
 
 

 

 

SEÇĠLMĠġ YEREL BUĞDAY ÇEġĠTLERĠNĠN 

KARġILAġTIRMALI TRANSKRĠPTOMĠK ANALĠZĠ VE 

ÇĠNKO UYGULAMASININ BAZI ENZĠM GENLERĠNĠN 

ĠFADE DÜZEYĠNE OLAN ETKĠSĠ 
 

 

 

COMPARATIVE TRANSCRIPTOME ANALYSIS OF 

SELECTED LOCAL WHEAT VARIETIES AND EFFECTS 

OF ZINC TREATMENT ON EXPRESSION LEVELS OF 

SOME ENZYME GENES 

 

 

 
AYġEGÜL BĠLGE UĞUZ 

 

 

 

PROF. DR. REMZĠYE YILMAZ 

Tez DanıĢmanı 

 

 

 

Hacettepe Üniversitesi 

Lisansüstü Egitim-Öğretim ve Sınav Yönetmeliğinin 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı için Öngördüğü 

YÜKSEK LĠSANS TEZĠ olarak hazırlanmıĢtır. 

 

 

 

2022 



i 

 

ÖZET 

 

 

SEÇĠLMĠġ YEREL BUĞDAY ÇEġĠTLERĠNĠN KARġILAġTIRMALI 

TRANSKRĠPTOMĠK ANALĠZĠ VE ÇĠNKO UYGULAMASININ BAZI ENZĠM 

GENLERĠNĠN ĠFADE DÜZEYĠNE OLAN ETKĠSĠ 

 

 

AyĢegül Bilge UĞUZ 

 

 

Yüksek Lisans, Gıda Mühendisliği Bölümü 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Remziye YILMAZ  

EĢ DanıĢman: Dr. Ayten SALANTUR 

Nisan 2022, 115 sayfa 

 

 

Buğday, tarımı kolay, verimi yüksek bir tahıl ürünüdür ve değiĢik iklim ve toprak 

Ģartlarına uyum sağlayabilmesi nedeni ile dünyada pek çok yerde yetiĢtirilmektedir. 

Artan nüfus talebini karĢılamak için diğer bitkisel ürünlerde olduğu gibi buğday üretimi 

de artmak durumundadır. Bununla birlikte, son yıllarda “sağlıklı gıda” eğiliminin 

oluĢması nedeniyle buğday çeĢitlerinde antioksidan ve flavonoid biyosentezinin 

moleküler temelinin anlaĢılması önem arz etmektedir. Ġlgili biyosentez mekanizmasını 

anlamak için genomik, transkriptomik gibi omik teknolojiler kullanılarak araĢtırma 

yaklaĢımı desteklenmektedir. 

 

Dünya genelinde iki milyardan fazla insanda "gizli açlık" görülmektedir. Gizli açlık için 

önemli olan mikro gıda bileĢenleri, hem bitki hem de insan geliĢimi için gerekli olan 

temel mineral elementlerdir. Günümüzde özellikle geliĢmekte olan ülkelerde görülen 

gizli açlıkla mücadele edebilmek için, kolay eriĢilebilir olan ve günlük diyetin büyük 

çoğunluğunu oluĢturan pirinç, buğday ve mısır gibi temel gıdaların üretimi sırasında 

fortifikasyon ve/veya biyofortifikasyon uygulamaları yapılmaktadır. Çinko (Zn) 
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eksikliği, bitkilerde verim ve besin kalitesinin düĢmesine neden olan iyi bilinen bir 

sorundur. Zn arzında bir kıtlıkla karĢı karĢıya kalındığında, bitkiler Zn alımını artırarak 

iklime uyum sağlar. Son yıllarda, Zn eksikliğine karĢı bitki direncinin daha iyi 

anlaĢılması söz konusu olmakla birlikte, bitkilerin Zn kullanım verimliliğindeki 

genotipik varyasyonlar ve antioksidan ve flavonoid biyosentezine etkisi konusu önemli 

görünmektedir.  

 

Bu tez çalıĢması ile seçilen yerel buğday genotiplerinde antioksidan enzim genleri 

Süperoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genleri 

Fenilalanin Amonyum Liyaz (PAL) ve Kalkon Sentaz (CHS)‟ın ifade düzeyleri ve 

ayrıca bu anahtar enzim genlerinin aynı örneklerde yapraktan çinko biyofortifikasyonu 

ile ifade düzeylerindeki değiĢimin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  Bu amaç doğrultusunda 

öncelikle yerel buğday genotipleri belirlenmiĢ ve bu genotiplerin antioksidan 

kapasiteleri daha önceki çalıĢmalarda QUENCER (QUick, Easy, New, CHEap ve 

Reproducible) hızlı antioksidan testlerinden olan ABTS testi ile belirlenmiĢtir.  Daha 

sonra yerel buğday genotipleri çimlendirilerek iki farklı saksı denemesi kurulmuĢ, bir 

saksı denemesinde yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢtır. Buğday 

yaprakları yirmi günlük yetiĢkinliğe ulaĢtıklarında hasat edilerek ivedilikle RNA 

izolasyonu ve cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen cDNA örnekleri ileri gen 

ifade analizlerinde kullanılmıĢtır. Bunun için öncelikle ticari buğday çeĢitleri (Demir 

2000 ve Eminbey)‟den elde edilen cDNA örnekleri ve antioksidan enzim genleri (SOD 

ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genleri (PAL ve CHS) kullanılarak RT-PCR 

analizleri için optimizasyon gerçekleĢtirilmiĢ ve standart eğriler elde edilmiĢtir. Bu 

aĢamanın ardından seçilen bütün buğday genotiplerinde RT-PCR analizleri ile gen ifade 

düzeyleri ölçülmüĢtür. Bundan sonra istatiksel analizler ile karĢılaĢtırmalı 

değerlendirmeler verilmiĢtir.  

 

Sonuç olarak, bu çalıĢmada transkriptomik analiz yaklaĢımı ile yerel çeĢit buğday 

genotiplerinde antioksidan enzim ve flavonoid biyosentez enzim genlerinde genotip 

farklılığına bağlı olarak aktivite değiĢiklikleri ilk kez ortaya çıkarılmıĢtır. Ayrıca, 

yapraktan Zn uygulaması ile söz konusu genlerin ifade profilindeki değiĢimin dağılımı 

ortaya konmuĢtur. ÇalıĢma, daha önce antioksidan kapasitesi ve ilgili genlerin ifade 

düzeyleri üzerine sıklıkla çalıĢmalar yapılmıĢ olan Triticum aestivum genotiplerinin 

yanı sıra yerel Triticum monococcum, Triticum dicoccum, Triticum durum ve Triticum 
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spelta genotiplerini de içermesi sebebiyle önem taĢımakta ve belirtilen genotiplerde 

yapılacak ileri çalıĢmalar için kaynak oluĢturmaktadır.  

 

 

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

Antioksidan enzim genleri, Çinko biyofortifikasyonu
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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   
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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. GĠRĠġ 

Ġnsanın gıda üretimi sürecinde, M.Ö. 8000 yılında tarıma geçiĢin baĢlamasından 

günümüze dek buğday, pirinç, mısır, arpa ve çavdar gibi tahılların üretiminin önemli bir 

yeri vardır. Söz konusu tahıllar arasında buğday, tarımı kolay ve verimi yüksek olması 

bakımından farklıdır. Buğday değiĢik toprak ve iklim Ģartlarına uyum sağlayabilmesi 

nedeni ile dünyada pek çok yerde yetiĢtirilmektedir. Öte yandan BirleĢmiĢ Milletler 

Gıda ve Tarım Örgütü (FAO), dünya nüfusunun 2050 yılına kadar 10 milyara yakın 

olacağına iĢaret etmektedir. Artan gıda talebini karĢılamak için diğer bitkisel ürünlerde 

olduğu gibi temel besin maddesi olan buğdayın da üretiminin artırılması gerekmektedir. 

Bununla birlikte, tüketicilerin “sağlıklı gıda” eğiliminin oluĢması nedeniyle buğday 

çeĢitlerinde antioksidan ve flavonoid biyosentezinin moleküler temelinin anlaĢılması 

önem arz etmektedir. Bu konudaki araĢtırmalar, aynı zamanda, yerel buğday çeĢitleri, 

renkli taneler ve organik olarak yetiĢtirilen buğdaydan elde edilen ürünlerde sağlıklı 

gıda arayıĢı eğilimine karĢılık verecektir. Bunun yanı sıra, moleküler yöntemlerdeki 

geliĢmeler, ilgili biyosentez mekanizmasını anlamada genomik, transkriptomik gibi 

omik teknolojiler kullanılan araĢtırma yaklaĢımı ile de desteklenmektedir.  

 

Dünya genelinde iki milyardan fazla insanda "gizli açlık" görülmekte, gizli açlık olan 

popülasyonlarda bağıĢıklık sistemi zayıflamakta ve genel hastalık yükü artmaktadır. 

Gizli açlık için önemli olan mikro gıda bileĢenleri, hem bitki hem de insan geliĢimi için 

gerekli olan temel mineral elementlerdir. Mikro bileĢenler, genellikle toprakta, bitkide 

ve gıdada eksiktir. Günümüzde özellikle geliĢmekte olan ülkelerde görülen gizli açlıkla 

mücadele edebilmek için, kolay eriĢilebilir olan ve günlük diyetin büyük çoğunluğunu 

oluĢturan pirinç, buğday ve mısır gibi temel gıdaların üretimi sırasında fortifikasyon 

ve/veya biyofortifikasyon uygulamaları yapılmaktadır. Çinko (Zn) eksikliği, bitkilerde 

verim ve besin kalitesinin düĢmesine neden olan iyi bilinen bir sorundur. Topraktaki 

biyolojik olarak kullanılabilir Zn seviyeleri optimalin altında olduğunda, Zn eksikliği 

bitkiler için ciddi biyokimyasal ve fizyolojik sonuçlara yol açabilir [1]. Yaprak 

konsantrasyonları  kurumadde ağırlığı üzerinden 15 mg Zn kg 
-1

‟in altına düĢtüğünde, 

bodur büyümenin yanı sıra azalan verim ve düĢük tahıl mikro besin içeriğini bağlı 

eksiklik belirtileri gözlemlenir, ancak bu, türün doğal duyarlılığına bağlı olarak 

değiĢebilir [2, 3]. Dünya tarım topraklarının %50 kadarının düĢük Zn içeriğinden ve 

düĢük biyoyararlanımdan, bununla birlikte kireçli alkali topraklardan etkilendiği tahmin 
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edilmektedir. Türkiye, Pakistan, Ġran, Ġsrail, Suudi Arabistan, Çin, Güney Amerika'nın 

kuzeybatı bölgeleri ve Sahra altı Afrika özellikle güçlü bir Ģekilde bu faktörlerden 

etkilenen yerlerdir [4]. 

 

Zn arzında bir kıtlıkla karĢı karĢıya kalındığında, bitkiler Zn alımını artırarak iklime 

uyum sağlarlar. Son yıllarda, Zn eksikliğine karĢı bitki direncinin daha iyi anlaĢılması 

söz konusu olmakla birlikte, bitkilerin Zn kullanım verimliliğindeki genotipik 

varyasyonlar ve antioksidan ve flavonoid biyosentezine etkisi konusu önemli 

görünmektedir. Özellikle son yıllarda yerel buğday genotiplerinin yüksek antioksidan 

içeriği nedeniyle insanlar üzerinde faydalı etkileri olduğu düĢünülmektedir. Ancak 

buğday tanesinin geliĢtirme sırasında antioksidan ve flavonoid biyosentez sürecinin 

sistematik olarak anlaĢılması eksiktir. 

 

Bu tez çalıĢması ile seçilen yerel buğday genotiplerinde antioksidan enzim genlerinin 

(SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade düzeyleri 

ve bu biyosentez yolundaki anahtar enzim genlerinin yapraktan çinko 

biyofortifikasyonu ile ifade düzeylerindeki değiĢimin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  Bu 

amaçla, bazı yerel buğday genotiplerinin toplam antioksidan içeriği ile antioksidan ve 

flavonoid biyosentezinde yer alan dört farklı genin transkripsiyon seviyeleri analiz 

edilmiĢtir. Yapraktan Zn uygulaması ile agronomik biyofortifikasyon uygulanan yerel 

buğday genotiplerinde aynı enzimlerin gen ifadesindeki değiĢim tarnskripsiyonel 

düzeyde araĢtırılmıĢtır.  

 

Bu çalıĢma, yerel buğday tanelerinin çimlenmesi ve çinko ile biyofortifikasyon 

uygulaması ile antioksidan ve flavonoid biyosentez sürecinin davranıĢını anlamaya 

yardımcı olmakta ve yerel buğday genotiplerinden faydalanabilmek için ön bilgi 

sağlamaktadır.  
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2. GENEL BĠLGĠLER  

2.1. Buğday Hakkında Genel Bilgi 

Tahılın kültüre alınma süreci, tarım toplumlarının oluĢmasıyla baĢlamıĢ ve tahıl insan 

beslenmesinde bu dönemlerden itibaren büyük yer edinmiĢtir [5]. Buğday, pirinç, mısır, 

arpa ve çavdar gibi tahıllar, botanik olarak Gramineae bitki ailesine aittir. Bu tahıl 

genotipleri arasında buğdayın önemi ise tohumlarının ekmek ve makarnanın yanında 

diğer unlu mamüllerin de bileĢenleri olan irmik, un gibi gıda eldesi için 

öğütülebilmesidir. Buna ek olarak buğday; tarımı kolay ve yüksek verimli, bir tahıl olup 

farklı toprak ve iklim Ģartlarına uyum sağlayabildiği için dünyada pek çok yerde 

yetiĢtirilmektedir [6].  

 

Buğdayın kökeni Afrika‟nın ve Asya‟nın çeĢitli bölgelerine dayanmaktadır [6]. 

Buğdayın gen merkezlerinden biri olarak kabul edilen Anadolu topraklarında buğday 

tarımı yaklaĢık 10000 yıllık bir geçmiĢe sahiptir [7]. “Tahıl Ambarı” olarak da bilinen 

Anadolu toprakları, 28 yabani buğday türüne ve 400‟den fazla kültüre alınmıĢ buğday 

çeĢidine ev sahipliği yapmakta ve bu sayede yabani buğday ve buğdayla iliĢkili türlerin 

genetik çeĢitlilik merkezleri arasında bulunmaktadır [8, 9]. Genell kle ç ftç ler n 

süregelen yet Ģt r c l k dönemler  boyunca beğen ler  doğrultusunda seleks yonla ıslah 

ett kler  ve bulundukları yöreye uyum sağlamıĢ olan b r kültür b tk s ne a t çeĢ tler, 

yerel çeĢit ya da köy çeĢidi olarak adlandırılır. Yerel çeĢitler, yetiĢtikleri ekolojik 

Ģartlara adaptasyon sağlayan bir genetik çeĢitliliği barındırır. Bununla birlikte, modern 

buğday çeĢitleri, tarımın modernize olması ile birlikte yüksek girdi kullanımı ile 

yetiĢtirilmeye baĢlanmıĢ ve tahıl üretiminde gözle görülür artıĢlar sağlanmıĢtır. Buna 

bağlı olarak yerel buğday çeĢitlerinin kullanımı giderek azalmıĢ, kimi yerlerde de bu 

çeĢitler tamamen terk edilmiĢtir [9]. 

 

Bazı ülkelerde yerel buğday çeĢitleri uzun bir süre ihmal edildikten sonra yeniden 

değerlenmiĢ ve yerel gıdaların üretiminde kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Özellikle sağlıklı 

gıda pazarlarında yerel buğdayların tüketimine büyük ilginin olduğu Batı Avrupa'nın 

bazı bölgelerinde üretimleri yeniden baĢladığı görülmektedir [10].  

 

Buğday (Triticum) genetik niteliklerine göre 3 temel gruba ayrılmaktadır. 

Kromozomlarına göre bu gruplar hekzaploid (2n=42), tetraploid (2n=28)  ve diploid 
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(2n=14) Ģeklindedir [11, 12]. Ġki cins (Aegilops ve Triticum) ve üç ploidi düzeyinde 

(diploid, tetraploid ve hekzaploid) sınıflandırılan kültür buğdayları ve yabani buğdaylar, 

bunların yakın ataları ve akrabalarının tamamı Türkiye‟de bulunmaktadır. Ülkemizde 

buğday; hububat ürünleri içerinde %55‟lik bir orana sahip olup, toplam ekili alanların 

%45‟ini oluĢturmaktadır [9, 13]. Tüketicilerin yerel buğday çeĢitlerine artan ilgisi, bu 

çeĢitlerde insan sağlığı açısından önem arz eden biyoaktif maddelerin bulunması, 

Türkiye‟de konu ile ilgili araĢtırmaların sayı ve niteliğini artırmıĢtır. Genetik 

kaynakların tür altı kategorilerde gıda bileĢimlerine dair daha çok veri elde edilmesine 

iliĢkin araĢtırmalar giderek daha fazla kabul görmektedir [14, 15]. Yerel çeĢ tler n 

değerlend r lmes  ve sürdürüleb l r korunması  ç n gıda b leĢ m , kal te ve benzer  

yönden araĢtırılmaları, bu ver ler ıĢığında yet Ģt r c l kler n n ve tüket mler n n teĢv k 

edilmesi ya da dolaylı olarak bu özellikleri içeren çeĢitlerin ıslah çalıĢmalarında 

kullanılması büyük önem taĢımaktadır. 

 

2.2. Buğdayda Bulunan Sağlığa Faydalı BileĢenler 

DüĢük ve orta gelirli ülkelerde buğday, protein kaynağı olarak pirincin veya mısırın 

yerini alırken, kalori kaynağı olarak pirinçten sonra ikinci sıradadır [16]. Buğdayın 

genel olarak fenolikler, lignanlar, steril ferulatlar, tokoferoller, tokotrienoller, 

karotenoidler, fenolik asitler, flavonoidler ve fitosterolleri gibi sağlığa faydalı 

bileĢenlerin kaynağı olduğu daha önce yapılan çalıĢmalarda da belirtilmiĢtir [10, 17-23].  

HEALTHGRAIN adı ile Avrupa'da kurulan forum, tahıl ve tahıl esaslı ürünlerle 

ilgilenen üniversite, enstitü ve endüstriden üyeleri bulunan önemli bir bilimsel ağdır. Bu 

forumun üyelerinin bir kısmı, buğdayda bulunan biyoaktif fitokimyasalların tanedeki 

dağılımı, ekstrakte edilebilirliği, analizi ve iĢlevsel özellikleri hakkında araĢtırmalar 

gerçekleĢtirmektedir. Ayrıca gıda iĢleme yöntemlerinin buğday biyoaktif bileĢenleri 

üzerindeki etkisini anlamak ve iĢlenmiĢ gıdada biyoaktif bileĢiklerin daha yüksek 

miktarda olması için süreç geliĢtirme çalıĢmaları da yapmaktadırlar [24]. Konunun 

önemi ülkemizde de “Uluslararası Buğday ÇeĢitliliği ve Ġnsan Sağlığı Konferansı (22-

24 Ekim 2019, Ġstanbul)‟nın” amacı olarak “buğdayın çeĢitli genetik kaynaklarının 

modern ıslah, sürdürülebilir üretim ve iĢleme teknolojilerini kullanarak, bilgi 

alıĢveriĢinde bulunmak ve buğdayın sağlık yararlarını arttırmak için olası stratejileri 

tartıĢmak” Ģeklinde vurgulanmıĢtır.   
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Buğdaydaki fenolikler, lignanlar, tokoferoller, karotenoitler, alkilrezorsinoller, steril 

ferulatlar gibi biyoaktif maddelerin sağlığa faydaları üzerine yapılan son çalıĢmalar, 

yerel buğday çeĢitlerimizde de biyoaktif madde profilinin ortaya çıkarılması 

gerekliliğine iĢaret etmektedir. Ayrıca, flavonoid bileĢiklerin biyosentezi en çok 

çalıĢılan bitki metabolik yollarından biridir [25-31]. Son moleküler ve genomik 

yöntemlerin geliĢtirilmesi, buğdayda flavonoid biyosentezinin moleküler-genetik 

temelini anlamada kayda değer ilerleme sağlamıĢtır [32]. Önceki çalıĢmalarda, 

buğdayda (Triticum aestivum L.), iki antioksidan enzim geninin (SOD) ve (CAT), dört 

askorbat-glutatyon döngü geninin (GR, DAR, MDAR ve APX) ve iki flavonoid 

biyosentez yolu geninin (PAL) ve (CHS) nispi ifade seviyelerinin iki farklı doz çinko 

(Zn) varlığında ve kuraklık stresi altında farklılaĢtığı ve transkripsiyonel seviyede çoklu 

antioksidan savunma sistemlerini düzenleyebildiği kanıtlanmıĢtır [33]. Bundan baĢka 

biyoinformatik ile buğdayda bulunan flavonoid biyosentez enzimlerinin sınıflandırması, 

Uğuz ve Yılmaz [34] tarafından da sunulmuĢtur. Buna göre, buğdayda kalkon sentaz, 

kalkon izomeraz, flavonon hidroksilaz, dihidroflavanonol redüktaz, antosiyanidin 

sentaz, glukoflorovanol redüktaz, antosiyanidin sentaz ve glukozoflavonoidglikosil 

transferaz olan flavonoid biyosentez enzimleri ve bunların yapısal olarak veri tabanları 

kullanılarak analiz ve ilgili genler tespit edilmiĢtir. Ġnsan tüketimi için günlük temel 

gıda olarak buğday (Triticum spp.), tahıl kalitesini optimize etmek ve insan beslenme 

ihtiyaçlarını karĢılamak için sürekli bir araĢtırma konusudur. Çizelge 2.1‟de buğdayda 

bulunan antioksidan enzim genleri (SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim 

genleri (PAL ve CHS) ve bunların fonksiyonları ile ilgili reaksiyonlar verilmiĢtir.   
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Çizelge 2.1. UniProt Bilgi Bankası'nda SOD, CAT, PAL ve CHS genleri için yer alan 

temel veriler [35-39] 

Gen 

Protein 

EC  

No 

UniProtKB ID Fonksiyon Reaksiyon 

S
O

D
 

(T
A

U
7

2
2

1
2

.1
) 

Süperoksit 

Dismutaz 

EC 

1.15.1.1 

O82571 

(O82571_WHEA

T) 

Hücrede üretilen radikalleri 

yok eder. Demir mangan 

süperoksit dismutaz ailesinde 

bulunur. 

