritlmasini igerir [86].

Gen ekspresyonu analizi i¢cin mevcut teknolojiler iki grupta incelenebilir: Kapali
sistemler ve agik sistemler. Ilgili genomun bilgisine dayanan kapali sistemde sadece iyi
karakterize edilmis genler analiz edilir. Tipik olarak, mikroarray ve kantitaif gercek
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zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) gibi kapali sistemler bitkilerde gen
ekspresyon analizinde yaygin olarak kullanilan tekniklerdir. Agik sistemlerde ise,
organizmanin genomunun ya da transkriptomunun onceden bilinmesine gerek yoktur.
cDNA-AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), MPSS (Massively Parallel
Signature Sequencing) ve SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) transkript
bollugunu 6lgmek ve farkli doku tiplerinde ya da bitkilerde gelisim asamalarinda

transkript verilerini 6l¢gmek i¢in basariyla kullanilan agik sistemlere 6rnektir [84, 87].

2.5.1. Kantitif Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

qPCR, genis bir dinamik araliga sahip olmasi, yiiksek duyarliligi, diziye spesifik olmasi,
amplifikasyon sonrasi islemenin ¢ok az olmasi ve artan numuneye uygun olmasi
nedeniyle gen ekspresyon analizinin en yaygin kullanilan yontemlerinden biri haline

gelmistir.

1970’lerin basinda retroviral ters transkriptazin kesfi ile RT-PCR teknigi miimkiin
kilinmistir. Bu teknikte RNA transkriptleri, 6nce ters transkripsiyon reaksiyonu ile
cDNA'’ya nicelenir. cDNA’nin amplifikasyonunu takiben son iiriinlerin ger¢ek zamanh
olarak saptanmasi ve nicelenmesi gergeklestirilir. cDNA, RNaz bozulmalarina maruz

kalmaz bu sayede cDNA RNA’ya kiyasla daha kararlidir [87, 88].

RT-PCR'de, baslangic RNA's1 daha sonra bozunur, ¢ift zincirli DNA (dSDNA) {iretilir
ve PCR amplifikasyonu olagan sekilde ilerler. Sekil 2.9°da DNA tespitinin temel
adimlari gosterilmistir. Bir amplifikasyon reaksiyonunun kantifikasyon dongiisii veya C,
degeri, floresansin bir niceleme esigine ulagmasi i¢in gerekli olan fraksiyonel dongii
say1st olarak tanimlanir. Reaksiyonun baslangicinda daha fazla hedef kopyasinin olmasi
durumunda, niceleme esigi ile iliskili amplifikasyon {irinii miktarina ulagmak i¢in daha
az amplifikasyon dongiisii gerekir. Bu basit iligki, halen en giincel qPCR analiz

yontemlerinin baslangi¢ noktasi olan orijinal qPCR veri analizinin temelini olusturur

[89] .
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o Tavlama sirasinda, PCR primerleri hedef DNA zincirine
t x ! hibritlesir ve boyamn araya girdigi kiigik dsDNA bolgeleri
olusur  floresan sinyali miktar1 artar.

O Uzama asamasinda, daha fazla dsSDNA olusur ve daha fazla boya
araya girebilir: floresan sinyali katlanarak artar.

o Uzama fazinin sonunda, dsDNA'nmn her bir ipligi maksimum
miktarda interkalasyonlu boya igerir. Bu nedenle, gercek
zamanli PCR'de interkalasyon boyalari kullamldiginda, her
uzama fazinin sonunda floresan 6lgilir (510 nm).

Sekil 2.9. DNA tespitinin temel adimlari [84]

RT-PCR molekiiler tip, biyoteknoloji ve mikrobiyolojide kantitatif veri analizi i¢in
MRNA seviyesinin hassas bir sekilde tespit edilmesini saglayan bir teknolojidir. Bunlara
ek olarak, RT-PCR, RNA viriisii enfeksiyonlarinin (6rn., insan immiin yetmezlik viriisi
ve hepatit C virlisii) teshisinde, miktar tayininde; Hodgkin disi lenfomalar, 16semiler ve
sarkomlarla baglantili  translokasyonlar tarafindan {iretilenler gibi mRNA

transkriptlerinin analizinde yaygin olarak kullanilir [87, 90].

2.6. Calismanin Amaci

Bu tez ¢aligmasinin asil amaci, yerel bugday cesitlerinde antioksidan enzim genlerinin
(SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade
diizeylerinin ve iki farkli doz ¢inkonun bu genlerin ifade diizeyine olan etkisinin

transkriptomik diizeyde arastirilmasidir.

Bu calisma ile, yerel bugday cesitlerindeki bazi antioksidan enzim genlerinin ve
flavonoid biyosentez enzim genlerinin aktivitelerinin molekiiler diizeyde arastirilmasi

ile Tirkiye’deki yerli bugdayin ¢esitliligi, insan beslenmesinde bugdayin kullanimi ve
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bugdayda modern 1slah ve siirdiiriilebilir {iretim konularinin tartigildig1 bilimsel ortama
onemli bir katkida bulunulacaktir. Bugdayin anavatani olan iilkemizdeki yerel bugday
cesitleri ve tohumlarimizin karsilagtirmali tarnskriptomik yaklasimla ilgili genlerin
calisilmast bu cesitlerin korunmasi ve 1slah calismalarinda kullanilmasi agisindan

Onemlidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bugday Ornekleri

Arastirma konusu olan bugday ornekleri, Tarim ve Orman Bakanligi, Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigi (TAGEM) Tarla Bitkileri Arastirma
Enstitiisii (Enstitil) tarafindan saglanmistir (Cizelge 3.1). Herhangi bir stres uygulamasi
yapilmaksizin aym tarla ve iklim kosullarinda firetilen bugday Ornekleri Enstitii
tarafindan saglanmistir. Yine Enstitii tarafindan saglanan ve karsilastirma yapmak
amaciyla 2 adet ticari (Eminbey makarnalik, Demir 2000 ekmeklik) bugday cesidi
kullanilmustir.

Cizelge 3.1. Arastirma i¢in kullanilan bugday genotip listesi

Materyalin adi Botanik adi

1 Ak-702 Triticum aestivum

2 Kose 220/33 Triticum aestivum

3 Siinter Triticum aestivum

4 Zerun Triticum aestivum

5 Demir 2000 Triticum aestivum

6 Mergiize (Siyez) Triticum monococcum
7 Atasiyez (Siyez) Triticum monococcum
8 Siyez 4 Triticum monococcum
9 Siyez Pop. Triticum monococcum
10 Kafkas (Kavilca) Triticum dicoccum

11 Kavilca Kirmizi basak Triticum dicoccum

12 Gernik Triticum dicoccum

13 Karakilgik Triticum durum

14 Sar1 bugday Triticum durum

15 Eminbey Triticum durum

16 Spelta Sar1 basak Triticum spelta

3.1.2. Ekipmanlar

Tez caligmasinda, RNA ekstraksiyonu, cDNA sentezi ve RT-PCR asamasinda
kullanilan ekipmanlar asagidaki gibidir:

Isiticili Blok (Major Science MD-01N)

Mikrosantrifiij (Neuation 1 Fuge BLOSVT)

Spektrofotometre cihazi (Thermoscientific Nanodrop 2000c)

gPCR cihazi (Roche Lightcycler96)

Vorteks (Biosan Vortex V-1 Plus)
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Hassas Terazi (Yildirnm KD-TBC 300 g (0.001 g)

Plate Santrifiij (MiuLab MINIP2500 Micro-plate Centrifuge)
Buzdolab1 -20 °C, (2 adet, Vestel ve Argelik)

Analizi ¢alistirmak i¢in yazilim arayiizii (Roche Lightcycler yazilim)

Santrifiij (Niive NF800)

3.1.3. Kimyasallar
Tez calismasinda bugday sterilizayonu sirasinda kullanilan kimyasallar asagidaki
gibidir:

1. Sodyum hipoklorit (%20)

2. Steril saf su

Cinko giibresi uygulamasinda kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir:
1. Cinko siilfat hepta hidrat (ZnSO,4.7H,0), ACS grade %99,0-103,0
2. Deiyonize su

RNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir (Calismada RNA
izolasyonu i¢in “EURX-E3700 katalog numarali RNA Extracol” kitinde yer alan
kimyasallar kullanilmistir):
1. RNA Extracol
2. Kloroform
3. Izopropanol
4. Etanol (%75)
5. PCR-grade su
6. RNase ZAP (Cleaning agent for removing RNase)

cDNA sentezi i¢in kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir (Calismada cDNA sentezi
icin “EURX-Smart First Strand ¢cDNA Synthesis” kitinde yer alan kimyasallar
kullanilmigtir):

1. Oligo (dT) 20 (50 uM) primer

2. 0.AMDTT

3. 5 X cDNA Tamponu

4. smART Ters Transkriptaz (200 U/pul)

5. 10 mM dNTPs Karisimi

6. RNaz Inhibitérii (50 U/pl)
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7. RNaz icermeyen su

RT- PCR asamasinda kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir:
1. 5x HOT FIREPol EvaGreen® qPCR Mix Plus (NO ROX)
2. PCR grade su

3.1.4. Sarf Malzemeler
1. 0.2 ml 96-Well PCR Plate, Eteksiz (BIORAD)
96-Well PCR Plate Sealing Film
0.2 ml Sertifikal1 8 Strip PCR Tiipleri
8 Strip PCR Tiip ve Plate Kapagi
Petri Kutusu, (Firatmed/90x15)
100 ml sprey sisesi
Mikropipet ucu (10/20/100/200/1000u1)
Mikropipet (0.5-10 pL, 10-100 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL)
Mikrosantrifiyj tiipt (0,5 mL,1,5 mL, 2,0 mL)
. Cam pipet (2 mL, 5mL, 10 mL)
. Pens
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3.1.5. Primerler

Bu ¢alismada, ayrica Ma ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada [33] Triticum aestivum
genotipi i¢in tasarlanmig SOD, CAT, PAL primer sekanslari (Cizelge 3.2) ve Ahmed ve
arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada [91] yine Triticum aestivum genotipi igin tasarlanmig
CHS primer sekansi (Cizelge 3.3), biitiin yerel bugday genotiplerinde gen ifade analizi

amaciyla kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. SOD, CAT ve PAL genleri i¢cin Ma ve arkadaglarinin ¢alismasinda [33]

tasarlanan primer listesi.

Gen Primer Sekans (5°-3°)
TaSOD Sod-F AAGCACCACGCCACCTAC
Sod-R TGGGCTTGAGGTTCTTCC
TaCAT Cat-F GTTGGACGGATGGTACTGA
Cat-R AAGACGGTGCCTTTGGGT
TaPAL Pal-F CACCACCCTGGACAGATTG
Pal-R TGAGGCGAAGTGCGGAG

Cizelge 3.3. CHS geni i¢in Ahmed ve arkadaslarinin g¢alismasinda [91] tasarlanan

primer listesi.
Gen Primer Sekans (5°-3°)
CHS TaCHS-L ATCACCCACCTCGTCTTCTG
TaCHS-R AGGAGGTGGAAGGTGAGTCC
3.2. Metot

3.2.1. Materyalin analizler i¢in hazirlanmasi

Calismada tek basaktan iiretilmis hatlara ait 6rnekler ve siyez ve gernik popiilasyonuna
ait de bulunan bugday tanesi haricindeki maddeler selektor ile ayrilmistir. Bu amag igin
2,2 mm elek iizerinde kalan taneler kullanilmistir. Selektor ile ayirma isleminden sonra
biitiin bugday ¢esitleri ayr1 ayri el ile tekrar ayiklanip yabani maddelerin, kirik ve yarik
bugday tanelerinin uzaklastirilmas: saglanmistir. Biitiin bugday genotipleri calismada

kullanilmak tizere tartilarak vakumlanmis torbalarda +4°C’de muhafaza edilmistir.

Antioksidan kapasitesinin belirlenecegi deney asamasinda kullanilmak {izere ise her bir
bugday cesidinden ayr1 ayr1 30 gram tartilip ogiitilmistir. Bu 6giitiilmiis 6rnekler

muhafaza edilmek tlizere -20°C’ye alinmustir.

3.2.2. Bugday Genotiplerinin Toplam Antioksidan Kapasitesilerinin (TAK)
Belirlenmesi

3.2.2.1. ABTSe+ Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi
ABTSe+ stok cozeltisi, 7 mmol/L sulu ABTS ¢06zeltisinin 2.45 mmol/L potasyum
persiilfat ile reaksiyona sokulmasiyla ve 16 saat karanlik ortamda bekletilmesiyle

onceden hazirlanmistir.
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3.2.2.2. ABTSe+ Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi
ABTSe+ stok ¢ozeltisinin 6nceden hazirlanan etanol su (50:50 v/v) ¢ozeltisi ile 734 nm

dalga boyunda 0,75-0,80 absorbans araligina kadar seyreltilmesi ile hazirlanmistir.

3.2.2.3.Trolox Cozeltisinin Hazirlanmasi
Trolox stok ¢Ozeltisinin metanolde ¢ozdiriilmesi ile 0, 100, 200, 300, 400, 500 ve 600

ng/mL konsantrasyon araliginda standart trolox ¢ozeltileri hazirlanmustir.

3.2.2.4.Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Her bugday 6rneginden ~10 mg tartilmistir. Ayn1 zamanda standart trolox ¢ozeltileri de
100ul tartilmistir ve 10ml ABTS ¢alisma soliisyonuyla karigtirilmistir. 27 dakika
boyunca 350 rpm’de karistirildiktan sonra 6080xg’de 2 dakika boyunca santrifiij
yapilmistir. 734 nm’de 2,5-4,5 mL’lik pipetler kullanilarak spektrofotometrik okumalar
yapilmustir.

3.2.3. Yerel Bugday Genotiplerinde Antioksidan ve Flavonoid Biyosentez Enzim
Genlerinin ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Bu tez galismasinda, tiim Ornekler antioksidan enzim genlerinin (SOD ve CAT) ve
flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade diizeyleri saptamak iizere
oncelikle ¢cimlendirilmis, daha sonra saksi denemesi 1 ve saksi denemesi 2 kurularak
yirmi giinliik siire ile yetistirilmis, ardindan hasat edilen bugday yapraklarindan RNA
ekstraksiyonu yapilmistir. RNA izolasyonunu takiben cDNA sentezi ve ardindan qPCR
ile gen ifadesi ve veri analizi yapilmustir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Gen ifade analizi islem akim semasi

3.2.3.1. Cimlendirme

Tez ¢aligmasina ait materyal Cizelge 3. 1°de verilmistir.

Materyale ait bugday tohumlar1 ayr1 ayr1 %20°lik (w/v) ¢amasir suyunda 30 dakika
bekletilerek yiizey sterilizasyonu islemi yapilmistir. Yiizey sterilizasyonunu takiben
bugday taneleri, steril saf suda 45 dakika bekletilmis 15 dakika araliklarda bugdaylarin
bekletildigi su siizliliip yenilenmistir ve ardindan yine steril saf suda durulama islemi

yapilmugtir.

Steril bugday tohumlar1 6ncelikle petri kaplarina ekilmistir (Sekil 3.2). Petri kaplarina
tabanlarini kaplayacak sekilde steril kurutma kagidi yerlestirilmistir. Steril bugday
tohumlar1 kurutma kagitlarinin {izerine yerlestirip iizerlerine yaklagik 2ml steril su
eklenmistir ve ardindan +4°C'de karanlikta nemli filtre kagidinda ¢imlenmeye
birakilmigtir. Her glin +4°C'deki bugday Ornekleri kontrol edilmistir ve kuruma
goriildiigii durumlarda steril su ilave edilmistir. Daha sonra ¢imlenmis bugdaylar

+4°C'den ¢ikarilip topraga ekilmistir [92-94].
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Sekil 3.2. Petri kaplarina ekilmis bugday o6rnekleri

Cimlenen tohumlar Saksi Denemesi 1 ve Saksi Denemesi 2 i¢in kullanilmistir. Saksi
Denemesi 1 ve Saksi Denemesi 2 arasindaki fark yalnizca ¢inko uygulamasidir. Bu
asamada ¢inko uygulanmayacak bugday Ornekleri (Sakst Denemesi 1) ile ¢inko
uygulanacak bugday oOrneklerine ait saksilar (Sakst Denemesi 2) ayni ortamda

bulunmakla birlikte, birbirlerinden uzaklastirilmis ve paravan ile ayrilmiglardir.

