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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TUZLULUK STRESININ BUGDAYDA (Triticum aestivum L.) MEYDANA
GETIRMIS OLDUGU RETROTRANSPOZON POLIMORFiZMi UZERINE
p-OSTRADIOL’UN ETKISIiNIN BELIRLENMESI

Semra YAGCI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dal1
Molekdiler Biyoloji Bilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Giileray AGAR

Bu arastirmada, 4 farkli tuz konsantrasyonunun (0,200, 300 ve 400 mM NaCl)
retrotranspozonlara dayali polimorfizm (zerine (E2647, WLTR2105, Stowaway,
Sukkula, Nikita, BARE1(0) ve BARELLTR2R) ve DNA hasar1 Uzerine etkisi
belirlenmistir. Ayrica tuzluluk ile beraber uygulanan B-0stradiol’in bu polimorfizm
Uzerine antagonistik etkisi arastirilmistir. Retrotranspozonlarin polimorfizmi ve DNA
hasar1 igin Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism (IRAP) ve Retrotransposon-
Microsatellite Amplified Polymorphism (REMAP) teknikleri kullanilmigtir. Arastirma
sonucunda tuz stresinde retrotranspozon kaynakli polimorfizmin yiiksek oldugu ve
DNA hasarmin meydana geldigi gozlenmistir. Ayrica polimorfizm gostergesi olan
genomik kararlilik sabitliligi’nin (GTS) artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak azaldig
tespit edilmistir. Fakat tuzluluk ile beraber uygulanan B-6stradiol’un tuzluluk stresinin

meydana getirdigi bu etkileri azalttig1 tespit edilmistir.
2015, 78 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bugday, Tuz Stresi, B-0stradiol, IRAP, REMAP, Retrotranspozon



ABSTRACT

Master Thesis
DETERMINATION OF B-ESTRADIOL
EFFECT ON RETROTRANSPOSON POLYMORPHISM BY SALT STRESS IN
WHEAT (Triticum aestivum L.)

Semra YAGCI

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Branch of Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Giileray AGAR

In this study, the effects of 4 different salt concentrations (0, 200, 300, 400 mM NacCl)
polymorphism on retrotransposons (E2647, WLTR2105, Stowaway, Sukkula, Nikita,
BARE1 (0) and BARELLTR2) and also DNA damage effects has been determined.
Besides of p-estradiol with saltiness applied antagonistic effection on these
polymorphisms were investigated. For polymorphisms of retrotransposons and DNA
damage have been used Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism (IRAP) and
Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism (REMAP) tecniques. As a
result of this research it has been observed that high polymorphism origined
retrotransposon and DNA damage caused by salinity stress. Besides Genomic Template
Stability (GTS), which of polymorphism indicative, has been found to decrease
depending on increasing salt concentration. However, it has been observed to reduce of

[-estradiol with saltiness applied this effects caused by salinity stress.

2015, 78 pages
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1. GIRIS

Bugday artan insan nufusuyla birlikte gittikge ekonomik deger kazanan bir besin
olmaktadir. Bugday, icerdigi gluten proteinlerinden dolayr 6nemli bir tahildir ve
Turkiye’de oldugu gibi ¢ogu tilkede de insanlarin besin maddeleri arasinda vazgegilmez
bir yeri vardir (Hoseney 1994; Bushuk 1998). Bugdaydan Uretilen makarna, un, bulgur,
insan gidast olarak; bugdayin saplarida hayvan besininde ve karton sektoriinde

kullanilmaktadir.

Ulkemizin hemen her yerinde bugday tretimi yapildig: i¢in ekim alanlar1 ve Uretim
acisindan ilk sirada yer almaktadir. 2014 FAQ verilerine gore ise dinyada 704.0 milyon
ton bugday tretilmistir. Ancak 2013’e gore (716.2 milyon ton) %1.7’lik bir azalma
meydana gelmistir (Anonymous 2015).

Hem Diinya’da hemde iilkemizde bugday iiretiminde baz1 sebeplerden dolayr azalma
meydana geldiginde hem ekmek fiyatlar1 hem de undan yapilan gidalarin maliyetleri
artarak herkesi etkilemektedir. Bundan dolay: tum ulkelerin bugday firetimi agisindan
yeterli bugday tiriinii bulundurmasi sarttir. Ayrica, bugday tanesinin zengin besin
igerigi, korunmasi ve kolaylikla islenmesinden dolayr yaklasik 50 Ulkenin ana besin

kaynagi olmustur.

Suanda dinya nifusunun 6,5 milyart ge¢gmesi ve 2020°li yillarda 8 milyara ulagsmasi
beklenmektedir. Bu nifustaki artisla beraber; Dilinya’da, aglik ve beslenme ciddi bir
sorun teskil edecektir. Tarimsal ekim bdlgelerinin sinira dayandigi g6z onine
alindiginda bugday verimini ve Uretimini arttirmadaki tek yontem birim alandan alinan

verimliligin yukseltilmesidir.

Fakat dunyada tarimsal {iretim artis1 igin yapilan sulama nedeniyle ¢ogu tarim alaninda
zamanla tuz orani arttig1 i¢in bitkilerin olusan tuzluluktan 6nemli 6lglide zarar gordiigii

tespit edilmistir. (Pitman and L&uchli 2002; Tuteja 2007).



Diinyadaki tuzdan etkilenmis olan topraklarin biiyiik kismini sodyum klorur ve sodyum
stilfatin yol agtig1 tuzlu topraklar olusturmaktadir (Pessarakli and Szabolcs 1999).
Tuzlulugun artmasiyla tarima elverisli olan bdlgelerin yaklasik 25 yil icerisinde
%30’unun, 21. yuzyilin yarisinda ise %50’sinin hasar gérecegi 6ngorilmektedir (Munns
2002; Bonilla et al. 2004; Ahmadi et al. 2009).

Tuz stresi, bitkilerdeki biiylime ve gelismeyi iyon stresine ve osmotik basinca sebep
olarak engellemektedir (Parida and Das 2005). Tuz stresi bitkiler Gzerindeki ilk etkisini
osmotik ve iyon stresi meydana getirerek; ikinci etkisini ise; stres faktorleri sonucunda
bitkilerde olusan yapisal hasarlar ve toksik bilesenlerin olusmasiyla gostermektedir.
Tuzlulugun meydana getirdigi temel sekonder etkiler; DNA hasari, protein yapi
bozuklugu, klorofil ve zar islevlerine hasar veren reaktif oksijen tlrlerinin (ROT)
sentezi; fotosentezde aksakliklar; potasyum alimimi énleme ve hiicre 6limaddr (Botella
et al. 2005; Hong et al. 2009). Ayrica tuz stresinin; bitkiye uygulanan tuz ¢esidi,
bitkinin tuza maruz kalma siiresi, bitki g¢esidine ve genotipik cesitliligine gore de
farklilik gostermektedir (Dajic 2006).