2 H 
+
 + 

2 süperoksit = H 2 O 2 

+ O 

C
A

T
 

(X
9

4
3

5
2

.1
) 

Katalaz 

EC 

1.11.1.6 

D6PW71 

(D6PW71_WHE

AT) 

Aerobik solunum yapan 

hemen hemen tüm 

organizmalarda bulunur ve 

hücreleri hidrojen peroksidin 

toksik etkilerinden korumada 

etkindir. Bitki hücresinde 

peroksizomlarda bulunur. 

2 H 2 O 2 = 

2 H 2 O + O 2 

 

P
A

L
 

(A
Y

0
0
5

4
7

4
.1

) Fenilalanin 

amonyum 

liyaz 

EC 

4.3.1.24 

Q43210 

(PALY_WHEAT) 

Fenilpropan iskeletine dayalı 

çok çeĢitli doğal ürünlerin L-

fenilalaninden 

biyosentezindeki ilk 

reaksiyonu katalize eden bitki 

metabolizmasının kilit bir 

enzimidir. Sinnamik asit 

biyosentetik süreci ve L-

fenilalanin katabolik süreci 

biyolojik süreçleridir. 

L -fenilalanin = ( E )-

sinnamat + NH 4 
+
 

C
H

S
 

(A
B

1
8
7

0
2

5
) Kalkon 

sentaz 

 EC 

2.3.1.74 

W8PF32 

(W8PF32_WHEA

T) 

Asiltransferaz aktivitesi, 

amino-asil grupları dıĢındaki 

transfer grupları ile sağlanır. 

malonyl-CoA:4-

coumaroyl-CoA 

malonyltransferase 

(cyclizing) 

 

2.2.1. Buğdayda Antioksidan Aktivitesi  

Çevresel stres (tuzluluk, kuraklık, soğuk vb.), hücrelerde reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) birikmesine neden olur. ROS‟lar bir molekül ya da atomdan (radikal olmayan) 

bir elektron uzaklaĢmasıyla ya da molekül ya da atomun bir elektron almasıyla 

oluĢurlar. Bahsedilen ROS artıĢı sonucu bitkilerde ciddi seviyede oksidatif hasar 

oluĢmaktadır. Oksidatif stres ise bitkide büyümeyi ve tane verimini olumsuz etkiler. 

Bitkiler, bu olumsuz etkileri durdurmak ve hayatta kalabilmek için bitkiler ROS 

kontrolü sağlayan antioksidan mekanizmalarına sahiptirler [40, 41]. 

 

ROS'un hücrelerde yol açabileceği potansiyel hasarı önlemek ve büyümeyi, 

metabolizmayı, geliĢmeyi ve genel üretkenliği korumak için, hücre içi düzeyde ROS 
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üretimi ve eliminasyonu arasındaki denge sıkı bir Ģekilde düzenlenmeli ve verimli bir 

Ģekilde metabolize edilmelidir. ROS üretimi ve detoksifikasyonu arasındaki bu denge, 

enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar tarafından sürdürülür. 

 

Bitkilerde bulunan ROS seviyelerini kontrol altına alma mekanizmalarının temel 

elemanları askorbat (AsA)/ dehidro askorbat (DHA) ve iki redoks çifti olan glutatyon 

(GSH) ve glutatyon disülfiddir (GSSG). Antioksidan sisteminin detoksifikasyon 

kısmında süperoksit dismutaz (SOD), oksijen radikalini (O
-
2‟yi) oksijene (O2)‟ye ve 

hidrojen peroksite (H2O2) dönüĢtürür. H2O2 daha sonrada katalaz (CAT), askorbat 

peroksidaz (APX) ve diğer birkaç enzimle degrade edilebilir. H2O2‟nin APX ile 

degradasyonu sırasında, AsA monodehidroaskorbat (MDHA) ve DHA‟ya oksitlenir. 

Ayrıca, AsA ve GSH daha yavaĢ kinetikle ROS tarafından doğrudan oksitlenebilir. 

MDHA redüktaz (MDHAR), DHA redüktaz (DHAR) ve glutatyon redüktaz (GR), 

antioksidanları oksitlenmiĢ halden indirgenmiĢ forma geri dönüĢtürür. MDHAR ve GR, 

indirgeyici bir eĢdeğer olarak NADPH'yi kullanırken DHAR aynı amaç için, GSH'yi 

kullanır. Anlatılan bu mekanizma ġekil 2.1‟de gösterilmiĢtir [41, 42]. 

 

Hücrelerin mitokondrilerindeki SOD enzimi, süperoksit anyonlarını hidrojen peroksit 

(H2O2) ve oksijene (O2) dönüĢtürerek ortadan kaldırır. CAT enzimleri ise, 

peroksizomlar gibi hücrelerin alt organel parçaları içinde H2O2‟ye, suya (H2O) ve O2 

dönüĢtürme iĢlevi görür [43].  

 

 

ġekil 2.1. Bitkilerde antioksidan savunma mekanizmasının özeti- antioksidan 

enzimlerinin ROS'u detoksifiye etme mekanizması [44] 

  



8 

 

2.3.1.1.  Antioksidan Kapasite Ölçümü 

Daha önce de bahsedildiği gibi antioksidan maddeler oksidasyonu önlemek yoluyla 

vücutta kansere ve mikroorganizmalara karĢı koruyucu etki gösterir ve kalp-damar 

hastalıklarının oluĢması riskini azaltır [45]. Gıdaların besleyiciliğini artırılması ve bu 

amaçla da bitkilerin antioksidan kaynağı olarak kullanılması ile ilgili yapılan çalıĢmalar 

giderek artmaktadır.  Bu doğrultuda da, gıdanın insan sağlığı üzerindeki olumlu etkisini 

ve besleyici özelliklerinin belirlenmesinde antioksidan kapasitesinin ölçülmesi gerekir 

[46, 47].  

 

2.3.1.1.1.  ABTS Yöntemi 

ABTS (2,2‟-azinobis 3- etilbenzotiazolin-6-sülfonik asit) testi ayrıca, “Troloks 

EĢdeğerliği Antioksidan Kapasite Yöntemi” olarak da bilinir[48]. ABTS testi, 

antioksidanlar tarafından azaltılabilen, mavi/yeĢil ABTS•+ üretimine dayanır [49]. 

Prensibi, 734 nm'de güçlü absorpsiyon bandına sahip renkli ve nispeten kalıcı ABTS 

radikal katyonu ile reaksiyona dayanmaktadır. ABTS radikali, numunedeki antioksidan 

bir elektronu kabul ettiğinde, mavi-yeĢil renk, ABTS'nin rejenerasyonunu gösteren uçuk 

mavi veya renksiz bir renge dönüĢür [50]. Toplam antioksidan aktivite miktarı, referans 

antioksidan madde (Troloks) ile çizilen standart eğri ve 1 kg kuru madde içerisinde 

bulunan mmol Troloks (Vitamin E analoğu) EĢdeğer Antioksidan Kapasite (mmol 

TEAK/kg km) Ģeklinde gösterilir. Bu sebeple ABTS yöntemi çoğunlukla TAEK olarak 

da ifade edilir [47, 51]. 

 

2.2.2. Buğdayda Flavonoid Biyosentezi 

Bitkilerde bulunan fitokimyasal bileĢenler, temel metabolik süreçlerdeki iĢlevlerine ve 

oluĢtukları metabolik yolaklara göre primer ve sekonder metabolitler olarak iki gruba 

ayrılırlar. Primer metabolitler, temel yaĢam fonksiyonlarından (büyüme, üreme vb.) 

sorumludurlar ve oluĢumu neredeyse bütün organizmalarda aynıdır. Buna karĢın temel 

yaĢam fonksiyonlarında sekonder metabolitlerin önemli bir görevi yoktur. Bitki 

adaptasyonunda ve savunma mekanizmasında önemli görevleri vardır ve bitkinin yanı 

sıra, mantar ve mikroorganizmalarda da bulunan, α-l-amino asitler (fenilalanin, tirozin, 

triptofan) de dahil olmak üzere temel aromatiklerin sentezinde görevli Ģikimik asid 

yolağı gibi yardımcı yolakların ürünleri olan organik maddelerdir [52, 53].   
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Sekonder bitki metabolitleri, bitki hücresi tarafından primer metabolik yollardan 

türetilen çok sayıda kimyasal bileĢiktir. Sekonder metabolitler, birçok antik toplulukta 

geleneksel tıpta Ģifalı otların kullanılması yoluyla bilimsel bir temel oluĢturmuĢtur. 

Daha önce yapılan çalıĢmalarda sekonder metabolitler antibiyotik, antifungal ve 

antiviral olarak tanımlanmıĢtır ve bu nedenle bitkileri patojenlerden koruyabilirler. 

Ayrıca, sekonder metabolitler, önemli UV (ultraviyole) ıĢınlarını emici bileĢikler 

oluĢtururlar, bu yolla da ıĢıktan kaynaklanan yaprak hasarını ciddi bir seviyede 

önleyebilirler. Sekonder bitki metaolitleri, kimyasal yapılarına göre birkaç sınıfa ayrılır 

(ġekil 2.2). Fenolikler bitki sekonder metabolit sınıflarından biridir [54].  

 

 

ġekil 2.2. Sekonder bitki metabolitlerinin sınıflandırılması[54] 

 

Fenolikler bitki sekonder metabolitlerinin en büyük grubunu oluĢturur. Ortak bir özellik 

olarak hepsi fenol grubunu içerir (ġekil 2.3) [55]. 

  

Sekonder 
Metabolitler 

Fenolikler 

-Flavonoidler 

 

Tanninler 

Terpen  

bileşikleri 
Glikozidler 

Azotlu bileşikler 

-Alkaloidler 

-Protein olmayan 
amino asitler 

-Siyanojenik glikozitler 
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ġekil 2.3. Fenol grubu. Tek bir hidroksi ikamesi taĢıyan benzenden oluĢan organik bir 

hidroksi bileĢiği (CHEBI:15882) [56] 

 

Fenolik moleküllerin çoğu, özellikle flavonoidler aynı zamanda serbest radikal özelliği 

gösterirler ve antioksidan özelliği taĢırlar. Fenolik maddeler yapılarına ve biyosentetik 

kökenlerine göre sınıflandırılabilirler. Flavonoidler bu gruplardan biridir [55].  

 

Flavonoidlerin biyosentezi en çok çalıĢılan bitki metabolik yolaklarından biridir. 

Günümüzde bu bileĢiklerin 2000‟den fazlası bilinmektedir bununla birlikte 

flavonoidlerin yaklaĢık olarak 500 tanesi serbest halde bulunmaktadır. Ayrıca 

araĢtırmacılar, flavonoid biyosentezinin biyokimyasal, fizyolojik ve genetik yönleriyle 

ilgili çalıĢmalarını sürdürmektedir [55].  

 

Flavonoidler, bitkide vakuol adı verilen organellerde depolanırlar. Flavonoidlerin 

iskeleti 2, 3 ve 4 konumlarında aromatik kroman halkası içerir [55]. Flavonoidler, 

karbon halkasının oksidasyon seviyesine göre gruplara ayrılabilir. Bu gruplardan 

bazıları antosiyaninler, flavonlar (ġekil 2.4) ve flavonollerdir. Flavonlar genellikle sarı 

renklidir. Antosiyaninler bitkide renk oluĢumunda (çiçek, meyve) görevlidir. Ayrıca 

bitkide hücre duvarında yapı materyalleri içerisindedir [55, 57].   
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ġekil 2.4. Bir flavonoid sınıfı olan flavonların kimyasal yapısı (CHEBI:16243) [58] 

 

Flavonoidler, bitki geliĢiminde, patojenlerden ve olumsuz ortam Ģartlarından 

korunmada önemlilerdir. Antioksidan enzim aktivitesinin tükenmesinin bir sonucu 

olarak aktive olan ikincil bir antioksidan sistem oluĢtururlar. Yaralanma, kuraklık, metal 

toksisitesi ve besin yoksunluğu gibi negatif ortam koĢullarında biyotik ve abiyotik 

streslerin ardından flavonoid seviyelerinde önemli bir artıĢ bulunmuĢtur [59]. 

 

Birçok flavonoid biyosentez geninin de stres altında ifadesinin artığı ve flavonoidlerin 

biyosentezinin strese karĢı hassas türlerde strese karĢı güçlü kalabilen türlere göre daha 

fazla uyarıldığı yapılan çalıĢmalarda belirtilmiĢtir [32].   
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ġekil 2.5. Buğdayda flavonoid biyosentez yolağı [59] 
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Buğdayda flavonoid pigmentlerin birikmesi bazen ticari açıdan değeri etkileyebilir. 

Buna örnek olarak yüksek tanen içeriği ile iliĢkili olarak kırmızı tane rengine sahip 

buğdaylar hasattan önce filizlenmeyi önler bu sebeple de tercih sebebi olabilir [32]. 

 

2.4. Malnütrisyon, Gizli Açlık, Biyofortifikasyon ve Uygulamaları 

Malnütrisyon; yetersiz beslenme, enerji alımındaki dengesizlikleri ifade eder ve besin 

replasmanı ile önüne geçilebilmektedir. Enerji, protein ve diğer besin ögelerinin 

yetersiz, dengesiz veya fazla alınması nedeniyle vücut yapı ve fonksiyonlarının 

ölçülebilir Ģekilde olumsuz etkilendiği bir durumdur. Malnütrisyon üç gruba ayrılabilir. 

Bu gruplara [60-62] ait özet bilgiler aĢağıda verilmiĢtir. 

 

1-Zayıflık (boya göre düĢük kilo), bodurluk (yaĢa göre kısa boy) ve düĢük kiloyu (yaĢa 

göre düĢük kilo) içeren malnütrisyon 

 

2-Mikrobesin eksiklikleri (vücut için gerekli vitamin ve minarellerin eksikliği) ya da 

mikro besin fazlalığını içeren malnütrisyon 

 

3-AĢırı kilo, obezite ve diyete bağlı bulaĢıcı olmayan hastalıkları (kalp hastalığı ve bazı 

kanser çeĢitleri) içeren malnütrisyon [60, 61] 

 

Gizli açlık ise, vitamin ve minerallerin (çinko, iyot ve demir gibi) alımı ve emilimi, 

sağlığı ve geliĢimi sürdürmek için çok düĢük olduğunda ortaya çıkan bir yetersiz 

beslenme biçimidir. Ġmmün sistemin zayıflaması, halsizlik gibi mikro besin eksikliği 

belirtileri genellikle fark edilmemesi sebebi ile bu Ģekilde görülen yetersiz beslenme 

biçimine “gizli açlık” adı verilir [62, 63]. 

 

Dünya genelinde iki milyardan fazla insanda "gizli açlık" görülmektedir. A vitamini, 

çinko ve demir gibi vitamin ve mineraller mikro besinlere örnektir. Mikro düzeyde 

gerekli olmalarına rağmen, hastalıkların oluĢumunun önlenebilmesi ve sağlıklı yaĢamın 

sürdürülebilmesi için gereklidirler [64]. 

 

Dünya genelinde yaklaĢık 800 milyon kadın ve çocukta anemi görülmektedir. Buna ek 

olarak dünya genelindeki toplam nüfusun yaklaĢık dörtte birinde demir eksikliği 

kaynaklı anemi görülür ve bağıĢıklık sisteminin zayıflamasına yol açtığı için genel 
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hastalık yükünün birinci sebeplerinden biridir [65, 66]. Özellikle çocukları, menopoz 

öncesi kadınları ve düĢük ve orta gelirli ülkelerdeki insanları etkiler. Afrika‟da 5 

yaĢındaki çocukların %60‟ından fazlasının fiziksel potansiyelini ve biliĢsel becerisini 

sınırlar. GeliĢmekte olan ülkelerde, demir eksikliği aneminin birinci sebebidir. 

HarvestPlus 2021 verilerine göre; Mali, Somali, Çad ve Orta Afrika Cumhuriyeti demir 

eksikliğinin görüldüğü ilk 4 ülkedir. Türkiye ise bu sıralamada 128 ülke arasında 103. 

sıradadır (ġekil 2.6) [66, 67]. 

 

 

ġekil 2.6. Demir eksikliğinin 128 ülkede görülme seviyesi [66] 

 

Gece körülüğü gibi ciddi sonuçlar doğurabilen vitamin A eksikliği ise, dünya genelinde 

yaklaĢık 190 milyon okul öncesi çocukta görülmektedir [68]. Buna ek olarak geliĢmekte 

olan ülkelerde yaklaĢık 7 milyon hamile kadında da vitamin A eksikliği görülmektedir. 

HarvestPlus 2021 verilerine göre; Angola, Orta Afrika Cumhuriyeti, Demokratik Kongo 

Cumhuriyeti ve Hindistan demir eksikliğinin görüldüğü ilk dört ülkedir. Türkiye ise bu 

sıralamada 128 ülke arasında 114. Sıradadır (ġekil 2.7) [69].   
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ġekil 2.7. Vitamin A eksikliğinin 128 ülkede görülme seviyesi [66] 

 

Dünya nüfusunun %17‟sinde çinko eksikliği görülür ve yine dünya genelinde, özellikle 

hububat ürünlerinin günlük diyetin büyük bölümünü oluĢturduğu ülkelerde yaklaĢık 3 

milyar insanda temel olarak demir ve çinko eksikliği görülür [65, 70]. Çinko 

eksikliğinin immün sistemin zayıflamasına, biliĢsel yeteneklerin olumsuz Ģekilde 

etkilenmesine ve büyüme geriliğine sebep olduğu bilinmektedir [65, 70]. HarvestPlus 

2021 verilerine göre; Demokratik Kongo Cumhuriyeti, Burundi, Zambia ve Malawi 

çinko eksikliğinin görüldüğü ilk dört ülkedir. Türkiye ise bu sıralamada 128 ülke 

arasında 81. sıradadır (ġekil 2.8) [70].   
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ġekil 2.8. Çinko eksikliğinin 128 ülkede görülme seviyesi [66] 

 

Fortifikasyon, toplum sağlığına fayda sağlamak için, iĢlenmiĢ gıdaların mikro besin 

kapasitesinin yükseltilmesi olarak ifade edilir [71, 72]. Fortifikasyon uygulamaları ile 

bir toplumun mikro besin durumu güvenli ve etkili bir Ģekilde iyileĢtirilebilir. Sofra 

tuzunun iyot ile fortifikasyonu bu uygulamanın küresel olarak yüksek kapsama alanı 

sağlamayı baĢarmıĢ bir örneğidir [73]. 

 

Yapılan bir araĢtırmada, demir fortifikasyonu yapılmıĢ inci darısının beslenme ve 

biliĢsel performansı önemli ölçüde iyileĢtirerek demir eksikliğinin olumsuz dalgalanma 

etkilerini engelleyebileceğini gösterilmiĢtir [74, 75].  

 

Biyofortifikasyon ise, bitkinin geliĢim evrelerinde besin değerinin arttırılmasını içerir. 

Tarım ya da biyoteknolojik uygulamalar ile yapılan biyofortifikasyon uygulamaları 

mevcuttur [72]. Bununla birlikte biyofortifikasyonun mikro besin eksikliklerini 

düzenlediği çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. Örneğin, turuncu tatlı patates, manyok ve 

mısırın, kadınların ve çocukların provitamin A, serum retinoland ve toplam A vitamini 

depolarını arttırarak A vitamini eksikliğini azalttığı gösterilmiĢtir [76-80]. Bir diğer 

çalıĢmada, agronomik olarak çinko bakımından zenginleĢtirilmiĢ yiyeceklerle beslenen 

çocuklarda zatürre hastalığına yakalanma oranının düĢtüğü, yakalananlarda ise hastalık 

süresinin kısaldığı ortaya konmuĢtur [74, 81]. 
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Dünya genelinde, milyarlarca insan için buğday, arpa, mısır ve pirinç gibi hububat 

ürünleri, en çok üretilen ve en eriĢilebilir gıda ürünleridir ve dünya nüfusunun büyük 

çoğunluğunun diyetlerinin %50‟den fazlasını oluĢturur. Buğday tek baĢına diyetle 

alınan kalorinin %18‟ine katkıda bulunur. Biyofortifikasyon uygulamalarında da yüksek 

ulaĢılabilirlikleri sebebiyle pirinç, buğday ve mısır gibi hububat ürünleri tercih edilen 

ürünler arasındadır. Günümüzde yürütülen biyofortifikasyon çalıĢmaları temel gıdaların 

fazlalıkla tüketildiği, geliĢmekte olan ülkeleri hedef almaktadır [73, 82]. 

 

Transgenik yaklaĢımlarla ve CRISPR teknolojisi ile biyofortifikasyon çalıĢmaları ile 

ilgili de çalıĢmalar yapılmaktadır. Kumar ve arkadaĢları [82] tarafından yapılan bir 

çalıĢmada vitamin A, çinko ve demir içeriğini artırmak amacıyla transgenik 

yaklaĢımlarla yapılan çalıĢmalar incelenmiĢtir. Bu çalıĢmada insan glutelin-1 promotörü 

kontrolünde laktoferrin genini içeren transgenik pirinçlerde, heterolog proteinlerin 

ekspresyonunun kontrole göre önemli oranda fazla olduğu belirtilmiĢtir. Yapılan baĢka 

bir çalıĢmada, pirincin besleyiciliğini artırmak amacı ile yeni bir yaklaĢım olan 

CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanılmıĢtır. CRISPR-Cas9 teknolojisi hedeflenen iki 

konumda pirinç genomuna DNA kasetleri eklenmek için kullanılmıĢtır ve bu yolla A 

vitamininin öncüsü olan karotenoid açısından zenginleĢtirilmiĢ pirinç elde edilmiĢtir 

[83].  

 

2.5. Bitkilerde Gen Ekspresyon Analizi 

Gen ekspresyon analizi, bir organizmanın transkriptomik veya genomik 

davranıĢlarındaki değiĢiklikleri araĢtırma yöntemidir [84]. Transkriptom, belirli bir 

hücre veya doku tipindeki tam transkript setidir [85]. Gen ifadesi çeĢitli faktörlere bağlı 

olarak (biyotik ve abiyotik stres) değiĢebilir ve genel olarak, transkriptom analizinin 

amacı, farklı koĢullarda farklı Ģekilde ifade edilen genleri tanımlayarak, koĢullarla 

iliĢkili genlerin ve yolakların yeni bir anlayıĢına yol açmaktır [84, 85]. Transkriptom 

analizi, binlerce genin ifadesindeki değiĢikleri yorumlamak için uygun bir istatistiksel 

yöntem gerektirir. Genomik analizi ise, DNA dizisi, yapısal varyasyon ve gen 

ekspresyonu gibi genomik özelliklerin ölçülmesi ve karĢılaĢtırılmasını içerir [86].  