3.2.3.1.1. Saks1 Denemesi 1

Karanlik ve nemli ortamda +4°C'de cimlenmeye birakilmig bugday tohumlar1 bu
asamanin ardindan kii¢iik plastik saksilara ekilmislerdir. Plastik saksilara ekimlerini
takiben 18-20°C ortam kosullarina alinip yine 151k almamalar1 saglanmig ve 2 giin

stiresince bu kosullarda birakilmigtir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Isik almayan, 18-20°C ortam kosullarinda bekletilen bugday érnekleri
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Sekil.3.4. Isik almayan, 18-20°C ortam kosullarinda iki giin boyunca tutulan bugday

orneklerinin aydinlik ortama alindigindaki goriintiisii

Bugdaylar karanlik ortam kosullarinda 18-20°C sicaklikta iki giin bekletildikten sonra
(Sekil 3.4) 151k almalart saglanip 6°C’de yetismeye birakilmiglardir. Bugdaylar yirmi
glinliik yetiskinlige ulagtiktan sonra (Sekil 3.5), RNA izolasyonu i¢in kii¢iik metal bir
makasla kesilmiglerdir. Saksi denemesi 1, iki biyolojik tekrar olusturacak sekilde

kurulmustur. Toplanan yaprak ornekleri birlestirilerek ileri analizlerde kullanilmistir.

Sekil.3.5. Yirmi giinliik yetiskinlige ulasan bugday yaprag: oérnekleri

3.2.3.1.2. Saks1 Denemesi 2

Boliim 3.2.3.1°de anlatildig: sekilde yetistirilmisler ve ayni sekilde Saksi denemesi 2 de
iki biyolojik tekrar olusturacak sekilde kurulmustur. Saks1 Denemesi 2’de ¢imlenmis
bugdaylara kardeslenme asamasina geldiklerinde ¢inko uygulamasi yapilmistir. Bu

amag icin %0,5’lik ZnSO4.7H,0 ¢ozeltisi spreyle yapraklardan uygulanmistir [95].
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Uygulama sirasinda (Sekil 3.6) her bir bugday yapraginin tamamen sprey giibre ile
1slanmis olmasina dikkat edilmistir. Hemen kurumamasi igin yapraklara temas
etmeyecek sekilde etrafi naylon ile ¢evrelenmistir. Bugdaylar 20 giinliik yetiskinlige
ulastiktan sonra, RNA izolasyonu i¢in kii¢iik metal bir makasla kesilmislerdir. Toplanan

yaprak Ornekleri birlestirilerek ileri analizlerde kullanilmistir.

Sekil 3.6. a)Bugday yapraklarina yapilan sprey ¢inko giibreleme uygulamasi b)Cinko

giibresi ile tamamen 1slanmig bugday yapraklari

Alkali toprak kosullarinda ¢6ziinmesi gii¢ bilesikler olusturduklarindan dolayr demir,
¢inko, mangan, bakir ve bor gibi mikro elementlerin aliniminda yetersizlik goriiliir [96].
Bu sebeple cinko stresi uygulanacak orneklere ¢inko uygulamasi yapraktan (iist)
giibreleme yontemiyle yapilmistir. Kardeslenme asamasinda orneklere %0,5 (w/v)
ZnS04.7H,0 ¢ozeltisi uygulanmistir [95, 97]. Cinko uygulamasi yapilmayan ve {ist
giibrelemeyle ¢inko uygulanan drneklerde antioksidan enzim genlerinin (SOD ve CAT)
ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade diizeyleri arasindaki

farkliligin belirlenmesi amaglanmastir.

3.2.3.2. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
Hasat edilen 6rneklerden ivedilikle RNA izole edilmistir. Bu amag i¢in EURx-E3700
RNA extracol kiti kullanilmistir. Ilk &nce bugday yapraklar1 havanda tokmak

kullanilarak ezilmis sonra tartilarak {i¢ paralele ayrilmistir. Paralellerden bir tanesi stok
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olarak -20°C’ye alinmis diger iki paralel ile RNA izolasyonuna devam edilmistir.
RNAExtracol, RNA izolasyonunu kolaylastirmak icin tasarlanmis fenol, kaotropik
tuzlar ve diger bilesenlerin monofazik bir ¢ozeltisidir. Fenol ve guanidin izotiyosiyanat
igerir. YoOntem, organik ¢oziiciiler kullanilarak niikleik asit sulu ¢ozeltilerinin
ekstraksiyonuna dayanmaktadir. Ogiitiilmiis bugday oOrnekleri RNA Extracol ile
homojenize edilir. Kloroform eklenir ve homojenat, berrak bir iist sulu tabaka, bir
interfaz ve bir alt organik tabaka halinde ayrilir. Fazlar arasinda niikleik asitlerin
ayrilmasi pH'a baglidir. pH 4-6'da DNA organik faza gegerken RNA sulu fazda (RNA
iceren) kalir. Izopropanol eklenerek sulu tabakadan RNA’nin ¢okmesi saglanir.
Cokeltilen RNA, safsizliklar gidermek icin etanol ile yikanir (Sekil 3.7).

Ogiitiilmiis bugday yapraklarmin ~ 50 mg olacak sekilde tartiimasi

1 ml RNA Extracol eklenmesi

¢ < Vorteks

Homojenize edilen 6rneklerin santrifiij edilmesi (12000xg, 10 dakika)
Supernatantin temiz bir tiipe alinmasi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletilmesi

0,2ml kloroform eklenmesi
5 dakika oda sicakliginda

15 dakika karistirma
¥ : ¢ c bekleme

Orneklerin santrifiij edilmesi (12000xg, 10 dakika)
Ustte toplanan renksiz fazin yeni bir tiipe aktarilmasi

0,5ml kloroform eklenmesi

10 dakika oda sicakliginda bekleme : c Santrifiij (12000 g, 10 dakika)

Supernatantin uzaklastirilip ¢okeltinin 1 ml %80’lik etanol ile homojenizasyonu
q Santrifiij(10000g, 5 dakika)

Supernatantin uzaklastirilmasi, vakum kurutma ve ardindan PCR grade suda ¢ozdiirme

Sekil 3.7. EURX RNA extracol kitinin bitki dokusu igin RNA ekstraksiyon protokolii
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RNA ekstraktlariin miktar ve kalitesi spektrofotometrik yontem (Thermo Scientific
NanoDrop 2000 Spectrophotometer) ile Ol¢iilmiistiir. Hasat edilen bugday
yapraklarindan RNA izole edilmesini takiben cDNA sentezi yapilmistir. Bu amag igin
ise “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis Kit” kullanilmistir (Sekil 3.8). Kitin

prosediirii ters transkriptaz enzimine dayanmaktadir. Enzim, E. coliden saflastirilmistir.
RNA o6rnegi (10ng-5ug)
1pl Oligo(dT)yo ilave edilmesi
10 mM dNTP Mix ilave edilmesi

RNase i¢cermeyen su eklenmesi

Karigtirma, santriftij > < 65_°C’de? 5 dakika inkiibe
edilmesi
Buzda bekletme

4 ul 5xcDNA Buffer eklenmesi
2 ul DTT eklenmesi
0,5 ul RNase inhibitor eklenmesi
1 pul smART eklenmesi
65°C’de 45 dakika inkiibasyon
v

85°C’de 5 dakika inkiibasyonla reaksiyonu termine etme

Sekil.3.8. EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis Kit protokolii
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3.2.3.3. Gen Ifadesinin Kantitatif Analizi
Bu tez calismasinda, 6rneklerdeki antioksidan enzim genlerinin (SOD ve CAT) ve
flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade diizeylerinin kantitatif
olarak belirlenmesi icin Ters Transkriptaz (Reverse Transcriptase) Polimeraz Zincir
Reaksiyon Teknigi (RT-PCR) kullanilmistir.

3.2.3.3.1. Optimizasyon

Calismada LightCycler® 96 (Roche) qPCR cihazi ve 5x HOT FIREPol EvaGreen
gPCR kiti kullanilmis ve kit protokoliinde verilen programlar izlenmistir. Ancak Ma ve
arkadaglarinin [33] c¢alismasinda tasarlanan primerlerin optimizasyon ¢alismalari

sirasinda RealQ Plus 2x Master Mix Green Low ROX kiti kullanilmistir.

Primerlerin baglanma sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla, LightCycler® 96 (Roche)
qPCR cihazinda gradient secenegi secilerek yiiriitme yapilmistir. Her bir primerin
calistig1 baglanma sicakligi belirlendikten sonra kontrol bugday genotiplerinde her bir
primer igin belirlenen sicakliklarda c¢aligilarak standart egrileri olusturulmustur.
Caligmanin bu basamag i¢in denemeler ve gerekli optimizasyon caligmalari yapilmistir.
Primerlerin hacim/konsantrasyon degerleri ve qPCR dongii programlar1 Cizelge 3.4 ve

Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Ma ve arkadaslarmmin c¢aligmasinda [33] tasarlanmis primerler igin

reaksiyon basina son hacim/konsantrasyonda amplifikasyon reaksiyon karigimi

Bilesen Son Konsantrasyon uL/reaksiyon

RealQ Plus 2x Master 2X 10 pL

Mix Green Low ROX

Ileri Primer (20 uM) 0.4 uM 0.8 uL

Geri Primer(20 uM) 0.4 uM 0.8 uL

cDNA 2 uL

ddH,0 6,4 uL

Toplam Reaksiyon Hacmi 20 pLL
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Cizelge 3.5. Ma ve arkadaslarinin ¢alismasinda [33] tasarlanmis primerler i¢in qPCR
dongii programi

Sicakhk Siire Sinyal Dongiiler

Basamak Asama ©C) ) Almi
1 Baslangig 95 900 Hayir 1
Aktivasyonu
2 - Amplifikasyon Denatiirasyon 95 15 Hayir 40
Tavlama 50-58 30 Hayir
\ Uzama 72 60  Evet

3.2.3.3.2. Standart Egri Eldesi

Ticari genotipler olan Demir 2000 ve Eminbey genotiplerinden ekstrakte edilen
RNA’lardan ¢cDNA sentezlendikten sonra ¢cDNA’lar 1/1, 1/2, 1/3, 1/4, 1/5 ve 1/6
seyreltme oranlarinda seyreltilmis ve SOD, CAT, PAL ve CHS genlerine ait primerler ile
gPCR yapilmistir. Her diliisyon ii¢ paralel olarak hazirlanmis ve qPCR’da verdikleri Cq
degerlerine gore konsantrasyona karsilik Cq grafikleri ¢izilerek standart egriler elde

edilmistir.

Cizelge 3.6. SOD, CAT, PAL ve CHS primerleri icin reaksiyon basina son

hacim/konsantrasyonda amplifikasyon reaksiyon karigimi

Bilegen Son Konsantrasyon uL/reaksiyon
5x HOT FIREPol 4x 4 uL
EvaGreen qPCR Mix Plus
(no ROX)
Ileri Primer (20 uM) 0.5 uM 0.3 uL
Geri Primer(20 uM) 0.5 uM 0.3 uL
cDNA 2 uL
ddH,0 13.4 uL
Toplam Reaksiyon Hacmi 20 pLL
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Cizelge 3.7. SOD primeri i¢cin qPCR dongii programi

Sicaklik Siire Sinyal Dongiiler

Basamak Asama ©0) ) Almi
1 Baslangi¢ 95 720 Hayir 1
Aktivasyonu
2 - Amplifikasyon Denatiirasyon 95 15 Hayir 40
Tavlama 53 30 Hayir
\ Uzama 72 60  Evet

Cizelge 3.8. CAT primeri i¢in qPCR dongii programi

Sicaklik Siire Sinyal Dongiiler

Basamak Asama ©0) ) Almi
1 Baslangic 95 720 Hayrr 1
Aktivasyonu
2 " Amplifikasyon Denatiirasyon 95 15 Hayir 40
Tavlama 57 30 Hay1r
\ Uzama 72 60  Evet

Cizelge 3.9. PAL primeri i¢in qPCR dongii programi

Sicaklik  Siire Sinyal Déngiiler

Basamak Asama ©C) ) Almi
1 Baslangic 95 720 Hayrr 1
Aktivasyonu
2 " Amplifikasyon Denatiirasyon 95 15 Hayir 40
Tavlama 57 30 Hayir
\ Uzama 72 60  Evet
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Cizelge 3.10. CHS primeri i¢in qPCR dongii programi

Sicakhk Siire Sinyal Dongiiler

Basamak Asama ©C) ) Almi

1 Baslangi¢
Aktivasyonu 2 (AU R
\ Denatlirasyon 95 15 Hayir

2 - Amplifikasyon Tavlama 50 30 Hayrr 40
| Uzama 72 60  Evet

3.2.3.3.3. Yerel Bugday Cesitlerinin qPCR Analizi

Her bir bugday genotipine ait cDNA’lar SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin her biri i¢in
seyretilerek pozitif kontrollerle beraber optimize edilen ve stadart egri eldesi igin
kullanilan gPCR programlari (Boliim 3.2.3.3.2) uygulanmustir. Her diliisyon {i¢ paralel
olarak hazirlanmigs ve absolut kuantifikasyon metoduna goére gen ifade degerleri

hesaplanmustir.

3.2.4. Veri Analizi

Elde edilen wverilerin istatiksel analizi SPSS-16.0 programindan yararlanilarak
yapilmistir. Birbirinden bagimsiz ii¢ paralel halinde yapilan Slgiimlerin ortalamalari
arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farkin olup olmadigi tek yonlii varyans analizi
(One-Way ANOVA) ile incelenmistir. Grup giftleri arasindaki istatiksel anlamli

farklilig1 aragtirmak i¢in Duncan testi uygulanmistir.

Yerel bugday cesitlerinin tamaminin SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin her biri igin
gPCR analizinden hemen sonra Lightcycler 96 yazilimi ile Cq degerleri Bolim 4.3.1°de
gosterilmistir. Ticari bugday c¢esitlerinin bilinen cDNA konsantrasyonlarma ait Cq
verileri ile standart egriler olusturulmustur. Standart egri denklemleri ve yerel bugday
genotiplerine ait Cq degerleri kullanilarak absolut kuantifikasyon metoduna gore gen
ifade diizeyleri belirlenmistir. Her bir yerel bugday genotipine ait gen ifade miktarinin

hesaplamasinda Sekil 3.9°da belirtilen formiil kullanilmistir.
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Gen ifadesi Miktari=10(Ca-bym

Sekil.3.9. Absolut kuantifikasyon gen ifade miktar1 (Cq: Kantifikasyon dongiisii,
b: Standart egride y eksenini kesen nokta, m: Standart egri egimi)
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinin amaci, yerel bugday genotiplerinde antioksidan enzim genlerinin
(SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade diizeyleri
ve iki farkli doz cinkonun bu genlerin ifade diizeyine olan etkisinin transkriptomik

diizeyde arastirilmasidir.

Bu amagla oncelikle yerel bugday genotipleri belirlenmis, bu genotiplerin antioksidan
kapasitesi Ol¢lilmiistiir. Daha sonra yerel bugday genotipleri ¢imlendirilerek bu sirada
iki farkli saksi denemesi kurularak bir saksi denemesinde kardeslenme asamasinda
yapraktan c¢inko biyofortikasyonu uygulanmistir. Bugday yapraklar yirmi gilinlik
yetigskinlige ulastiklarinda hasat edilerek ivedilikle RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA Ornekleri ileri gen ifade analizlerinde
kullanilmistir. Bunun i¢in dncelikle ticari bugday cesitleri (Demir 2000 ve Eminbey)
bilinen cDNA konsantrasyonlar1 kullanilarak antioksidan enzim genleri (SOD ve CAT)
ve flavonoid biyosentez enzim genleri (PAL ve CHS) i¢in RT-PCR analizleri igin
optimizasyon gerceklestirilmis ve standart egriler elde edilmistir. Bu agsamanin ardindan
secilen biitiin bugday genotiplerinde RT-PCR analizleri ile gen ifade diizeyleri
Olciilmiistir. Bundan sonra istatiksel analizler ile karsilagtirmali degerlendirmeler

verilmigtir.