Tuz stresi altindaki bitkilerde biiyiime ve gelisme siirecinde yavaslama olmaktadir. Bu
stirecle beraber bazi 6zel enzimler, protein ve nikleik asitlerin orani1 diismekte ve enzim
aktiviteleri de yavaslamaktadir (Weimberg 1975). Ayrica tuz oranin artmasiyla fasulye
tohumlarinda amilaz ve polifenol oksidaz (PPO) (Kocagaliskan ve Kabar 1990);
yapraklarinda ise ribuloz bifosfat karboksilaz enzim aktivitelerini diistirdiigii rapor
edilmistir (Seemann and Critchley 1985). Ayn1 zamanda, tuzun hasar verdigi bitkilerde
fotosentez miktarinda azalmaya, solunum miktarinda artmaya sebep olmaktadir
(Shannon 1979).

Genellikle bitkiler tuzun zararli ve yikici etkisinden korunmak amaciyla gereken
osmotik dizenlemelerle iyonlarin alimlarimi azaltmakta, ya da tuzlari alarak yesil
aksamda depolamaktadirlar. (Shannon 1978; Ashraf 1994). Tuzluluk; bu ekstrem grupta
tarim Uriinleri arasinda 6nemli bir yeri olan ekmeklik bugday ¢esidi olan Triticum

aestivumu’da etkilemekte ve ortalama verimini %50 oraninda diisiirmektedir.



Tuza toleransh trler ¢ozulebilir karbohidratlart hassas olan tlrlere kiyasla daha fazla
biriktirmiglerdir. Ayrica iyonik stresin sukroz, fruktan ve indirgen karbohidrat
miktarlarint 6nemli dizeylerde artirdigi tespit edilmistir. Taslak ile arkadaslarinin
(2007), yaptiklar1 bir saksi deneyinde, yirmi iki tane arpa ¢esidinin tuza
dayanikliklarini, kullanilan bes ayr1 tuz konsantrasyonunda (0, 5, 10, 15 ve 20 dS/m)
cimlenme ve fide gelisimi ile test etmislerdir. incelenen genotiplerde gimlenme seviyesi
kok boyu, tuza tolerans potansiyelinin artan tuz oranlariyla distiigiinii, ancak strgin

ve kok miktarinin arttigini belirtmislerdir.

Yapilmis olan tuz stresi ile ilgili arastirmalarda Ceratopyhllum demersum L.(tilki
kuyrugu), Brassica juncea L. Czern. (hardal), Triticum aestivum L. (bugday), Vigna
mungo L. (siyah mercimek) ve Phaseolus vulgaris L. (fasulye) turlerinde stres
sartlarinda askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin ve genetik ifadenin arttig
belirlenmis bu artigin stres savunma mekanizmasiyla ilgili oldugu belirtilmistir.
(Beauchamp and Fridovich 1971; Polidoros and Scandalios 1999; Mobin and Khan
2007).

Bunlara ilave olarak bitkiler strese maruz kaldiklar1 zaman potansiyel stres yanitlarini
harekete gecirmek igin farkli algilama ve sinyal mekanizmalarinin bir kismini
kullanmaktadir. Genellikle bu sinyal biyotik streste baslica salisilik asit (SA), jasmonik
asit (JA), etilen ve abiyotik stres durumunda absisik asit (ABA) hormonlarini
icermektedir. Absisik asit, tuzluluk stresinde bazi genlerin aktif hale gelmesinde de rol
oynamaktadir. Piringteki tuz savunma mekanizmasinda, absisik asit ile aktif edilen
genlerin 6nemli rollere sahip oldugu ileri surulmektedir. Absisik asitin molekiler
duzeyde de bazi zararlara sebep oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, bu hormonlarin
kodlamayan siRNA'lar ve proteinler iireten veya bunlar1 baglayici sinyal stresine dahil
oldugunu ve daha sonra, transkripsiyon ya da transkripsiyon sonrasi gen susmasini

uyarabildigini gosteren kanitlar da mevcuttur (Khraiwesh et al. 2012).

Bitkilerin biyotik ve tuz gibi abiyotik uyaranlara karst uyumunu saglayan temel

yontemlerden biriside gen ekspresyonunun dizenlenmesidir. Gen ekspresyonundaki



degismeler mRNA transkripsiyonu, islenmesi, taginmasi, translasyonu, depolanmasi ve
yikimi gibi molekiiler mekanizmalar ile saglanmaktadir. Biyotik ve abiyotik faktorler
aniden meydana gelir ve hiicrenin hayatta kalmasini saglamak i¢in hizli bir cevap

olusturmasi agisindan da blyuk bir 6neme sahiptir (Echevarria-Zomefio et al. 2013).

Bitkiler, olumsuz abiyotik stres sartlariyla basa ¢ikmak igin, bazi genleri aktiflestirerek
stresle ilgili proteinleri Gretmektedir. Saperonlar olarak goérev alan Sicak Soku
Proteinleri (Hsps: Heat-Shock Proteins) ve Ge¢ Embryogenezis Proteinleri (LEA: Late
Embryogenesis Abundance), sicaklik, tuzluluk ve su eksikliginde uyarilmaktadir
(Holmberg and Bullow 1998; Sairam and Tyagi 2004). LEA proteinleri, absisik asit ile
aktiflesen proteinlerin bir bolimidiir sistein ve triptofan icermezler. Sitoplazmada
bulunan bu proteinler, stres devam ettigi siirece hiicresel yapilar1 korumakla
gorevlidirler. Stres kosullarinda lea genleri tarafindan ifade edilen hidrofilik ve
cozlnebilir LEA proteinleri suyu baglayarak, tuzluluk stresi suresince ortaya ¢ikan su
eksikliginin zararli etkilerinden, hiicresel membran ve protein/enzim gibi yap1 ve
bilesenleri korumada buyik gorevleri bulunmaktadir (Yildiz vd 2010). Ayrica Grup 1,
2, 3, 4, 5 LEA proteinleri ve LEA D95 gibi alt gruplara ayrilan LEA proteinlerinin
rolleri oldugu da tespit edilmistir (Sairam and Tyagi 2004).