 

Gen ekspresyonu analizi için mevcut teknolojiler iki grupta incelenebilir: Kapalı 

sistemler ve açık sistemler. Ġlgili genomun bilgisine dayanan kapalı sistemde sadece iyi 

karakterize edilmiĢ genler analiz edilir. Tipik olarak, mikroarray ve kantitaif gerçek 
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zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) gibi kapalı sistemler bitkilerde gen 

ekspresyon analizinde yaygın olarak kullanılan tekniklerdir. Açık sistemlerde ise, 

organizmanın genomunun ya da transkriptomunun önceden bilinmesine gerek yoktur. 

cDNA-AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), MPSS (Massively Parallel 

Signature Sequencing) ve SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) transkript 

bolluğunu ölçmek ve farklı doku tiplerinde ya da bitkilerde geliĢim aĢamalarında 

transkript verilerini ölçmek için baĢarıyla kullanılan açık sistemlere örnektir [84, 87]. 

 

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

qPCR, geniĢ bir dinamik aralığa sahip olması, yüksek duyarlılığı, diziye spesifik olması, 

amplifikasyon sonrası iĢlemenin çok az olması ve artan numuneye uygun olması 

nedeniyle gen ekspresyon analizinin en yaygın kullanılan yöntemlerinden biri haline 

gelmiĢtir. 

 

1970‟lerin baĢında retroviral ters transkriptazın keĢfi ile RT-PCR tekniği mümkün 

kılınmıĢtır. Bu teknikte RNA transkriptleri, önce ters transkripsiyon reaksiyonu ile 

cDNA‟ya nicelenir. cDNA‟nın amplifikasyonunu takiben son ürünlerin gerçek zamanlı 

olarak saptanması ve nicelenmesi gerçekleĢtirilir. cDNA, RNaz bozulmalarına maruz 

kalmaz bu sayede cDNA RNA‟ya kıyasla daha kararlıdır [87, 88]. 

 

RT-PCR'de, baĢlangıç RNA'sı daha sonra bozunur, çift zincirli DNA (dsDNA) üretilir 

ve PCR amplifikasyonu olağan Ģekilde ilerler. ġekil 2.9‟da DNA tespitinin temel 

adımları gösterilmiĢtir. Bir amplifikasyon reaksiyonunun kantifikasyon döngüsü veya Cq 

değeri, floresansın bir niceleme eĢiğine ulaĢması için gerekli olan fraksiyonel döngü 

sayısı olarak tanımlanır. Reaksiyonun baĢlangıcında daha fazla hedef kopyasının olması 

durumunda, niceleme eĢiği ile iliĢkili amplifikasyon ürünü miktarına ulaĢmak için daha 

az amplifikasyon döngüsü gerekir. Bu basit iliĢki, halen en güncel qPCR analiz 

yöntemlerinin baĢlangıç noktası olan orijinal qPCR veri analizinin temelini oluĢturur 

[89] . 
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ġekil 2.9. DNA tespitinin temel adımları [84]   

 

RT-PCR moleküler tıp, biyoteknoloji ve mikrobiyolojide kantitatif veri analizi için 

mRNA seviyesinin hassas bir Ģekilde tespit edilmesini sağlayan bir teknolojidir. Bunlara 

ek olarak, RT-PCR, RNA virüsü enfeksiyonlarının (örn., insan immün yetmezlik virüsü 

ve hepatit C virüsü) teĢhisinde, miktar tayininde; Hodgkin dıĢı lenfomalar, lösemiler ve 

sarkomlarla bağlantılı translokasyonlar tarafından üretilenler gibi mRNA 

transkriptlerinin analizinde yaygın olarak kullanılır [87, 90]. 

 

2.6. ÇalıĢmanın Amacı 

Bu tez çalıĢmasının asıl amacı, yerel buğday çeĢitlerinde antioksidan enzim genlerinin 

(SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade 

düzeylerinin ve iki farklı doz çinkonun bu genlerin ifade düzeyine olan etkisinin 

transkriptomik düzeyde araĢtırılmasıdır.  

 

Bu çalıĢma ile, yerel buğday çeĢitlerindeki bazı antioksidan enzim genlerinin ve 

flavonoid biyosentez enzim genlerinin aktivitelerinin moleküler düzeyde araĢtırılması 

ile Türkiye‟deki yerli buğdayın çeĢitliliği, insan beslenmesinde buğdayın kullanımı ve 
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buğdayda modern ıslah ve sürdürülebilir üretim konularının tartıĢıldığı bilimsel ortama 

önemli bir katkıda bulunulacaktır. Buğdayın anavatanı olan ülkemizdeki yerel buğday 

çeĢitleri ve tohumlarımızın karĢılaĢtırmalı tarnskriptomik yaklaĢımla ilgili genlerin 

çalıĢılması bu çeĢitlerin korunması ve ıslah çalıĢmalarında kullanılması açısından 

önemlidir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal  

3.1.1. Buğday Örnekleri 

AraĢtırma konusu olan buğday örnekleri, Tarım ve Orman Bakanlığı, Tarımsal 

AraĢtırmalar ve Politikalar Genel Müdürlüğü (TAGEM) Tarla Bitkileri AraĢtırma 

Enstitüsü (Enstitü) tarafından sağlanmıĢtır (Çizelge 3.1). Herhangi bir stres uygulaması 

yapılmaksızın aynı tarla ve iklim koĢullarında üretilen buğday örnekleri Enstitü 

tarafından sağlanmıĢtır. Yine Enstitü tarafından sağlanan ve karĢılaĢtırma yapmak 

amacıyla 2 adet ticari (Eminbey makarnalık, Demir 2000 ekmeklik) buğday çeĢidi 

kullanılmıĢtır.  

Çizelge 3.1. AraĢtırma için kullanılan buğday genotip listesi 

 Materyalin adı Botanik adı 

1 Ak-702 Triticum aestivum 

2 Köse 220/33 Triticum aestivum 

3 Sünter Triticum aestivum 

4 Zerun Triticum aestivum 

5 Demir 2000 Triticum aestivum 

6 Mergüze (Siyez) Triticum monococcum 

7 Atasiyez (Siyez) Triticum monococcum 

8 Siyez 4 Triticum monococcum 

9 Siyez Pop. Triticum monococcum 

10 Kafkas (Kavılca) Triticum dicoccum 

11 Kavılca Kırmızı baĢak Triticum dicoccum 

12 Gernik Triticum dicoccum 

13 Karakılçık Triticum durum 

14 Sarı buğday Triticum durum 

15 Eminbey Triticum durum 

16 Spelta Sarı baĢak Triticum spelta 

 

3.1.2. Ekipmanlar 

Tez çalıĢmasında, RNA ekstraksiyonu, cDNA sentezi ve RT-PCR aĢamasında 

kullanılan ekipmanlar aĢağıdaki gibidir: 

Isıtıcılı Blok (Major Science MD-01N) 

Mikrosantrifüj (Neuation i Fuge BL08VT) 

Spektrofotometre cihazı (Thermoscientific Nanodrop 2000c) 

qPCR cihazı (Roche Lightcycler96) 

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

Plate Santrifüj (MiuLab MINIP2500 Micro-plate Centrifuge) 

Buzdolabı -20 °C, (2 adet, Vestel ve Arçelik) 

Analizi çalıĢtırmak için yazılım arayüzü (Roche Lightcycler yazılım) 

Santrifüj (Nüve NF800) 

3.1.3. Kimyasallar 

Tez çalıĢmasında buğday sterilizayonu sırasında kullanılan kimyasallar aĢağıdaki 

gibidir: 

1. Sodyum hipoklorit (%20) 

2. Steril saf su 

 

Çinko gübresi uygulamasında kullanılan kimyasallar aĢağıdaki gibidir: 

1. Çinko sülfat hepta hidrat (ZnSO4.7H2O), ACS grade %99,0-103,0 

2. Deiyonize su 

 

RNA ekstraksiyonu için kullanılan kimyasallar aĢağıdaki gibidir (ÇalıĢmada RNA 

izolasyonu için “EURX-E3700 katalog numaralı RNA Extracol” kitinde yer alan 

kimyasallar kullanılmıĢtır): 

1. RNA Extracol  

2. Kloroform  

3. Ġzopropanol 

4. Etanol (%75) 

5. PCR-grade su 

6. RNase ZAP (Cleaning agent for removing RNase) 

 

cDNA sentezi için kullanılan kimyasallar aĢağıdaki gibidir (ÇalıĢmada cDNA sentezi 

için “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis” kitinde yer alan kimyasallar 

kullanılmıĢtır): 

1. Oligo (dT) 20 (50 μM) primer 

2. 0.1 M DTT  

3. 5 x cDNA Tamponu 

4. smART Ters Transkriptaz (200 U/μl)  

5. 10 mM dNTPs KarıĢımı 

6. RNaz Ġnhibitörü (50 U/μl)   
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7. RNaz içermeyen su 

 

RT- PCR aĢamasında kullanılan kimyasallar aĢağıdaki 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) 

2. 96-Well PCR Plate Sealing Film 

3. 0.2 ml Sertifikalı 8 Strip PCR Tüpleri 

4. 8 Strip PCR Tüp ve Plate Kapağı 

5. Petri Kutusu, (Fıratmed/90x15) 

6. 100 ml sprey ĢiĢesi 

7. Mikropipet ucu (10/20/100/200/1000µl) 

8. Mikropipet (0.5-10 μL, 10-100 μL, 20-200 μL, 100-1000 μL) 

9. Mikrosantrifüj tüpü (0,5 mL,1,5 mL, 2,0 mL) 

10. Cam pipet (2 mL, 5mL, 10 mL) 

11. Pens 

12. Spatül 

13. Havan ve tokmak 

14. Falkon tüpleri (15 mL, 50 mL) 

 

3.1.5. Primerler 

Bu çalıĢmada, ayrıca Ma ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada [33] Triticum aestivum 

genotipi için tasarlanmıĢ SOD, CAT, PAL primer sekansları (Çizelge 3.2) ve Ahmed ve 

arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada [91] yine Triticum aestivum genotipi için tasarlanmıĢ 

CHS primer sekansı (Çizelge 3.3), bütün yerel buğday genotiplerinde gen ifade analizi 

amacıyla kullanılmıĢtır. 
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Çizelge 3.2. SOD, CAT ve PAL genleri için Ma ve arkadaĢlarının çalıĢmasında [33] 

tasarlanan primer listesi. 

Gen Primer Sekans (5’-3’) 

TaSOD Sod-F 

Sod-R 

AAGCACCACGCCACCTAC 

TGGGCTTGAGGTTCTTCC 

TaCAT Cat-F 

Cat-R 

GTTGGACGGATGGTACTGA 

AAGACGGTGCCTTTGGGT 

TaPAL Pal-F 

Pal-R 

CACCACCCTGGACAGATTG 

TGAGGCGAAGTGCGGAG 

 

 

Çizelge 3.3. CHS geni için Ahmed ve arkadaĢlarının çalıĢmasında [91] tasarlanan 

primer listesi. 

Gen Primer Sekans (5’-3’) 

CHS TaCHS-L 

TaCHS-R 

ATCACCCACCTCGTCTTCTG 

AGGAGGTGGAAGGTGAGTCC 

 

3.2. Metot 

3.2.1. Materyalin analizler için hazırlanması 

ÇalıĢmada tek baĢaktan üretilmiĢ hatlara ait örnekler ve siyez ve gernik popülasyonuna 

ait de bulunan buğday tanesi haricindeki maddeler selektör ile ayrılmıĢtır. Bu amaç için 

2,2 mm elek üzerinde kalan taneler kullanılmıĢtır. Selektör ile ayırma iĢleminden sonra 

bütün buğday çeĢitleri ayrı ayrı el ile tekrar ayıklanıp yabani maddelerin, kırık ve yarık 

buğday tanelerinin uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. Bütün buğday genotipleri çalıĢmada 

kullanılmak üzere tartılarak vakumlanmıĢ torbalarda +4°C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

 

Antioksidan kapasitesinin belirleneceği deney aĢamasında kullanılmak üzere ise her bir 

buğday çeĢidinden ayrı ayrı 30 gram tartılıp öğütülmüĢtür. Bu öğütülmüĢ örnekler 

muhafaza edilmek üzere -20°C‟ye alınmıĢtır. 

 

3.2.2. Buğday Genotiplerinin Toplam Antioksidan Kapasitesilerinin (TAK) 

Belirlenmesi 

3.2.2.1. ABTS•+ Stok Çözeltisinin Hazırlanması 

ABTS•+ stok çözeltisi, 7 mmol/L sulu ABTS çözeltisinin 2.45 mmol/L potasyum 

persülfat ile reaksiyona sokulmasıyla ve 16 saat karanlık ortamda bekletilmesiyle 

önceden hazırlanmıĢtır.   
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3.2.2.2. ABTS•+ ÇalıĢma Solüsyonunun Hazırlanması 

ABTS•+ stok çözeltisinin önceden hazırlanan etanol su (50:50 v/v) çözeltisi ile 734 nm 

dalga boyunda 0,75-0,80 absorbans aralığına kadar seyreltilmesi ile hazırlanmıĢtır.  

 

3.2.2.3.Trolox Çözeltisinin Hazırlanması 

Trolox stok çözeltisinin metanolde çözdürülmesi ile 0, 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 

µg/mL konsantrasyon aralığında standart trolox çözeltileri hazırlanmıĢtır. 

 

3.2.2.4.Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi 

Her buğday örneğinden ~10 mg tartılmıĢtır. Aynı zamanda standart trolox çözeltileri de 

100µl tartılmıĢtır ve 10ml ABTS çalıĢma solüsyonuyla karıĢtırılmıĢtır. 27 dakika 

boyunca 350 rpm‟de karıĢtırıldıktan sonra 6080xg‟de 2 dakika boyunca santrifüj 

yapılmıĢtır. 734 nm‟de 2,5-4,5 mL‟lik pipetler kullanılarak spektrofotometrik okumalar 

yapılmıĢtır.  

 

3.2.3. Yerel Buğday Genotiplerinde Antioksidan ve Flavonoid Biyosentez Enzim 

Genlerinin Ġfade Düzeylerinin Belirlenmesi 

Bu tez çalıĢmasında, tüm örnekler antioksidan enzim genlerinin (SOD ve CAT) ve 

flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade düzeyleri saptamak üzere 

öncelikle çimlendirilmiĢ, daha sonra saksı denemesi 1 ve saksı denemesi 2 kurularak 

yirmi günlük süre ile yetiĢtirilmiĢ, ardından hasat edilen buğday yapraklarından RNA 

ekstraksiyonu yapılmıĢtır. RNA izolasyonunu takiben cDNA sentezi ve ardından qPCR 

ile gen ifadesi ve veri analizi yapılmıĢtır (ġekil 3.1). 
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ġekil 3.1. Gen ifade analizi iĢlem akım Ģeması 

 

3.2.3.1. Çimlendirme 

Tez çalıĢmasına ait materyal Çizelge 3. 1‟de verilmiĢtir. 

Materyale ait buğday tohumları ayrı ayrı %20‟lik (w/v) çamaĢır suyunda 30 dakika 

bekletilerek yüzey sterilizasyonu iĢlemi yapılmıĢtır. Yüzey sterilizasyonunu takiben 

buğday taneleri, steril saf suda 45 dakika bekletilmiĢ 15 dakika aralıklarda buğdayların 

bekletildiği su süzülüp yenilenmiĢtir ve ardından yine steril saf suda durulama iĢlemi 

yapılmıĢtır.  

 

Steril buğday tohumları öncelikle petri kaplarına ekilmiĢtir (ġekil 3.2). Petri kaplarına 

tabanlarını kaplayacak Ģekilde steril kurutma kâğıdı yerleĢtirilmiĢtir. Steril buğday 

tohumları kurutma kağıtlarının üzerine yerleĢtirip üzerlerine yaklaĢık 2ml steril su 

eklenmiĢtir ve ardından +4°C'de karanlıkta nemli filtre kağıdında çimlenmeye 

bırakılmıĢtır. Her gün +4°C'deki buğday örnekleri kontrol edilmiĢtir ve kuruma 

görüldüğü durumlarda steril su ilave edilmiĢtir. Daha sonra çimlenmiĢ buğdaylar 

+4°C'den çıkarılıp toprağa ekilmiĢtir [92-94].  

  

Buğdayların 
Çimlendirilmesi 

Saksı 
Denemeleri 

RNA 
Ġzolasyonu ve 
cDNA Sentezi 

Gen Ġfade 
Seviyelerinin 

qPCR ile 
Analizi 

Veri Analizi  
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ġekil 3.2. Petri kaplarına ekilmiĢ buğday örnekleri 

 

Çimlenen tohumlar Saksı Denemesi 1 ve Saksı Denemesi 2 için kullanılmıĢtır. Saksı 

Denemesi 1 ve Saksı Denemesi 2 arasındaki fark yalnızca çinko uygulamasıdır. Bu 

aĢamada çinko uygulanmayacak buğday örnekleri (Saksı Denemesi 1) ile çinko 

uygulanacak buğday örneklerine ait saksılar (Saksı Denemesi 2) aynı ortamda 

bulunmakla birlikte, birbirlerinden uzaklaĢtırılmıĢ ve paravan ile ayrılmıĢlardır. 

 

3.2.3.1.1. Saksı Denemesi 1 

Karanlık ve nemli ortamda +4°C'de çimlenmeye bırakılmıĢ buğday tohumları bu 

aĢamanın ardından küçük plastik saksılara ekilmiĢlerdir. Plastik saksılara ekimlerini 

takiben 18-20°C ortam koĢullarına alınıp yine ıĢık almamaları sağlanmıĢ ve 2 gün 

süresince bu koĢullarda bırakılmıĢtır (ġekil 3.3). 

 

   

ġekil 3.3. IĢık almayan, 18-20°C ortam koĢullarında bekletilen buğday örnekleri  
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ġekil.3.4. IĢık almayan, 18-20°C ortam koĢullarında iki gün boyunca tutulan buğday 

örneklerinin aydınlık ortama alındığındaki görüntüsü 

 

Buğdaylar karanlık ortam koĢullarında 18-20°C sıcaklıkta iki gün bekletildikten sonra 

(ġekil 3.4) ıĢık almaları sağlanıp 6°C‟de yetiĢmeye bırakılmıĢlardır. Buğdaylar yirmi 

günlük yetiĢkinliğe ulaĢtıktan sonra (ġekil 3.5), RNA izolasyonu için küçük metal bir 

makasla kesilmiĢlerdir. Saksı denemesi 1, iki biyolojik tekrar oluĢturacak Ģekilde 

kurulmuĢtur. Toplanan yaprak örnekleri birleĢtirilerek ileri analizlerde kullanılmıĢtır. 

 

ġekil.3.5. Yirmi günlük yetiĢkinliğe ulaĢan buğday yaprağı örnekleri 

 

3.2.3.1.2. Saksı Denemesi 2  

Bölüm 3.2.3.1‟de anlatıldığı Ģekilde yetiĢtirilmiĢler ve aynı Ģekilde Saksı denemesi 2 de 

iki biyolojik tekrar oluĢturacak Ģekilde kurulmuĢtur. Saksı Denemesi 2‟de çimlenmiĢ 

buğdaylara kardeĢlenme aĢamasına geldiklerinde çinko uygulaması yapılmıĢtır. Bu 

amaç için %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi spreyle yapraklardan uygulanmıĢtır [95]. 
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Uygulama sırasında (ġekil 3.6) her bir buğday yaprağının tamamen sprey gübre ile 

ıslanmıĢ olmasına dikkat edilmiĢtir. Hemen kurumaması için yapraklara temas 

etmeyecek Ģekilde etrafı naylon ile çevrelenmiĢtir. Buğdaylar 20 günlük yetiĢkinliğe 

ulaĢtıktan sonra, RNA izolasyonu için küçük metal bir makasla kesilmiĢlerdir. Toplanan 

yaprak örnekleri birleĢtirilerek ileri analizlerde kullanılmıĢtır.  

 

 

            

ġekil 3.6. a)Buğday yapraklarına yapılan sprey çinko gübreleme uygulaması b)Çinko 

gübresi ile tamamen ıslanmıĢ buğday yaprakları 

 

Alkali toprak koĢullarında çözünmesi güç bileĢikler oluĢturduklarından dolayı demir, 

çinko, mangan, bakır ve bor gibi mikro elementlerin alınımında yetersizlik görülür [96]. 

Bu sebeple çinko stresi uygulanacak örneklere çinko uygulaması yapraktan (üst) 

gübreleme yöntemiyle yapılmıĢtır. KardeĢlenme aĢamasında örneklere %0,5 (w/v) 

ZnSO4.7H2O çözeltisi uygulanmıĢtır [95, 97]. Çinko uygulaması yapılmayan ve üst 

gübrelemeyle çinko uygulanan örneklerde antioksidan enzim genlerinin (SOD ve CAT) 

ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade düzeyleri arasındaki 

farklılığın belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

 

3.2.3.2. RNA Ġzolasyonu ve cDNA sentezi 

Hasat edilen örneklerden ivedilikle RNA izole edilmiĢtir. Bu amaç için EURx-E3700 

RNA extracol kiti kullanılmıĢtır. Ġlk önce buğday yaprakları havanda tokmak 

kullanılarak ezilmiĢ sonra tartılarak üç paralele ayrılmıĢtır. Paralellerden bir tanesi stok 

a) b) 
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olarak -20°C‟ye alınmıĢ diğer iki paralel ile RNA izolasyonuna devam edilmiĢtir. 

RNAExtracol, RNA izolasyonunu kolaylaĢtırmak için tasarlanmıĢ fenol, kaotropik 

tuzlar ve diğer bileĢenlerin monofazik bir çözeltisidir. Fenol ve guanidin izotiyosiyanat 

içerir. Yöntem, organik çözücüler kullanılarak nükleik asit sulu çözeltilerinin 

ekstraksiyonuna dayanmaktadır. ÖğütülmüĢ buğday örnekleri RNA Extracol ile 

homojenize edilir. Kloroform eklenir ve homojenat, berrak bir üst sulu tabaka, bir 

interfaz ve bir alt organik tabaka halinde ayrılır. Fazlar arasında nükleik asitlerin 

ayrılması pH'a bağlıdır. pH 4-6'da DNA organik faza geçerken RNA sulu fazda (RNA 

içeren) kalır. Ġzopropanol eklenerek sulu tabakadan RNA‟nın çökmesi sağlanır. 

Çökeltilen RNA, safsızlıkları gidermek için etanol ile yıkanır (ġekil 3.7). 