4.1. Calismada kullanilan yerel bugday genotipleri

Bugday tanesinin bir¢ok botanik veya taksonomik smiflandirmasi olmasina ragmen,
bitki bilimciler bugday: (1) gelisme tabiati (yazlik, kislik ve alternatif), (2) protein
igerigi, (3) gluten kalitesi (gii¢lii elastik gluten ve giiglii elastik olmayan gluten) ve (4)
tane rengi (kirmizi, sari, beyaz, mavi, mor ve siyah) gibi ozelliklerine gore siniflara
ayirirlar. Bu 6zelliklerden hareketle yumusak bugdayin kek ve turta yapimina uygun

oldugu, ekmek yapiminda ise sert bugdayin kullanildig1 belirlenmistir.

Bu ¢aligmada ise Demir 2000 (Triticum aestivum) ve Eminbey (Triticum durum) ticari
cesitlerinin yani sira Cizele 4.1°de verilen 14 farkli yerel bugday ¢esidi kullanilmistir.
Bunlarin iginde Triticum aestivum genotiplerinden olan Ak-702, Kose 220/33, Siinter,
Zerun; Triticum monococcum genotiplerinden olan Mergiize, Atasiyez, Siyez 4 ve Siyez

Pop.; Triticum dicoccum genotiplerinden olan Kafkas, Kavilca kirmizi ve Gernik;
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Triticum durum genotiplerinden olan Karakilgik ve Sar1 bugday ve Triticum spelta

genotipinden (42 kromozomlu ekmeklik bugday smnifinda) Spelta Sar1 Basakli bir hat

bulunmaktadir. Modern ekmeklik bugday (Triticum aestivum), kavuzlu bugdayin

(Triticum spelta) kavuzsuz formu olarak kabul edilmektedir [98].

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan yerel bugday genotipleri ve bazi morfolojik

Ozellikleri ile tane goriintiisii.

Bugday isimleri

Morfolojik
Ozellikleri

Tane Goriintiisii

Ak-702(tescilli yerel
cesit)-ekmeklik
bugday

-Tescil y1l1:1931

Kilgikli beyaz
basakli

Bitki boyu uzun

Yumusak beyaz

taneli
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Kose 220/33(tescilli
yerel ¢esit)-ekmeklik
bugday

Stinter(yerel cesit
ancak tescilli degil)-
ekmeklik bugday

-Tescil y111:1939
-Renkli basakli
-Kilgiksiz

-Beyaz yumusak

taneli

-Bitki boyu uzun

-Kirmiz1 kavuzlu

-Kilgikli,  renkli
basakli

- Beyaz taneli

-Bitki boyu uzun
[99]
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Zerun (yerel c¢esit
ancak tescilli degil)-
ekmeklik bugday

Demir 2000 (kiiltir
cesidi)-ekmeklik
bugday

Mergiize (tescilli

yerel cesit)-Siyez

-Renkli bagakl
-Kilgiksiz
-Kavuzlar tiiyli

-Beyaz taneli [99]

-Tescil Yili; 2000

-Kilgikli ve beyaz
basakli

-kirmizi sert

taneli

-orta uzun boylu

-Tescil yil1: 2021

-Kilgikli ve beyaz
basakli

-Beyaz kavuzlu

-Kehribar taneli

-Orta biiyiikliikte
taneli [100]
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Atasiyez
yerel ¢esit)-Siyez

Siyez 4 (hat)

Siyez Popiilasyon

(tescilli

-Tescil yili: 2021

-Kilgikli ve beyaz
basakli

-Beyaz kavuzlu
-Kehribar taneli

-Orta biiyiikliikte
taneli [100]

-Kilgikli ve beyaz
basakli

-Beyaz kavuzlu
-Kehribar taneli

-Orta biiyiikliikte
taneli [100]

-Kilgikli ve beyaz
ve siyah kilgikli
basaklara sahip

-Beyaz ve siyah

kavuzlu

-Kehribar renkte
ve orta

biiyiikliikte taneli
[100]
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Kafkas (tescilli yerel

cesit)- Kavilca

Kavilca
basak (hat)

Kirmizi

-Tescil yili: 2021

-Sert kavuzlu ve
kilgikla

Beyaz basakl

-Orta -sert taneli
[101]

-Sert kavuzlu ve
kilgikla

Renkli basakl
Kehribar renkli

Orta-sert
taneli[101]
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Gernik(popiilasyon)

(Kavilca)

Karakil¢ik (yerel
cesit) Makarnalik
bugday

-Beyaz-renkli
basakl1 ve kilgikli

-Tane rengi
kehribar

-Biiyiik taneli

Orta sert taneli
[100, 101]

-Kara kilgikli

-Koyu sar1 tane

renkli
-Uzun boylu

-Sert taneli
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Sart bugday(yerel
cesit) Makarnalik
bugday

Eminbey (kiiltiir
cesidi)-makarnalik
bugday

-Tescil y111:1931
-Kilgikl

-Iri taneli

-Tane rengi sar1

-Uzun boylu

-Tescil yili: 2009

-Kilgikli ve beyaz
basakli

-Basaklar1  orta

uzun, dik
-Saglam sapl

-Tane sekli
uzami§ yumurta

bigimindedir.
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-Iri kavuzlu

-Kilgiksiz

Spelta Sar: basaki: -Bitki boyu uzun

Kavuzlu ekmeklik -Iri tohumlu

bugday (hat)

-Sap1 saglam

-Gegei

Cizelge 4.1.”de morfolojik 6zellikler arasinda tane rengi, tane biiyiikliigii gibi 6zelliklere
yer verilmistir. Buna gore Kose 220/33 genotipi beyaz tane rengine ve tiiylii kilgiksiz
kavuza; Gernik genotipi kehribar tane rengine ve kilgikli kavuza; Karakilgik genotipi ise

koyu sar1 tane rengine ve kilgikli kavuza saihiptir.

4.2. Yerel Bugday Genotiplerinin Toplam Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Bugday genotiplerinin toplam antioksidan kapasitesi, QUENCER hizli antioksidan
testlerinden olan ABTS testi ile belirlenmistir. Bu amag i¢in dncelikle ABTS  standart
kalibrasyon egrisi 734 nm’de TROLOX (pg /100 pl) konsantrasyonuna karst %
inhibisyonun grafige gegirilmesi ile olusturulmustur. Sekil 4.1.°de Trolox
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ABTS radikali i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi

olusturulmustur. (% Inhibisyon (6rnek) = (Abs saf — Abs drnek)/Abs saf x 100)
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Sekil 4.1. Standart TROLOX konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ABTS radikali

i¢in kalibrasyon egrisi.

TEAK (TROLOX esdegeri antioksidan kapasite), numunelerde kuru fazda serbest
radikal temizleme kabiliyetini gdstermek i¢in kullanilmis ve bugday numunesinin yiizde
inhibisyonu ile TROLOX kalibrasyon egrisinin egimi arasindaki oran alinarak
belirlenmistir. (mmol TEAK / kg bugday km = (% Inhibisyon / kalibrasyon egimi x

kuru madde cinsinden numune miktar1) x 10)
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Sekil 4.2. ABTS radikal kullanarak analiz edilmis yerel bugday cesitlerinin toplam
antioksidan kapasite degerleri; a-g, Farkli kiigiik harfler bugday cesitleri arasinda
istatistiksel farklilik gostermektedir (p <0.05).

Toplam antioksidan kapasitesi, antioksidanlarin 6nceden olusturulmus serbest
radikalleri uzaklastirma yetenegini tamimlar. Yerel bugday genotiplerinin tamami
karsilastirildiginda en yiiksek antioksidan kapasitesinin Siyez 4 genotipine ait oldugu

saptanmistir.

Triticum aestivum genotipleri i¢inde en yiiksek antioksidan kapasitesine sahip
genotipler Kose 220/33 ve Siinter genotipleri; en az antioksidan aktivitesine sahip olan

ise Zerun genotipi oldugu belirlenmistir.

Triticum monoccum genotipleri kiyaslandiginda ise Siyez 4 genotipinin antioksidan
kapasitesinin Mergiize, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine gore daha fazla oldugu

gorilmiustir.
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Bununla birlikte, Triticum monococum genotiplerinin antioksidan kapasitelerinin,
Triticum aestivum genotiplerine gore daha istatistiksel agidan anlamli fark gosterdigi ve

yiiksek oldugu saptanmuistir.

Triticum dicoccum genotipleri karsilastirildiginda, Kafkas ve Kavilca Kirmizi
genotiplerinin Gernik genotipine gore daha diisiik antioksidan kapasitesine sahip oldugu

istatistiksel olarak da dogrulanmustir.

Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek antioksidan kapasitesine sahip genotip
Karakilgik’tir.

Triticum spelta tiiriine ait Spelta S. Basak genotipindeki antioksidan kapasitesinin ticari
cesitler olan Demir 2000 ve Eminbey’den yiiksek oldugu saptanmis ve istatistiksel

olarak da ispatlanmistir.

4.3. RNA Izolasyonu ve cDNA sentezi

4.3.1. Yerel Bugday Cesitlerinin Yapraklarindan Elde Edilen RNA izolasyon
Sonuglari

Cizelge 4.2.°de Yerel bugday ¢esitlerinden EURX RNA extracol kiti kullanilarak kit
prosediiriine gore izole edilen RNA’lar i¢in Nanodrop 2000c spektrofotometre
sonucunda elde edilen niikleik asit miktari, (A260/A280) ve (A260/A230) degerleri
karsilastirilmali olarak verilmis; Cizelge 4.3.’te ise Yerel bugday EURX RNA extracol
kiti kullanilarak kit prosediiriine gore izole edilen RNA’lar i¢cin Nanodrop 2000c
spektrofotometre sonucunda elde edilen niikleik asit miktarlar1 arasindaki ortalama,

standart sapma ve varyasyon katsayis1 degerleri karsilastirmali olarak verilmistir.
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Cizelge 4.2. Yerel bugday cesitlerine ait yapraklardan elde edilen RNA izolasyon

sonuglari
= Niikleik
Ornek Ornek adi Botanik adi Asit A(ADs)  A(Abs) A A
NO 260 280 260/280 260/230
(ng/ul)
AE1-1 AK-702 762,700 19,067 13,420 1,42 0,60
AE1-2 1301,700 32544 20,199 1,61 0,96
AE2-1 Kose 906,600 22,665 13,874 1,63 0,80
AE2-2 220/33 847,600 21,191 13,493 157 0,73
AE3-1 Siinter Triticum 207,500 5,187 3,425 151 0,44
AE3-2 aestivum 184,300 4,608 3,149 1,46 0,43
AE4-1 Zerun 1567,000 3,918 2,872 1,36 0,39
AE4-2 231,300 5,782 3,665 1,58 0,56
AE5-1 Demir 589,600 14,739 9,076 1,67 0,86
AE5-2 2000 378,400 9,460 6,454 1,47 0,59
MC1-1  Mergiize 856,000 21,400 13,499 159 1,29
MC1-2 | (Siyez) 341,000 8524 5138 166 0,63
MC2-1 | Atasiyez 105,800 2,645 1,777 1,49 0,36
MC2-2 | (Siyez) Triticum 320,000 8000 5176 155 0,69
MC3-1 Siyez 4 monococcum 234,500 5,862 3,216 1,82 1,35
MC3-2 217,100 5,427 3,067 1,77 1,79
MC4-1 Sivez Po 268,600 6,716 3,952 1,70 1,27
MC4-2 | S'YEZTOP 184,000 4,600 2,710 1,70 1,47
DC1-1 Kafkas 339,100 8,477 5,018 1,69 0,53
DC1-2 | (Kavilca) 852,400 21,309 13,146 1,62 0,79
DC2-1 Kavilca Triticum 269,700 6,743 4,096 1,65 0,48
DC2-2 Kirmizi dicoccum 286,500 7,162 4,282 1,67 0,58
DC3-1 Gernik 736,100 18,403 11,809 156 0,82
DC3-2 777,600 19,440 13,342 1,46 0,68
DR1-1 el 612,100 15,302 11,005 1,39 0,55
DR1-2 721,600 18,040 13,845 1,30 0,52
DR2-1 Sar1 TR G 403,100 10,077 6,143 1,64 0,61
DR2-2 bugday 1842,000 46,060 30,354 152 1,12
DR3-1 Eminbey 469,400 11,735 7,489 1,57 0,69
DR3-2 649,800 16,244 11,469 1,42 0,50
SP-1 Spelta S. Triticum spelta 912,500 22,813 14,362 159 0,76
SP-2 Basak 520,300 13,008 8,063 1,61 0,77

Cizelge 4.2. incelendiginde A 260/280 degeri 1,36 ile 1,82 arasinda degismektedir. 260
nm ve 280 nm'de absorbans orani, DNA ve RNA'nin safligin1 degerlendirmek i¢in
kullanilir. Burada ~1.8-2.0 arasindaki bir oran genellikle RNA i¢in "saf" olarak kabul
edilir. Her iki durumda da oran 6nemli 6l¢giide diisiikse, 280 nm'de veya yakininda giiglii

bir sekilde muhtemel protein, fenol veya diger kirleticilerin varligin1 gosterebilir.
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Yerel bugday ¢esitlerine ait yapraklardan izole edilen RNA’larda Nanodrop 2000c
spektrofotometre Sl¢limii sonucunda elde edilen saflik degerleri 1,8 degerinden diisiik
oldugundan protein, fenol veya diger kirletici kontaminasyonu diisiiniilebilir. izole
edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezi yapildiginda 260/280 saflik degerlerinde biiyiik bir
degisme olmadigi, daha sonra bu cDNA’lar kullanilarak yapilan qPCR denemelerinde

inhibisyon olugmadig1 saptanmustir.

260/230 orami niikleik asit safliginin ikincil bir Olgiisii olarak kullanilir. Beklenen
260/230 degerleri genellikle 2.0-2.2 araligindadir. Oranin 6nemli 6l¢iide diislik olmasi
durumunda beklendigi gibi, 230 nm'de absorbe eden kirleticilerin varligint ve DNA
kontaminasyonunu gosterebilir. Ancak qPCR yoluyla transkript hedeflerinin
nicellestirilmesi i¢in ¢cDNA kullanilmasi planlanmis ve c¢cDNA sentezinden sonra

oOlgiilen 260/230 degeri (Cizelge 4.5) ileri galismalar i¢in kabul edilmistir [102].
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Cizelge 4.3. Yerel bugday c¢esitlerine ait yapraklardan elde edilen RNA’lara ait
varyasyon katsayisi sonuglari

Ornek No Ornek adi  Botanik adi  Niikleik Ortalama Standart Varyasyon

Asit Sapma  Katsayist

(ng/pl)
Nls | AkTO2 T 103220 26950 26,11
o3 | oo oarg 87710 2950 336
E T e TR e ue
Aeap | Zemn Sory 89915 66785 7428
e et Seag 18400 10560 2182
Mel2 | (Shen 600 sopso 25750 4302
MCa2 A(é?;'gze)z S %gg:gg 21290 107,00 5031
MGy | Siveza MOnOCoSUm ST 22580 870 385
o SP'ZSZ fgigg 22630 4230 18,69
D1 o (KKfjﬁisa) ) ggg:ig 595,75 256,65 43,08
bC22 | Kimm  dcoam 28650 2510 840 302
Deap | Gemik s 79685 2075 274
als | Kamkilgk %iég 66685 5475 821
DRo2 bfgg;y T oo 112285 71945 64,09
DRep | Eminbey Saggg 55960 9020 1612
P2 S%‘;';st' Tsrg;ft“am 2203 71640 19640 2737

Cizelge 4.3. incelendiginde Triticum aestivum genotipleri igin ortalama en yiiksek RNA
miktar1 1032,20 ng/ul, ortalama en diisiik RNA miktar1 195,90 ng/ul’dir. Triticum
monococcum genotipleri igin ortalama en yiiksek RNA miktar1 598,50 ng/ul, ortalama
en diisiik RNA miktar1 212,90 ng/ul’dir. Triticum dicoccum genotipleri igin ortalama en
yiikksek RNA miktar1 756,85 ng/ul, ortalama en diisiik RNA miktar1 278,10 ng/pl’dir.