Strese maruz kalmis bitkilerde 6zel genlerin indiksiyonu gibi ¢esitli hiicresel veya
molekiiler degisiklikler meydana gelmektedir (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki
2007). Ayrica prolin ve seker gibi organik ¢Oziinen maddelerin birikimi strese
adaptasyon icin 0nemli fizyolojik bir strectir (Aghaleh et al. 2009). Bu bilesiklerin
disinda Ozellikle spermidin, spermin ve diamin onculleri olan putresinin biyotik ve
abiyotik stresten sorumlu bilesikler oldugunu belirtmistir (Liu et al. 2007; Kusano et al.
2008)

Tuz stresi hlcresel ve molekdler seviyelerde biyokimyasal ve fizyolojik degisimlere
sebep olur. ABA hormonunun kuraklik, tuz ve soguk stresi gibi gesitli abiyotik stresler
lizerinde etkisi oldugu bilinmektedir. Ornegin bitkilerde stres hormonu ABA ve reaktif

oksijen tdrleri (ROT)’larin artmasiyla; hiicre ve dokularin hasari, DNA metilasyonu



(sitozin metilasyonu), ve histon modifikasyonu (asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon)
ve gen ekpresyonu diizenlenmesi gibi birtakim hayati roli olan genetik ve epigenetik
degisiklikler meydana gelmektedir (Cho et al. 2009; Zhang et al. 2009). Son yillarda
birka¢ ¢alisma su, kuraklik, soguk ve tuz gibi cevresel streslerin DNA metilasyonu ve
histon modifikasyonu gibi gen ekspresyonunu degistirdigini epigenetiksel degisiklikler
meydana getirdigini goéstermistir. Tuz konsantrasyonu arttikga evrensel DNA
metilasyon seviyesinin azaldigi bildirilmistir (Li et al. 2009; Tan 2010; Zhao et al.
2010). Bunun aksine, tuz stresi kolza, Arabidopsis thaliana ve bezelye bitkilerinde
sitozin hipermetilasyonuna sebep oldugu gozlenmistir. Ayrica tuzlulugun farkl
konsantrasyonlar1 Jatropha curcas L.’”de DNA metilasyon degisimine sebep olarak hem
transkripsiyonel hemde posttranskripsiyonel dizeydeki gen ifadesini diizenlemede

tamamlayici bir rol oynadigi bildirilmistir (Paszkowski and Whitham 2001).

Tuz stresinin pamukta DNA metilasyon motifinde degisime sebep oldugu belirtilmistir
(Xue-Lin et al. 2009). Stresin uyum zamaninda apomiktik ya da klonal kokende;
somatik rekombinasyonu kolaylastirarak genetik c¢esitliligin artmasina sebep olabilen
strese bagli metilasyonda yeniden motiflenmeye yol agabildigi ileri slrilmektedir
(Bond and Finnegan 2007; Boyko et al. 2007).

Bunlara ilaveten tutiin, pamuk ve bugdayda tuz stresinin meydana getirmis oldugu
epigenetiksel degisikliklerde genomik DNA hipometilasyona ve strese duyarli genlerin
diizenlenmesi arasindaki iliski Methylation Sensitive Amplification Polymorphism
(MSAP) metodu ve Amplification Fragment Length Polymorphism (AFLP) teknikleri
kullanilarak gosterilmistir. Ayrica DNA metilasyonundaki degisimler; osmotik stres
altinda; tutinde, biberde tohum filizlenmesi boyunca ve ginsengde somatik
embriyogenez sirasinda gozlemlenmistir (Kovarik et al. 1997; Xu et al. 2000;
Chakrabarty et al. 2003; Prtis et al. 2004).

Sasirtict bir sekilde, endojen genlerin transkripsiyon bolgelerinde hipermetilasyon
genelde yaygindir ve strese karsi bir bitki adaptasyon mekanizmasini olusturmaktadir

(Tran et al. 2005). Cevresel stres etmenlerine karst bitki hiicresinde meydana gelen



epigenetik diizeydeki degisimlerden biri de; transpozonlarin hareketidir. Transpozisyon
ve transpozon aktivasyonunun cevre stresi tarafindan tetiklendigine dair birgok 6rnek
vardir ancak transpozonlar bitki genomunda epigenetik diizenlemeler vasitasiyla
yeniden bir baskilanmada ve inaktif haldeki durumunu siirdiirmektedir (Grandbastien
1998; Slotkin and Martienssen 2007). Neredeyse tiim bilinen bitki retrotranspozonlari
normal biiyiime ve gelisme boyunca inaktif durumda olup farkli abiyotik ve biyotik
stres faktorleri tarafindan aktive edilebilir ve harekete gegcirilebilirler. Boylelikle bu
hareketlilikleri mutasyon oranim1 arttirmakta ve yeni genetik c¢esitliligi ortaya
cikarmaktadir (Kumar and Bennetzen 1999). Bitki genomunda bol bulunan
retrotranspozonlar, ozellikle epigenetik diizenlemeler vasitasiyla edinilen stres adaptif
Ozelliginde Onemlidir ve evrimin hizhi siiriictileri olarak kabul edilmektedirler

(Bennetzen 2000; Slotkin and Martienssen 2007).

Farkli streslerin bircok bitki retrotranspozonunu etkiledigi literatir bilgisi olarak
bilinmektedir. Cesitli abiyotik ve biyotik stresler mekanik hasar, enfeksiyon, in vitro
rejenerasyon, hibridizasyon ve ¢ift haploidlerin olusumunu iceren transkripsiyonel
acidan aktif LTR retrotranspozon ¢esidinin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir
(Hirochika 1995; Grandbastien et al. 2005; Salazar et al. 2007). Dolayisiyla stres ve
cevresel faktorler tarafindan aktif hale gelen retrotranspozonlarin insersiyonel
polimorfizme sebep olmasi en yaygin 6zelligidir. Celtik bitkisinde, doku kulturu ile
olusturulan mutasyonlarida kapsayan retrotranspozonlarin  oldugu bildirilmistir
(Hirochika et al. 1996). Ayni zamanda, hiicre duvari hidrolazlarina maruz kalan tiitiinde
retrotranspozon spesifik ekspresyonunun aktif hale geldigi gosterilmistir (Pouteau et al.
1991). Stres altinda transpozonlarin ve psddogenlerin ifadesinin daha fazla arttigini
ifade eden galigsmalar bulunmaktadir (Zeller et al. 2009). Farkli gen ekspresyonunu ve
protein fonksiyonunu diizenleyen bitki yetenegi, bitki direncinin temelini

olusturmaktadir. Ve epigenetik modifikasyonlarda bu konuda yardimci olmaktadir.