 

ÖğütülmüĢ buğday yapraklarının ~ 50 mg olacak Ģekilde tartılması 

 

1 ml RNA Extracol eklenmesi 

 

Homojenize edilen örneklerin santrifüj edilmesi (12000xg, 10 dakika) 

 

Supernatantın temiz bir tüpe alınması ve 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmesi 

 

0,2ml kloroform eklenmesi 

 

Örneklerin santrifüj edilmesi (12000xg, 10 dakika) 

 

Üstte toplanan renksiz fazın yeni bir tüpe aktarılması 

 

0,5ml kloroform eklenmesi 

 

Supernatantın uzaklaĢtırılıp çökeltinin 1 ml %80‟lik etanol ile homojenizasyonu 

 

Supernatantın uzaklaĢtırılması, vakum kurutma ve ardından PCR grade suda çözdürme 

 

ġekil 3.7. EURX RNA extracol kitinin bitki dokusu için RNA ekstraksiyon protokolü 

  

5 dakika oda sıcaklığında 

bekleme 

Santrifüj (12000 g, 10 dakika) 

Santrifüj(10000g, 5 dakika) 

Vorteks 

15 dakika karıĢtırma 

10 dakika oda sıcaklığında bekleme  
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RNA ekstraktlarının miktar ve kalitesi spektrofotometrik yöntem (Thermo Scientific 

NanoDrop 2000 Spectrophotometer) ile ölçülmüĢtür. Hasat edilen buğday 

yapraklarından RNA izole edilmesini takiben cDNA sentezi yapılmıĢtır. Bu amaç için 

ise “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis Kit” kullanılmıĢtır (ġekil 3.8). Kitin 

prosedürü ters transkriptaz enzimine dayanmaktadır. Enzim, E. coliden saflaĢtırılmıĢtır. 

 

RNA örneği (10ng-5µg) 

 

1µl Oligo(dT)20 ilave edilmesi 

 

10 mM dNTP Mix ilave edilmesi 

 

RNase içermeyen su eklenmesi 

      

Buzda bekletme 

 

4 µl 5xcDNA Buffer eklenmesi 

 

2 µl DTT eklenmesi 

 

0,5 µl RNase inhibitor eklenmesi 

 

1 µl smART eklenmesi 

 

65°C‟de 45 dakika inkübasyon 

 

85°C‟de 5 dakika inkübasyonla reaksiyonu termine etme 

 

ġekil.3.8. EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis Kit protokolü  

65°C‟de 5 dakika inkübe 

edilmesi 
KarıĢtırma, santrifüj 
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3.2.3.3. Gen Ġfadesinin Kantitatif Analizi 

Bu tez çalıĢmasında, örneklerdeki antioksidan enzim genlerinin (SOD ve CAT) ve 

flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade düzeylerinin kantitatif 

olarak belirlenmesi için Ters Transkriptaz (Reverse Transcriptase) Polimeraz Zincir 

Reaksiyon Tekniği (RT-PCR) kullanılmıĢtır.  

 

3.2.3.3.1. Optimizasyon  

ÇalıĢmada LightCycler® 96 (Roche) qPCR cihazı ve 5x HOT FIREPol EvaGreen 

qPCR kiti kullanılmıĢ ve kit protokolünde verilen programlar izlenmiĢtir. Ancak Ma ve 

arkadaĢlarının [33] çalıĢmasında tasarlanan primerlerin optimizasyon çalıĢmaları 

sırasında RealQ Plus 2x Master Mix Green Low ROX kiti kullanılmıĢtır.  

 

Primerlerin bağlanma sıcaklıklarının belirlenmesi amacıyla, LightCycler® 96 (Roche) 

qPCR cihazında gradient seçeneği seçilerek yürütme yapılmıĢtır. Her bir primerin 

çalıĢtığı bağlanma sıcaklığı belirlendikten sonra kontrol buğday genotiplerinde her bir 

primer için belirlenen sıcaklıklarda çalıĢılarak standart eğrileri oluĢturulmuĢtur.  

ÇalıĢmanın bu basamağı için denemeler ve gerekli optimizasyon çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

Primerlerin hacim/konsantrasyon değerleri ve qPCR döngü programları Çizelge 3.4 ve 

Çizelge 3.5‟te verilmiĢtir.  

 

Çizelge 3.4. Ma ve arkadaĢlarının çalıĢmasında [33] tasarlanmıĢ primerler için 

reaksiyon baĢına son hacim/konsantrasyonda amplifikasyon reaksiyon karıĢımı  

Bileşen Son Konsantrasyon µL/reaksiyon 

RealQ Plus 2x Master 

Mix Green Low ROX 

2x 10 µL 

İleri Primer (20 µM) 0.4 µM 0.8 µL 

Geri Primer(20 µM) 0.4 µM 0.8 µL 

cDNA  2 µL 

ddH2O  6,4 µL 

Toplam Reaksiyon Hacmi  20 µL 
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Çizelge 3.5. Ma ve arkadaĢlarının çalıĢmasında [33] tasarlanmıĢ primerler için qPCR 

döngü programı 

Basamak 

 

Aşama 

 

 

 

Sıcaklık 

(°C) 

 

Süre 

(s) 

Sinyal 

Alımı 

Döngüler 

 

1 

 

BaĢlangıç 

Aktivasyonu 

 95 900 Hayır 1 

2 Amplifikasyon Denatürasyon 95 15 Hayır 40 

Tavlama 50-58 30 Hayır 

Uzama 72 60 Evet 

 

3.2.3.3.2. Standart Eğri 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 oranlarında seyreltilmiĢ ve SOD, CAT, PAL ve CHS genlerine ait primerler ile 

qPCR yapılmıĢtır. Her dilüsyon üç paralel olarak hazırlanmıĢ ve qPCR‟da verdikleri Cq 

değerlerine göre konsantrasyona karĢılık Cq grafikleri çizilerek standart eğriler elde 

edilmiĢtir.  

 

Çizelge 3.6. SOD, CAT, PAL ve CHS primerleri için reaksiyon baĢına son 

hacim/konsantrasyonda amplifikasyon reaksiyon karıĢımı 

Bileşen Son Konsantrasyon µL/reaksiyon 

5x HOT FIREPol 

EvaGreen qPCR Mix Plus 

(no ROX) 

4x 4 µL 

İleri Primer (20 µM) 0.5 µM 0.3 µL 

Geri Primer(20 µM) 0.5 µM 0.3 µL 

cDNA  2 µL 

ddH2O  13.4 µL 

Toplam Reaksiyon Hacmi  20 µL 
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Çizelge 3.7. SOD primeri için qPCR döngü programı 

Basamak 

 

Aşama 

 

 

 

Sıcaklık 

(°C) 

 

Süre 

(s) 

Sinyal 

Alımı 

Döngüler 

 

1 

 

BaĢlangıç 

Aktivasyonu 

 95 720 Hayır 1 

2 Amplifikasyon Denatürasyon 95 15 Hayır 40 

Tavlama 53 30 Hayır 

Uzama 72 60 Evet 

 

 

 

Çizelge 3.8. CAT primeri için qPCR döngü programı 

Basamak 

 

Aşama 

 

 

 

Sıcaklık 

(°C) 

 

Süre 

(s) 

Sinyal 

Alımı 

Döngüler 

 

1 

 

BaĢlangıç 

Aktivasyonu 

 95 720 Hayır 1 

2 Amplifikasyon Denatürasyon 95 15 Hayır 40 

Tavlama 57 30 Hayır 

Uzama 72 60 Evet 

 

 

Çizelge 3.9. PAL primeri için qPCR döngü programı 

Basamak 

 

Aşama 

 

 

 

Sıcaklık 

(°C) 

 

Süre 

(s) 

Sinyal 

Alımı 

Döngüler 

 

1 

 

BaĢlangıç 

Aktivasyonu 

 95 720 Hayır 1 

2 Amplifikasyon Denatürasyon 95 15 Hayır 40 

Tavlama 57 30 Hayır 

Uzama 72 60 Evet 
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Çizelge 3.10. CHS primeri için qPCR döngü programı 

Basamak 

 

Aşama 

 

 

 

Sıcaklık 

(°C) 

 

Süre 

(s) 

Sinyal 

Alımı 

Döngüler 

 

1 

 

BaĢlangıç 

Aktivasyonu 
 95 720 Hayır 1 

2 Amplifikasyon 

Denatürasyon 95 15 Hayır 

40 Tavlama 50 30 Hayır 

Uzama 72 60 Evet 

 

3.2.3.3.3. Yerel Buğday ÇeĢitlerinin qPCR Analizi 

Her bir buğday genotipine ait cDNA‟lar SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin her biri için 

seyretilerek pozitif kontrollerle beraber optimize edilen ve stadart eğri eldesi için 

kullanılan qPCR programları (Bölüm 3.2.3.3.2)  uygulanmıĢtır. Her dilüsyon üç paralel 

olarak hazırlanmıĢ ve absolut kuantifikasyon metoduna göre gen ifade değerleri 

hesaplanmıĢtır.  

 

3.2.4. Veri Analizi  

Elde edilen verilerin istatiksel analizi SPSS-16.0 programından yararlanılarak 

yapılmıĢtır. Birbirinden bağımsız üç paralel halinde yapılan ölçümlerin ortalamaları 

arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir farkın olup olmadığı tek yönlü varyans analizi 

(One-Way ANOVA) ile incelenmiĢtir. Grup çiftleri arasındaki istatiksel anlamlı 

farklılığı araĢtırmak için Duncan testi uygulanmıĢtır.  

 

Yerel buğday çesitlerinin tamamının SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin her biri için 

qPCR analizinden hemen sonra Lightcycler 96 yazılımı ile Cq değerleri Bölüm 4.3.1‟de 

gösterilmiĢtir. Ticari buğday çeĢitlerinin bilinen cDNA konsantrasyonlarına ait Cq 

verileri ile standart eğriler oluĢturulmuĢtur. Standart eğri denklemleri ve yerel buğday 

genotiplerine ait Cq değerleri kullanılarak absolut kuantifikasyon metoduna göre gen 

ifade düzeyleri belirlenmiĢtir. Her bir yerel buğday genotipine ait gen ifade miktarının 

hesaplamasında ġekil 3.9‟da belirtilen formül kullanılmıĢtır.  
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ġekil.3.9. Absolut kuantifikasyon gen ifade miktarı (Cq: Kantifikasyon döngüsü, 

b: Standart eğride y eksenini kesen nokta, m: Standart eğri eğimi) 

  

Gen Ġfadesi Miktarı=10(Cq-b)/m 
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4. BULGULAR 

Bu tez çalıĢmasının amacı, yerel buğday genotiplerinde antioksidan enzim genlerinin 

(SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade düzeyleri 

ve iki farklı doz çinkonun bu genlerin ifade düzeyine olan etkisinin transkriptomik 

düzeyde araĢtırılmasıdır. 

 

Bu amaçla öncelikle yerel buğday genotipleri belirlenmiĢ, bu genotiplerin antioksidan 

kapasitesi ölçülmüĢtür. Daha sonra yerel buğday genotipleri çimlendirilerek bu sırada 

iki farklı saksı denemesi kurularak bir saksı denemesinde kardeĢlenme aĢamasında 

yapraktan çinko biyofortikasyonu uygulanmıĢtır. Buğday yaprakları yirmi günlük 

yetiĢkinliğe ulaĢtıklarında hasat edilerek ivedilikle RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen cDNA örnekleri ileri gen ifade analizlerinde 

kullanılmıĢtır. Bunun için öncelikle ticari buğday çeĢitleri (Demir 2000 ve Eminbey) 

bilinen cDNA konsantrasyonları kullanılarak antioksidan enzim genleri (SOD ve CAT) 

ve flavonoid biyosentez enzim genleri (PAL ve CHS) için RT-PCR analizleri için 

optimizasyon gerçekleĢtirilmiĢ ve standart eğriler elde edilmiĢtir. Bu aĢamanın ardından 

seçilen bütün buğday genotiplerinde RT-PCR analizleri ile gen ifade düzeyleri 

ölçülmüĢtür. Bundan sonra istatiksel analizler ile karĢılaĢtırmalı değerlendirmeler 

verilmiĢtir.  

 

4.1. ÇalıĢmada kullanılan yerel buğday genotipleri  

Buğday tanesinin birçok botanik veya taksonomik sınıflandırması olmasına rağmen, 

bitki bilimciler buğdayı (1) geliĢme tabiatı (yazlık, kıĢlık ve alternatif), (2) protein 

içeriği, (3) gluten kalitesi (güçlü elastik gluten ve güçlü elastik olmayan gluten) ve (4) 

tane rengi (kırmızı, sarı, beyaz, mavi, mor ve siyah) gibi özelliklerine göre sınıflara 

ayırırlar. Bu özelliklerden hareketle yumuĢak buğdayın kek ve turta yapımına uygun 

olduğu, ekmek yapımında ise sert buğdayın kullanıldığı belirlenmiĢtir. 

 

Bu çalıĢmada ise Demir 2000 (Triticum aestivum) ve Eminbey (Triticum durum) ticari 

çeĢitlerinin yanı sıra Çizele 4.1‟de verilen 14 farklı yerel buğday çeĢidi kullanılmıĢtır. 

Bunların içinde Triticum aestivum genotiplerinden olan Ak-702, Köse 220/33, Sünter, 

Zerun; Triticum monococcum genotiplerinden olan Mergüze, Atasiyez, Siyez 4 ve Siyez 

Pop.; Triticum dicoccum genotiplerinden olan Kafkas, Kavılca kırmızı ve Gernik; 
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Triticum durum genotiplerinden olan Karakılçık ve Sarı buğday ve Triticum spelta 

genotipinden (42 kromozomlu ekmeklik buğday sınıfında) Spelta Sarı BaĢaklı bir hat 

bulunmaktadır. Modern ekmeklik buğday (Triticum aestivum), kavuzlu buğdayın 

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

 

Çizelge 4.1. ÇalıĢmada kullanılan yerel buğday genotipleri ve bazı morfolojik 

özellikleri ile tane görüntüsü.  

Buğday isimleri 
Morfolojik 

Özellikleri 
Tane Görüntüsü 

Ak-702(tescilli yerel 

çeşit)-ekmeklik 

buğday 

 

-Tescil yılı:1931 

Kılçıklı beyaz 

baĢaklı 

Bitki boyu uzun  

YumuĢak beyaz 

taneli 
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Köse 220/33(tescilli 

yerel çeşit)-ekmeklik 

buğday 

 

-Tescil yılı:1939  

-Renkli baĢaklı 

-Kılçıksız 

-Beyaz yumuĢak 

taneli 

-Bitki boyu uzun  

 

 

Sünter(yerel çeşit 

ancak tescilli değil)-

ekmeklik buğday 

 

-Kırmızı kavuzlu  

-Kılçıklı, renkli 

baĢaklı  

- Beyaz taneli 

-Bitki boyu uzun 

[99] 
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Zerun (yerel çeşit 

ancak tescilli değil)-

ekmeklik buğday 

 

-Renkli baĢaklı 

-Kılçıksız 

-Kavuzları tüylü 

-Beyaz taneli [99] 

  

Demir 2000 (kültür 

çeşidi)-ekmeklik 

buğday 

 

-Tescil Yılı: 2000 

-Kılçıklı ve beyaz 

baĢaklı 

-kırmızı sert 

taneli 

-orta uzun boylu 

 

 

Mergüze (tescilli 

yerel çeşit)-Siyez 

 

-Tescil yılı: 2021 

-Kılçıklı ve beyaz 

baĢaklı 

-Beyaz kavuzlu 

-Kehribar taneli 

-Orta büyüklükte 

taneli [100] 
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Atasiyez (tescilli 

yerel çeşit)-Siyez  

 

-Tescil yılı: 2021 

-Kılçıklı ve beyaz 

baĢaklı 

-Beyaz kavuzlu 

-Kehribar taneli 

-Orta büyüklükte 

taneli [100] 

 

Siyez 4 (hat) 

 

-Kılçıklı ve beyaz 

baĢaklı 

-Beyaz kavuzlu 

-Kehribar taneli 

-Orta büyüklükte 

taneli [100] 

 

 

Siyez Popülasyon 

-Kılçıklı ve beyaz 

ve siyah kılçıklı 

baĢaklara sahip 

-Beyaz ve siyah 

kavuzlu 

-Kehribar renkte 

ve orta 

büyüklükte taneli 

[100] 
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Kafkas (tescilli yerel 

çeşit)- Kavılca 

 

-Tescil yılı: 2021 

-Sert kavuzlu ve 

kılçıklı 

Beyaz baĢaklı 

-Orta -sert taneli 

[101] 

 

 

 

Kavılca Kırmızı 

başak (hat) 

 

-Sert kavuzlu ve 

kılçıklı 

Renkli baĢaklı 

Kehribar renkli 

Orta-sert 

taneli[101] 
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Gernik(popülasyon) 

(Kavılca) 

 

-Beyaz-renkli 

baĢaklı ve kılçıklı 

-Tane rengi 

kehribar 

-Büyük taneli 

Orta sert taneli  

[100, 101] 

 

 

Karakılçık (yerel 

çeşit) Makarnalık 

buğday 

 

-Kara kılçıklı 

-Koyu sarı tane 

renkli 

-Uzun boylu 

-Sert taneli 
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Sarı buğday(yerel 

çeşit) Makarnalık 

buğday 

 

-Tescil yılı:1931 

-Kılçıklı 

-Ġri taneli 

-Tane rengi sarı  

-Uzun boylu 

 

 

 

Eminbey (kültür 

çeşidi)-makarnalık 

buğday 

-Tescil yılı: 2009 

-Kılçıklı ve beyaz 

baĢaklı 

-BaĢakları orta 

uzun, dik 

-Sağlam saplı 

-Tane Ģekli 

uzamıĢ yumurta 

biçimindedir. 
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Spelta Sarı başaklı 

Kavuzlu ekmeklik 

buğday (hat) 

 

-Ġri kavuzlu 

-Kılçıksız 

-Bitki boyu uzun 

-Ġri tohumlu 

-Sapı sağlam 

-Geççi 

 

 

 

 

Çizelge 4.1.‟de morfolojik özellikler arasında tane rengi, tane büyüklüğü gibi özelliklere 

yer verilmiĢtir. Buna göre Köse 220/33 genotipi beyaz tane rengine ve tüylü kılçıksız 

kavuza; Gernik genotipi kehribar tane rengine ve kılçıklı kavuza; Karakılçık genotipi ise 

koyu sarı tane rengine ve kılçıklı kavuza saihiptir. 

 

4.2. Yerel Buğday Genotiplerinin Toplam Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi 

Buğday genotiplerinin toplam antioksidan kapasitesi, QUENCER hızlı antioksidan 

testlerinden olan ABTS testi ile belirlenmiĢtir. Bu amaç için öncelikle ABTS     standart  

kalibrasyon eğrisi 734 nm‟de TROLOX (µg /100 µl) konsantrasyonuna karĢı % 

inhibisyonun grafiğe geçirilmesi ile oluĢturulmuĢtur. ġekil 4.1.‟de Trolox 

konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ABTS radikali için çizilen kalibrasyon eğrisi 

oluĢturulmuĢtur. (% Ġnhibisyon (örnek) = (Abs saf – Abs örnek)/Abs saf x 100) 
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ġekil 4.1. Standart TROLOX konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ABTS radikali 

için kalibrasyon eğrisi. 

 

TEAK (TROLOX eĢdeğeri antioksidan kapasite), numunelerde kuru fazda serbest 

radikal temizleme kabiliyetini göstermek için kullanılmıĢ ve buğday numunesinin yüzde 

inhibisyonu ile TROLOX kalibrasyon eğrisinin eğimi arasındaki oran alınarak 

belirlenmiĢtir. (mmol TEAK / kg buğday km = (% Ġnhibisyon / kalibrasyon eğimi x 

kuru madde cinsinden numune miktarı) x 10) 

  

y = 1,4977x 

R² = 0,9902 
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ġekil 4.2. ABTS radikal kullanarak analiz edilmiĢ yerel buğday çeĢitlerinin toplam 

antioksidan kapasite değerleri; a-g, Farklı küçük harfler buğday çeĢitleri arasında 

istatistiksel farklılık göstermektedir (p <0.05).  

 

Toplam antioksidan kapasitesi, antioksidanların önceden oluĢturulmuĢ serbest 

radikalleri uzaklaĢtırma yeteneğini tanımlar. Yerel buğday genotiplerinin tamamı 

karĢılaĢtırıldığında en yüksek antioksidan kapasitesinin Siyez 4 genotipine ait olduğu 

saptanmıĢtır.  

 

Triticum aestivum genotipleri içinde en yüksek antioksidan kapasitesine sahip 

genotipler Köse 220/33 ve Sünter genotipleri; en az antioksidan aktivitesine sahip olan 

ise Zerun genotipi olduğu belirlenmiĢtir.   

 

Triticum monoccum genotipleri kıyaslandığında ise Siyez 4 genotipinin antioksidan 

kapasitesinin Mergüze, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine göre daha fazla olduğu 

görülmüĢtür.   
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Bununla birlikte, Triticum monococum genotiplerinin antioksidan kapasitelerinin, 

Triticum aestivum genotiplerine göre daha istatistiksel açıdan anlamlı fark gösterdiği ve 

yüksek olduğu saptanmıĢtır. 

 

Triticum dicoccum genotipleri karĢılaĢtırıldığında, Kafkas ve Kavılca Kırmızı 

genotiplerinin Gernik genotipine göre daha düĢük antioksidan kapasitesine sahip olduğu 

istatistiksel olarak da doğrulanmıĢtır.  

 

Triticum durum genotipleri arasında en yüksek antioksidan kapasitesine sahip genotip 

Karakılçık‟tır.  

 

Triticum spelta türüne ait Spelta S. BaĢak genotipindeki antioksidan kapasitesinin ticari 

çeĢitler olan Demir 2000 ve Eminbey‟den yüksek olduğu saptanmıĢ ve istatistiksel 

olarak da ispatlanmıĢtır.  