Triticum durum genotipleri i¢in ortalama en yiiksek RNA miktari
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1122,55 ng/ul, ortalama en diisik RNA miktar1 559,60 ng/ul’dir. Triticum spelta
genotipi olan Spelta S. Basak genotipinden elde edilen RNA miktar1 716,40 ng/ul’dir.

Burada elde edilen tiim konsantrasyonlar cDNA sentezi ve RT-PCR uygulamasini

yapabilmek i¢in yeterlidir.

4.3.2. Yapraktan Cinko Biyofortifikasyonu Uygulanmis Yerel Bugday Cesitlerinin
Yapraklarindan Elde Edilen RNA Izolasyon Sonuclar:

Cizelge 4.4°te vyapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday
cesitlerinden EURx RNA extracol kiti kullanilarak kit prosediiriine gore izole edilen
RNA’lar i¢in Nanodrop 2000c spektrofotometre sonucunda elde edilen niikleik asit
miktari, (A260/A280) ve (A260/A230) degerleri karsilastirilmali olarak verilmis;
Cizelge 4.5.te ise yapraktan cinko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday
cesitlerinden RNA Extracol yontemi kullanilarak izole edilen RNA i¢in Nanodrop
2000c spektrofotometre sonucunda elde edilen niikleik asit miktarlari arasindaki
ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi degerleri karsilastirmali olarak

verilmistir.
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Cizelge 4.4. Yapraktan Cinko Biyofortifikasyonu Yapilmis Yerel bugday ¢esitlerine ait
yapraklardan elde edilen RNA izolasyon sonuglari

Ornek Ornek adi  Botanik ad Niikleik ~ A(Abs)  A(Abs) A A

No Asit 260 280 260/280  260/230
(ng/ul)

AE1-1 AK-702 884,600 22,116 14,473 153 0,76
AE1-2 994,900 24872 15,129 164 0,87
AE2-1 Kose 796,400 19,910 12,216 1,63 0,62
AE2-2 220/33 800,400 20,010 12,081 166 0,77
AE3-1 Siinter Triticum 178,000 4,451 2960 1,50 0,38
AE3-2 aestivum 272,700 6,818 4181 1,63 0,68
AE4-1 Zerun 234,600 5,866 3,904 1,50 0,46
AE4-2 171,400 4,284 3,009 1,42 0,38
AE5-1 Demir 777,900 19,447 12,001 1,62 0,78
AE5-2 2000 791,300 19,782 12,223 1,62 0,78
MC1-1 | Mergiize 279,000 6,974 4242 164 0,64
MC1-2 | (Siyez) 282,300 7,058 4452 159 0,74
MC2-1 | Atasiyez 272,000 6,801 4283 159 0,53
MC2-2 | (Siyez) Triticum 194,300 4,859 3,100 1,57 044
MC3-1 Siyez 4 monococcum 249,900 6,247 3,508 1,78 2,01
MC3-2 205,000 5,125 2,859 1,79 1,03
MC4-1 Siyez Pop 158,400 3,961 2,280 1,74 1,55
MC4-2 ' 121,300 3,032 1,813 1,67 0,67
DC1-1 Kafkas 4423,000 11,057 6,427 1,72 0,68
DC1-2 | (Kavilca) 1537,600 38,441 25,647 150 1,22
DC2-1 | Kavilca Triticum 455,200 11,379 6,638 1,71 0,75
DC2-2 | Kirmizi dicoccum 272,900 6,824 4203 1,62 0,49
DC3-1 Gernik 651,400 16,284 10,824 1,50 0,66
DC3-2 669,100 16,728 10,876 1,54 0,69
DR1-1 Karakilik 585,400 14,635 10,387 1,41 045
DR1-2 345,200 8,631 5565 1,55 0,53
DR2-1 Sar1 . 852,000 21,301 13,220 1,61 0,66
DR2-2  bugday lHeumdurum 5000 15677 10417 155 0.65
DR3-1 Eminbey 469,200 11,729 7,070 1,66 0,70
DR3-2 627,500 15,688 11544 1,36 0,44
SP-1 Spelta S. . 627,000 15,674 11,064 1,42 045
SP-2 Basak  |nueumspelta gi2'an0 15432 9974 155 054

DNA ve RNA saflik degerlendirme kriterlerinden Boliim 4.3.1°de basedilmistir. Cizelge
4.4 incelendiginde A 260/280 degeri 1,36 ile 1,79 arasinda degismektedir. Buna gore
Yapraktan Cinko Biyofortifikasyonu Yapilmis Yerel bugday cesitlerine ait yapraklardan
elde edilen RNA’larda Nanodrop 2000c spektrofotometre Olglimii sonucunda elde
edilen saflik degerleri 1,8 degerinden diisiik oldugundan protein, fenol veya diger
kirletici kontaminasyonu diisiiniilebilir. Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi

yapildiginda 260/280 saflik degerlerinde biiyiik bir degisme olmadigi, daha sonra bu
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cDNA’lar kullanilarak yapilan qPCR denemelerinde inhibisyon olusmadigi

saptanmistir.

Niikleik asit safliginin ikincil bir 6l¢iisii olan 260/230 oranlar1 2.0’den diisiik oldugu
icin 230 nm'de absorbe eden Kkirleticilerin varligindan bahsedilebilir. Ancak gPCR
yoluyla transkript hedeflerinin nicellestirilmesi i¢cin cDNA kullanilmasi1 planlanmis ve
cDNA sentezinden sonra 6lgiilen 260/230 degeri (Cizelge 4.5) ileri ¢alismalar i¢in kabul

edilmistir.
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Cizelge 4.5. Yapraktan Cinko Biyofortifikasyonu Uygulanmis Yerel bugday ¢esitlerine
ait yapraklardan elde edilen RNA’lara ait varyasyon katsayis1 sonuglari

Ornek  Ornek adi  Botanik adi  Niikleik Ortalama Standart Varyasyon

No Asit Sapma  Katsayist
(ng/pl)
L2 | AkT02 corgg 93975 5515 587
AE2-1 Kose 796,40
AE2-2 220/33 80040 79840 200 025
AE3-1 220133 Triticum 178.00
AE3-2 Stinter aestivum 272:7 0 225,35 47,35 21.01
a2 | Zewn Tolag 20300 3160 1557
e o ol 78460 670 085
Vet 2 l\fse,rf;lzz)e Siag 28085 185 059
mgg; A(\;e:;lgze)z Triticum gézlgg 233,15 e 16,66
VCap | Siveza MOnOcoSm ZOUY 20745 2245 987
Mos2 | po ugo 13985 1855 1326
o (Ejjﬁ) : Toodo 298030 144270 4841
pC22 | Kimm  dcocam 2200 0405 9LIs 2504
Desp | Gemik cogqg 00025 885 134
DRip | Karaklgk Saoo 46530 12010 2581
bRe2 | bugday  duum  erap TS5 11245 1521
Do | Eminbey gg’g:ég 54835 79,15 14,43
2&% S%zl;zks ' ngéft‘;m %i;:gg 62215 485 0,78

Cizelge 4.5. incelendiginde Triticum aestivum genotipleri i¢in ortalama en yiiksek RNA
miktart 939,75 ng/ul, ortalama en diisik RNA miktar1 203,00 ng/ul’dir. Triticum
monococcum genotipleri igin ortalama en yiiksek RNA miktar1 280,65 ng/ul, ortalama
en disiik RNA miktar1 139,85 ng/ul’dir. Triticum dicoccum genotipleri i¢in ortalama en
yiikksek RNA miktar1 2980,30 ng/pul, ortalama en diisiik RNA miktar1 364,05 ng/pl’dir.
Triticum durum genotipleri i¢in ortalama en yiiksek RNA miktar1 739,55 ng/ul,
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ortalama en diisitk RNA miktar1 465,30 ng/ul’dir. Triticum spelta genotipi olam Spelta
S. Bagak genotipinden elde edilen RNA miktar1 622,15 ng/pl’dir.

Burada elde edilen tiim konsantrasyonlar cDNA sentezi ve RT-PCR uygulamasini

yapabilmek i¢in yeterlidir.

4.3.3. Yerel Bugday Cesitlerinin Yapraklarindan Elde Edilen RNA’lardan
Sentezlenen cDNA Sonuclar:

Cizelge 4.6.’da yerel bugday c¢esitlerine ait yapraklardan izole edilen RNA’lar ve
“EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanilarak kit prosediiriine gore
sentezlenen cDNA’lar i¢in Nanodrop 2000c spektrofotometre sonucunda elde edilen
niikleik asit miktari, (A260/A280) ve (A260/A230) degerleri karsilastirilmali olarak
verilmis; Cizelge 4.7.°de ise yerel bugday cesitlerina ait yapraklardan izole edilen
RNA’lar ve “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanilarak kit
prosediiriine gore sentezlenen cDNA’lar i¢in Nanodrop 2000c spektrofotometre
sonucunda elde edilen niikleik asit miktarlar1 arasindaki ortalama, standart sapma ve

varyasyon katsayisi degerleri karsilastirmali olarak verilmistir.
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Cizelge 4.6. Yerel bugday cesitlerine ait cDNA sentez sonuglari

Ornek  Ornek adi Botanik adi Niikleik  A(Abs)  A(Abs) A A
No Asit 260 280 260/280  260/230
(ng/ul)
AE1-1 AK-702 1020,60 30,93 20,98 1,47 0,87
AE1-2 955,00 28,94 19,91 145 0,92
AE2-1 Kose 979,90 29,70 19,82 150 1,00
AE2-2 220/33 839,30 25,43 16,14 158 1,01
22 Triticum
AE3-1 Siinter ST 723,90 21,94 14,01 157 1,14
AE3-2 779,90 23,63 14,97 158 1,22
AE4-1 Zerun 989,80 29,99 18,59 161 144
AE4-2 799,10 24,22 15,52 156 1,26
AE5-1 Demir 817,50 24,77 16,13 154 1,01
AE5-2 2000 810,10 24,55 16,43 1,49 0,93
MC1-1 | Mergiize 1090,00 33,03 20,20 1,64 1,56
MC1-2 | (Siyez) 1162,90 3524 22,23 159 1,20
MC2-1 | Atasiyez 753,80 22,84 14,64 156 1,54
MC2-2 | (Siyez) Triticum 903,40 27,38 1486 153 143
MC3-1 Siyez 4 monococcum 1082,20 32,79 19,73 166 1,54
MC3-2 509,50 15,44 11,59 1,33 1,15
MC4-1 Siyez Pop 976,50 29,54 18,67 158 1,50
MC4-2 ' 990,60 30,02 18,49 1,62 1,48
DC1-1 Kafkas 1439,40 43,62 27,92 156 1,30
DC1-2 | (Kavilca) 1757,20 53,25 33,11 1,61 1,40
DC2-1 Kavilca Triticum 1067,70 32,35 22,67 143 1,11
DC2-2 | Kirmizi dicoccum 1008,50 30,56 20,64 1,48 0,99
DC3-1 Gernik 945,70 28,66 19,71 145 1,14
DC3-2 939,10 28,46 20,15 1,41 0,87
DR1-1 Karakiloik 863,00 26,15 17,34 151 1,038
DR1-2 876,90 26,57 18,39 1,45 0,96
DR2-1 Sar1 Triticum durum 846,40 25,65 18,72 1,37 1,02
DR2-2 | bugday 3055,60 92,60 57,23 162 1,52
DR3-1 Eminbey 839,10 25,43 17,18 1,48 0,95
DR3-2 848,20 25,70 16,63 155 1,05
SP-1 Spelta S. Triticum spelta 2005,50 60,77 37,54 162 1,44
SP-2 Basak 1928,00 58,43 3560 1,64 1,47

DNA ve RNA saflik degerlendirme kriterlerinden Boliim 4.3.1°de basedilmistir. Cizelge
4.6. incelendiginde A 260/280 degeri 1,33 ile 1,66 arasinda degismektedir. Buna gére
Yerel bugday cesitlerina ait yapraklardan izole edilen RNA’lar ve “EURX-Smart First

Strand cDNA Synthesis” kiti kullanilarak kit prosediiriine gore sentezlenen cDNA’larda

Nanodrop 2000c¢ spektrofotometre 6lglimii sonucunda elde edilen saflik degerleri 1,8

degerinden diisiik oldugundan protein, fenol veya diger kirletici kontaminasyonu

diistiniilebilir.
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Niikleik asit safliginin ikincil bir 6l¢iisii olan 260/230 oranlarin1 2.0’den diisiik oldugu

icin 230 nm'de absorbe eden kirleticilerin varligindan bahsedilebilir. Ancak daha sonra

bu cDNA’lar kullanilarak yapilan gqPCR denemelerinde inhibisyon olusmadigi

saptanmistir.

Cizelge 4.7. Yerel bugday cesitlerine ait cDNA varyasyon katsayist sonuglari

Ornek  Ornek adi  Botanik adi  Niikleik Ortalama Standart Varyasyon
No Asit Sapma  katsayist
(ng/ul)
AE1-1 1020,60
AE1-2 Ak-702 955,00 987,80 32,80 3,32
AE2-1 Kose 979,90
AE2-2 220/33 839,30 909,60 70,30 7,73
AE3-1 220033 riticum 723,90
AE3-2 Siinter aestivum 779.90 751,90 28,00 3,72
AE4-1 989,80
AE4-D Zerun 799 10 894,45 95,35 10,66
AE5-1 Demir 817,50
AEL-2 2000 810,10 el i s
MC1-1 Mergiize 1090,00
MC1-2 (Siyez) 116290 112645 3645 S
MC2-1 Atasiyez 753,80
MC2-2 (Siyez) Triticum 903,40 A5 (5RE0 SHE
MC3-1 . monococcum 1082,20
MC3-2 Siyez 4 509,50 795,85 286,35 35,98
MC4-1 Siyez 976,50
MCA-2 Pop. 990 60 983,55 7,05 0,72
DC1-1 Kafkas 1439,40
DC1-2 (Kavilca) 1757,20 159650 158,90 994
DC2-1 Kavilca Triticum 1067,70
DC2-2 Kirmizi dicoccum 1008,50 L0 el e
DC3-1 . 945,70
DC3-2 Gernik 939 10 942 .40 3,30 0,35
DR1-1 863,00
DR1-2 Karakil¢ik 876,90 869,95 6,95 0,80
DR2-1 Sar1 Triticum 846,40
DR2-2 bugday durum 3055,60 151008 2104,60 36,62
DR3-1 . 839,10
DR3-2 Eminbey 848,20 843,65 4,55 0,54
SP-1 Spelta S. Triticum  2005,50
SP-2 Basak spelta 192800 1966.75 38,75 1,97

Cizelge 4.7. incelendiginde Triticum aestivum genotipleri i¢in ortalama en yiiksek

niikleik asit miktar1 987,80 ng/ul, ortalama en diisiik niikleik asit miktar1 751,90

ng/ul’dir.
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Triticum monococcum genotipleri i¢in ortalama en yiiksek niikleik asit miktar1 1126,45
ng/ul, ortalama en diisiik niikleik asit miktar1 795,85 ng/ul’dir. Triticum dicoccum
genotipleri i¢in ortalama en yiiksek niikleik asit miktart 1598,30 ng/ul, ortalama en
diisiik niikleik asit miktar1 942,40 ng/ul’dir. Triticum durum genotipleri igin ortalama en
yiiksek niikleik asit miktar1 1951,00 ng/ul, ortalama en diislik niikleik asit miktari
843,65 ng/ul’dir. Triticum spelta genotipi olan Spelta S. Basak genotipinden elde edilen
niikleik asit miktar1 1966,75 ng/ul’dir.

Burada elde edilen tim konsantrasyonlar RT-PCR uygulamasini yapabilmek ig¢in

yeterlidir.