Epigenetik mekanizmalarda DNA metilasyonunun en o6nemli etkisi transpozon
elementlerinin  transkripsiyonunu  kisitlamak ve bdylece onlarin  hareketini

engellemektir. Dizenleyici mekanizmalarin karmasikligina ek olarak komsu genlerin



transkripsiyonel kontrolii araciligiyla transpozonun birgok Ornegi konak genleri
etkileyen transpozon aktivasyonu stres tarafindan tetiklenerek baglatilabilmektedir

(Feschotte 2002).

Bitki tuz stresine karsi birtakim fizyolojik ve genetik Onlemler almis olsada bazen
bunlar yetersiz kalmakta ve bitkiyi olumsuz yonde etkilemektedir. Dolayisiyla birgok
calisma, tuz stresi altinda buyuyen bitkilerin toleransini gesitli biyolojik olarak aktif
bilesiklerin kullanimi ile gelistirilebilir oldugunu gostermistir (Averina vd 2010). Bu
amag icin, bitki blyime dizenleyicileri oksinler, sitokininler, absisik asit, nitrik oksit ve
salisilik asit yaygin tuzlulugun olumsuz etkilerini hafifletmek icin kullanilmistir (Foolad
et al. 2003a; Ashraf and Harris 2004; Munns and Tester 2008; Grewal 2010).

Bu bitki biylime hormonlarinin da tuzluluk tarafindan olusturulan oksidatif strese bitki

yanitlarini hafiflettigi rapor edilmistir (Xiong 2002; Cao et al. 2005).

Bitkiler abiyotik stres kosullarina kars1 yapilarinda dogal olarak bulunan ya da eksojen
olarak uygulanan hormonlarla kendini koruyabilmektedirler. Ote yandan, birkag
calismada progesteron, p-Ostradiol ve andosteron gibi eksojen memeli seks
hormonlarinin stressiz kosullar altinda bitkinin inorganik bilesenlerini etkileyerek,
protein ve niikleik asit igerigini arttirarak, antioksidan enzimlerin aktivitesini uyararak,
hidrojen peroksit (H,O,) igerigini ve lipid peroksidasyonunun monodihidroaskorbat
(MDA) seviyesini azaltarak oksidatif enzimlerin aktivitesini ve sentez reaksiyonlarini
uyararak bitki biiylime ve gelismesi tizerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (Dogra

and Thukral 1996; Erdal and Dumlupinar 2011).

Ayrica, tuz stresi sonrast uygulanan memeli seks hormonlarinin (MSH), stperoksit
(O, ) dUretimi ve hidrojen peroksit igerigindeki (H20,) artmayi; stiperoksit dismutaz
(SOD), peroxidaz (POX), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve nitrat rediiktaz
(NR) aktivitesi ile elimine ettigi ilk defa Erdal (2011), tarafindan kaydedilmistir. Ayn1
arastirmact MSH uygulamasinin tuz stresi tarafindan uyarilmis bitkilerde; kuru agirlik,

seker, prolin, protein, klorofil ve glutatyon (GSH), miktarlarinda artisa neden oldugunu



ve de tuzluluga karsi onleyici bir etki olusturdugunu gostermistir (Erdal 2011). Ayrica
ayni aragtiricilar, nohut tohumlarinda MSH uygulamasi ile Na, K,ve Ca igerigi artmis
olmasia ragmen Cl igeriginin azaldigini bildirmislerdir ve MSH uygulamasimin K/Na
ve Ca/Na oranindaki sodyumun dengesindeki degisikligi Onledigi icin tuz stresini
etkisiz hale getirmede bu hormonlarinin hayati 6neme sahip oldugunu ileri siirmiislerdir
(Erdal and Dumlupinar 2010; Erdal et al. 2010).

Diinyada artan populasyonla birlikte bitki Gretiminin artan talepler dogrultusunda
arttirilmasi ya da biyotik ve abiyotik stres altinda bitkinin alacagi hasarin minimuma
indirilmesi gerekmektedir. Yapilan bazi g¢alismalarda MSH’in strese maruz kalan
bitkilerde koruyucu roli oldugu belirlenmistir. Literatir bilgilerine gére MSH
uygulamasinin bitkilerdeki tuz stresinin negatif etkilerini hafiflettigi ileri stirmiistir.
Ancak tuz stresine karsi retrotranspozon insersiyonal polimorfizmi ve DNA hasari
Uzerine pB-6stradiol’in koruyucu roliiniin etkisi ele alinmamistir. Dolayisiyla bu
calismada; ekmeklik bugdayda tuz stresinin olisturdugu retrotranspozon insersiyonel
polimorfizmi ve DNA hasarina kars1 B-0stradiol’lin koruyucu etkisinin olup olmadigi
IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) ve REMAP (Retrotransposon-
Microsatellite Amplified Polymorphism) teknikleri ile arastiritlmast amaglanmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Bugdaym Onemi

Dinya nifusunun hemen hemen %35’inin ana besinini temsil eden bugday, dinyada
besinlerdeki kalorinin %20’sini olusturmaktadir. Bu oran Ulkemizde %53’tlir. Bunun
baslica sebebi ise bugday bitkisinin farkli iklim ve gevre kosullarina adapte olmasindan
kaynaklanmaktadir (Atli 1999). Son zamanlarda bugday ekim bolgelerinin tGlkemizde
tikenme noktasina geldiginden dolayr bugday igin elverissiz bolgelerde bile bugday
tarimi1 yapildigr goriilmektedir. Bundan dolay1 ekim bélgesinden fazla verim alinacak

tarlerin gelistirilmesi ¢ok 6nemlidir.

Bugdaygiller bugday (Triticum aestivum L.), arpa (Hordeum vulgare L.), yulaf (Avena
sativa L.), cavdar (Secale cereale L.), misir (Zea mays L.) ve pirin¢ (Oryza sativa L.)
gibi biyuk bitki Granlerini icermektedir. Bugdaygiller arpa ve bugdayin dahil oldugu 15
tir ve 300 den fazla gesit iceren aileden birisidir. Bugday birkag ci¢ekli basak¢ikdan biri
olan sesil ve sapin iist tarafinda karsilikli gergek bir basak olusturan ¢im ailesindeki
bugdaygillere dahildir (Briggle and Reitz 1963) .