 

4.3. RNA Ġzolasyonu ve cDNA sentezi 

4.3.1. Yerel Buğday ÇeĢitlerinin Yapraklarından Elde Edilen RNA Ġzolasyon 

Sonuçları 

Çizelge 4.2.‟de Yerel buğday çeĢitlerinden EURx RNA extracol kiti kullanılarak kit 

prosedürüne göre izole edilen RNA‟lar için Nanodrop 2000c spektrofotometre 

sonucunda elde edilen nükleik asit miktarı, (A260/A280) ve (A260/A230) değerleri 

karĢılaĢtırılmalı olarak verilmiĢ; Çizelge 4.3.‟te ise Yerel buğday EURx RNA extracol 

kiti kullanılarak kit prosedürüne göre izole edilen RNA‟lar için Nanodrop 2000c 

spektrofotometre sonucunda elde edilen nükleik asit miktarları arasındaki ortalama, 

standart sapma ve varyasyon katsayısı değerleri karĢılaĢtırmalı olarak verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.2. Yerel buğday çeĢitlerine ait yapraklardan elde edilen RNA izolasyon 

sonuçları 

Örnek 

No 
Örnek adı Botanik adı 

Nükleik 

Asit 

(ng/μl) 

A(Abs) 

260 
A(Abs) 

280 
A 

260/280 
A 

260/230 

AE1-1 
Ak-702 

Triticum 

aestivum 

762,700 19,067 13,420 1,42 0,60 

AE1-2 1301,700 32,544 20,199 1,61 0,96 

AE2-1 Köse 

220/33 

906,600 22,665 13,874 1,63 0,80 

AE2-2 847,600 21,191 13,493 1,57 0,73 

AE3-1 
Sünter 

207,500 5,187 3,425 1,51 0,44 

AE3-2 184,300 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 

2000 

589,600 14,739 9,076 1,67 0,86 

AE5-2 378,400 9,460 6,454 1,47 0,59 

MC1-1 Mergüze 

(Siyez) 

Triticum 

monococcum 

856,000 21,400 13,499 1,59 1,29 

MC1-2 341,000 8,524 5,138 1,66 0,63 

MC2-1 Atasiyez 

(Siyez) 

105,800 2,645 1,777 1,49 0,36 

MC2-2 320,000 8,000 5,176 1,55 0,69 

MC3-1 
Siyez 4 

234,500 5,862 3,216 1,82 1,35 

MC3-2 217,100 5,427 3,067 1,77 1,79 

MC4-1 
Siyez Pop 

268,600 6,716 3,952 1,70 1,27 

MC4-2 184,000 4,600 2,710 1,70 1,47 

DC1-1 Kafkas 

(Kavılca) 

Triticum 

dicoccum 

339,100 8,477 5,018 1,69 0,53 

DC1-2 852,400 21,309 13,146 1,62 0,79 

DC2-1 Kavılca 

Kırmızı 

269,700 6,743 4,096 1,65 0,48 

DC2-2 286,500 7,162 4,282 1,67 0,58 

DC3-1 
Gernik 

736,100 18,403 11,809 1,56 0,82 

DC3-2 777,600 19,440 13,342 1,46 0,68 

DR1-1 
Karakılçık 

Triticum durum 

612,100 15,302 11,005 1,39 0,55 

DR1-2 721,600 18,040 13,845 1,30 0,52 

DR2-1 Sarı 

buğday 

403,100 10,077 6,143 1,64 0,61 

DR2-2 1842,000 46,060 30,354 1,52 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. 

BaĢak 
Triticum spelta 

912,500 22,813 14,362 1,59 0,76 

SP-2 520,300 13,008 8,063 1,61 0,77 

 

Çizelge 4.2. incelendiğinde A 260/280 değeri 1,36 ile 1,82 arasında değiĢmektedir. 260 

nm ve 280 nm'de absorbans oranı, DNA ve RNA'nın saflığını değerlendirmek için 

kullanılır. Burada ~1.8-2.0 arasındaki bir oran genellikle RNA için "saf" olarak kabul 

edilir. Her iki durumda da oran önemli ölçüde düĢükse, 280 nm'de veya yakınında güçlü 

bir Ģekilde muhtemel protein, fenol veya diğer kirleticilerin varlığını gösterebilir. 
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Yerel buğday çeĢitlerine ait yapraklardan izole edilen RNA‟larda Nanodrop 2000c 

spektrofotometre ölçümü sonucunda elde edilen saflık değerleri 1,8 değerinden düĢük 

olduğundan protein, fenol veya diğer kirletici kontaminasyonu düĢünülebilir. Ġzole 

edilen RNA‟lardan cDNA sentezi yapıldığında 260/280 saflık değerlerinde büyük bir 

değiĢme olmadığı, daha sonra bu cDNA‟lar kullanılarak yapılan qPCR denemelerinde 

inhibisyon oluĢmadığı saptanmıĢtır. 

 

260/230 oranı nükleik asit saflığının ikincil bir ölçüsü olarak kullanılır. Beklenen 

260/230 değerleri genellikle 2.0-2.2 aralığındadır. Oranın önemli ölçüde düĢük olması 

durumunda beklendiği gibi, 230 nm'de absorbe eden kirleticilerin varlığını ve DNA 

kontaminasyonunu gösterebilir. Ancak qPCR yoluyla transkript hedeflerinin 

nicelleĢtirilmesi için cDNA kullanılması planlanmıĢ ve cDNA sentezinden sonra 

ölçülen 260/230 değeri (Çizelge 4.5) ileri çalıĢmalar için kabul edilmiĢtir [102].  
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Çizelge 4.3. Yerel buğday çeĢitlerine ait yapraklardan elde edilen RNA‟lara ait 

varyasyon katsayısı sonuçları 

Örnek No Örnek adı Botanik adı Nükleik 

Asit 

(ng/μl) 

Ortalama Standart 

Sapma 

Varyasyon 

Katsayısı 

AE1-1 
Ak-702 

Triticum 

aestivum 

762,70 
1032,20 269,50 26,11 

AE1-2 1301,70 

AE2-1 Köse 

220/33 

906,60 
877,10 29,50 3,36 

AE2-2 847,60 

AE3-1 
Sünter 

207,50 
195,90 11,60 5,92 

AE3-2 184,30 

AE4-1 
Zerun 

1567,00 
899,15 667,85 74,28 

AE4-2 231,30 

AE5-1 Demir 

2000 

589,60 
484,00 105,60 21,82 

AE5-2 378,40 

MC1-1 Mergüze 

(Siyez) 

Triticum 

monococcum 

856,00 
598,50 257,50 43,02 

MC1-2 341,00 

MC2-1 Atasiyez 

(Siyez) 

105,80 
212,90 107,10 50,31 

MC2-2 320,00 

MC3-1 
Siyez 4 

234,50 
225,80 8,70 3,85 

MC3-2 217,10 

MC4-1 Siyez 

Pop. 

268,60 
226,30 42,30 18,69 

MC4-2 184,00 

DC1-1 Kafkas 

(Kavılca) 

Triticum 

dicoccum 

339,10 
595,75 256,65 43,08 

DC1-2 852,40 

DC2-1 Kavılca 

Kırmızı 

269,70 
278,10 8,40 3,02 

DC2-2 286,50 

DC3-1 
Gernik 

736,10 
756,85 20,75 2,74 

DC3-2 777,60 

DR1-1 
Karakılçık 

Triticum 

durum 

612,10 
666,85 54,75 8,21 

DR1-2 721,60 

DR2-1 Sarı 

buğday 

403,10 
1122,55 719,45 64,09 

DR2-2 1842,00 

DR3-1 
Eminbey 

469,40 
559,60 90,20 16,12 

DR3-2 649,80 

SP-1 
Spelta S. 

BaĢak 

Triticum 

spelta 

912,50 
716,40 196,10 27,37 SP-2 520,30 

 

Çizelge 4.3. incelendiğinde Triticum aestivum genotipleri için ortalama en yüksek RNA 

miktarı 1032,20 ng/μl,  ortalama en düĢük RNA miktarı 195,90 ng/μl‟dir. Triticum 

monococcum genotipleri için ortalama en yüksek RNA miktarı 598,50 ng/μl, ortalama 

en düĢük RNA miktarı 212,90 ng/μl‟dir. Triticum dicoccum  genotipleri için ortalama en 

yüksek RNA miktarı 756,85 ng/μl, ortalama en düĢük RNA miktarı 278,10 ng/μl‟dir. 

Triticum durum genotipleri için ortalama en yüksek RNA miktarı   
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1122,55 ng/μl, ortalama en düĢük RNA miktarı 559,60 ng/μl‟dir. Triticum spelta 

genotipi olan Spelta S. BaĢak genotipinden elde edilen RNA miktarı 716,40 ng/μl‟dir. 

 

Burada elde edilen tüm konsantrasyonlar cDNA sentezi ve RT-PCR uygulamasını 

yapabilmek için yeterlidir.  

 

4.3.2. Yapraktan Çinko Biyofortifikasyonu UygulanmıĢ Yerel Buğday ÇeĢitlerinin 

Yapraklarından Elde Edilen RNA Ġzolasyon Sonuçları 

Çizelge 4.4.‟te yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday 

çeĢitlerinden EURx RNA extracol kiti kullanılarak kit prosedürüne göre izole edilen 

RNA‟lar için Nanodrop 2000c spektrofotometre sonucunda elde edilen nükleik asit 

miktarı, (A260/A280) ve  (A260/A230) değerleri karĢılaĢtırılmalı olarak verilmiĢ; 

Çizelge 4.5.‟te ise yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday 

çeĢitlerinden RNA Extracol yöntemi kullanılarak izole edilen RNA için Nanodrop 

2000c spektrofotometre sonucunda elde edilen nükleik asit miktarları arasındaki 

ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayısı değerleri karĢılaĢtırmalı olarak 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.4. Yapraktan Çinko Biyofortifikasyonu YapılmıĢ Yerel buğday çeĢitlerine ait 

yapraklardan elde edilen RNA izolasyon sonuçları 

Örnek 

No 

Örnek adı Botanik adı Nükleik 

Asit 

(ng/μl) 

A(Abs) 

260 
A(Abs) 

280 
A 

260/280 
A 

260/230 

AE1-1 
Ak-702 

Triticum 

aestivum 

884,600 22,116 14,473 1,53 0,76 

AE1-2 994,900 24,872 15,129 1,64 0,87 

AE2-1 Köse 

220/33 

796,400 19,910 12,216 1,63 0,62 

AE2-2 800,400 20,010 12,081 1,66 0,77 

AE3-1 
Sünter 

178,000 4,451 2,960 1,50 0,38 

AE3-2 272,700 6,818 4,181 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 

2000 

777,900 19,447 12,001 1,62 0,78 

AE5-2 791,300 19,782 12,223 1,62 0,78 

MC1-1 Mergüze 

(Siyez) 

Triticum 

monococcum 

279,000 6,974 4,242 1,64 0,64 

MC1-2 282,300 7,058 4,452 1,59 0,74 

MC2-1 Atasiyez 

(Siyez) 

272,000 6,801 4,283 1,59 0,53 

MC2-2 194,300 4,859 3,100 1,57 0,44 

MC3-1 
Siyez 4 

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 

(Kavılca) 

Triticum 

dicoccum 

4423,000 11,057 6,427 1,72 0,68 

DC1-2 1537,600 38,441 25,647 1,50 1,22 

DC2-1 Kavılca 

Kırmızı 

455,200 11,379 6,638 1,71 0,75 

DC2-2 272,900 6,824 4,203 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 
Karakılçık 

Triticum durum 

585,400 14,635 10,387 1,41 0,45 

DR1-2 345,200 8,631 5,565 1,55 0,53 

DR2-1 Sarı 

buğday 

852,000 21,301 13,220 1,61 0,66 

DR2-2 627,100 15,677 10,117 1,55 0,65 

DR3-1 
Eminbey 

469,200 11,729 7,070 1,66 0,70 

DR3-2 627,500 15,688 11,544 1,36 0,44 

SP-1 Spelta S. 

BaĢak 
Triticum spelta 

627,000 15,674 11,064 1,42 0,45 

SP-2 617,300 15,432 9,974 1,55 0,54 

 

DNA ve RNA saflık değerlendirme kriterlerinden Bölüm 4.3.1‟de basedilmiĢtir. Çizelge 

4.4 incelendiğinde A 260/280 değeri 1,36 ile 1,79 arasında değiĢmektedir. Buna göre 

Yapraktan Çinko Biyofortifikasyonu YapılmıĢ Yerel buğday çeĢitlerine ait yapraklardan 

elde edilen RNA‟larda Nanodrop 2000c spektrofotometre ölçümü sonucunda elde 

edilen saflık değerleri 1,8 değerinden düĢük olduğundan protein, fenol veya diğer 

kirletici kontaminasyonu düĢünülebilir. Ġzole edilen RNA‟lardan cDNA sentezi 

yapıldığında 260/280 saflık değerlerinde büyük bir değiĢme olmadığı, daha sonra bu 
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cDNA‟lar kullanılarak yapılan qPCR denemelerinde inhibisyon oluĢmadığı 

saptanmıĢtır. 

 

Nükleik asit saflığının ikincil bir ölçüsü olan 260/230 oranları 2.0‟den düĢük olduğu 

için 230 nm'de absorbe eden kirleticilerin varlığından bahsedilebilir. Ancak qPCR 

yoluyla transkript hedeflerinin nicelleĢtirilmesi için cDNA kullanılması planlanmıĢ ve 

cDNA sentezinden sonra ölçülen 260/230 değeri (Çizelge 4.5) ileri çalıĢmalar için kabul 

edilmiĢtir.  
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Çizelge 4.5. Yapraktan Çinko Biyofortifikasyonu UygulanmıĢ Yerel buğday çeĢitlerine 

ait yapraklardan elde edilen RNA‟lara ait varyasyon katsayısı sonuçları 

Örnek 

No 

Örnek adı Botanik adı Nükleik 

Asit 

(ng/μl) 

Ortalama  Standart 

Sapma 

Varyasyon 

Katsayısı 

AE1-1 
Ak-702 

Triticum 

aestivum 

884,60 
939,75 55,15 5,87 

AE1-2 994,90 

AE2-1 Köse 

220/33 

220/33 

796,40 

798,40 2,00 0,25 AE2-2 800,40 

AE3-1 
Sünter 

178,00 
225,35 47,35 21,01 

AE3-2 272,70 

AE4-1 
Zerun 

234,60 
203,00 31,60 15,57 

AE4-2 171,40 

AE5-1 Demir 

2000 

777,90 
784,60 6,70 0,85 

AE5-2 791,30 

MC1-1 Mergüze 

(Siyez) 

Triticum 

monococcum 

279,00 
280,65 1,65 0,59 

MC1-2 282,30 

MC2-1 Atasiyez 

(Siyez) 

272,00 
233,15 38,85 16,66 

MC2-2 194,30 

MC3-1 
Siyez 4 

249,90 
227,45 22,45 9,87 

MC3-2 205,00 

MC4-1 Siyez 

Pop. 

158,40 
139,85 18,55 13,26 

MC4-2 121,30 

DC1-1 Kafkas 

(Kavılca) 

Triticum 

dicoccum 

4423,00 
2980,30 1442,70 48,41 

DC1-2 1537,60 

DC2-1 Kavılca 

Kırmızı 

455,20 
364,05 91,15 25,04 

DC2-2 272,90 

DC3-1 
Gernik 

651,40 
660,25 8,85 1,34 

DC3-2 669,10 

DR1-1 
Karakılçık 

Triticum 

durum 

585,40 
465,30 120,10 25,81 

DR1-2 345,20 

DR2-1 Sarı 

buğday 

852,00 
739,55 112,45 15,21 

DR2-2 627,10 

DR3-1 
Eminbey 

469,20 
548,35 79,15 14,43 

DR3-2 627,50 

SP-1 
Spelta S. 

BaĢak 

Triticum 

spelta 

627,00 
622,15 4,85 0,78 SP-2 617,30 

 

Çizelge 4.5. incelendiğinde Triticum aestivum genotipleri için ortalama en yüksek RNA 

miktarı 939,75 ng/μl, ortalama en düĢük RNA miktarı 203,00 ng/μl‟dir. Triticum 

monococcum genotipleri için ortalama en yüksek RNA miktarı 280,65 ng/μl, ortalama 

en düĢük RNA miktarı 139,85 ng/μl‟dir. Triticum dicoccum genotipleri için ortalama en 

yüksek RNA miktarı 2980,30 ng/μl, ortalama en düĢük RNA miktarı 364,05 ng/μl‟dir. 

Triticum durum genotipleri için ortalama en yüksek RNA miktarı 739,55 ng/μl, 
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ortalama en düĢük RNA miktarı 465,30 ng/μl‟dir. Triticum spelta genotipi olam Spelta 

S. BaĢak genotipinden elde edilen RNA miktarı 622,15 ng/μl‟dir. 

 

Burada elde edilen tüm konsantrasyonlar cDNA sentezi ve RT-PCR uygulamasını 

yapabilmek için yeterlidir.  

 

4.3.3. Yerel Buğday ÇeĢitlerinin Yapraklarından Elde Edilen RNA’lardan 

Sentezlenen cDNA Sonuçları 

Çizelge 4.6.‟da yerel buğday çeĢitlerine ait yapraklardan izole edilen RNA‟lar ve 

“EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanılarak kit prosedürüne göre 

sentezlenen cDNA‟lar için Nanodrop 2000c spektrofotometre sonucunda elde edilen 

nükleik asit miktarı, (A260/A280) ve (A260/A230) değerleri karĢılaĢtırılmalı olarak 

verilmiĢ; Çizelge 4.7.‟de ise yerel buğday çeĢitlerina ait yapraklardan izole edilen 

RNA‟lar ve “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanılarak kit 

prosedürüne göre sentezlenen cDNA‟lar için Nanodrop 2000c spektrofotometre 

sonucunda elde edilen nükleik asit miktarları arasındaki ortalama, standart sapma ve 

varyasyon katsayısı değerleri karĢılaĢtırmalı olarak verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.6. Yerel buğday çeĢitlerine ait cDNA sentez sonuçları 

Örnek 

No 

Örnek adı Botanik adı Nükleik 

Asit 

(ng/μl) 

A(Abs) 

260 

A(Abs) 

280 

A 

260/280 

A 

260/230 

AE1-1 
Ak-702 

Triticum 

aestivum 

1020,60 30,93 20,98 1,47 0,87 

AE1-2 955,00 28,94 19,91 1,45 0,92 

AE2-1 Köse 

220/33 

220/33 

979,90 29,70 19,82 1,50 1,00 

AE2-2 839,30 25,43 16,14 1,58 1,01 

AE3-1 
Sünter 

723,90 21,94 14,01 1,57 1,14 

AE3-2 779,90 23,63 14,97 1,58 1,22 

AE4-1 
Zerun 

989,80 29,99 18,59 1,61 1,44 

AE4-2 799,10 24,22 15,52 1,56 1,26 

AE5-1 Demir 

2000 

817,50 24,77 16,13 1,54 1,01 

AE5-2 810,10 24,55 16,43 1,49 0,93 

MC1-1 Mergüze 

(Siyez) 

Triticum 

monococcum 

1090,00 33,03 20,20 1,64 1,56 

MC1-2 1162,90 35,24 22,23 1,59 1,20 

MC2-1 Atasiyez 

(Siyez) 

753,80 22,84 14,64 1,56 1,54 

MC2-2 903,40 27,38 14,86 1,53 1,43 

MC3-1 
Siyez 4 

1082,20 32,79 19,73 1,66 1,54 

MC3-2 509,50 15,44 11,59 1,33 1,15 

MC4-1 
Siyez Pop. 

976,50 29,54 18,67 1,58 1,50 

MC4-2 990,60 30,02 18,49 1,62 1,48 

DC1-1 Kafkas 

(Kavılca) 

Triticum 

dicoccum 

1439,40 43,62 27,92 1,56 1,30 

DC1-2 1757,20 53,25 33,11 1,61 1,40 

DC2-1 Kavılca 

Kırmızı 

1067,70 32,35 22,67 1,43 1,11 

DC2-2 1008,50 30,56 20,64 1,48 0,99 

DC3-1 
Gernik 

945,70 28,66 19,71 1,45 1,14 

DC3-2 939,10 28,46 20,15 1,41 0,87 

DR1-1 
Karakılçık 

Triticum durum 

863,00 26,15 17,34 1,51 1,03 

DR1-2 876,90 26,57 18,39 1,45 0,96 

DR2-1 Sarı 

buğday 

846,40 25,65 18,72 1,37 1,02 

DR2-2 3055,60 92,60 57,23 1,62 1,52 

DR3-1 
Eminbey 

839,10 25,43 17,18 1,48 0,95 

DR3-2 848,20 25,70 16,63 1,55 1,05 

SP-1 Spelta S. 

BaĢak 
Triticum spelta 

2005,50 60,77 37,54 1,62 1,44 

SP-2 1928,00 58,43 35,60 1,64 1,47 

 

DNA ve RNA saflık değerlendirme kriterlerinden Bölüm 4.3.1‟de basedilmiĢtir. Çizelge 

4.6. incelendiğinde A 260/280 değeri 1,33 ile 1,66 arasında değiĢmektedir. Buna göre 

Yerel buğday çeĢitlerina ait yapraklardan izole edilen RNA‟lar ve “EURX-Smart First 

Strand cDNA Synthesis” kiti kullanılarak kit prosedürüne göre sentezlenen cDNA‟larda 

Nanodrop 2000c spektrofotometre ölçümü sonucunda elde edilen saflık değerleri 1,8 

değerinden düĢük olduğundan protein, fenol veya diğer kirletici kontaminasyonu 

düĢünülebilir.   
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Nükleik asit saflığının ikincil bir ölçüsü olan 260/230 oranlarını 2.0‟den düĢük olduğu 

için 230 nm'de absorbe eden kirleticilerin varlığından bahsedilebilir. Ancak daha sonra 

bu cDNA‟lar kullanılarak yapılan qPCR denemelerinde inhibisyon oluĢmadığı 

saptanmıĢtır. 

 

Çizelge 4.7. Yerel buğday çeĢitlerine ait cDNA varyasyon katsayısı sonuçları 

Örnek 

No 

Örnek adı Botanik adı Nükleik 

Asit 

(ng/μl) 

Ortalama Standart 

Sapma 

Varyasyon 

katsayısı 

AE1-1 
Ak-702 

Triticum 

aestivum 

1020,60 
987,80 32,80 3,32 

AE1-2 955,00 

AE2-1 Köse 

220/33 

220/33 

979,90 

909,60 70,30 7,73 AE2-2 839,30 

AE3-1 
Sünter 

723,90 
751,90 28,00 3,72 

AE3-2 779,90 

AE4-1 
Zerun 

989,80 
894,45 95,35 10,66 

AE4-2 799,10 

AE5-1 Demir 

2000 

817,50 
813,80 3,70 0,45 

AE5-2 810,10 

MC1-1 Mergüze 

(Siyez) 

Triticum 

monococcum 

1090,00 
1126,45 36,45 3,24 

MC1-2 1162,90 

MC2-1 Atasiyez 

(Siyez) 

753,80 
828,60 74,80 9,03 

MC2-2 903,40 

MC3-1 
Siyez 4 

1082,20 
795,85 286,35 35,98 

MC3-2 509,50 

MC4-1 Siyez 

Pop. 