4.3.4. Yapraktan Cinko Biyofortifikasyonu Uygulanmis Yerel Bugday Cesitlerinin
Yapraklarindan Elde Edilen RNA’lardan Sentezlenen cDNA Sonuclar:

Cizelge 4.8.’de yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday ¢esitlerine
ait yapraklardan izole edilen RNA’lar ve “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis”
kiti kullanilarak kit prosediiriine gore sentezlenen cDNA’lar i¢in Nanodrop 2000c
spektrofotometre sonucunda elde edilen niikleik asit miktari, (A260/A280) ve
(A260/A230) degerleri karsilastirilmali olarak verilmis; Cizelge 4.9.’da ise yapraktan
cinko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday cesitlerine ait yapraklardan izole
edilen RNA’lar ve “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanilarak kit
prosediiriine gore sentezlenen cDNA’lar icin Nanodrop 2000c spektrofotometre
sonucunda elde edilen niikleik asit miktarlar1 arasindaki ortalama, standart sapma ve

varyasyon katsayisi degerleri karsilastirmali olarak verilmistir.
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Cizelge 4.8. Yapraktan cinko biyofortifikasyonu uygulanmi yerel bugday ¢esitlerine ait

cDNA sentez sonuglart

Ornek Ornek adi  Botanik adl Niikleik ~ A(Abs)  A(Abs) A A
No Asit 260 280 260/280 260/230
(ng/ul)
AE1-1 AK-702 894,10 27,09 17,91 1,51 0,90
AE1-2 926,00 28,06 18,16 154 0,98
AE2-1 Kose 860,60 26,08 16,82 155 1,07
AE2-2 220/33 821,30 24,89 15,43 161 112
2R Triticum
AE3-1 Siinter I 995,30 30,16 18,88 1,60 1,21
AE3-2 881,70 24,60 15,17 1,62 1,31
AE4-1 e 875,80 26,54 16,85 157 1,29
AE4-2 1003,90 30,42 18,94 1,61 1,28
AE5-1 Demir 768,80 23,30 15,79 1,48 0,87
AE5-2 2000 930,20 28,19 17,53 1,61 1,08
MC1-1 | Mergiize 1154,10 34,97 22,08 158 1,37
MC1-2 (Siyez) 1181,10 35,79 22,38 1,60 142
MC2-1 | Atasiyez 1057,20 32,04 20,46 157 1,28
MC2-2 (Siyez) Triticum 1151,40 34,89 21,97 1,59 142
MC3-1 Siyez 4 monococcum 753,00 22,82 1419 161 1,40
MC3-2 900,30 27,28 16,68 1,64 141
MC4-1 Siyez Pop 920,10 27,88 18,57 150 1,37
MC4-2 ' 994,40 30,13 18,75 1,61 141
DC1-1 Kafkas 1330,90 40,33 25,39 159 1,40
DC1-2 | (Kavilca) 1757,20 53,25 33,11 1,61 1,40
DC2-1 Kavilca Triticum 847,20 25,67 17,65 1,45 1,27
DC2-2 Kirmizi dicoccum 795,10 24,10 16,00 151 1,23
DC3-1 el 874,60 26,50 17,00 156 1,03
DC3-2 818,90 24,81 16,26 1,53 0,95
DR1-1 alalaik 822,40 24,92 17,22 1,45 0,94
DR1-2 815,60 24,72 17,22 1,44 1,02
DR2-1 Sari T LR 3356,50 101,71 61,24 1,66 1,53
DR2-2 bugday 2151,20 65,19 39,71 1,64 1,50
DR3-1 Eminbey 744,80 22,57 16,56 1,36 0,75
DR3-2 942,30 28,55 19,98 1,43 0,85
SP-1 Spelta S. Triticum spelta 1457,50 44,167 28,253 156 1,14
SP-2 Basak 1650,10 50,003 31,781 157 1,29

DNA ve RNA saflik degerlendirme kriterlerinden Boliim 4.3.1°de basedilmistir. Cizelge

4.7. incelendiginde A 260/280 degeri 1,43 ile 1,66 arasinda degismektedir. Buna gore

yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmig yerel

bugday c¢esitlerina ait

yapraklardan izole edilen RNA’lar ve “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis” kiti

kullanilarak kit

prosediiriine  gore

sentezlenen cDNA’larda Nanodrop 2000c

spektrofotometre Ol¢iimii sonucunda elde edilen saflik degerleri 1,8 degerinden diisiik

oldugundan protein, fenol veya diger kirletici kontaminasyonu diisiintilebilir.
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Niikleik asit safliginin ikincil bir 6l¢iisii olan 260/230 oranlarini 2.0’den diisiik oldugu
icin 230 nm'de absorbe eden kirleticilerin varligindan bahsedilebilir. Ancak daha sonra
bu cDNA’lar kullanilarak yapilan gqPCR denemelerinde inhibisyon olusmadigi

saptanmistir.

Cizelge 4.9. Yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday cesitlerine ait
cDNA varyasyon katsayisi
Ornek  Ornek adi  Botanik adi  Niikleik Ortalama Standart Varyasyon

No Asit Sapma  katsayist
(ng/ul)

AE1-1 Ak-702 Triticum 894,10 910,05 15,95 1,75

AE1-2 aestivum 926,00

AE2-1 Kose 860,60 840,95 19,65 2,34

AE2-2 220/33 821,30

AE3-1 Stinter 995,30 938,50 56,80 6,05

AE3-2 881,70

AE4-1 Zerun 875,80 939,85 64,05 6,81

AE4-2 1003,90

AE5-1 Demir 768,80 849,50 80,70 9,50

AE5-2 2000 930,20

MC1-1 Mergiize Triticum 1154,10 1167,60 13,50 1,16

MC1-2 (Siyez)  monococcum 1181,10

MC2-1 Atasiyez 1057,20 1104,30 47,10 4,27

MC2-2 (Siyez) 1151,40

MC3-1 Siyez 4 753,00 826,65 73,65 8,91

MC3-2 900,30

MC4-1 Siyez 920,10 957,25 37,15 3,88

MC4-2 Pop. 994,40

DC1-1 Kafkas Triticum 1330,90 1544,05 213,15 13,80

DC1-2 (Kavilca) dicoccum  1757,20

DC2-1 Kavilca 847,20 821,15 26,05 3,17

DC2-2 Kirmizi 795,10

DC3-1 Gernik 874,60 846,75 27,85 3,29

DC3-2 818,90

DR1-1 Karakilgtk ~ Triticum 822,40 819,00 3,40 0,42

DR1-2 durum 815,60

DR2-1 Sar1 3356,50 2753,85 602,65 21,88

DR2-2 bugday 2151,20

DR3-1 Eminbey 744,80 843,55 98,75 11,71

DR3-2 942,30

SP-1 Spelta S. Triticum 145750 1553,80 96,30 6,20

SP-2 Basak spelta 1650,10

Cizelge 4.8. incelendiginde Triticum aestivum genotipleri igin ortalama en yiiksek

niikleik asit miktar1 939,85 ng/ul,ortalama en diisiik niikleik asit miktar1 40,95 ng/ul’dir.
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Triticum monococcum genotipleri i¢in ortalama en yiiksek niikleik asit miktar1 1167,60
ng/ul, ortalama en diisiik niikleik asit miktar1 826,65 ng/ul’dir. Triticum dicoccum
genotipleri igin ortalama en yiiksek niikleik asit miktar1 1544,05 ng/ul, ortalama en
diisiik niikleik asit miktar1 821,15 ng/ul’dir. Triticum durum genotipleri igin ortalama en
yiiksek niikleik asit miktar1 2753,85 ng/ul, ortalama en diislik niikleik asit miktari
819,00 ng/ul’dir. Triticum spelta genotipi olan Spelta S. Basak genotipinden elde edilen
niikleik asit miktar1 1553,80 ng/ul’dir.

Burada elde edilen tiim konsantrasyonlar RT-PCR uygulamasini yapabilmek icin

yeterlidir.

4.4. RT-PCR Optimizasyonu ve Standart Egrilerin eldesi
Calismada LightCycler® 96 (Roche) qPCR cihaz1 ve 5x HOT FIREPol EvaGreen
gPCR kiti kullanilmis ve Boliim 3.2.3.3.1°de anlatilan yol izlenmistir.

Primerlerin baglanma sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla, LightCycler® 96 (Roche)
qPCR cihazinda gradient segenegi secilerek yiirlitme yapilmistir. Burada optimizasyon
asamast i¢in elde edilen ham veriler verilmemistir. Her primer i¢in ayr1 ayri optimum
baglanma sicaklig1 belirlendikten sonra kontrol bugday genotiplerinde her bir primer

icin belirlenen sicakliklarda ¢alisilarak standart egrileri olusturulmustur.

4.4.1. Standart Egri Eldesi

Ticari genotipler olan Demir 2000 ve Eminbey genotiplerinden ekstrakte edilen
RNA’lardan cDNA sentezlendikten sonra cDNA’lar 1/1, 1/2, 1/3, 1/4, 1/5 ve 1/6
seyreltme oranlarinda konsantrasyon elde edildip SOD, CAT, PAL ve CHS genlerine ait
primerler ile qPCR yapilmistir. Her diliisyon li¢ paralel olarak hazirlanmis ve qPCR’da
verdikleri Cq degerlerine gore konsantrasyona karsilik Cq grafikleri gizilerek standart
egriler elde edilmistir ve Sekil 4.4.-Sekil 4.11. arasinda gosterilmistir. Elde edilen
standart egri denklemlerindeki egim degerlerine goére PCR verimleri Sekil 4.3.°te

verilen denklem ile hesaplanmuistir.
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E=[10C-1/ei
m)] % Verimlilik
=(E-1) X 100

Sekil 4.3. RT-PCR % Verim hesabi i¢in kullanilan esitlik

Sekil 4.4’de Demir 2000 ticari bugday cesidi i¢in SOD genine spesifik olarak
olusturulan standard egri ve bu egriye ait dogru denklemi (y = -3,2108x + 43,761) ve R?
(0,97) degeri goriilmektedir. PCR verimi, Sekil 4.3’de verilen formiil kullanilarak,
%104 olarak hesaplanmistir.

37,00

36,00 —

4

y =-3,2108x + 43,761 *
R2=0,9704

w
IS
o
(@)

w
w
o
o

Cq degerleri

32,00

31,00

30,00

2,00 2,20 2,40 2,60 2,80 3,00 3,20
log cDNA konsantrasyonu (ng/pl)

Sekil 4.4. SOD geni ve Demir 2000 ticari g¢esidi ile yapilan qPCR ile elde edilen
standart egri.

Sekil 4.5.te Eminbey ticari bugday ¢esidi i¢cin SOD genine spesifik olarak olusturulan

standard egri ve bu egriye ait dogru denklemi (y = -3,4281x + 42,333) ve R? (0,9911)
degeri goriilmektedir. PCR verimi %95,75 olarak hesaplanmustir.
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31
30 T T T T T T 1
2,2 2,3 2,4 2,5 2,6 2,7 2,8 2,9
log cDNA konsantrasyonu (ng/pl)

Sekil 4.5. SOD geni ve Eminbey ticari ¢esidi ile yapilan qPCR ile elde edilen standart

egri

Sekil 4.6.’da Demir 2000 ticari bugday ¢esidi icin CAT genine spesifik olarak
olusturulan standard egri ve bu egriye ait dogru denklemi (y = -3,7492x + 38,421) ve R?
(0,9807) degeri goriilmektedir. PCR verimi %84,810olarak hesaplanmaistir.
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27,00 y = -3,7492x + 38,421
R?2 = 0,9807 ™
26,00 T T T T 1
2,20 2,40 2,60 2,80 3,00 3,20

log cDNA konsantrasyonu (ng/pl)

Sekil 4.6. CAT geni ve Demir 2000 ticari ¢esidi ile yapilan qPCR ile elde edilen standart

egri
Sekil 4.7.’de Eminbey ticari bugday c¢esidi i¢in CAT genine spesifik olarak olusturulan

standard egri ve bu egriye ait dogru denklemi (y = -3,6838x + 38,332) ve R? (0,9931)
degeri goriilmektedir. PCR verimi %86,84 olarak hesaplanmustir.
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log cDNA konsantrasyonu (ng/pl)

Sekil 4.7. CAT geni ve Eminbey ticari ¢esidi ile yapilan qPCR ile elde edilen standart

egri

Sekil 4.8.’de Demir 2000 ticari bugday c¢esidi i¢in PAL genine spesifik olarak
olusturulan standard egri ve bu egriye ait dogru denklemi (y = -3,6974x + 40,043) ve R?
(0,9903) degeri goriilmektedir. PCR verimi %86,41 olarak hesaplanmustir.
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27,00
26,00 T T T T T 1
2,00 2,20 2,40 2,60 2,80 3,00 3,20
log cDNA konsantrasyonu (ng/pl)

Sekil 4.8. PAL geni ve Demir 2000 ticari ¢esidi ile yapilan qPCR ile elde edilen standart

egri
Sekil 4.9.’da Eminbey ticari bugday cesidi i¢in PAL genine spesifik olarak olusturulan

standard egri ve bu egriye ait dogru denklemi (y = -3,776x + 39,059) ve R? (0,9982)
degeri goriilmektedir. PCR verimi %84,010larak hesaplanmistir.
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Sekil 4.9. PAL geni ve Eminbey ticari ¢esidi ile yapilan qPCR ile elde edilen standart

egri
Sekil 4.10.’da Demir 2000 ticari bugday c¢esidi i¢in CHS genine spesifik olarak

olusturulan standard egri ve bu egriye ait dogru denklemi (y = -3,2401x + 37,534) ve R?
(0,9363) degeri goriilmektedir. PCR verimi %103,53 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.10. CHS geni ve Demir 2000 ticari ¢esidi ile yapilan qPCR ile elde edilen
standart egri

Sekil 4.11.’de Eminbey ticari bugday ¢esidi i¢in CHS genine spesifik olarak olusturulan

standard egri ve bu egriye ait dogru denklemi (y = -3,2996x + 39,327) ve R? (0,9917)
degeri goriilmektedir. PCR verimi %100,94 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.11. CHS geni ve Eminbey ticari ¢esidi ile yapilan qPCR ile elde edilen standart

egri

Standart egriler, bir PCR testinin verimliligi ve performansi ile ilgili bilgiler saglar.
Cizginin egimi, PCR testinin verimliliginin bir olgiisiidiir. -3.1 ile -3.6 arasindaki
egimler kabul edilebilir niteliktedir, -3.32'lik bir egim ise %100 verimliligin
gostergesidir. R?, testin performansinin bir dl¢iislidiir korelasyon katsayisi R? 0,99'dan

bliyiik olmalidir [105].

Buna gore Sekil 4.4.,4.5, 4.7, 4.8, 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterilen standart egriler giiven
araliginda; Sekil 4.6. ve Sekil 4.9°da gosterilen standart egrilerin egimleri ise giiven
araligina yakindir. Sekil 4.5, 4.7, 4.8, 4.9 ve Sekil 4.11°de gosterilen standart egrilere ait
R? degerleri 0,99°dan biiyiik, Sekil 4.4, 45 ve Sekil 4.6°da gosterilen standart
egrilerdeki R? degeri ise 0,99’a yakindir.

Ticari bugday c¢esitleri cDNA oOrnekleri kullanilarak elde edilen standart egri
denkleminin egimi ile PCR reaksiyonunun yiizde verimleri %84,01 ile %104 arasinda
olup, her standart egriye ait verim kendine ait seklin altinda belirtilmistir. PCR'nin

verimliligi %90-100 arasinda olmalidir. Sekil 4.4 ile Sekil 4.11 arasinda gosterilen
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standart egrilerde yiizde verim degerleri belirtilen aralikta ya da belirlenen araliga yakin

cikmigtir.

4.4.2. Yerel Bugday Cesitlerinin qPCR Analizi
Her bir bugday genotipine ait cDNA’lar SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin her biri igin
seyretlerek pozitif kontrollerle birlikte qPCR yapilmistir.

4.4.2.1. Yerel Bugday Genotiplerinin qPCR Analizi Sonucu Elde Edilen Cq
degerleri

Yerel bugday c¢esitlerine ait Materyal ve Metot boliimiinde anlatildigr sekilde
sentezlenen cDNA’lar ile reaksiyon karisim ¢izelgeleri ve ilgili dongii parametrelerine
gore ve sirastyla SOD, CAT, PAL ve CHS primerleri kullanilarak yapilan qPCR ile elde
edilen Cq degerleri Sekil 4.12.-Sekil 4.19. arasinda gosterilmistir. Cq degerleri Pfaffl

vd. [103]’de verilen hesaplama yontemi kullanilarak normalizasyon islemi yapilmistir.