Linnaeus ilk 1753’te bugday sinflandirmistir. Sakamura (1918), de tanimlanmis her bir
ortak tiir i¢in sayisiz kromozom genomlar1 bildirmistir. Ayn1 arastirict bugdayi ii¢ gruba
ayirmistir; 14 (n=7) kromozoma sahip diploidler, 28 (n=14) kromozoma sahip
tetraploidler ve 42 (n=21) kromozoma sahip hekzaploidlerdir. Ekmeklik bugday
Triticum aestivum dur. T. durum ve T. compactum diger iki biiyiik tlrdir. Her tigii artik
ticari olarak yetistirilen atalari arasindaki dogal hibridizasyonun iiriinleridir (Briggle

1967).

Hekzaploid bugdayin haploid DNA igerigi (Triticum aestivum L. em Thell, 2n=42,
AABBDD) yaklasik 1,7x10™ bp dir. Arabidopsis thaliana genomundan yaklasik 100

kat, piring genomundan yaklasik 40 kat ve misirin genomundan yaklasik 6 kat daha
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biylktir (Bennett and Smith 1976; Amuruganathan and Earle 1991). Ekmeklik
bugdaymn genom biiyilikligii, genomun %80’inden fazlasi tekrarlayan DNA dizisinden
olusan poliploidlerden ve uzayan duplikasyonlardan olusmaktadir (Smith and Flavell
1974). Ortalama bugday kromozomu 810 MB civarindadir ve piring kromozom
ortalamasinin 25 katidir. Bu Dbuyik boyut bugday genomunun kokeninden
kaynaklanmaktadir (Talbert et al. 1998). Ayrica bugdayn iiclii yapisi (ABD genomlart)
ve genis duplikasyonlar1 kapsayan, tUm genomun %85’ten fazlasi yiiksek oranda
metillenmis tekrarlayan dizilerden olusmaktadir (Moore et al. 1993). Suanda yiiksek

bitkilerdeki gen sayisinin 25.000 ve 43.000 arasinda degistigi tahmin edilmektedir
(Miklos and Rubin 1996).

Mevcut ¢alismalara gore, yaklasik 30.000 gen ¢esidi bugday fenotipine etki etmektedir.
Bunlardan ¢ogu tanimlanip haritalanmis ayrica onlarin birincil ve pleiotrofik etkileri
tanimlanmistir. Diinya yiiziinde yetisen 15 kadar bugday tiirinden sadece 3 tanesi

ekonomik ve ticari yonden 6neme sahiptir.

2.2. Stres

Olumsuz biyotik ve abiyotik ¢evre etmenlerinin bitkide meydana getirdigi degisimler
stres olarak tanimlanmaktadir. Hem tarimsal hem de ¢evre kosullari altinda bitkiler,
siklikla cevresel stres etmenlerine maruz kalmaktadir. Bazi ¢evresel faktorler, riizgar sel
hava sicaklig1 gibi dogal etmenler birkag giin sirerken; toprakta bulunan tuz ve asir1 su
gibi diger faktorlerin meydana getirdigi stresler aylarca strebilir (Taiz and Zeiger 2008).
Stres bitkilerin biiylime ve gelismesini sinirlandiran bir¢cok faktdrden olusmaktadir.
Normalde dogal sartlar altinda bitkiler en az iki farkli stres faktOrinin etkisine maruz
kalmaktadir. Stres faktorleri, kokenlerine gore biyotik ve abiyotik stres faktorleri olarak
ikiye ayrilabilmektedir. Abiyotik stres faktorleri soguk, sicak, kuraklik, tuzluluk, su
fazlaligi, radyasyon, ¢esitli kimyasallar, oksidatif stres, hava kirliligi, yaprakta kivrilma
ve katlanma (1s1k stresi) mekanik etkiler (riizgar kar buz oOrtiisii) pestisitler toksinler

toprak pH’s1 ve toprakta besin yetersizligi gibi cevresel faktorlerdir. Biyotik stres
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faktorleri ise viriis, bakteri ve funguslari igeren patojenler, bocekler, yabani otlar,
hayvanlar ve herbivorlardir (Mahajan and Tuteja 2005).

Abiyotik ve biyotik stresler ekonomik 6énem iceren Grinlerin ve tim bitkilerin normal
fizyolojik ilerlemesinde degisikliklere sebep olmaktadirlar. Asir1 sicakliklar; su kitlig
veya bollugu; toprak tuzlulugundaki artis; yiiksek giines 1sinimi; erken sonbahar veya
gec ilkbahar zemindeki donlar patojenler gibi dogal stres faktorlerinden dolayr bitki
hasar1 ve verimlilikte azalma meydana gelmektedir. Son zamanlarda pestisitler gibi
toksik kirleticiler, zararli gazlar (SO, NO, N O, NOx, O3 ve fotokimyasal sis) gibi
faktorlerle birlikte; giibrelerin asir1 dozu, agir metaller, yogun UV-B, radyasyon,
fotooksidanlar, toprak asitlenmesi, mineral eksikligi ve asit yagmurlar1 nedeniyle; bitki
organizmalar1 yeni insan faaliyetlerine (antropojenik stres faktorleri) buyuk bir dl¢ude
maruz kalmaktadir. Tim bu stres faktorleri; bitki organizmasinin biyosentez
kapasitesini azaltir ve onun normal fonksiyonlarim1 degistirip zarar vererek bitkinin

6lumune yol agabilmektedir (Levitt 1980; Lichtenthaler 1996).

2.2.1. Tuz stresi

Uriiniin verimini performansmi zit ydnde etkileyen, kuraklik dengesiz beslenme,
yetersiz mineral veya mineral toksisitesi, asir1 sicaklik gibi diinya ¢apinda verimi
azaltan birkac cevresel faktor vardir. Bu biiylik ¢evresel streslerden dolayr bugiin
ekilebilir topraklari %10’dan daha az oldugu tahmin edilmektedir (Dudal 1976).
Tuzluluk ve kuraklik bitki bliylime ve gelisimini etkileyen bitkinin cografik katkisini
siirlandiran iki 6nemli abiyotik strestir. Tuzluluktan etkilenen bitkilerde toksik etkiler
olusmakta ve mineral beslenmesinde bozukluklarin ortaya ¢ikmasiyla bitkinin
biyokimyasal ve fizyolojik metabolizmasinda hasar meydana gelmektedir. Yagislarin
yetersiz olmasi ve asir1 buharlasma durumunda, yar1 kurak ve kurak bolgelerde tuzluluk

meydana gelmektedir (Shannon 1984).
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Sekil 2.1. Tuz stresinin zararlar1 Lewitt (1980)

Abiyotik stres faktorlerinin ilk isareti, spesifik membranlarin hasar gormesidir
(Holmberg and Bilow 1998). NaCl tuzlulugunun membran yapisinda sebep oldugu
degisimlerle ilgili yapilan ¢alismada, Dactylis glomerata L.’da 200 mM NaCl
uygulamasinin plazma membraninda bozulmalara ve kivrilmalara neden oldugu;
hiicrelerin sitoplazmalarinda membrana bagl keseciklerin gozlendigi ifade edilmistir
(Gupta 2007).