976,50 
983,55 7,05 0,72 

MC4-2 990,60 

DC1-1 Kafkas 

(Kavılca) 

Triticum 

dicoccum 

1439,40 
1598,30 158,90 9,94 

DC1-2 1757,20 

DC2-1 Kavılca 

Kırmızı 

1067,70 
1038,10 29,60 2,85 

DC2-2 1008,50 

DC3-1 
Gernik 

945,70 
942,40 3,30 0,35 

DC3-2 939,10 

DR1-1 
Karakılçık 

Triticum 

durum 

863,00 
869,95 6,95 0,80 

DR1-2 876,90 

DR2-1 Sarı 

buğday 

846,40 
1951,00 1104,60 56,62 

DR2-2 3055,60 

DR3-1 
Eminbey 

839,10 
843,65 4,55 0,54 

DR3-2 848,20 

SP-1 Spelta S. 

BaĢak 

Triticum 

spelta 

2005,50 
1966,75 38,75 1,97 

SP-2 1928,00 

 

Çizelge 4.7. incelendiğinde Triticum aestivum genotipleri için ortalama en yüksek 

nükleik asit miktarı 987,80 ng/μl, ortalama en düĢük nükleik asit miktarı 751,90 

ng/μl‟dir.   



59 

 

Triticum monococcum genotipleri için ortalama en yüksek nükleik asit miktarı 1126,45 

ng/μl, ortalama en düĢük nükleik asit miktarı 795,85 ng/μl‟dir. Triticum dicoccum  

genotipleri için ortalama en yüksek nükleik asit miktarı 1598,30 ng/μl, ortalama en 

düĢük nükleik asit miktarı 942,40 ng/μl‟dir. Triticum durum genotipleri için ortalama en 

yüksek nükleik asit miktarı 1951,00 ng/μl, ortalama en düĢük nükleik asit miktarı 

843,65 ng/μl‟dir. Triticum spelta genotipi olan Spelta S. BaĢak genotipinden elde edilen 

nükleik asit miktarı 1966,75 ng/μl‟dir. 

 

Burada elde edilen tüm konsantrasyonlar RT-PCR uygulamasını yapabilmek için 

yeterlidir.  

 

4.3.4. Yapraktan Çinko Biyofortifikasyonu UygulanmıĢ Yerel Buğday ÇeĢitlerinin 

Yapraklarından Elde Edilen RNA’lardan Sentezlenen cDNA Sonuçları 

Çizelge 4.8.‟de yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday çeĢitlerine 

ait yapraklardan izole edilen RNA‟lar ve “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis” 

kiti kullanılarak kit prosedürüne göre sentezlenen cDNA‟lar için Nanodrop 2000c 

spektrofotometre sonucunda elde edilen nükleik asit miktarı, (A260/A280) ve 

(A260/A230) değerleri karĢılaĢtırılmalı olarak verilmiĢ; Çizelge 4.9.‟da ise yapraktan 

çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday çeĢitlerine ait yapraklardan izole 

edilen RNA‟lar ve “EURX-Smart First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanılarak kit 

prosedürüne göre sentezlenen cDNA‟lar için Nanodrop 2000c spektrofotometre 

sonucunda elde edilen nükleik asit miktarları arasındaki ortalama, standart sapma ve 

varyasyon katsayısı değerleri karĢılaĢtırmalı olarak verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.8. Yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmı yerel buğday çeĢitlerine ait 

cDNA sentez sonuçları  

Örnek 

No 

Örnek adı Botanik adı Nükleik 

Asit 

(ng/μl) 

A(Abs) 

260 
A(Abs) 

280 
A 

260/280 
A 

260/230 

AE1-1 
Ak-702 

Triticum 

aestivum 

894,10 27,09 17,91 1,51 0,90 

AE1-2 926,00 28,06 18,16 1,54 0,98 

AE2-1 Köse 

220/33 

220/33 

860,60 26,08 16,82 1,55 1,07 

AE2-2 821,30 24,89 15,43 1,61 1,12 

AE3-1 
Sünter 

995,30 30,16 18,88 1,60 1,21 

AE3-2 881,70 24,60 15,17 1,62 1,31 

AE4-1 
Zerun 

875,80 26,54 16,85 1,57 1,29 

AE4-2 1003,90 30,42 18,94 1,61 1,28 

AE5-1 Demir 

2000 

768,80 23,30 15,79 1,48 0,87 

AE5-2 930,20 28,19 17,53 1,61 1,08 

MC1-1 Mergüze 

(Siyez) 

Triticum 

monococcum 

1154,10 34,97 22,08 1,58 1,37 

MC1-2 1181,10 35,79 22,38 1,60 1,42 

MC2-1 Atasiyez 

(Siyez) 

1057,20 32,04 20,46 1,57 1,28 

MC2-2 1151,40 34,89 21,97 1,59 1,42 

MC3-1 
Siyez 4 

753,00 22,82 14,19 1,61 1,40 

MC3-2 900,30 27,28 16,68 1,64 1,41 

MC4-1 
Siyez Pop. 

920,10 27,88 18,57 1,50 1,37 

MC4-2 994,40 30,13 18,75 1,61 1,41 

DC1-1 Kafkas 

(Kavılca) 

Triticum 

dicoccum 

1330,90 40,33 25,39 1,59 1,40 

DC1-2 1757,20 53,25 33,11 1,61 1,40 

DC2-1 Kavılca 

Kırmızı 

847,20 25,67 17,65 1,45 1,27 

DC2-2 795,10 24,10 16,00 1,51 1,23 

DC3-1 
Gernik 

874,60 26,50 17,00 1,56 1,03 

DC3-2 818,90 24,81 16,26 1,53 0,95 

DR1-1 
Karakılçık 

Triticum durum 

822,40 24,92 17,22 1,45 0,94 

DR1-2 815,60 24,72 17,22 1,44 1,02 

DR2-1 Sarı 

buğday 

3356,50 101,71 61,24 1,66 1,53 

DR2-2 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. 

BaĢak 
Triticum spelta 

1457,50 44,167 28,253 1,56 1,14 

SP-2 1650,10 50,003 31,781 1,57 1,29 

 

DNA ve RNA saflık değerlendirme kriterlerinden Bölüm 4.3.1‟de basedilmiĢtir. Çizelge 

4.7. incelendiğinde A 260/280 değeri 1,43 ile 1,66 arasında değiĢmektedir. Buna göre 

yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday çeĢitlerina ait 

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

kullanılarak kit prosedürüne göre sentezlenen cDNA‟larda Nanodrop 2000c 

spektrofotometre ölçümü sonucunda elde edilen saflık değerleri 1,8 değerinden düĢük 

olduğundan protein, fenol veya diğer kirletici kontaminasyonu düĢünülebilir.   
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Nükleik asit saflığının ikincil bir ölçüsü olan 260/230 oranlarını 2.0‟den düĢük olduğu 

için 230 nm'de absorbe eden kirleticilerin varlığından bahsedilebilir. Ancak daha sonra 

bu cDNA‟lar kullanılarak yapılan qPCR denemelerinde inhibisyon oluĢmadığı 

saptanmıĢtır. 

 

Çizelge 4.9. Yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday çeĢitlerine ait 

cDNA varyasyon katsayısı  

Örnek 

No 

Örnek adı Botanik adı Nükleik 

Asit 

(ng/μl) 

Ortalama Standart 

Sapma 

Varyasyon 

katsayısı 

AE1-1 Ak-702 Triticum 

aestivum 

894,10 910,05 15,95 1,75 

AE1-2 926,00 

AE2-1 Köse 

220/33 

860,60 840,95 19,65 2,34 

AE2-2 821,30 

AE3-1 Sünter 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 

2000 

768,80 849,50 80,70 9,50 

AE5-2 930,20 

MC1-1 Mergüze 

(Siyez) 

Triticum 

monococcum 

1154,10 1167,60 13,50 1,16 

MC1-2 1181,10 

MC2-1 Atasiyez 

(Siyez) 

1057,20 1104,30 47,10 4,27 

MC2-2 1151,40 

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

MC3-2 900,30 

MC4-1 Siyez 

Pop. 

920,10 957,25 37,15 3,88 

MC4-2 994,40 

DC1-1 Kafkas 

(Kavılca) 

Triticum 

dicoccum 

1330,90 1544,05 213,15 13,80 

DC1-2 1757,20 

DC2-1 Kavılca 

Kırmızı 

847,20 821,15 26,05 3,17 

DC2-2 795,10 

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

DC3-2 818,90 

DR1-1 Karakılçık Triticum 

durum 

822,40 819,00 3,40 0,42 

DR1-2 815,60 

DR2-1 Sarı 

buğday 

3356,50 2753,85 602,65 21,88 

DR2-2 2151,20 

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

DR3-2 942,30 

SP-1 Spelta S. 

BaĢak 

Triticum 

spelta 

1457,50 1553,80 96,30 6,20 

SP-2 1650,10  

 

Çizelge 4.8. incelendiğinde Triticum aestivum genotipleri için ortalama en yüksek 

nükleik asit miktarı 939,85 ng/μl,ortalama en düĢük nükleik asit miktarı 40,95 ng/μl‟dir.   
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Triticum monococcum genotipleri için ortalama en yüksek nükleik asit miktarı 1167,60 

ng/μl, ortalama en düĢük nükleik asit miktarı 826,65 ng/μl‟dir. Triticum dicoccum 

genotipleri için ortalama en yüksek nükleik asit miktarı 1544,05 ng/μl, ortalama en 

düĢük nükleik asit miktarı 821,15 ng/μl‟dir. Triticum durum genotipleri için ortalama en 

yüksek nükleik asit miktarı 2753,85 ng/μl, ortalama en düĢük nükleik asit miktarı 

819,00 ng/μl‟dir. Triticum spelta genotipi olan Spelta S. BaĢak genotipinden elde edilen 

nükleik asit miktarı 1553,80 ng/μl‟dir. 

 

Burada elde edilen tüm konsantrasyonlar RT-PCR uygulamasını yapabilmek için 

yeterlidir.  

 

4.4.  RT-PCR Optimizasyonu ve Standart Eğrilerin eldesi  

ÇalıĢmada LightCycler® 96 (Roche) qPCR cihazı ve 5x HOT FIREPol EvaGreen 

qPCR kiti kullanılmıĢ ve Bölüm 3.2.3.3.1‟de anlatılan yol izlenmiĢtir.  

 

Primerlerin bağlanma sıcaklıklarının belirlenmesi amacıyla, LightCycler® 96 (Roche) 

qPCR cihazında gradient seçeneği seçilerek yürütme yapılmıĢtır. Burada optimizasyon 

aĢaması için elde edilen ham veriler verilmemiĢtir. Her primer için ayrı ayrı optimum 

bağlanma sıcaklığı belirlendikten sonra kontrol buğday genotiplerinde her bir primer 

için belirlenen sıcaklıklarda çalıĢılarak standart eğrileri oluĢturulmuĢtur.   

 

4.4.1.  Standart Eğri 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 oranlarında konsantrasyon elde edildip SOD, CAT, PAL ve CHS genlerine ait 

primerler ile qPCR yapılmıĢtır. Her dilüsyon üç paralel olarak hazırlanmıĢ ve qPCR‟da 

verdikleri Cq değerlerine göre konsantrasyona karĢılık Cq grafikleri çizilerek standart 

eğriler elde edilmiĢtir ve ġekil 4.4.-ġekil 4.11. arasında gösterilmiĢtir. Elde edilen 

standart eğri denklemlerindeki eğim değerlerine göre PCR verimleri ġekil 4.3.‟te 

verilen denklem ile hesaplanmıĢtır.  
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ġekil 4.3. RT-PCR % Verim hesabı için kullanılan eĢitlik 

 

ġekil 4.4‟de Demir 2000 ticari buğday çeĢidi için SOD genine spesifik olarak 

oluĢturulan standard eğri ve bu eğriye ait doğru denklemi (y = -3,2108x + 43,761) ve R
2
 

(0,97) değeri görülmektedir. PCR verimi, ġekil 4.3‟de verilen formül kullanılarak, 

%104 olarak hesaplanmıĢtır.  

 

 

ġekil 4.4. SOD geni ve Demir 2000 ticari çeĢidi ile yapılan qPCR ile elde edilen 

standart eğri. 

 

ġekil 4.5.‟te Eminbey ticari buğday çeĢidi için SOD genine spesifik olarak oluĢturulan 

standard eğri ve bu eğriye ait doğru denklemi (y = -3,4281x + 42,333) ve R
2
 (0,9911) 

değeri görülmektedir. PCR verimi %95,75 olarak hesaplanmıĢtır.  

  

𝐸=[10(−1/𝑒ğ𝑖

𝑚)] % 𝑉𝑒𝑟𝑖𝑚𝑙𝑖𝑙𝑖𝑘
=(𝐸−1) 𝑋 100 

y = -3,2108x + 43,761 

R² = 0,9704 
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ġekil 4.5. SOD geni ve Eminbey ticari çeĢidi ile yapılan qPCR ile elde edilen standart 

eğri 

 

ġekil 4.6.‟da Demir 2000 ticari buğday çeĢidi için CAT genine spesifik olarak 

oluĢturulan standard eğri ve bu eğriye ait doğru denklemi (y = -3,7492x + 38,421) ve R
2
 

(0,9807) değeri görülmektedir. PCR verimi %84,81olarak hesaplanmıĢtır.  

 

  

y = -3,4281x + 42,333 

R² = 0,9911 
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ġekil 4.6. CAT geni ve Demir 2000 ticari çeĢidi ile yapılan qPCR ile elde edilen standart 

eğri 

 

ġekil 4.7.‟de Eminbey ticari buğday çeĢidi için CAT genine spesifik olarak oluĢturulan 

standard eğri ve bu eğriye ait doğru denklemi (y = -3,6838x + 38,332) ve R
2
 (0,9931) 

değeri görülmektedir. PCR verimi %86,84 olarak hesaplanmıĢtır.  

 

  

y = -3,7492x + 38,421 

R² = 0,9807 
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ġekil 4.7. CAT geni ve Eminbey ticari çeĢidi ile yapılan qPCR ile elde edilen standart 

eğri 

 

ġekil 4.8.‟de Demir 2000 ticari buğday çeĢidi için PAL genine spesifik olarak 

oluĢturulan standard eğri ve bu eğriye ait doğru denklemi (y = -3,6974x + 40,043) ve R
2
 

(0,9903) değeri görülmektedir. PCR verimi %86,41 olarak hesaplanmıĢtır.  

 

  

y = -3,6838x + 38,332 

R² = 0,9931 
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ġekil 4.8. PAL geni ve Demir 2000 ticari çeĢidi ile yapılan qPCR ile elde edilen standart 

eğri 

 

ġekil 4.9.‟da Eminbey ticari buğday çeĢidi için PAL genine spesifik olarak oluĢturulan 

standard eğri ve bu eğriye ait doğru denklemi (y = -3,776x + 39,059) ve R
2
 (0,9982) 

değeri görülmektedir. PCR verimi %84,01olarak hesaplanmıĢtır.  

  

y = -3,6974x + 40,043 

R² = 0,9903 
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ġekil 4.9. PAL geni ve Eminbey ticari çeĢidi ile yapılan qPCR ile elde edilen standart 

eğri 

 

ġekil 4.10.‟da Demir 2000 ticari buğday çeĢidi için CHS genine spesifik olarak 

oluĢturulan standard eğri ve bu eğriye ait doğru denklemi (y = -3,2401x + 37,534) ve R
2
 

(0,9363) değeri görülmektedir. PCR verimi %103,53 olarak hesaplanmıĢtır.  

 

  

y = -3,776x + 39,059 

R² = 0,9982 
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ġekil 4.10. CHS geni ve Demir 2000 ticari çeĢidi ile yapılan qPCR ile elde edilen 

standart eğri 

 

ġekil 4.11.‟de Eminbey ticari buğday çeĢidi için CHS genine spesifik olarak oluĢturulan 

standard eğri ve bu eğriye ait doğru denklemi (y = -3,2996x + 39,327) ve R
2
 (0,9917) 

değeri görülmektedir. PCR verimi %100,94 olarak hesaplanmıĢtır.  
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ġekil 4.11. CHS geni ve Eminbey ticari çeĢidi ile yapılan qPCR ile elde edilen standart 

eğri 

 

Standart eğriler, bir PCR testinin verimliliği ve performansı ile ilgili bilgiler sağlar. 

Çizginin eğimi, PCR testinin verimliliğinin bir ölçüsüdür. -3.1 ile -3.6 arasındaki 

eğimler kabul edilebilir niteliktedir, -3.32'lik bir eğim ise %100 verimliliğin 

göstergesidir. R
2
, testin performansının bir ölçüsüdür korelasyon katsayısı R

2
 0,99'dan 

büyük olmalıdır [105].  

 

Buna göre ġekil 4.4.,4.5, 4.7, 4.8, 4.10 ve ġekil 4.11‟de gösterilen standart eğriler güven 

aralığında; ġekil 4.6. ve ġekil 4.9‟da gösterilen standart eğrilerin eğimleri ise güven 

aralığına yakındır. ġekil 4.5, 4.7, 4.8, 4.9 ve ġekil 4.11‟de gösterilen standart eğrilere ait 

R
2
 değerleri 0,99‟dan büyük, ġekil 4.4, 4.5 ve ġekil 4.6‟da gösterilen standart 

eğrilerdeki R
2
 değeri ise 0,99‟a yakındır. 

 

Ticari buğday çeĢitleri cDNA örnekleri kullanılarak elde edilen standart eğri 

denkleminin eğimi ile PCR reaksiyonunun yüzde verimleri %84,01 ile %104 arasında 

olup, her standart eğriye ait verim kendine ait Ģeklin altında belirtilmiĢtir. PCR'nin 

verimliliği %90-100 arasında olmalıdır. ġekil 4.4 ile ġekil 4.11 arasında gösterilen 

y = -3,2996x + 39,327 

R² = 0,9917 
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standart eğrilerde yüzde verim değerleri belirtilen aralıkta ya da belirlenen aralığa yakın 

çıkmıĢtır. 

4.4.2. Yerel Buğday ÇeĢitlerinin qPCR Analizi 

Her bir buğday genotipine ait cDNA‟lar SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin her biri için 

seyretlerek pozitif kontrollerle birlikte qPCR yapılmıĢtır.  

 

4.4.2.1. Yerel Buğday Genotiplerinin qPCR Analizi Sonucu Elde Edilen Cq 

değerleri 

Yerel buğday çeĢitlerine ait Materyal ve Metot bölümünde anlatıldığı Ģekilde 

sentezlenen cDNA‟lar ile reaksiyon karıĢım çizelgeleri ve ilgili döngü parametrelerine 

göre ve sırasıyla SOD, CAT, PAL ve CHS primerleri kullanılarak yapılan qPCR ile elde 

edilen Cq değerleri ġekil 4.12.-ġekil 4.19. arasında gösterilmiĢtir. Cq değerleri Pfaffl 

vd. [103]‟de verilen hesaplama yöntemi kullanılarak normalizasyon iĢlemi yapılmıĢtır.  

  

 

ġekil 4.12. Bazı yerel buğday genotiplerinin SOD genine ait primer ile yapılmıĢ qPCR 

sonucu elde edilen Cq değerleri 
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ġekil 4.13. Yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday genotiplerinin 

SOD genine ait primer ile yapılmıĢ qPCR sonucu elde edilen Cq değerleri 

 

 

ġekil 4.14. Bazı yerel buğday genotiplerinin CAT genine ait primer ile yapılmıĢ qPCR 

sonucu elde edilen Cq değerleri  
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ġekil 4.15. Yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday genotiplerinin 

CAT genine ait primer ile yapılmıĢ qPCR sonucu elde edilen Cq değerleri 

 

 

ġekil 4.16. Bazı yerel buğday genotiplerinin PAL genine ait primer ile yapılmıĢ qPCR 

sonucu elde edilen Cq değerleri  

0,00

5,00

10,00

15,00

20,00

25,00

30,00

35,00

40,00

45,00

C
q
 o

rt
a
la

m
a
sı

 ±
 s

td
 

0,00

5,00

10,00

15,00

20,00

25,00

30,00

35,00

40,00

45,00

C
q
 o

rt
a
la

m
a
sı

 ±
 s

td
 



74 

 

 

ġekil 4.17. Yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday genotiplerinin 

PAL genine ait primer ile yapılmıĢ qPCR sonucu elde edilen Cq değerleri 

 

 

ġekil 4.18. Bazı yerel buğday genotiplerinin CHS genine ait primer ile yapılmıĢ qPCR 

sonucu elde edilen Cq değerleri  
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ġekil 4.19. Yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday genotiplerinin 

CHS genine ait primer ile yapılmıĢ qPCR sonucu elde edilen Cq değerleri 

 

Yerel buğday genotipleri ve yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ 

genotiplerden oluĢan örnekler ile elde edilen ve ġekil 4.12-ġekil 4.19 arasında 

gösterilen Cq değerleri, tasarlanan primerlerin kullanımı yoluyla amplifikasyon 

reaksiyonunun özgüllüğünü göstermiĢtir. 

 

4.5. Gen Ġfade Analizi 

ÇalıĢmanın bu aĢamasında gen ifade analizleri yapılırken ticari buğday çeĢitlerinin 

bilinen cDNA konsantrasyonlarına ait Cq verileri ile oluĢturulan Bölüm 4.5.1‟de 

gösterilen standart eğri denklemleri kullanılmıĢtır. Standart eğri denklemleri ve yerel 

buğday genotiplerine ait Cq değerleri kullanılarak absolut kuantifikasyon metoduna 

göre gen ifade düzeyleri belirlenmiĢtir. Her bir yerel buğday genotipine ait gen ifade 

miktarı hesaplanmıĢtır.  

 

4.5.1. Yerel Buğday ÇeĢitlerinde SOD Geni Ġfadesi 

ġekil 4.20‟de yerel buğday çeĢitlerinde ġekil 4.21‟de yapraktan çinko 

biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday çeĢitlerinde SOD geninin ifade düzeyi 
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Demir 2000 ve Eminey ticari çeĢitlerine oranlanarak gösterilmiĢtir. ġekil 4.22‟de ise 

yerel buğday çeĢitlerinde ve yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel 

buğday çeĢitlerinde SOD geni ifade düzeyleri Demir 2000 ticari çeĢidine oranlanarak 

gösterilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.20. Bazı yerel buğday genotiplerinin SOD geni ifade değerleri. Farklı küçük 

harfler (a-d) yerel buğday genotiplerinin kendi grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki 

istatistiksel farkı göstermektedir (p<0,05). (Gernik genotipi için Ģekilde verilen değer 

3,1 kat azaltılarak gösterilmiĢtir.) Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 2000, 

Eminbey ticari buğday çeĢidi ve her bir genotipe ait olan SOD geni aktivitesi temel 

alınarak hesaplanmıĢtır. Üç paralelli olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans analizi 

ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı farklılığı analiz etmek için Duncan testi 

uygulanmıĢtır. 