Sekil 4.12. Baz1 yerel bugday genotiplerinin SOD genine ait primer ile yapilmig qPCR

sonucu elde edilen Cq degerleri
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Sekil 4.13. Yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday genotiplerinin
SOD genine ait primer ile yapilmis qPCR sonucu elde edilen Cq degerleri
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Sekil 4.14. Baz1 yerel bugday genotiplerinin CAT genine ait primer ile yapilmis gPCR

sonucu elde edilen Cq degerleri
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Sekil 4.15. Yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday genotiplerinin

CAT genine ait primer ile yapilmis qPCR sonucu elde edilen Cq degerleri
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Sekil 4.16. Baz1 yerel bugday genotiplerinin PAL genine ait primer ile yapilmis qPCR

sonucu elde edilen Cq degerleri
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Sekil 4.17. Yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday genotiplerinin
PAL genine ait primer ile yapilmis qPCR sonucu elde edilen Cq degerleri
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Sekil 4.18. Bazi yerel bugday genotiplerinin CHS genine ait primer ile yapilmis qPCR

sonucu elde edilen Cq degerleri
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Sekil 4.19. Yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday genotiplerinin
CHS genine ait primer ile yapilmis qPCR sonucu elde edilen Cq degerleri

Yerel bugday genotipleri ve yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis
genotiplerden olusan ornekler ile elde edilen ve Sekil 4.12-Sekil 4.19 arasinda
gosterilen Cq degerleri, tasarlanan primerlerin kullanimi1 yoluyla amplifikasyon

reaksiyonunun 6zgilliigiinii gostermistir.

4.5. Gen Ifade Analizi

Calismanin bu asamasinda gen ifade analizleri yapilirken ticari bugday cesitlerinin
bilinen ¢cDNA konsantrasyonlarina ait Cq verileri ile olusturulan Bolim 4.5.1°de
gosterilen standart egri denklemleri kullanilmistir. Standart egri denklemleri ve yerel
bugday genotiplerine ait Cq degerleri kullanilarak absolut kuantifikasyon metoduna

gore gen ifade diizeyleri belirlenmistir. Her bir yerel bugday genotipine ait gen ifade

miktar1 hesaplanmistir.

4.5.1. Yerel Bugday Cesitlerinde SOD Geni Ifadesi
Sekil 4.20°de yerel bugday ¢esitlerinde Sekil 4.21°de yapraktan g¢inko
biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday ¢esitlerinde SOD geninin ifade diizeyi
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Demir 2000 ve Eminey ticari ¢esitlerine oranlanarak gosterilmistir. Sekil 4.22°de ise
yerel bugday cesitlerinde ve yapraktan c¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel
bugday ¢esitlerinde SOD geni ifade diizeyleri Demir 2000 ticari ¢esidine oranlanarak

gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Bazi yerel bugday genotiplerinin SOD geni ifade degerleri. Farkli kiigiik
harfler (a-d) yerel bugday genotiplerinin kendi gruplari i¢inde ifade diizeyleri arasindaki
istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05). (Gernik genotipi i¢in sekilde verilen deger
3,1 kat azaltilarak goOsterilmistir.) Burada gen ifade degerleri sirasiyla Demir 2000,
Eminbey ticari bugday ¢esidi ve her bir genotipe ait olan SOD geni aktivitesi temel
alinarak hesaplanmistir. Ug paralelli olarak yapilan dlgiimler tek yonlii varyans analizi
ile arastirilmistir. Istatistiksel anlamli farkliligi analiz etmek igin Duncan testi

uygulanmigtir.

Triticum aestivum genotipleri i¢inde en yiiksek SOD geni aktivitesine sahip genotipler
AK-702 (b, b) ve Siinter (bc, bcd); en diisiik SOD geni aktivitesine sahip genotip ise
Zerun (c, d) genotipidir. Ticari ¢esit olan Demir 2000 genotipinin SOD geni aktivitesi
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Ak-702 genotipinden 7 kat, ve Kose 220/33 genotipinden yaklasik 1 kat daha diisiik;
buna karsin Siinter genotipinden yaklasik 3 kat ve Zerun genotipinden yaklasik 2 kat

daha yiiksek oldugu gosterilmistir.

Triticum monoccum genotipleri kiyaslandiginda ise Siyez pop genotipinin SOD gen
aktivitesinin Mergiize genotipinden yaklasik 7,5 kat, Atasiyez genotipinden yaklasik 4,5
kat ve Siyez 4 genotipinden ise yaklasik 5 kat yiiksek oldugu gosterilmistir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek SOD gen aktivitesine sahip genotipin
Gernik (a, a) oldugu istatistiksel olarak da ispatlanmistir. Ticari genotipler olan Demir
2000 ve Eminbey’e gore de Gernik genotipindeki SOD geni aktivitesinin istatistiksel

olarak anlaml farkli ve yiiksek oldugu gosterilmistir.

Triticum durum genotipleri arasinda en yiikksek SOD aktivitesine saip genotipin
Karakilgik (bc, bed) oldugu istatistiksel olarak da gosterilmistir. Karakilgik genotipinin
SOD geni aktivitesi Sar1 Bugday genetipine gore yaklasik 3 kat, Eminbey’e gore
yaklagik 2,5 kat fazladir.

Triticum spelta tiirline ait Spelta S. Basak (bc, cd) genotipindeki SOD gen aktivitesinin
ticari genotip olan Demir 2000 genotipi ile arasinda istatistiksel anlamli farklilik

bulunmamakla birlikte; Eminbey’den yaklasik 1,6 kat yiiksek oldugu goériilmiistiir.

Triticum aestivum genotipleri i¢inde en yiiksek SOD geni aktivitesine sahip genotiplerin
AK-702 ve Siinter; en diisiik SOD geni aktivitesine sahip genotipin ise Zerun olmast;
Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek SOD gen aktivitesine sahip genotipin
Gernik olmas1 ve Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek SOD aktivitesine sahip
genotipin Karakilgik olmasi Boliim 4.2.’de gosterilen bugday genotiplerinin antioksidan

kapasiteleri ile uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 4.21. Baz1 yerel bugday genotiplerinin yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu sonrasi
SOD geni ifade degerleri. Farkli kii¢iik harfler (a-k) yerel bugday genotiplerinin kendi
gruplan icinde ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05).
Burada gen ifade degerleri sirasiyla Demir 2000, Eminbey ticari bugday cesidi ve her
bir genotipe ait olan SOD geni aktivitesi temel alinarak hesaplanmistir. Ug paralelli
olarak yapilan dlgiimler tek yonlii varyans analizi ile arastirilmustir. Istatistiksel anlamli

farklilig1 analiz etmek i¢cin Duncan testi uygulanmastir.

Yerel cesit bugday tohumlarmin ¢imlendirilmesinden sonra kardeslenme asamasinda
yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday genotiplerinin tamami
karsilastirildiginda SOD geni aktivitesi i¢gin hem Demir 2000 ticari ¢esidi hem de
Eminbey ticari ¢esidi esas alindiginda en fazla aktivite gosteren genotipin Gernik (a, a)

oldugu saptanmis ve istatistiksel olarak da gosterilmistir.
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Triticum aestivum genotipleri i¢inde en yiikksek SOD gen aktivitesine sahip olan yerel
cesitler AK-702 (bc, bc) ve Demir 2000 (bc, bc); en diisiik olanlar ise Zerun (e, €) ve
Kose 220/33 (de, de) genotipleridir. Ticari ¢esit olan Demir 2000 ile kiyaslandiginda ise

Ak-702 genotipinin istatistiksel anlamli farkli olmadig1 gésterilmistir.

Triticum monococcum genotipleri kiyaslandiginda ise Siyez pop. (cd, cd) genotipinin
SOD gen aktivitesinin Mergiize, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine gore daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Atasiyez ve Mergiize genotipleri arasinda SOD gen aktivitesi

agisindan istatistiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yliksek SOD geni aktivitesine sahip genotipin
Gernik (a, a) oldugu gorilmistiir. Gernik genotipinin SOD gen aktivitesinin Tritium
monococcum tiirlerine gore yiiksek oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir. Ticari
genotipler olan Demir 2000 ve Eminbey’e gore de Gernik genotipindeki SOD geni
aktivitesi istatistiksel olarak anlamli seviyede farkli ve Demir 2000 genotipinden

yaklasik 2 kat; Eminbey genotipinden ise yaklasik 4 kat yiiksektir.

Triticum durum genotipleri arasinda SOD geni aktivitesi bakimindan istatistiksel

anlamli farklilik goériilmedigi gosterilmistir.

Triticum spelta tiirtine ait Spelta S. Basak (cde, cde) genotipindeki SOD gen
aktivitesinin ticari genotip olan Demir 2000°den yaklasik 1,4 kat diisilk ve Eminbey’den

istatistiksel olarak farkli olmadig gosterilmistir.

Triticum aestivum genotipleri i¢inde en diisiik SOD geni aktivitesine sahip genotipin
Zerun olmasi; Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek SOD gen aktivitesine
sahip genotipin Gernik olmasi ve Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek SOD
aktivitesine sahip genotipin Karakilgtk olmasi Boliim 4.2.°de gosterilen bugday

genotiplerinin antioksidan kapasiteleri ile uyumluluk géstermektedir.
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Sekil 4.22. Bazi yerel bugday genotiplerinin ve bunlara yapraktan ¢inko
biyofortifikasyonu yapildiginda SOD geni ifade degerleri. Farkli kiigiik harfler (a-k)
yerel bugday genotiplerinin ve yapraktan c¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel
genotiplerin  kendi gruplart icinde ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki
gostermektedir (p<0,05). Gernik genotipi i¢in sekilde verilen deger 3,1 kat azaltilarak
gosterilmistir. Burada gen ifade degerleri sirastyla Demir 2000 ticari bugday ¢esidi ve
her bir genotipe ait olan SOD geni aktivitesi temel alinarak hesaplanmstir. Ug paralelli
olarak yapilan dlgiimler tek yonlii varyans analizi ile arastirilmustir. Istatistiksel anlaml

farklilig1 analiz etmek i¢in Duncan testi uygulanmastir.

Yerel ¢esit bugday tohumlarinin ¢imlendirilmesinden sonra kardeslenme asamasinda
yapraktan %0,5’lik ZnSO,4.7H,0 ¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun Triticum aestivum
genotiplerinde c¢inko biyofortifikasyonunun SOD gen ifadesini artmasi yoniinde
etkilemedigi ve %0,5’lik ZnSO4.7H,0 ¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadig:

gosterilmistir.
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Ayni1 sekilde Triticum monoccum genotiplerinde ¢inko biyofortifikasyonunun SOD gen
ifadesini artmasi yoniinde etkilemedigi ve %0,5’lik ZnSO4.7H,O ¢ozeltisi ile

biyofortifikasyonun etkili olmadig1 gosterilmistir.

Kavilca kirmizi basak disindaki  Triticum dicoccum genotiplerinde ¢inko
biyofortifikasyonunun SOD gen ifadesini artmasi yoniinde etkilemedigi ve %0,5’1lik

ZnS04.7H,0 ¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadig1 gosterilmistir.

Triticum durum genotiplerinde ¢inko biyofortifikasyonunun SOD gen ifadesini artmasi
yoniinde etkilemedigi ve %0,5’lik ZnSO4.7H,0 ¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun etkili

olmadig1 gosterilmistir.

Triticum spelta genotipinde ¢inko biyofortifikasyonunun SOD gen ifadesini artmasi
yoniinde etkilemedigi ve %0,5’lik ZnSO4.7H,0 ¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun etkili

olmadig1 gosterilmistir.

4.5.2. Yerel Bugday Cesitlerinde CAT Geni Ifadesi

Sekil 4.23°te yerel bugday cesitlerinde Sekil 4.24’te yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu
uygulanmis yerel bugday ¢esitlerinde CAT geninin ifade diizeyi Demir 2000 ve Eminey
ticari gesitlerine oranlanarak gosterilmistir. Sekil 4.25°te ise yerel bugday ¢esitlerinde
ve yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday cesitlerinde CAT geni

ifade diizeyleri Demir 2000 ticari ¢esidine oranlanarak gdsterilmistir.
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Sekil 4.23. Baz1 yerel bugday genotiplerinin CAT geni ifade degerleri. Farkli kiiclik
harfler (a-k) yerel bugday genotiplerinin kendi gruplari i¢inde ifade diizeyleri arasindaki
istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05). Demir 2000 genotipi i¢in sekilde verilen
deger 1,4 kat; Gernik genotipi i¢in 1,3 kat azaltilarak gosterilmistir. Burada gen ifade
degerleri sirastyla Demir 2000, Eminbey ticari bugday ¢esidi ve her bir genotipe ait olan
CAT geni aktivitesi temel alinarak hesaplanmustir. Ug paralelli olarak yapilan dlgiimler
tek yonlii varyans analizi ile arastirilmustir. Istatistiksel anlamli farkliligi analiz etmek

i¢in Duncan testi uygulanmistir.
Yerel bugday genotiplerinin tamami karsilastirildiginda en fazla CAT geni aktivitesi

Demir 2000 ve Eminbey ticari ¢esitleri esas alindiginda Demir 2000 (a, a) ve Gernik (b,

b) yerel genotiplerine ait oldugu saptanmustir.
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Triticum aestivum genotipleri iginde en fazla CAT geni aktivitesine sahip genotipler

AK-702 (c, c) ve Demir 2000 genotipleri oldugu istatistiksel olarak da ispatlanmustir.

Triticum monococcum genotipleri  kiyaslandiginda ise genotiplerin CAT geni

aktivitelerinin farkli olmadig: istatistiksel olarak ispatlanmistir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek CAT geni aktivitesine sahip genotipin
Gernik (b, b) oldugu gorilmiistiir. Gernik genotipinin CAT gen aktivitesinin Kafkas
genotipinden yaklasik 20 kat; Kavilca (Kirmizi1) genotipinden ise yaklasik 25 kat fazla

oldugu gosterimistir.

Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek CAT gen aktivitesine sahip genotip
Karakil¢ik (d, d) genotipidir. Karakilgik genotipinin CAT geni aktivitesi Sar1 Bugday
genotipine gore yaklasik 5,7 kat, Eminbeye gore yaklasik 2,9 kat fazladir.

Triticum spelta tiirline ait Spelta S. Basak (e, €) genotipindeki CAT gen aktivitesinin
ticari genotip olan Demir 2000’den diisiik; Eminbey’den ise istatistiksel olarak farkli

olmadig1 gosterilmistir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek CAT gen aktivitesine sahip genotipin
Gernik olmas1 ve Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek CAT aktivitesine sahip
genotipin Karakilgik olmasi Boliim 4.2.’de gosterilen bugday genotiplerinin antioksidan

kapasiteleri ile uyumluluk géstermektedir
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Sekil 4.24. Baz1 yerel bugday genotiplerinin yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu sonrasi
CAT geni ifade degerleri. Farkli kiiciik harfler (a-K) yerel bugday genotiplerinin kendi
gruplan icinde ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05).
Burada gen ifade degerleri sirasiyla Demir 2000, Eminbey ticari bugday c¢esidi ve her
bir genotipe ait olan CAT geni aktivitesi temel almarak hesaplanmustir. Ug paralelli
olarak yapilan dlgiimler tek yonlii varyans analizi ile arastirilmustir. Istatistiksel anlaml

farklilig1 analiz etmek i¢cin Duncan testi uygulanmastir.

Yerel cesit bugday tohumlarinin ¢imlendirilmesinden sonra kardeslenme asamasinda
yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday genotiplerinin tamami
karsilagtirildiginda CAT geni aktivitesi i¢in hem Demir 2000 ticari ¢esidi hem de
Eminbey ticari ¢esidi esas alindiginda en fazla aktivite gosteren genotipin Ak-702 (a, a)

ve Gernik (a, a) oldugu saptanmis ve istatistiksel olarak da gosterilmistir.