Tuzdan ilk etkilenen kisim olan plazma membrani gecirgenligi, farkli genotiplere ait
hiicrelerde farklilik gostermektedir. Tuzluluk sartlarinda, hiicre zari hasarinin tuza

duyarl formlarda daha fazla oldugu tespit edilmistir (Mansour and Salama 2004).

Tuz stresi altindaki misir bitkisinde ise membran gegirgenligi artmis ve bagil su icerigi
azalmistir. Sonug olarak, membran gegirgenligini azaltmak i¢in, Na’un zararl etkilerini

giderebilecek diizeylerde hiicreye Ca, Mg ve K uygulamasi yapilabilecegi onerilmistir
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(Yakit and Tuna 2006). Tuz stresi altinda hiicresel membranlarin igerigindeki lipitlerle
ilgili olarak yapilan galigmalar da mevcuttur. Iyonlara karst membran gegirgenliginin
diizenlenmesinde, plazma membrani serbest sterollerinin arttigit g6zlenmektedir.
Membran akigskanliginin azalmasi ve membran yag asitleri doygunlugunun artmasi, tuz

stresi altindaki bitkiler i¢in elzem hale gelmektedir (Mansour and Salama 2004).

Yer fistiginda lipit iceriginin, NaCl’un dustk konsantrasyonunda arttigi ve yiiksek
konsantrasyonlarda azaldigi ortaya ¢ikarilmistir. Spartina patens’in kok hiicrelerine ait
plazma zarinda NaCl stresi sonucunda fosfolipitlerin azaldigi ayrica sterollerin molar
oranlarinin da azaldig1 belirlenmistir. Plazma membraninda, fosfatidilkolin (PC) ve
fosfatidiletalomin (PE) iceriginin azaldig1 tespit edilirken, glikolipit ve total lipit
bakimindan 6nemli bir artis goriilmemistir (Parida and Das 2005). Bitkisel Gretimin
kisitlandig1 tuzlu bolgelerde meydana gelen maddi zararlarin disiiriilmesi ya da yok
edilmesi icin, bu bdlgelerde yasamaya elverisli bitki c¢esitlerinin segilmesi ¢ok
onemlidir. Toprakta artan tuz konsantrasyonlari, bitkinin su alma yetenegini azaltir ve
koklerden sodyum ve kloruri fazla miktarda aldigi zaman da sodyum ve Klorlr hem
metabolik siirecleri bozarak ve hemde fotosentez etkinligini azaltarak biiylimeyi

olumsuz yonde etkiler (Flowers and Yeo 1995; Ma™ ser et al. 2002) .

Bitkiler, su alimini maksimize ederken su kaybini azaltarak osmotik stresi azaltmak igin
mekanizmalar gostermektedir. Ayrica, bitkiler 6zellikle vakuollerde sodyumun yaprak
dokularindan ¢ikarilmasiyla sodyumun iyonik stresinin zararhi etkilerini en aza
indirmektedir (Blumwald 2000; Munns and Tester 2008).

Toprak tuzlulugu diinya ¢apinda tarim icin buydyen bir sorundur. Ekilebilir
topraklardaki tuz birikimi baslica deniz suyundan ve sodyum kloridin az miktarini
iceren sulama suyundan gelmektedir (Flowrs and Yeo 1995; Tester and Davenport
2003).

Tuz stresinde, bitkilerde poliaminlerin konsantrasyonunun onemli seviyede artmasinin

tuz stresine kars1 koruyucu bir mekanizma ve tuza toleransla iliskili oldugu bildirilmistir



14

(Igbal and Ashraf 2005). Arpa bitkilerinde kok tonoplast vezikullerinde serbest ve bagl
poliaminlerin igeriginin tuza tolerans ile yakindan iliskili oldugu belirtilmistir (Zhao et
al. 2000). Spermidin ve sperminin tuz stresi altinda plazma membranini korudugu ve

tuza toleransi arttirdigi ileri stiriilmistiir (Gonzalez and Ramirez 1999).

Tuzluluk, kuraklik ve soguk stresi, absisik asit (ABA) biyosentezi ve birikimine neden
olmaktadir. Borsani et al. (2003), Citrus sinensis turinde tuz stresinin, ABA ve etilen
tretimini  arttirdigimi ve  ABA’nin, blylme-gelisme, fotosentez ve asimilasyon
urinlerinin taginmasinda NaCl’tin engelleyici etkisini azalttigimi bildirmistir. Bunun
yaninda ABA, Mesembryanthemum crystallinum tirtiinde C3’ten (Crassulacean Asit
Metabolizmasi) CAM’a donusimi baslattigi ve ABA’nin stres sartlari altinda, stoma
bek¢i hiicrelerinde hizla iyon akiSini azaltarak stomada kapanmayi baslattigi
belirtilmistir (Parida and Das 2005). Tuz ve diger cevresel streslerde, yapraklardaki
ABA konsantrasyonunun 50 kat arttigi1 ve bununla birlikte, iyon dengesinin kontroliinde
ABA’nin gerekli oldugu ile ilgili kanitlar mevcuttur. Bitki kdklerinden K*’un alimi ve
birikiminin ABA ile kontrol edildigi gosterilmistir. Iyon dengesinde énemli olan
Ca*®un sitoplazmada birikimi, ABA tarafindan tesvik edilmektedir (Borsani et al.
2003). Bitkilerin tuza maruz kalmasini takiben, gen ekspresyonunda bazi degisiklikler
meydana gelmektedir.

Son yillarda, tuzla tesvik edilen genlerin ¢ogu karakterize ve izole edilebilmistir (Sairam
and Tyagi 2004). Stresin; histon modifiye enzimlerinin yoklugunda mutantlarda strese
direnci degistirmis ve histon kuyruk modifikasyonlarin1 uyarmustir. Isaretli
aktivasyonun kurulmasi stresli genlerin transkripsiyon seviyelerinin artmasiyla
sonuclanabilir, fakat sonra daha ciddi bir saldir1 tizerine hizli ya da gii¢lii yanit igin

hedef genler basitce dengede olabilir (Berr et al. 2010; Jaskiewicz et al. 2011).