 

Triticum aestivum genotipleri içinde en yüksek SOD geni aktivitesine sahip genotipler 

AK-702 (b, b) ve Sünter (bc, bcd); en düĢük SOD geni aktivitesine sahip genotip ise 

Zerun (c, d) genotipidir. Ticari çeĢit olan Demir 2000 genotipinin SOD geni aktivitesi   
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Ak-702 genotipinden 7 kat, ve Köse 220/33 genotipinden yaklaĢık 1 kat daha düĢük; 

buna karĢın Sünter genotipinden yaklaĢık 3 kat ve Zerun genotipinden yaklaĢık 2 kat 

daha yüksek olduğu gösterilmiĢtir.  

 

Triticum monoccum genotipleri kıyaslandığında ise Siyez pop genotipinin SOD gen 

aktivitesinin Mergüze genotipinden yaklaĢık 7,5 kat, Atasiyez genotipinden yaklaĢık 4,5 

kat ve Siyez 4 genotipinden ise yaklaĢık 5 kat yüksek olduğu gösterilmiĢtir.  

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek SOD gen aktivitesine sahip genotipin 

Gernik (a, a) olduğu istatistiksel olarak da ispatlanmıĢtır. Ticari genotipler olan Demir 

2000 ve Eminbey‟e göre de Gernik genotipindeki SOD geni aktivitesinin istatistiksel 

olarak anlamlı farklı ve yüksek olduğu gösterilmiĢtir. 

 

Triticum durum genotipleri arasında en yüksek SOD aktivitesine saip genotipin 

Karakılçık (bc, bcd) olduğu istatistiksel olarak da gösterilmiĢtir. Karakılçık genotipinin 

SOD geni aktivitesi Sarı Buğday genetipine göre yaklaĢık 3 kat, Eminbey‟e göre 

yaklaĢık 2,5 kat fazladır. 

 

Triticum spelta türüne ait Spelta S. BaĢak (bc, cd) genotipindeki SOD gen aktivitesinin 

ticari genotip olan Demir 2000 genotipi ile arasında istatistiksel anlamlı farklılık 

bulunmamakla birlikte; Eminbey‟den yaklaĢık 1,6 kat yüksek olduğu görülmüĢtür. 

 

Triticum aestivum genotipleri içinde en yüksek SOD geni aktivitesine sahip genotiplerin 

AK-702 ve Sünter; en düĢük SOD geni aktivitesine sahip genotipin ise Zerun olması; 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek SOD gen aktivitesine sahip genotipin 

Gernik olması ve Triticum durum genotipleri arasında en yüksek SOD aktivitesine sahip 

genotipin Karakılçık olması Bölüm 4.2.‟de gösterilen buğday genotiplerinin antioksidan 

kapasiteleri ile uyumluluk göstermektedir.  
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ġekil 4.21. Bazı yerel buğday genotiplerinin yapraktan çinko biyofortifikasyonu sonrası 

SOD geni ifade değerleri. Farklı küçük harfler (a-k) yerel buğday genotiplerinin kendi 

grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki istatistiksel farkı göstermektedir (p<0,05). 

Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 2000, Eminbey ticari buğday çeĢidi ve her 

bir genotipe ait olan SOD geni aktivitesi temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç paralelli 

olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı 

farklılığı analiz etmek için Duncan testi uygulanmıĢtır. 

 

Yerel çeĢit buğday tohumlarının çimlendirilmesinden sonra kardeĢlenme aĢamasında 

yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday genotiplerinin tamamı 

karĢılaĢtırıldığında SOD geni aktivitesi için hem Demir 2000 ticari çeĢidi hem de 

Eminbey ticari çeĢidi esas alındığında en fazla aktivite gösteren genotipin Gernik (a, a) 

olduğu saptanmıĢ ve istatistiksel olarak da gösterilmiĢtir. 
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Triticum aestivum genotipleri içinde en yüksek SOD gen aktivitesine sahip olan yerel 

çeĢitler AK-702 (bc, bc) ve Demir 2000 (bc, bc); en düĢük olanlar ise Zerun (e, e) ve 

Köse 220/33 (de, de) genotipleridir. Ticari çeĢit olan Demir 2000 ile kıyaslandığında ise 

Ak-702 genotipinin istatistiksel anlamlı farklı olmadığı gösterilmiĢtir.  

 

Triticum monococcum genotipleri kıyaslandığında ise Siyez pop. (cd, cd) genotipinin 

SOD gen aktivitesinin Mergüze, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine göre daha fazla 

olduğu görülmüĢtür. Atasiyez ve Mergüze genotipleri arasında SOD gen aktivitesi 

açısından istatistiksel anlamlı farklılık bulunmamaktadır.  

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek SOD geni aktivitesine sahip genotipin 

Gernik (a, a) olduğu görülmüĢtür. Gernik genotipinin SOD gen aktivitesinin Tritium 

monococcum türlerine göre yüksek olduğu istatistiksel olarak gösterilmiĢtir. Ticari 

genotipler olan Demir 2000 ve Eminbey‟e göre de Gernik genotipindeki SOD geni 

aktivitesi istatistiksel olarak anlamlı seviyede farklı ve Demir 2000 genotipinden 

yaklaĢık 2 kat; Eminbey genotipinden ise yaklaĢık 4 kat yüksektir.  

 

Triticum durum genotipleri arasında SOD geni aktivitesi bakımından istatistiksel 

anlamlı farklılık görülmediği gösterilmiĢtir. 

 

Triticum spelta türüne ait Spelta S. BaĢak (cde, cde) genotipindeki SOD gen 

aktivitesinin ticari genotip olan Demir 2000‟den yaklaĢık 1,4 kat düĢük ve Eminbey‟den 

istatistiksel olarak farklı olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

Triticum aestivum genotipleri içinde en düĢük SOD geni aktivitesine sahip genotipin 

Zerun olması; Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek SOD gen aktivitesine 

sahip genotipin Gernik olması ve Triticum durum genotipleri arasında en yüksek SOD 

aktivitesine sahip genotipin Karakılçık olması Bölüm 4.2.‟de gösterilen buğday 

genotiplerinin antioksidan kapasiteleri ile uyumluluk göstermektedir.  
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ġekil 4.22. Bazı yerel buğday genotiplerinin ve bunlara yapraktan çinko 

biyofortifikasyonu yapıldığında SOD geni ifade değerleri. Farklı küçük harfler (a-k) 

yerel buğday genotiplerinin ve yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel 

genotiplerin kendi grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki istatistiksel farkı 

göstermektedir (p<0,05). Gernik genotipi için Ģekilde verilen değer 3,1 kat azaltılarak 

gösterilmiĢtir. Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 2000 ticari buğday çeĢidi ve 

her bir genotipe ait olan SOD geni aktivitesi temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç paralelli 

olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı 

farklılığı analiz etmek için Duncan testi uygulanmıĢtır. 

 

Yerel çeĢit buğday tohumlarının çimlendirilmesinden sonra kardeĢlenme aĢamasında 

yapraktan %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun Triticum aestivum 

genotiplerinde çinko biyofortifikasyonunun SOD gen ifadesini artması yönünde 

etkilemediği ve %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadığı 

gösterilmiĢtir.  
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Aynı Ģekilde Triticum monoccum genotiplerinde çinko biyofortifikasyonunun SOD gen 

ifadesini artması yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile 

biyofortifikasyonun etkili olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

Kavılca kırmızı baĢak dıĢındaki Triticum dicoccum genotiplerinde çinko 

biyofortifikasyonunun SOD gen ifadesini artması yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik 

ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

Triticum durum genotiplerinde çinko biyofortifikasyonunun SOD gen ifadesini artması 

yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun etkili 

olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

Triticum spelta genotipinde çinko biyofortifikasyonunun SOD gen ifadesini artması 

yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun etkili 

olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

4.5.2. Yerel Buğday ÇeĢitlerinde CAT Geni Ġfadesi 

ġekil 4.23‟te yerel buğday çeĢitlerinde ġekil 4.24‟te yapraktan çinko biyofortifikasyonu 

uygulanmıĢ yerel buğday çeĢitlerinde CAT geninin ifade düzeyi Demir 2000 ve Eminey 

ticari çeĢitlerine oranlanarak gösterilmiĢtir. ġekil 4.25‟te ise yerel buğday çeĢitlerinde 

ve yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday çeĢitlerinde CAT geni 

ifade düzeyleri Demir 2000 ticari çeĢidine oranlanarak gösterilmiĢtir.  
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ġekil 4.23. Bazı yerel buğday genotiplerinin CAT geni ifade değerleri. Farklı küçük 

harfler (a-k) yerel buğday genotiplerinin kendi grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki 

istatistiksel farkı göstermektedir (p<0,05). Demir 2000 genotipi için Ģekilde verilen 

değer 1,4 kat; Gernik genotipi için 1,3 kat azaltılarak gösterilmiĢtir. Burada gen ifade 

değerleri sırasıyla Demir 2000, Eminbey ticari buğday çeĢidi ve her bir genotipe ait olan 

CAT geni aktivitesi temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç paralelli olarak yapılan ölçümler 

tek yönlü varyans analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı farklılığı analiz etmek 

için Duncan testi uygulanmıĢtır. 

 

Yerel buğday genotiplerinin tamamı karĢılaĢtırıldığında en fazla CAT geni aktivitesi 

Demir 2000 ve Eminbey ticari çeĢitleri esas alındığında Demir 2000 (a, a) ve Gernik (b, 

b) yerel genotiplerine ait olduğu saptanmıĢtır.  
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Triticum aestivum genotipleri içinde en fazla CAT geni aktivitesine sahip genotipler 

AK-702 (c, c) ve Demir 2000 genotipleri olduğu istatistiksel olarak da ispatlanmıĢtır. 

 

Triticum monococcum genotipleri kıyaslandığında ise genotiplerin CAT geni 

aktivitelerinin farklı olmadığı istatistiksel olarak ispatlanmıĢtır. 

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek CAT geni aktivitesine sahip genotipin 

Gernik (b, b) olduğu görülmüĢtür. Gernik genotipinin CAT gen aktivitesinin Kafkas 

genotipinden yaklaĢık 20 kat; Kavılca (Kırmızı) genotipinden ise yaklaĢık 25 kat fazla 

olduğu gösterimiĢtir. 

 

Triticum durum genotipleri arasında en yüksek CAT gen aktivitesine sahip genotip 

Karakılçık (d, d) genotipidir. Karakılçık genotipinin CAT geni aktivitesi Sarı Buğday 

genotipine göre yaklaĢık 5,7 kat, Eminbeye göre yaklaĢık 2,9 kat fazladır.  

 

Triticum spelta türüne ait Spelta S. BaĢak (e, e) genotipindeki CAT gen aktivitesinin 

ticari genotip olan Demir 2000‟den düĢük; Eminbey‟den ise istatistiksel olarak farklı 

olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek CAT gen aktivitesine sahip genotipin 

Gernik olması ve Triticum durum genotipleri arasında en yüksek CAT aktivitesine sahip 

genotipin Karakılçık olması Bölüm 4.2.‟de gösterilen buğday genotiplerinin antioksidan 

kapasiteleri ile uyumluluk göstermektedir  
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ġekil 4.24. Bazı yerel buğday genotiplerinin yapraktan çinko biyofortifikasyonu sonrası 

CAT geni ifade değerleri. Farklı küçük harfler (a-k) yerel buğday genotiplerinin kendi 

grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki istatistiksel farkı göstermektedir (p<0,05). 

Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 2000, Eminbey ticari buğday çeĢidi ve her 

bir genotipe ait olan CAT geni aktivitesi temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç paralelli 

olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı 

farklılığı analiz etmek için Duncan testi uygulanmıĢtır. 

 

Yerel çeĢit buğday tohumlarının çimlendirilmesinden sonra kardeĢlenme aĢamasında 

yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday genotiplerinin tamamı 

karĢılaĢtırıldığında CAT geni aktivitesi için hem Demir 2000 ticari çeĢidi hem de 

Eminbey ticari çeĢidi esas alındığında en fazla aktivite gösteren genotipin Ak-702 (a, a) 

ve Gernik (a, a) olduğu saptanmıĢ ve istatistiksel olarak da gösterilmiĢtir. 
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Triticum aestivum genotipleri içinde en yüksek CAT gen aktivitesine sahip olan genotip 

AK-702 genotipidir. Ticari çeĢit olan Demir 2000 ile kıyaslandığında ise Ak-702 

genotipinin CAT gen aktivitesinin yaklaĢık 4,6 kat, daha yüksek olduğu; ancak Köse 

220/33 genotipinin yaklaĢık 3,4 kat, Sünter genotipinin yaklaĢık 1,5 kat ve Zerun 

genotipinin ise yaklaĢık 2,5 kat gen aktivitelerinin daha düĢük olduğu görülmüĢtür.  

 

Triticum monococcum genotipleri kıyaslandığında ise CAT gen aktivitesinin oldukça 

düĢük olduğu ve aralarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmadığı 

gösterilmiĢtir. 

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek CAT geni aktivitesine sahip genotipin 

Gernik olduğu görülmüĢtür. Gernik genotipinin CAT gen aktivitesinin Tritium 

monococcum türlerine göre yüksek olduğu istatistiksel olarak gösterilmiĢtir. Ticari 

genotipler olan Demir 2000 ve Eminbey‟e göre de Gernik genotipindeki CAT geni 

aktivitesinin istatistiksel olarak anlamlı seviyede farklı ve Demir 2000 ticari çeĢidinden 

4,4 kat, Eminbey ticari çeĢidinden yaklaĢık 2,8 kat yüksektir. 

 

Triticum durum genotipleri arasında en yüksek CAT geni aktivitesine sahip genotipin 

Karakılçık (b, b) olduğu görülmüĢtür. Bununla birlikte Karakılçık genotipinin gen 

aktivitesinin ticari çeĢit olan Eminbeye göre istatistiksel olarak farklı ve yüksek 

olmasına karĢın aralarındaki fark azdır. 

 

Triticum spelta türüne ait Spelta S. BaĢak (de, de) genotipindeki CAT gen aktivitesinin 

ticari genotip olan Demir 2000‟den istatistiksel olarak farklı olmayıp; Eminbey‟den 

istatistiksel olarak farklı olduğu ve CAT gen aktivite değerinin 1,7 katdüĢük olduğu 

gösterilmiĢtir. 

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek CAT gen aktivitesine sahip genotipin 

Gernik olması ve Triticum durum genotipleri arasında en yüksek CAT aktivitesine sahip 

genotipin Karakılçık olması Bölüm 4.2.‟de gösterilen buğday genotiplerinin antioksidan 

kapasiteleri ile uyumluluk göstermektedir. 

  



86 

 

 

ġekil 4.25. Bazı yerel buğday genotiplerinin ve bunlara yapraktan çinko 

biyofortifikasyonu yapıldığında CAT geni ifade değerleri. Farklı küçük harfler (a-k) 

yerel buğday genotiplerinin ve yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel 

buğday genotiplerinin kendi grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki istatistiksel farkı 

göstermektedir (p<0,05). Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 2000, ticari buğday 

çeĢidi ve her bir genotipe ait olan CAT geni aktivitesi temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç 

paralelli olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel 

anlamlı farklılığı analiz etmek için Duncan testi uygulanmıĢtır. 

 

Yerel çeĢit buğday tohumlarının çimlendirilmesinden sonra kardeĢlenme aĢamasında 

yapraktan %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun Triticum aestivum 

genotiplerinin tamamının CAT geni ifadesini artırdığı söylenebilir. Bu artıĢın Ak-702 

genotipinde yaklaĢık 13,1 kat, Köse 220/33 genotipinde yaklaĢık 3,2 kat, Sünter 

genotipinde yaklaĢık 70,9 kat Zerun genotipinde ise yaklaĢık 37,5 kat olduğu 

gösterilmiĢtir.  
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Buna karĢın Triticum monococcum genotiplerinde çinko biyofortifikasyonunun CAT 

gen ifadesini artması yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile 

biyofortifikasyonun etkili olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

Triticum dicoccum genotiplerinin tamamında çinko biyofortifikasyonu sonunda CAT 

geni ifade düzeylerinde artıĢ görülmüĢtür. Bu artıĢ oranlarının Kafkas genotipinde 

yaklaĢık 30 kat, Kavılca genotipinde yaklaĢık 23 kat ve Gernik genotipinde ise yaklaĢık 

5,2 kat olduğu gösterilmiĢtir. 

 

Triticum spelta genotipinde de çinko biyofortifikasyonu sonunda CAT geni ifade 

düzeyinde 20 kat artıĢ görülmüĢtür. 

 

4.5.3. Yerel Buğday ÇeĢitlerinde PAL Geni Ġfadesi 

ġekil 4.26‟de yerel buğday çeĢitlerinde ġekil 4.27‟de yapraktan çinko 

biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday çeĢitlerinde PAL geninin ifade düzeyi 

Demir 2000 ve Eminey ticari çeĢitlerine oranlanarak gösterilmiĢtir. ġekil 4.28‟de ise 

yerel buğday çeĢitlerinde ve yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel 

buğday çeĢitlerinde PAL geni ifade düzeyleri Demir 2000 ticari çeĢidine oranlanarak 

gösterilmiĢtir.   
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ġekil 4.26. Bazı yerel buğday genotiplerinin PAL geni ifade değerleri. Farklı küçük 

harfler (a-k) yerel buğday genotiplerinin kendi grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki 

istatistiksel farkı göstermektedir (p<0,05). Ak-702 genotipi için Ģekilde verilen değer 

4,1 kat; Köse 220/33 genotipi için 3,6 kat azaltılarak gösterilmiĢtir. Burada gen ifade 

değerleri sırasıyla Demir 2000, Eminbey ticari buğday çeĢidi ve her bir genotipe ait olan 

PAL geni aktivitesi temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç paralelli olarak yapılan ölçümler 

tek yönlü varyans analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı farklılığı analiz etmek 

için Duncan testi uygulanmıĢtır. 

 

Yerel buğday genotiplerinin tamamı karĢılaĢtırıldığında en fazla PAL geni aktivitesi 

Demir 2000 ve Eminbey ticari çeĢitleri esas alındığında Ak-702 (c, a) yerel buğday 

genotipine ait olduğu saptanmıĢtır. Triticum aestivum genotipleri içinde en fazla PAL 

geni aktivitesine sahip genotipler AK-702 (a, a) ve Köse 220/33 (b, b) genotipleri; en az 

PAL geni aktivitesine sahip olan ise Zerun (h, j) genotipi olduğu belirlenmiĢtir.    
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Triticum monoccum genotipleri kıyaslandığında ise Siyez pop (e, g) genotipinin PAL 

geni aktivitesinin Mergüze, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine göre daha fazla olduğu 

görülmüĢtür. Bununla birlikte, Triticum monococcum genotiplerinin PAL geni 

aktivitelerinin, Zerun genotipi dıĢında Triticum aestivum genotiplerine göre daha 

istatistiksel açıdan anlamlı fark gösterdiği ve düĢük olduğu saptanmıĢtır.  

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek PAL geni aktivitesine sahip genotipin 

Gernik (c, c) olduğu görülmüĢtür. Gernik genotipinin PAL gen aktivitesinin Ak-702 (a, 

a) ve Köse 220/33 (b, b) dıĢındaki ticari çeĢitler dahil tüm genotiplere göre yüksek 

olduğu istatistiksel olarak da gösterilmiĢtir.  

 

Triticum durum genotipleri arasında Eminbey ticari çeĢidi temel alındığında en yüksek 

PAL gen aktivitesine sahip genotip Karakılçık‟tır (efg, g). Aynı ticari çeĢitle 

karĢılaĢtırıldığında, Karakılçık genotipi PAL geni aktivitesi Sarı Buğday genotipine göre 

2 kat, Eminbeye göre 3 kat fazladır.  

 

Triticum spelta türüne ait Spelta S. BaĢak (gh, h) genotipindeki PAL gen aktivitesinin 

ticari genotip olan Demir 2000‟den düĢük; Eminbey‟den ise yüksek olduğu saptanmıĢ 

ve istatistiksel olarak da ispatlanmıĢtır.  

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek PAL gen aktivitesine sahip genotipin 

Gernik olması ve Triticum durum genotipleri arasında en yüksek PAL aktivitesine sahip 

genotipin Karakılçık olması Bölüm 4.2.‟de gösterilen buğday genotiplerinin antioksidan 

kapasiteleri ile uyumluluk göstermektedir.  
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ġekil 4.27. Bazı yerel buğday genotiplerinin yapraktan çinko biyofortifikasyonu sonrası 

PAL geni ifade değerleri. Farklı küçük harfler (a-k) yerel buğday genotiplerinin kendi 

grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki istatistiksel farkı göstermektedir (p<0,05). 

Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 2000, Eminbey ticari buğday çeĢidi ve her 

bir genotipe ait olan PAL geni aktivitesi temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç paralelli 

olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı 

farklılığı analiz etmek için Duncan testi uygulanmıĢtır. 

 

Yerel buğday çeĢitlerinin tohumlarının çimlendirilmesinden sonra kardeĢlenme 

aĢamasında yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday genotiplerinin 

tamamı karĢılaĢtırıldığında PAL geni aktivitesi için hem Demir 2000 ticari çeĢidi hem 

de Eminbey ticari çeĢidi esas alındığında en fazla aktivite gösteren genotipin Gernik (a, 

a) olduğu saptanmıĢ ve istatistiksel olarak da gösterilmiĢtir.  
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Triticum aestivum genotipleri içinde en yüksek PAL gen aktivitesine sahip olan yerel 

çeĢitler AK-702 (b, b); en düĢük olanlar ise Zerun (k, j) ve Köse 220/33 (k, j) 

genotipleridir. Ticari çeĢit olan Demir 2000 ile kıyaslandığında ise Ak-702 genotipinin 

PAL gen aktivitesinin yaklaĢık 2 kat daha yüksek olduğu; ancak Sünter genotipinin 

yaklaĢık 3 kat, Köse 220/33 genotipinin yaklaĢık 5 kat ve Zerun genotipinin ise yaklaĢık 

6 kat gen aktivitelerinin daha düĢük olduğu görülmüĢtür.  

 

Triticum monoccum genotipleri kıyaslandığında ise Siyez pop (e, fe) genotipinin PAL 

gen aktivitesinin Mergüze, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine göre daha fazla olduğu 

görülmüĢtür. Atasiyez ve Mergüze genotipleri arasında PAL gen aktivitesi açısından 

istatistiksel anlamlı farklılık bulunmamaktadır. Ticari genotiplerle kıyaslandığında ise, 

çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ Triticum monococcum türlerinin çinko 

biyofortifikasyonu uygulanmıĢ Demir 2000 ve Eminbey genotiplerine göre daha az PAL 

geni aktivitesi gösterdiği görülmüĢtür. 