84



Triticum aestivum genotipleri i¢inde en yiiksek CAT gen aktivitesine sahip olan genotip
AK-702 genotipidir. Ticari ¢esit olan Demir 2000 ile kiyaslandiginda ise Ak-702
genotipinin CAT gen aktivitesinin yaklasik 4,6 kat, daha yiiksek oldugu; ancak Kose
220/33 genotipinin yaklasik 3,4 kat, Siinter genotipinin yaklasik 1,5 kat ve Zerun

genotipinin ise yaklasik 2,5 kat gen aktivitelerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Triticum monococcum genotipleri kiyaslandiginda ise CAT gen aktivitesinin oldukca
diisik oldugu ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadigi

gosterilmistir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiikksek CAT geni aktivitesine sahip genotipin
Gernik oldugu goriilmistiir. Gernik genotipinin CAT gen aktivitesinin Tritium
monococcum tiirlerine gore yiiksek oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir. Ticari
genotipler olan Demir 2000 ve Eminbey’e gore de Gernik genotipindeki CAT geni
aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli seviyede farkli ve Demir 2000 ticari ¢esidinden

4,4 kat, Eminbey ticari ¢esidinden yaklasik 2,8 kat yiiksektir.

Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek CAT geni aktivitesine sahip genotipin
Karakilgik (b, b) oldugu goriilmistiir. Bununla birlikte Karakilgik genotipinin gen
aktivitesinin ticari ¢esit olan Eminbeye gore istatistiksel olarak farkli ve yliksek

olmasina karsin aralarindaki fark azdir.

Triticum spelta tiiriine ait Spelta S. Basak (de, de) genotipindeki CAT gen aktivitesinin
ticari genotip olan Demir 2000’den istatistiksel olarak farkli olmayip; Eminbey’den
istatistiksel olarak farkli oldugu ve CAT gen aktivite degerinin 1,7 katdiisiik oldugu

gosterilmistir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek CAT gen aktivitesine sahip genotipin
Gernik olmast ve Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek CAT aktivitesine sahip
genotipin Karakilgik olmasi Boliim 4.2.”de gosterilen bugday genotiplerinin antioksidan

kapasiteleri ile uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 4.25. Baz1 yerel bugday genotiplerinin ve bunlara yapraktan ¢inko
biyofortifikasyonu yapildiginda CAT geni ifade degerleri. Farkli kiigiik harfler (a-k)
yerel bugday genotiplerinin ve yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel
bugday genotiplerinin kendi gruplar iginde ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki
gostermektedir (p<0,05). Burada gen ifade degerleri sirasiyla Demir 2000, ticari bugday
cesidi ve her bir genotipe ait olan CAT geni aktivitesi temel alinarak hesaplanmustir. Ug
paralelli olarak yapilan dlgiimler tek yonlii varyans analizi ile aragtirilmustir. Istatistiksel

anlaml farklilig1 analiz etmek i¢in Duncan testi uygulanmastir.

Yerel cesit bugday tohumlarinin ¢imlendirilmesinden sonra kardeslenme asamasinda
yapraktan %0,5’lik ZnSO,4.7H,0 ¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun Triticum aestivum
genotiplerinin tamaminin CAT geni ifadesini artirdig1 sdylenebilir. Bu artisin Ak-702
genotipinde yaklasik 13,1 kat, Kose 220/33 genotipinde yaklasik 3,2 kat, Siinter
genotipinde yaklasik 70,9 kat Zerun genotipinde ise yaklasik 37,5 kat oldugu

gosterilmistir.
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Buna karsin Triticum monococcum genotiplerinde ¢inko biyofortifikasyonunun CAT
gen ifadesini artmasi yoniinde etkilemedigi ve %0,5’lik ZnSO4.7H,O ¢ozeltisi ile

biyofortifikasyonun etkili olmadig1 gosterilmistir.

Triticum dicoccum genotiplerinin tamaminda ¢inko biyofortifikasyonu sonunda CAT
geni ifade diizeylerinde artis goriilmiistiir. Bu artis oranlarinin Kafkas genotipinde
yaklasik 30 kat, Kavilca genotipinde yaklasik 23 kat ve Gernik genotipinde ise yaklasik
5,2 kat oldugu gosterilmistir.

Triticum spelta genotipinde de ¢inko biyofortifikasyonu sonunda CAT geni ifade

diizeyinde 20 kat artisg goriilmiistiir.

4.5.3. Yerel Bugday Cesitlerinde PAL Geni ifadesi

Sekil 4.26’de yerel bugday cesitlerinde Sekil 4.27°de yapraktan ¢inko
biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday cesitlerinde PAL geninin ifade diizeyi
Demir 2000 ve Eminey ticari ¢esitlerine oranlanarak gosterilmistir. Sekil 4.28’de ise
yerel bugday cesitlerinde ve yapraktan c¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel
bugday ¢esitlerinde PAL geni ifade diizeyleri Demir 2000 ticari ¢esidine oranlanarak

gosterilmistir.
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Sekil 4.26. Baz1 yerel bugday genotiplerinin PAL geni ifade degerleri. Farkli kiiglik
harfler (a-k) yerel bugday genotiplerinin kendi gruplari iginde ifade diizeyleri arasindaki
istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05). Ak-702 genotipi i¢in sekilde verilen deger
4,1 kat; Kose 220/33 genotipi igin 3,6 kat azaltilarak gosterilmistir. Burada gen ifade
degerleri sirastyla Demir 2000, Eminbey ticari bugday cesidi ve her bir genotipe ait olan
PAL geni aktivitesi temel alinarak hesaplanmistir. Ug paralelli olarak yapilan dlgiimler
tek yonlii varyans analizi ile arastirilmustir. Istatistiksel anlamli farklilig1 analiz etmek

icin Duncan testi uygulanmistir.

Yerel bugday genotiplerinin tamami karsilastirildiginda en fazla PAL geni aktivitesi
Demir 2000 ve Eminbey ticari gesitleri esas alindiginda Ak-702 (c, a) yerel bugday
genotipine ait oldugu saptanmistir. Triticum aestivum genotipleri iginde en fazla PAL
geni aktivitesine sahip genotipler AK-702 (a, a) ve Kose 220/33 (b, b) genotipleri; en az

PAL geni aktivitesine sahip olan ise Zerun (h, j) genotipi oldugu belirlenmistir.
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Triticum monoccum genotipleri kiyaslandiginda ise Siyez pop (e, g) genotipinin PAL
geni aktivitesinin Mergiize, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine gore daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, Triticum monococcum genotiplerinin  PAL geni
aktivitelerinin, Zerun genotipi disinda Triticum aestivum genotiplerine goére daha

istatistiksel agidan anlamli fark gosterdigi ve diisiik oldugu saptanmuistir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek PAL geni aktivitesine sahip genotipin
Gernik (c, ¢) oldugu goriilmistiir. Gernik genotipinin PAL gen aktivitesinin Ak-702 (a,
a) ve Kose 220/33 (b, b) disindaki ticari gesitler dahil tim genotiplere gore yiiksek

oldugu istatistiksel olarak da gosterilmistir.

Triticum durum genotipleri arasinda Eminbey ticari ¢esidi temel alindiginda en yiiksek
PAL gen aktivitesine sahip genotip Karakilgik’tir (efg, g). Aym ticari gesitle
karsilastirildiginda, Karakilgik genotipi PAL geni aktivitesi Sar1 Bugday genotipine gore
2 kat, Eminbeye gore 3 kat fazladir.

Triticum spelta tiiriine ait Spelta S. Bagsak (gh, h) genotipindeki PAL gen aktivitesinin
ticari genotip olan Demir 2000°den diisiik; Eminbey’den ise yiiksek oldugu saptanmis

ve istatistiksel olarak da ispatlanmustir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek PAL gen aktivitesine sahip genotipin
Gernik olmasi ve Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek PAL aktivitesine sahip
genotipin Karakil¢ik olmast Boliim 4.2.°de gosterilen bugday genotiplerinin antioksidan

kapasiteleri ile uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 4.27. Baz1 yerel bugday genotiplerinin yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu sonrasi
PAL geni ifade degerleri. Farkli kiigiik harfler (a-k) yerel bugday genotiplerinin kendi
gruplan icinde ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05).
Burada gen ifade degerleri sirasiyla Demir 2000, Eminbey ticari bugday c¢esidi ve her
bir genotipe ait olan PAL geni aktivitesi temel almarak hesaplanmustir. Ug paralelli
olarak yapilan dlgiimler tek yonlii varyans analizi ile arastirilmustir. Istatistiksel anlamli

farklilig1 analiz etmek i¢in Duncan testi uygulanmastir.

Yerel bugday gesitlerinin tohumlarinin ¢imlendirilmesinden sonra kardeslenme
asamasinda yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday genotiplerinin
tamamu karsilastirildiginda PAL geni aktivitesi i¢in hem Demir 2000 ticari ¢esidi hem
de Eminbey ticari ¢esidi esas alindiginda en fazla aktivite gosteren genotipin Gernik (a,

a) oldugu saptanmis ve istatistiksel olarak da gosterilmistir.
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Triticum aestivum genotipleri i¢inde en yiiksek PAL gen aktivitesine sahip olan yerel
cesitler AK-702 (b, b); en diisiik olanlar ise Zerun (k, j) ve Kose 220/33 (k, j)
genotipleridir. Ticari ¢esit olan Demir 2000 ile kiyaslandiginda ise Ak-702 genotipinin
PAL gen aktivitesinin yaklasik 2 kat daha yiiksek oldugu; ancak Siinter genotipinin
yaklagik 3 kat, Kose 220/33 genotipinin yaklagik 5 kat ve Zerun genotipinin ise yaklasik

6 kat gen aktivitelerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Triticum monoccum genotipleri kiyaslandiginda ise Siyez pop (e, fe) genotipinin PAL
gen aktivitesinin Merglize, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine gore daha fazla oldugu
goriilmistiir. Atasiyez ve Merglize genotipleri arasinda PAL gen aktivitesi agisindan
istatistiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir. Ticari genotiplerle kiyaslandiginda ise,
¢inko biyofortifikasyonu uygulanmigs Triticum monococcum tiirlerinin  ¢inko
biyofortifikasyonu uygulanmis Demir 2000 ve Eminbey genotiplerine gére daha az PAL

geni aktivitesi gosterdigi gorilmiistiir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek PAL geni aktivitesine sahip genotipin
Gernik (a, a) oldugu goriilmiistiir. Gernik genotipinin PAL gen aktivitesinin Tritium
monococcum tiirlerine gore yiikksek oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir. Ticari
genotipler olan Demir 2000 ve Eminbey’e gore de Gernik genotipindeki PAL geni

aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli seviyede farkli ve yaklasik 3 kat yiiksektir.

Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek PAL geni aktivitesine sahip genotipin
Karakilgik (c, ¢) oldugu gorilmiistir. Bununla birlikte Karakilgik genotipinin gen
aktivitesinin ticari ¢esit olan Eminbeye gore istatistiksel olarak farkli ve yiiksek

olmasina karsin aralarindaki fark azdir.

Triticum spelta tiirtine ait Spelta S. Basak (f, f) genotipindeki PAL gen aktivitesinin
ticari genotip olan Demir 2000 ve Eminbey’den istatistiksel olarak farkli oldugu ancak

PAL gen aktivite degerinin 1,1 katdiisiik oldugu goriilmiistiir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek PAL gen aktivitesine sahip genotipin
Gernik olmasi ve Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek PAL aktivitesine sahip
genotipin Karakil¢ik olmasi Boliim 4.2.°de gosterilen bugday genotiplerinin antioksidan

kapasiteleri ile uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 4.28. Bazi1 yerel bugday genotiplerinin ve bunlara yapraktan ¢inko
biyofortifikasyonu yapildiginda PAL geni ifade degerleri. Farkli kii¢iikk harfler (a-k)
yerel bugday genotiplerinin ve yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel
bugday genotiplerinim kendi gruplar1 iginde ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki
gostermektedir (p<0,05). Burada gen ifade degerleri sirasiyla Demir 2000 ticari bugday
cesidi ve her bir genotipe ait olan PAL geni aktivitesi temel alinarak hesaplanmustir. Ug
paralelli olarak yapilan &lgiimler tek yonlii varyans analizi ile arastirilmistir. Istatistiksel

anlaml farklilig1 analiz etmek i¢in Duncan testi uygulanmastir.

Yerel cesit bugday tohumlarinin ¢imlendirilmesinden sonra kardeslenme asamasinda
yapraktan %0,5’lik ZnSO,4.7H,0 ¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun Triticum aestivum
genotipleri igerisinde sadece Zerun genotipinin PAL geni ifadesini artirdigi soylenebilir.
Buna karsin Ak-702, Kose 220/33, Siinter ve Demir 2000 genotiplerinde g¢inko
biyofortifikasyonunun gen ifadesini artmasi yoniinde etkilemedigi ve %0,5’lik

ZnS04.7H,0 ¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadigi gosterilmistir.
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Buna kargin Triticum monoccum genotiplerinin tamaminda %0,5’lik ZnS0,.7H,0
cozeltisi ile biyofortifikasyonu sonucu PAL geni ifadelerinin arttigi goriilmiistiir. Bu
artis sirasiyla Siyez Pop, Siyez 4, Atasiyez ve Mergiize genotipinde goriilmistiir. Siyez
Pop genotipinin PAL geni ifade diizeyinin ¢inko uygulamasi sonunda ticari genotip olan
Demir 2000’e ait PAL gen ifade diizeyiyle arasinda istatistiksel anlamli farklilik
bulunmamaktadir. Siyez Pop genotipinin PAL gen ifadesinin ¢inko biyofortifikasyonu

sonucunda Demir 2000 genotipinin gen ifadesi seviyesine geldigi gorilmiistir.

Triticum dicoccum genotiplerinin tamaminda ¢inko biyofortifikasyonu sonunda PAL
geni ifade diizeylerinde artis goriilmiistiir. PAL gen ifadesindeki artis oranlari biiylikten

kiigiige sirasiyla Gernik genotipi, Kafkas genotipi ve Kavilca kirmizi bagak genotipi
seklindedir.

Triticum durum genotiplerinin hepsinde ¢inko biyofortifikasyonu sonunda PAL geni
ifade diizeylerinde artis goriilmiistiir. PAL gen ifadesindeki artis oranlar1 Karakilgik ve

Eminbey genotiplerinde ve Sar1 Bugday genotipine gore daha fazla goriilmiistiir.

Triticum spelta genotipinde de ¢inko biyofortifikasyonu sonunda PAL geni ifade

diizeylerinde artis goriilmiistiir.

4.5.4. Yerel Bugday Cesitlerinde CHS Geni ifadesi

Sekil 4.29’da  yerel bugday cesitlerinde Sekil 4.30°da yapraktan ¢inko
biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday cesitlerinde CHS geninin ifade diizeyi
Demir 2000 ve Eminey ticari gesitlerine oranlanarak gosterilmistir. Sekil 4.31°de ise
yerel bugday cesitlerinde ve yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel
bugday cesitlerinde CHS geni ifade diizeyleri Demir 2000 ticari ¢esidine oranlanarak

gosterilmistir.
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Sekil 4.29. Bazi yerel bugday genotiplerinin CHS geni ifade degerleri. Farkli kiiclik
harfler (a-i) yerel bugday genotiplerinin kendi gruplar i¢inde ifade diizeyleri arasindaki
istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05). Burada gen ifade degerleri sirasiyla Demir
2000, Eminbey ticari bugday c¢esidi ve her bir genotipe ait olan CHS geni aktivitesi
temel almarak hesaplanmistir. Ug paralelli olarak yapilan dlgiimler tek yonlii varyans

analizi ile arastirilmustir. Istatistiksel anlamli farklilig1 analiz etmek i¢in Duncan testi

uygulanmgtir.

Yerel bugday genotiplerinin tamami karsilastirildiginda CHS geni aktivitesi i¢inde en
yiikseginin Demir 2000 ve Eminbey genotipi esas alindiginda Siyez Pop. (a, a) genotipi
oldugu oldugu goriilmiistiir.
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Triticum aestivum genotipleri iginde en fazla CHS gen aktivitesine sahip genotipler AK-
702 (de, cd) ve Kose 220/33 (b, b) genotipleri; en az CHS geni aktivitesine sahip olanlar

ise Zerun (i, 1) genotipi oldugu belirlenmistir.