ABA ve tuzun tatin ve Arabidopsis hucre kulturlerinde H3 fosforilasyonunu ve H4
asetilasyonunu degistirdigi tespit edilmistir (Sokol et al. 2007). Arabidopsis'te bir
bagisiklik reseptor proteini (R) geni igin bir genin aktivasyonu H3K36me3 yiklerken
bir histon metiltransferaz bagh oldugu ifade edilmistir (Palma et al. 2007). Birgcok
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caligmada, stres kaynakli bir epigenetik faktordeki degisikligin diger epigenetik
faktorlerdeki degisikliklerle de iliskili oldugunu kanitlamistir Song et al. (2012), tuza
duyarl birkag transkripsiyon faktériinin DNA metilasyon seviyesini tuza yanit olarak
azalttigin1  gostermistir ve bu degisiklige, cok sayida histon modifikasyonlari
diizeyindeki degisikliklerin yani sira soya fasulyesindeki gen ekspresyonu degisiklikleri
de eslik etmistir. Buna ek olarak Bilichak et al. (2012), tuz stresinin Arabidopsis
thaliana’da birka¢c lokusun hipometilasyon seviyesinin onun H3 asetilasyonu ve

metilasyon seviyeleriyle iliskili oldugunu ortaya ¢ikarmustir.

2.3. Memeli seks hormonlari

Memeli seks hormonlar1 (MSH), lipofilik ve diisiik molekiiler agirlikli olan steroidlerin
bir grubudur. Steroidler lipofilik ve diisilk molekiiler agirlikli bilesenlerdir. Bu
bilesenler izopropenoidlerden tiiretilmistir ve yiiksek Okaryotlarin farklilagsmasi
geligsmesi ve i¢ dengesi tlizerine onemli etkilere sahiptirler (Kliewer et al. 1998). Bunlar
kimyasal haberciler, vitaminler, sitotoksinler ve hormonlar gibi hiicre zar1 bilesenlerinin
ve diizenleyicileri gibi ¢esitli rollerde gorev almaktadirlar (Barrington 1979; Sandor and
Mehdi 1979). Steroidlerin bir grubu olan, MSH, memelilerde, gelisme ve Uremenin
kontrol edilmesinde anahtar rol oynamaktadirlar (Janeczko and Skoczowski 2005).
Ayni zamanda memelilerde minerallerin kontrolii ve protein metabolizmasinda yer

almaktadirlar (Kliewer et al. 1998; Janeczko and Skoczowski 2005).

Temel bir strean karbon iskeletine sahip bilesiklerin bir grubu steroidlere ait olan
Ostrojen, androjen ve progesteron; memeli seks hormonlarindandir. Yasayan
organizmalardaki farkli steroidler streana ilistirilmis fonksiyonel gruplarin pozisyon ve
tipleri tarafindan tespit edilmistir (Dogra and Kaur 1994; Erdal and Dumlupinar 2010).
Mevcut bilgiler bize dogal bir sekilde bitkilerin MSH’1 (androjen, 6strojen ve
progesteron) igerdigini gostermesine ragmen; bu bilesiklerin bitki hormonlart gibi

diistiniilmesine izin vermemektedir (Geuns 1978; Erdal et al. 2010).
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Onceden yalnizca hayvanlarda oldugu bilinen memeli seks hormonlar1 (MSH), simdi
cesitli bitki tiirlerinden ve onlarin kOk, goévde, yaprak ve cicek gibi doku ve
organlarindan izole edilmektedir Bitkilerde dogal olarak mevcut MSH, bugiin bircok
bitki tlriinden izole edilmistir. Bu hormonlar 173-0stradiol,0stron,dstriol,androstendion,
androsteron, testosteron ve progesterondur ve bunlar bitki turlerinin %60-80’ninde
dogal olarak mevcuttur (Sekil 2.2).

A B C
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Sekil 2.2. Memeli seks hormonlarinin kimyasal yapist;
(A) Andosteron; (B) Androstendion; (C) Progesteron; (D) Ostron; (E) Ostriol; (F) 17p-6stradiol

Memeli seks hormonlarindan; dstrojenler, 1926°da ilk Dohrn ve arkadaslari tarafindan,
bitkilerde tespit edilmistir. 1980’ler ve sonrasinda bitki hayvan ve insanda MSH’in
niteliginin ve niceliginin analizi ile ilgili sayisiz rapor yayinlanmistir. Son yillarda, pek
cok aragtirmaci MSH’1n bitkilerde dogal olarak mevcut oldugunu bildirmis ve onlarin
icerikleri bitki tiirlerinin, doku ve gelisim asamasina bagli olarak degistigini rapor
etmiglerdir (Erdal et al. 2010). Bitkilerde MSH’m varligi ile ilgili olarak artan
caligmalar bitkilerde de biiyiime diizenleyicileri olarak rollerinin degerlendirmesini
gerektirmistir (Dogra and Kaur 1994). Genellikle bu c¢alismalarin ¢ogu; MSH’in,
biyodoniistimleri, rolleri ve bitkilerin miktarinin analizi tizerine yogunlagsmistir (Dohrn
et al. 1926; Dogra and Thukral 1996; Dogra and Thukral 1998) .
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Bitkiler distan uygulanan MSH’in ¢igeklenmeden biiylime asamalarina farkli etkileri
oldugu rapor edilmistir (Dogra and Thukral 1995; Janeczko and Skoczowski 2005;
Cakmak et al 2010; Erdal and Dumlupinar 2010). Bir¢ok arastirmaci morfolojik
parametreler iizerine distan uygulanan MSH’in etkilerini arastirmislar; kok, gdvde
uzunlugu, ¢ogu enzimin aktivitesi, protein, seker, niikleik asit ve klorofil gibi
biyokimyasal parametreleri degistirdigini belirtmislerdir. Bu arastirmalarda MSH’in
Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda bitki biiyiime ve gelismesini 6nemli oOlgilide

uyardigini rapor etmislerdir.