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek PAL geni aktivitesine sahip genotipin 

Gernik (a, a) olduğu görülmüĢtür. Gernik genotipinin PAL gen aktivitesinin Tritium 

monococcum türlerine göre yüksek olduğu istatistiksel olarak gösterilmiĢtir. Ticari 

genotipler olan Demir 2000 ve Eminbey‟e göre de Gernik genotipindeki PAL geni 

aktivitesinin istatistiksel olarak anlamlı seviyede farklı ve yaklaĢık 3 kat yüksektir. 

 

Triticum durum genotipleri arasında en yüksek PAL geni aktivitesine sahip genotipin 

Karakılçık (c, c) olduğu görülmüĢtür. Bununla birlikte Karakılçık genotipinin gen 

aktivitesinin ticari çeĢit olan Eminbeye göre istatistiksel olarak farklı ve yüksek 

olmasına karĢın aralarındaki fark azdır.  

 

Triticum spelta türüne ait Spelta S. BaĢak (f, f) genotipindeki PAL gen aktivitesinin 

ticari genotip olan Demir 2000 ve Eminbey‟den istatistiksel olarak farklı olduğu ancak 

PAL gen aktivite değerinin 1,1 katdüĢük olduğu görülmüĢtür. 

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek PAL gen aktivitesine sahip genotipin 

Gernik olması ve Triticum durum genotipleri arasında en yüksek PAL aktivitesine sahip 

genotipin Karakılçık olması Bölüm 4.2.‟de gösterilen buğday genotiplerinin antioksidan 

kapasiteleri ile uyumluluk göstermektedir.  
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ġekil 4.28. Bazı yerel buğday genotiplerinin ve bunlara yapraktan çinko 

biyofortifikasyonu yapıldığında PAL geni ifade değerleri. Farklı küçük harfler (a-k) 

yerel buğday genotiplerinin ve yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel 

buğday genotiplerinim kendi grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki istatistiksel farkı 

göstermektedir (p<0,05). Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 2000 ticari buğday 

çeĢidi ve her bir genotipe ait olan PAL geni aktivitesi temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç 

paralelli olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel 

anlamlı farklılığı analiz etmek için Duncan testi uygulanmıĢtır. 

 

Yerel çeĢit buğday tohumlarının çimlendirilmesinden sonra kardeĢlenme aĢamasında 

yapraktan %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun Triticum aestivum 

genotipleri içerisinde sadece Zerun genotipinin PAL geni ifadesini artırdığı söylenebilir. 

Buna karĢın Ak-702, Köse 220/33, Sünter ve Demir 2000 genotiplerinde çinko 

biyofortifikasyonunun gen ifadesini artması yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik 

ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadığı gösterilmiĢtir.   
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Buna karĢın Triticum monoccum genotiplerinin tamamında %0,5‟lik ZnSO4.7H2O 

çözeltisi ile biyofortifikasyonu sonucu PAL geni ifadelerinin arttığı görülmüĢtür. Bu 

artıĢ sırasıyla Siyez Pop, Siyez 4, Atasiyez ve Mergüze genotipinde görülmüĢtür. Siyez 

Pop genotipinin PAL geni ifade düzeyinin çinko uygulaması sonunda ticari genotip olan 

Demir 2000‟e ait PAL gen ifade düzeyiyle arasında istatistiksel anlamlı farklılık 

bulunmamaktadır. Siyez Pop genotipinin PAL gen ifadesinin çinko biyofortifikasyonu 

sonucunda Demir 2000 genotipinin gen ifadesi seviyesine geldiği görülmüĢtür. 

 

Triticum dicoccum genotiplerinin tamamında çinko biyofortifikasyonu sonunda PAL 

geni ifade düzeylerinde artıĢ görülmüĢtür. PAL gen ifadesindeki artıĢ oranları büyükten 

küçüğe sırasıyla Gernik genotipi, Kafkas genotipi ve Kavılca kırmızı baĢak genotipi 

Ģeklindedir. 

 

Triticum durum genotiplerinin hepsinde çinko biyofortifikasyonu sonunda PAL geni 

ifade düzeylerinde artıĢ görülmüĢtür. PAL gen ifadesindeki artıĢ oranları Karakılçık ve 

Eminbey genotiplerinde ve Sarı Buğday genotipine göre daha fazla görülmüĢtür. 

  

Triticum spelta genotipinde de çinko biyofortifikasyonu sonunda PAL geni ifade 

düzeylerinde artıĢ görülmüĢtür. 

 

4.5.4. Yerel Buğday ÇeĢitlerinde CHS Geni Ġfadesi 

ġekil 4.29‟da yerel buğday çeĢitlerinde ġekil 4.30‟da yapraktan çinko 

biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday çeĢitlerinde CHS geninin ifade düzeyi 

Demir 2000 ve Eminey ticari çeĢitlerine oranlanarak gösterilmiĢtir. ġekil 4.31‟de ise 

yerel buğday çeĢitlerinde ve yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel 

buğday çeĢitlerinde CHS geni ifade düzeyleri Demir 2000 ticari çeĢidine oranlanarak 

gösterilmiĢtir.   
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ġekil 4.29. Bazı yerel buğday genotiplerinin CHS geni ifade değerleri. Farklı küçük 

harfler (a-i) yerel buğday genotiplerinin kendi grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki 

istatistiksel farkı göstermektedir (p<0,05). Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 

2000, Eminbey ticari buğday çeĢidi ve her bir genotipe ait olan CHS geni aktivitesi 

temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç paralelli olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans 

analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı farklılığı analiz etmek için Duncan testi 

uygulanmıĢtır.  

 

Yerel buğday genotiplerinin tamamı karĢılaĢtırıldığında CHS geni aktivitesi içinde en 

yükseğinin Demir 2000 ve Eminbey genotipi esas alındığında Siyez Pop. (a, a) genotipi 

olduğu olduğu görülmüĢtür.  
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Triticum aestivum genotipleri içinde en fazla CHS gen aktivitesine sahip genotipler AK-

702 (de, cd) ve Köse 220/33 (b, b) genotipleri; en az CHS geni aktivitesine sahip olanlar 

ise Zerun (i, i) genotipi olduğu belirlenmiĢtir.  

 

Triticum monoccum genotipleri kıyaslandığında ise Siyez pop. (a, a) genotipinin gen 

aktivitesinin Mergüze, Atasiyez ve Siyez 4 genotiplerine göre daha fazla olduğu 

görülmüĢtür.  

 

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

aktivitesinin Kavılca Kırmızı genotiplerine göre daha yüksek olduğu görülmüĢtür.  

 

Triticum durum genotiplerinden Karakılçık ve Eminbey arasında istatistiksel anlamlı 

farklılık bulunmamakla birlikte bu genotiplerin CHS gen aktivitesinin Sarı buğday‟ın 

CHS gen aktivitesinden yaklaĢık 7 kat yüksek olduğu görülmüĢtür. 

 

Triticum spelta çeĢidine ait Spelta S. BaĢak (d, de) genotipindeki gen aktitesinin ticari 

çeĢit olan Demir 2000‟den yüksek; Eminbey‟den ise düĢük olduğu istatistiksel olarak da 

ispatlanmıĢtır. 

 

Triticum aestivum genotipleri içinde CHS geni aktivitesinin Köse 220/33 genotipinde 

yüksek; Zerun genotipinde ise en düĢük; Triticum dicoccum genotipleri arasında en 

yüksek CHS gen aktivitesine sahip genotipin Gernik olması ve Triticum durum 

genotipleri arasında Karakılçık genotipinin yüksek CHS aktivitesine sahip olması 

Bölüm 4.2.‟de gösterilen buğday genotiplerinin antioksidan kapasiteleri ile uyumluluk 

göstermektedir. 
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ġekil 4.30. Bazı yerel buğday genotiplerinin yapraktan çinko biyofortifikasyonu sonrası 

CHS geni ifade değerleri. Farklı küçük harfler (a-k) yerel buğday genotiplerinin kendi 

grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki istatistiksel farkı göstermektedir (p<0,05). 

Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 2000, Eminbey ticari buğday çeĢidi ve her 

bir genotipe ait olan CHS geni aktivitesi temel alınarak hesaplanmıĢtır. Üç paralelli 

olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans analizi ile araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı 

farklılığı analiz etmek için Duncan testi uygulanmıĢtır.  

 

Yerel çeĢit buğday tohumlarının çimlendirilmesinden sonra kardeĢlenme aĢamasında 

yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel buğday genotiplerinin tamamı 

karĢılaĢtırıldığında CHS geni aktivitesi için hem Demir 2000 ticari çeĢidi hem de 

Eminbey ticari çeĢidi esas alındığında en fazla aktivite gösteren genotipin Karakılçık (a, 

a) olduğu saptanmıĢ ve istatistiksel olarak da gösterilmiĢtir.   
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Triticum aestivum genotipleri içinde en yüksek CHS gen aktivitesine sahip genotip 

Demir 2000 (g, e) genotipidir. Demir 2000 ile kıyaslandığında ise Ak-702 genotipinin 

CHS gen aktivitesinin yaklaĢık 2,5 kat, Köse 220/33 genotipinin yaklaĢık 5 kat, Sünter 

genotipinin yaklaĢık 8 kat ve Zerun genotipinin ise yaklaĢık 1,5 kat daha düĢük olduğu 

görülmüĢtür. 

 

Triticum monococcum genotipleri kıyaslandığında ise Siyez pop (b, b) genotipinin CHS 

gen aktivitesinin Mergüze genotipinden yaklaĢık 3,5 kat, Atasiyez genotipinden 

yaklaĢık 2,2 kat ve Siyez 4 genotipden yaklaĢık 5,5 kat daha yüksek olduğu 

görülmüĢtür. Ticari genotiplerle kıyaslandığında ise, çinko biyofortifikasyonu 

uygulanmıĢ Mergüze ve Siyez 4 genotiplerinin çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ 

Demir 2000 ve Eminbey genotiplerine göre daha düĢük; Atasiyez ve Siyez Pop. 

genotiplerinin ise daha yüksek CHS gen aktivitesi gösterdiği görülmüĢtür. 

 

Triticum dicoccum genotipleri arasında en yüksek CHS geni aktivitesine sahip genotipin 

Kafkas (d, bc) olduğu ve Kavılca Kırmızı genotipinden 3,3 kat yüksek olduğu 

gösterilmiĢtir. 

 

Triticum durum genotipleri arasında en yüksek CHS geni aktivitesine sahip genotipin 

Karakılçık (a, a) olduğu görülmüĢtür. Bununla birlikte Karakılçık genotipinin gen 

aktivitesinin ticari çeĢit olan Eminbeye göre yüksek olduğu istatistiksel olarak da 

gösterilmiĢtir.  Diğer ticari çeĢit olan Demir 2000‟e göre de Karakılçık genotipindeki 

CHS geni aktivitesinin yaklaĢık 7,5 kat fazla olduğu görülmüĢtür. 

 

Triticum spelta türüne ait Spelta S. BaĢak (fg, e) genotipindeki CHS gen aktitesinin 

ticari genotip olan Eminbey‟den yaklaĢık 2 kat düĢük olduğu görülmüĢtür. Bununla 

birlikte diğer bir ticari çeĢit olan Demir 2000 ile arasında istatistiksel anlamlı farklılık 

bulunmamaktadır. 

 

Triticum durum genotipleri arasında en yüksek CHS aktivitesine sahip genotipin 

Karakılçık olması Bölüm 4.2.‟de gösterilen buğday genotiplerinin antioksidan 

kapasiteleri ile uyumluluk göstermektedir.  
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ġekil 4.31. Bazı yerel buğday genotiplerinin ve bunlara yapraktan çinko 

biyofortifikasyonu yapıldığında CHS geni ifade değerleri. Farklı küçük harfler (a-k) 

yerel buğday genotiplerinin ve yapraktan çinko biyofortifikasyonu uygulanmıĢ yerel 

buğday genotiplerinin kendi grupları içinde ifade düzeyleri arasındaki istatistiksel farkı 

göstermektedir (p<0,05). Burada gen ifade değerleri sırasıyla Demir 2000, Eminbey 

ticari buğday çeĢidi ve her bir genotipe ait olan CHS geni aktivitesi temel alınarak 

hesaplanmıĢtır. Üç paralelli olarak yapılan ölçümler tek yönlü varyans analizi ile 

araĢtırılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlı farklılığı analiz etmek için Duncan testi 

uygulanmıĢtır. 

 

Yerel çeĢit buğday tohumlarının çimlendirilmesinden sonra kardeĢlenme aĢamasında 

yapraktan %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun Triticum aestivum 

genotipleri içerisinde sadece Zerun genotipinin CHS geni ifadesini artırdığı söylenebilir. 

Buna karĢın Ak-702, Köse 220/33, Sünter ve Demir 2000 genotiplerinde çinko   
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biyofortifikasyonunun CHS gen ifadesini artması yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik 

ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

Triticum monococcum genotiplerinde ise %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile çinko 

biyofortifikasyonunun CHS gen ifadesini artması yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik 

ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadığı gösterilmiĢtir.  

 

Aynı Ģekilde Triticum dicoccum genotiplerinde %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile çinko 

biyofortifikasyonunun CHS gen ifadesini artması yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik 

ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadığı gösterilmiĢtir. 

 

Triticum durum genotiplerinden Karakılçık‟ta çinko biyofortifikasyonu sonunda CHS 

geni ifade düzeylerinde 2 kat, ve Sarı buğdayda ise 2,7 kat artıĢ görüldüğü istatistiksel 

olarak da ispatlanmıĢtır.  

 

Triticum spelta genotipinde de genotiplerinde %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile çinko 

biyofortifikasyonunun CHS gen ifadesini artması yönünde etkilemediği ve %0,5‟lik 

ZnSO4.7H2O çözeltisi ile biyofortifikasyonun etkili olmadığı gösterilmiĢtir. 
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5. YORUM 

Ġnsan tüketimi için günlük temel gıda olan buğday, tahıl kalitesini optimize etmek ve 

insan beslenme ihtiyaçlarını karĢılamak amacıyla kullanılmaktadır. Bununla birlikte, 

son yıllarda “sağlıklı gıda” eğiliminin oluĢması nedeniyle dünya çapındaki en önemli 

mahsullerden biri olan buğdayın çeĢitlerinde ve ülkemiz için yerel buğday 

genotiplerinde antioksidan ve flavonoid biyosentezinin moleküler temelinin anlaĢılması 

önem arz etmektedir.  

 

Bu tez çalıĢması ile seçilen yerel buğday genotiplerinde antioksidan enzim genlerinin 

(SOD ve CAT) ve flavonoid biyosentez enzim genlerinin (PAL ve CHS) ifade düzeyleri 

ve bu biyosentez yolundaki anahtar enzim genlerinin yapraktan çinko 

biyofortifikasyonu ile ifade düzeylerindeki değiĢimin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Bu 

amaçla, bazı yerel buğday genotiplerinin toplam antioksidan içeriği ile antioksidan ve 

flavonoid biyosentezinde yer alan dört farklı genin transkripsiyon seviyeleri analiz 

edilmiĢtir.  

 

Son yıllarda, Zn eksikliğine karĢı bitki direncinin daha iyi anlaĢılması söz konusu 

olmakla birlikte, bitkilerin Zn kullanım verimliliğindeki genotipik varyasyonlar ve 

antioksidan ve flavonoid biyosentezine etkisi konusu önemli görünmektedir. Bu 

çalıĢmada ayrıca yapraktan Zn uygulaması ile agronomik biyofortifikasyon uygulanan 

yerel buğday genotiplerinde aynı enzimlerin gen ifadesindeki değiĢim tarnskripsiyonel 

düzeyde araĢtırılmıĢtır. ġekil 5.1‟de yerel buğday genotiplerinin ABTS değerleri, yerel 

buğday genotiplerinin ve bunlara uygulanan yapraktan çinko biyofortifikasyonundan 

sonra SOD, CAT ve PAL, CHS gen ifade düzeylerinin korelasyonuna dayalı ısı haritası 

(heatmap) ile analizi gösterilmiĢtir.   
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ġekil 5.1. Yerel buğday çeĢitlerinin ABTS değerleri, Yerel buğday çeĢitlerinin ve 

bunlara uygulanan yapraktan çinko biyofortifikasyonundan sonra SOD, CAT ve PAL, 

CHS gen ifade düzeylerinin korelasyonuna dayalı ısı haritası (heatmap) ile analizi.  

 

ÇalıĢma kapsamında elde edilen sonuçlara göre;  

 

1-Yerel buğday genotiplerine ait yapraklardan izole edilen RNA‟lar için ölçüm 

sonuçları incelendiğinde qPCR uygulaması için yeterli saflık ve kalitede RNA ve 

sonrasında yeterli saflık ve kalitede cDNA elde edildiği görülmektedir.  

 

2- ÇalıĢmada, buğday genotiplerinin antioksidan kapasiteleri karĢılaĢtırıldığında en 

yüksek antioksidan kapasitesinin Siyez 4 genotipine; en düĢük antioksidan kapasitesinin 

ise Sarı Buğday‟a ait olduğu saptanmıĢtır. Triticum aestivum genotiplerinden Ak-702 

genotipinde, Triticum monococcum genotiplerinden Siyez Pop. genotipinde, Triticum 

durum genotiplerinden  Karakılçık genotipinde, hem antioksidan kapasitesinin hem de 

SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin ifade düzeylerinin yüksek olduğu dolayısıyla ABTS 

ve gen ifade analizi sonuçlarının uyumlu olduğu görülmüĢtür. Triticum dicoccum 

genotiplerinden ise Gernik genotipinde hem antioksidan kapasitesinin yüksek olması 

hem de SOD, CAT ve PAL genlerinin ifade düzeyinin yüksek olması sonuçların uyumlu 

olduğunu göstermektedir (ġekil 5.1). Bu sonuçlar, antioksidan enzim genlerinin ve 
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flavonoid biyosentez genlerinin ifade düzeylerinin, genotipe bağlı olarak değiĢtiğini 

ortaya koymuĢtur. Ayrıca bu sonuçlar her bir buğday çeĢidinde yer alan genotipler ayrı 

ayrı değerlendirildiğinde Ak-702 çeĢidinin tohumluğu çoğaltılarak ticarete konu olması 

gerektiğini ve ayrıca Siyez Pop, Gernik ve Karakılçık genotiplerinin ticarileĢtirilmek 

üzere seçilebilecek genotipler olduklarını göstermektedir. 

 

3- Yapraktan çinko biyofortifikasyonunun SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin ifade 

düzeylerine olan etkisi değerlendirildiğinde ise, %0,5‟lik ZnSO4.7H2O çözeltisi ile 

yapraktan biyofortifikasyonun SOD, CAT, PAL ve CHS genlerinin ifade düzeyinlerinde 

daha eĢit bir dağılım görülmesine neden olduğu ortaya konmuĢtur. Bu sonuçlar 

Tritucum dicoccum ve Triticum durum genotiplerinin yapraktan uygulanan Zn gübresini 

daha iyi kullanabildikleri göstermiĢtir ve yapraktan uygulanan Zn gübresinin farklı 

genlerin ifade düzeyinin farklı oranda etkilediğini ayrıca yapraktan uygulanan Zn 

gübresinden etkilenme miktarının genotipler arasında değiĢtiğini göstermektedir. 

Guo‟nun [103] çalıĢmasında, tahılda Zn birikimini düzenleyen anahtar genleri 

tanımlamak ve farklı çeĢitler arasında Zn konsantrasyonu ve mevcudiyet farkının 

moleküler mekanizmasını ortaya çıkarmak için daha fazla araĢtırmaya hala ihtiyaç 

olduğu vurgulanmaktadır. Bu çalıĢmada ayrıca tahılda yapraktan  Zn biyofortifikasyonu 

uygulaması için kullanılacak Zn çözeltisi konsantrasyonun önemi de vurgulanmıĢtır. Bu 

tez çalıĢmasında kullanılan Zn çözeltisi konsantrasyonu %0.5 olarak seçilmiĢtir. Ancak 

ticari olarak çinko gübresinin  “Suda çözünür Zn” olarak %22 (w/w) konsantrasyonda 

satıldığı ve buğday için kardeĢlenme döneminde yapraktan uygulanması sırasında %2.5-

3.0 (g/L) olarak hazırlanmasının uygun olacağı belirtilmektedir. Yapılan son çalıĢmalar 

yapraktan Zn biyofortifikasyonu için %0.5‟ten daha yüksek konsantrasyon uygulamanın 

yaprakta Zn toksisitetesine neden olmayacağını göstermiĢtir. Bu nedenle ileri 

çalıĢmalarda biyofortifikasyon için daha yüksek Zn çözeltisi hazırlanıp uygulanmalıdır.  

 

Bu çalıĢmada transkriptomik analiz yaklaĢımı ile yerel çeĢit buğday genotiplerinde 

antioksidan enzim ve flavonoid biyosentez enzim genlerinde genotip farklılığına bağlı 

olarak aktivite değiĢiklikleri ilk kez ortaya çıkarılmıĢtır. Ayrıca, yapraktan Zn 

uygulaması ile söz konusu genlerin ifade profilindeki değiĢimin daha eĢit bir dağılım 

gösterme yönünde olduğu ortaya konmuĢtur. ÇalıĢma, daha önce antioksidan kapasitesi 

ve ilgili genlerin ifade düzeyleri üzerine sıklıkla çalıĢmalar yapılmıĢ olan Triticum 

aestivum genotiplerinin yanı sıra Triticum monococcum, Triticum dicoccum, Triticum   
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durum ve Triticum spelta genotiplerini de içermesi sebebiyle önem taĢımaktadır ve 

belirtilen genotiplerde yapılacak transkriptomik analizler için kaynak oluĢturmaktadır.  

Ġleri çalıĢmalarda yerel buğday genotiplerinde metabolomik çalıĢmaların yapılması ve 

tam genom sekanlama çalıĢmaları ile elde edilecek sonuçların karĢılaĢtırmalı olarak 

değerlendirilmesi önerilebilir. Böylece, yerel buğday genotiplerine çinko 

biyofortifikasyonu uygulandıktan sonra yapraklardaki antioksidan mekanizmalarının 

temel elemanları olan askorbat ve glutatyon içeriğinin, toplam fenolik madde ve toplam 

flavonoid içeriklerinin analiz edilmesi de daha etkili olabilir.  
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