Triticum monoccum genotipleri kiyaslandiginda ise Siyez pop. (a, a) genotipinin gen
aktivitesinin Mergilize, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine gore daha fazla oldugu

gorilmistiir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda Kafkas (ef, defg) genotipinin CHS geni

aktivitesinin Kavilca Kirmizi genotiplerine gére daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Triticum durum genotiplerinden Karakilgik ve Eminbey arasinda istatistiksel anlamli
farklilik bulunmamakla birlikte bu genotiplerin CHS gen aktivitesinin Sar1 bugday’in
CHS gen aktivitesinden yaklasik 7 kat yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Triticum spelta ¢esidine ait Spelta S. Basak (d, de) genotipindeki gen aktitesinin ticari
c¢esit olan Demir 2000°den yiiksek; Eminbey’den ise diisiik oldugu istatistiksel olarak da

ispatlanmugtir.

Triticum aestivum genotipleri i¢ginde CHS geni aktivitesinin Kose 220/33 genotipinde
yiiksek; Zerun genotipinde ise en diisiik; Triticum dicoccum genotipleri arasinda en
yiiksek CHS gen aktivitesine sahip genotipin Gernik olmasi ve Triticum durum
genotipleri arasinda Karakilgik genotipinin yiiksek CHS aktivitesine sahip olmasi
Bolim 4.2.°de gosterilen bugday genotiplerinin antioksidan kapasiteleri ile uyumluluk

gostermektedir.
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Sekil 4.30. Baz1 yerel bugday genotiplerinin yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu sonrasi
CHS geni ifade degerleri. Farkli kiigiik harfler (a-k) yerel bugday genotiplerinin kendi
gruplan icinde ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05).
Burada gen ifade degerleri sirasiyla Demir 2000, Eminbey ticari bugday cesidi ve her
bir genotipe ait olan CHS geni aktivitesi temel alinarak hesaplanmistir. Ug paralelli
olarak yapilan dlgiimler tek yonlii varyans analizi ile arastirilmustir. Istatistiksel anlaml

farklilig1 analiz etmek i¢in Duncan testi uygulanmastir.

Yerel ¢esit bugday tohumlarinin ¢imlendirilmesinden sonra kardeslenme asamasinda
yapraktan cinko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel bugday genotiplerinin tamami
karsilastirildiginda CHS geni aktivitesi icin hem Demir 2000 ticari ¢esidi hem de
Eminbey ticari ¢esidi esas alindiginda en fazla aktivite gosteren genotipin Karakilgik (a,

a) oldugu saptanmis ve istatistiksel olarak da gosterilmistir.
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Triticum aestivum genotipleri iginde en yiiksek CHS gen aktivitesine sahip genotip
Demir 2000 (g, e) genotipidir. Demir 2000 ile kiyaslandiginda ise Ak-702 genotipinin
CHS gen aktivitesinin yaklasik 2,5 kat, Kose 220/33 genotipinin yaklasik 5 kat, Siinter
genotipinin yaklasik 8 kat ve Zerun genotipinin ise yaklasik 1,5 kat daha diisiik oldugu

gorilmistir.

Triticum monococcum genotipleri kiyaslandiginda ise Siyez pop (b, b) genotipinin CHS
gen aktivitesinin Mergiize genotipinden yaklasik 3,5 kat, Atasiyez genotipinden
yaklasik 2,2 kat ve Siyez 4 genotipden yaklasik 5,5 kat daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ticari genotiplerle kiyaslandiginda ise, ¢inko biyofortifikasyonu
uygulanmis Mergiize ve Siyez 4 genotiplerinin ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis
Demir 2000 ve Eminbey genotiplerine gore daha diisiik; Atasiyez ve Siyez Pop.
genotiplerinin ise daha yiiksek CHS gen aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir.

Triticum dicoccum genotipleri arasinda en yiiksek CHS geni aktivitesine sahip genotipin
Kafkas (d, bc) oldugu ve Kavilca Kirmizi genotipinden 3,3 kat yiiksek oldugu

gosterilmistir.

Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek CHS geni aktivitesine sahip genotipin
Karakilgik (a, a) oldugu gorilmiistir. Bununla birlikte Karakilgik genotipinin gen
aktivitesinin ticari ¢esit olan Eminbeye gore yiiksek oldugu istatistiksel olarak da
gosterilmistir. Diger ticari cesit olan Demir 2000’e gore de Karakilgik genotipindeki
CHS geni aktivitesinin yaklasik 7,5 kat fazla oldugu goriilmiistiir.

Triticum spelta tiiriine ait Spelta S. Basak (fg, ) genotipindeki CHS gen aktitesinin
ticari genotip olan Eminbey’den yaklasik 2 kat diisiik oldugu goriilmiistiir. Bununla
birlikte diger bir ticari ¢esit olan Demir 2000 ile arasinda istatistiksel anlamli farklilik

bulunmamaktadir.
Triticum durum genotipleri arasinda en yiiksek CHS aktivitesine sahip genotipin

Karakilgik olmasi Bolim 4.2.°de gosterilen bugday genotiplerinin antioksidan

kapasiteleri ile uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 4.31. Bazi1 yerel bugday genotiplerinin ve bunlara yapraktan ¢inko
biyofortifikasyonu yapildiginda CHS geni ifade degerleri. Farkli kiigiik harfler (a-k)
yerel bugday genotiplerinin ve yapraktan ¢inko biyofortifikasyonu uygulanmis yerel
bugday genotiplerinin kendi gruplari i¢inde ifade diizeyleri arasindaki istatistiksel farki
gostermektedir (p<0,05). Burada gen ifade degerleri sirasiyla Demir 2000, Eminbey
ticari bugday ¢esidi ve her bir genotipe ait olan CHS geni aktivitesi temel alinarak
hesaplanmustir. Ug paralelli olarak yapilan dlgiimler tek yonlii varyans analizi ile
arastinlmustir.  Istatistiksel anlamh  farklilig analiz etmek icin Duncan testi

uygulanmstir.

Yerel cesit bugday tohumlarinin ¢imlendirilmesinden sonra kardeslenme agamasinda
yapraktan %0,5’lik ZnSO,4.7H,0 ¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun Triticum aestivum
genotipleri igerisinde sadece Zerun genotipinin CHS geni ifadesini artirdig1 sdylenebilir.

Buna karsin Ak-702, Kose 220/33, Siinter ve Demir 2000 genotiplerinde ¢inko
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biyofortifikasyonunun CHS gen ifadesini artmasi yoniinde etkilemedigi ve %0,5’lik

ZnS04.7H,0 c¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadig1 gosterilmistir.

Triticum monococcum genotiplerinde ise %0,5’lik ZnSO,4.7H,O ¢ozeltisi ile ¢inko
biyofortifikasyonunun CHS gen ifadesini artmasi yoniinde etkilemedigi ve %0,5’lik

ZnS04.7H,0 c¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadig1 gosterilmistir.

Ayni sekilde Triticum dicoccum genotiplerinde %0,5°lik ZnSO,4.7H,0 ¢ozeltisi ile ginko
biyofortifikasyonunun CHS gen ifadesini artmasi yoniinde etkilemedigi ve %0,5’lik

ZnS04.7H,0 c¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadig1 gosterilmistir.

Triticum durum genotiplerinden Karakilgik’ta ¢inko biyofortifikasyonu sonunda CHS
geni ifade diizeylerinde 2 kat, ve Sar1 bugdayda ise 2,7 kat artig goriildiigii istatistiksel

olarak da ispatlanmaistir.
Triticum spelta genotipinde de genotiplerinde %0,5’lik ZnSO,4.7H,0 ¢ozeltisi ile ¢inko

biyofortifikasyonunun CHS gen ifadesini artmasi yoniinde etkilemedigi ve %0,5’lik

ZnS04.7H,0 c¢ozeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadig1 gosterilmistir.
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5. YORUM

Insan tiiketimi icin giinliik temel gida olan bugday, tahil kalitesini optimize etmek ve
insan beslenme ihtiyaglarin1 karsilamak amaciyla kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
son yillarda “saglikli gida” egiliminin olusmasi nedeniyle diinya ¢apindaki en énemli
mahsullerden biri olan bugdayin ¢esitlerinde ve iilkemiz igin yerel bugday
genotiplerinde antioksidan ve flavonoid biyosentezinin molekiiler temelinin anlagilmasi

Onem arz etmektedir.

Bu tez caligmasi ile segilen yerel bugday genotiplerinde antioksidan enzim genlerinin
(SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade diizeyleri
ve Dbu biyosentez yolundaki anahtar enzim genlerinin yapraktan ¢inko
biyofortifikasyonu ile ifade diizeylerindeki degisimin arastirilmasi amacglanmistir. Bu
amagla, baz1 yerel bugday genotiplerinin toplam antioksidan igerigi ile antioksidan ve
flavonoid biyosentezinde yer alan dort farkli genin transkripsiyon seviyeleri analiz

edilmistir.

Son yillarda, Zn eksikligine karsi bitki direncinin daha iyi anlasilmasi s6z konusu
olmakla birlikte, bitkilerin Zn kullanim verimliligindeki genotipik varyasyonlar ve
antioksidan ve flavonoid biyosentezine etkisi konusu Onemli goériinmektedir. Bu
calismada ayrica yapraktan Zn uygulamasi ile agronomik biyofortifikasyon uygulanan
yerel bugday genotiplerinde ayni1 enzimlerin gen ifadesindeki degisim tarnskripsiyonel
diizeyde arastirilmustir. Sekil 5.1°de yerel bugday genotiplerinin ABTS degerleri, yerel
bugday genotiplerinin ve bunlara uygulanan yapraktan ¢inko biyofortifikasyonundan
sonra SOD, CAT ve PAL, CHS gen ifade diizeylerinin korelasyonuna dayali 1s1 haritasi

(heatmap) ile analizi gosterilmistir.
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Yapraktan Cinko
Biyofortifikasyonu
UygulanmigYerel
Yerel Bugday Cesitleri Bugday Cesitleri

TS| SOD | CAT | PAL | CHS | SOD | CAT | PAL |CHS

AKk-702 17.10 0,00
Kdse
Triticum aestvum |Siinter h
Zerun
Demir 2000 1906|1485

Mergiize (Siyez)
Triticwm  [Atasiyez (Siyez)
MOROCOCcum Si\-‘EZ 4
Sivez Pop.
Kafkas (Kavilea)
Triticum dicoccum K avilea Kirmizi
Gernik
Karakilcik
Triticum durum |Sar1 bugday -
Eminbey
Triticum spelta Spe]ta S. Bast

21,01 9,70

Sekil 5.1. Yerel bugday cesitlerinin ABTS degerleri, Yerel bugday cesitlerinin ve
bunlara uygulanan yapraktan ¢inko biyofortifikasyonundan sonra SOD, CAT ve PAL,

CHS gen ifade diizeylerinin korelasyonuna dayali 1s1 haritas1 (heatmap) ile analizi.

Calisma kapsaminda elde edilen sonuglara gore;

1-Yerel bugday genotiplerine ait yapraklardan izole edilen RNA’lar i¢in Ol¢lim
sonuclar1 incelendiginde qPCR uygulamasi icin yeterli saflik ve kalitede RNA ve
sonrasinda yeterli saflik ve kalitede CDNA elde edildigi goriilmektedir.

2- Calismada, bugday genotiplerinin antioksidan kapasiteleri karsilastirildiginda en
yiiksek antioksidan kapasitesinin Siyez 4 genotipine; en diisiik antioksidan kapasitesinin
ise Sar1 Bugday’a ait oldugu saptanmistir. Triticum aestivum genotiplerinden Ak-702
genotipinde, Triticum monococcum genotiplerinden Siyez Pop. genotipinde, Triticum
durum genotiplerinden Karakilgik genotipinde, hem antioksidan kapasitesinin hem de
SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin ifade diizeylerinin yiiksek oldugu dolayisiyla ABTS
ve gen ifade analizi sonuglarinin uyumlu oldugu goriilmiistir. Triticum dicoccum
genotiplerinden ise Gernik genotipinde hem antioksidan kapasitesinin yiliksek olmasi
hem de SOD, CAT ve PAL genlerinin ifade diizeyinin yiiksek olmasi sonuglarin uyumlu

oldugunu gostermektedir (Sekil 5.1). Bu sonuglar, antioksidan enzim genlerinin ve
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flavonoid biyosentez genlerinin ifade diizeylerinin, genotipe bagli olarak degistigini
ortaya koymustur. Ayrica bu sonuclar her bir bugday ¢esidinde yer alan genotipler ayr1
ayr1 degerlendirildiginde Ak-702 ¢esidinin tohumlugu ¢ogaltilarak ticarete konu olmasi
gerektigini ve ayrica Siyez Pop, Gernik ve Karakil¢ik genotiplerinin ticarilestirilmek

tizere secilebilecek genotipler olduklarini gostermektedir.

3- Yapraktan ¢inko biyofortifikasyonunun SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin ifade
diizeylerine olan etkisi degerlendirildiginde ise, %0,5°’lik ZnSO4.7H,O ¢ozeltisi ile
yapraktan biyofortifikasyonun SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin ifade diizeyinlerinde
daha esit bir dagilim goriilmesine neden oldugu ortaya konmustur. Bu sonuglar
Tritucum dicoccum ve Triticum durum genotiplerinin yapraktan uygulanan Zn giibresini
daha iyi kullanabildikleri gostermistir ve yapraktan uygulanan Zn giibresinin farkli
genlerin ifade diizeyinin farkli oranda etkiledigini ayrica yapraktan uygulanan Zn
giibresinden etkilenme miktarinin genotipler arasinda degistigini gostermektedir.
Guo’nun [103] calismasinda, tahilda Zn birikimini diizenleyen anahtar genleri
tanimlamak ve farkli gesitler arasinda Zn konsantrasyonu ve mevcudiyet farkinin
molekiiller mekanizmasini ortaya ¢ikarmak icin daha fazla arastirmaya hala ihtiyag
oldugu vurgulanmaktadir. Bu ¢alismada ayrica tahilda yapraktan Zn biyofortifikasyonu
uygulamasi i¢in kullanilacak Zn ¢6zeltisi konsantrasyonun énemi de vurgulanmistir. Bu
tez calismasinda kullanilan Zn ¢ozeltisi konsantrasyonu %0.5 olarak seg¢ilmistir. Ancak
ticari olarak ¢inko giibresinin “Suda ¢oziiniir Zn” olarak %22 (w/w) konsantrasyonda
satildig1 ve bugday i¢in kardeslenme doneminde yapraktan uygulanmasi sirasinda %?2.5-
3.0 (g/L) olarak hazirlanmasinin uygun olacagi belirtilmektedir. Yapilan son ¢alismalar
yapraktan Zn biyofortifikasyonu i¢in %0.5’ten daha yiiksek konsantrasyon uygulamanin
yaprakta Zn toksisitetesine neden olmayacagini gostermistir. Bu nedenle ileri

calismalarda biyofortifikasyon icin daha yiiksek Zn ¢dzeltisi hazirlanip uygulanmalidir.

Bu ¢aligmada transkriptomik analiz yaklagimi ile yerel cesit bugday genotiplerinde
antioksidan enzim ve flavonoid biyosentez enzim genlerinde genotip farkliligina bagh
olarak aktivite degisiklikleri ilk kez ortaya c¢ikarilmistir. Ayrica, yapraktan Zn
uygulamasi ile s6z konusu genlerin ifade profilindeki degisimin daha esit bir dagilim
gosterme yoniinde oldugu ortaya konmustur. Calisma, daha 6nce antioksidan kapasitesi
ve ilgili genlerin ifade diizeyleri iizerine siklikla ¢aligmalar yapilmig olan Triticum

aestivum genotiplerinin yani sira Triticum monococcum, Triticum dicoccum, Triticum
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durum ve Triticum spelta genotiplerini de igermesi sebebiyle 6nem tasimaktadir ve
belirtilen genotiplerde yapilacak transkriptomik analizler i¢in kaynak olugturmaktadir.

Ileri caligmalarda yerel bugday genotiplerinde metabolomik ¢alismalarin yapilmasi ve
tam genom sekanlama calismalar1 ile elde edilecek sonuglarin karsilagtirmali olarak
degerlendirilmesi ~ Onerilebilir.  Boylece, yerel bugday genotiplerine ¢inko
biyofortifikasyonu uygulandiktan sonra yapraklardaki antioksidan mekanizmalarinin
temel elemanlar1 olan askorbat ve glutatyon igeriginin, toplam fenolik madde ve toplam

flavonoid igeriklerinin analiz edilmesi de daha etkili olabilir.
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