Onceki galismalarda bezelye embriyosunun dstron (1mg/1) tarafindan uyarildigs; dstron,
Ostradiol ve testosteronun, gesitli bitkilerde ¢imlenme derecesi ve biiyiime oranini
arttirdigi bildirilmistir (Helmkamp and Bonner 1952; Martinez et al. 1976). Cimlenme
ve fide biiylimesindeki artislar artan sentez reaksiyonlarina baglanabilir. Diger yandan,
MSH’nin giberellinlerle sinerjik etki gosterdigi ve onlar gibi fizyolojik cevaplar

olusturabildikleri bildirilmistir (Kopcewicz 1969).

Bugday ve musir bitkisinin inorganik bilesenleri iizerine MSH’1n etkileri hakkindaki
arastirmada N, P, Fe, Na ve K’un igerigindeki degisimleri belirlenmistir. Ayrica Erdal et
al. (2010), progesteron ve B-Ostradiol’e maruz kalan bezelye fideleri buylimesindeki
bazi inorganik element konsantrasyonlarindaki degisimi rapor etmiglerdir. Ayni
arastiricilar MSH’1n 6nemli dlgtide 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda mineral igerigini
arttirdigini tespit etmislerdir. Prolin ve seker igerigi, antioksidan enzim aktiviteleri, lipid
peroksidasyon duzeyi ve ROT dretimindeki degisiklikler stres kosullarinda bitki
toleransi ile iligkili oldugu bilinmektedir.

Erdal et al. (2010), yaptiklar1 diger bir ¢alismada ise normal kosular altinda blylyen
tohum ve fidelerde hidrojen peroksit igerigini ve lipid perokidasyonunun seviyesini
(MDA) azalttigin1 superoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini uyardigin gostermislerdir. Ayn1 zamanda bitkilerde
bu hormonlarin doniisiimii ve biyosentezi i¢in sorumlu enzimler bulundugu

bilinmektedir. Hiicre boliinmeleri, kok ve siirgiin biiylimesi, embriyo gelisimini,
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ciceklenme, polen tiipii biiylimesi ve kallus ¢ogalmasini; cinsiyet hormonlar1 veya
onlarin onciilleriyle tedavi edildiginde bitkilerin gelisimini etkilemislerdir (Erdal and
Dumlupinar 2010; Erdal et al. 2010; Erdal and Dumlupinar 2011).

2.3.1. Hormon sentez mekanizmalari

Kaya et al. (2009)’ya gore bitki hormonlari, bitkinin bir kisminda tiretilen ve baska
yerlere transloke olabilen ¢ok diisiik konsantrasyonlarda fizyolojik tepkiyi uyarabilen
organik maddeler olarak tanimlanabilmektedir. Bitki hormonlari dogal tiretilirler ve
kimyasal bir sekilde sentezlendiginde bitki biiyiime diizenleyicileri olarak
adlandirilirlar. Arastirmalar, androjen Ostrojen ve progesteron gibi birgok steroid
bileseninin bitkilerdeki nicelik ve biyosentez mekanizmalarina yer vermistir (Janeczko
and Skoczowski 2005).

Son zamanlarda, reseptorleri ve spesifik baglanma bélgeleri, yaygin olarak bitkilerde
MSH’m fizyolojik etki mekanizmasini agiklamak i¢in incelenmistir. Bu ¢alismalarin
sonunda varsayilan steroid baglanma zar proteinleri, ostradiol ve progesteron igin
spesifik baglanma bolgelerinin varligi tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Janeczko
and Skoczowski 2005; Yang et al. 2005; lino et al. 2007; Janeczko et al. 2008;
Simersky et al. 2009).

Ancak bitkilerde MSH’in reseptorler ve 06zel baglanma boélgeleri kismen ortaya

cikmasma ragmen onlarin fiziksel aktiviteleri heniliz tamamiyle agiklanmamistir

(Simersky et al. 2009).

2.4. Transpozonlar

Transpozonlar genom igerisinde hareket eden ve genomdaki dizilisi degistiren mobil
elementler olarak tanmimlanirlar. Bu hareketli elementler translokasyon, insersiyon,
duplikasyon veya delesyonla farkli kromozomlarin etkilesmesini saglamaktadirlar.

Plasmodium cinsinin birka¢ tird hari¢ tim Okaryotlarda ve neredeyse tim
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prokaryotlarda bulunan transpozonlar, Okaryotik organizmalardan bitki genomlarinin
ortalama %50-90, hayvan genomlarinin da %3-45 kadarmi olusturmaktadir (Okomato
and Hirochika 2001; Bowen and Jordan 2002; Grzebelus 2006; Wicker et al. 2007;
Jurka 2008; Huang et al. 2009).

2.4.1. Transpozonlarin kesfi ve siniflandirilmasi

Transpozonlar, ilk kez Barbara McClintock tarafindan 1950’de misirda kesfedilmistir.
Transpozon elementleri bitki alemleri arasindaki benzerliklerle bile analiz edilmis tiim
genomlarda oldugu rapor edilmistir (Feschotte et al. 2002). Prokaryotlarin
cogunlugunda %1-3 oraninda, mayada (Saccharomyces cerevisiae) %3, memelilerde
%25-45, insanda %45 ve Graminaceae’de ve Liliaceae’de %90-98 kadar tranpozon
elementleri bulunmaktadir (Bowen and Jordan 2002; Schulman and Kalendar 2005;
Mansour 2007; Wicker et al. 2007; Roberts et al. 2008; Lerat 2009; Wessler 2009).

Transpozon elementleri bir konak¢i genomdaki hareket eden yada coklu olabilen
genomdaki ayrik diziler olabilirler (Sabot et al. 2004). LTR retrotranspozonlarini ve
LTR’siz transpozonlar1 igeren Sinif I transpozon elementleri mMRNA’ya transkribe edilir
ve ardindan bir ters transkriptaz araciligiyla DNA’ya transkribe edilmektedir. Simif 11
transpozon elementleri; TIR (Terminal Ters Tekrarlar), MITE (Minyatlr Evrik Ters
Tekrarlar), helitronlar1 igceren DNA transpozonlari, genomik konumundan kesilmis ve
baska bir yere entegre olmus DNA molekdilleri olarak hareket etmektedirler (Wicker et
al. 2007). DNA transpozonlari genelde otonom elementler olup basit bir yapiya
sahiptirler. Cogunlugunun gévde kisminda transpozaz enzimini kodlayan tek bir gen ve
bu genin iki ucunda TIR’lar mevcuttur. Transpozaz enziminin rekombinasyonu igin
gerekli olan bu kisa tekrarlar genelde 10-40 b¢ uzunlugunda olmakla beraber, 200 bg
uzunlugunda da olabilmektedirler. Otonom olmayan elementler transpozaz kodlayan
geni icermezler ancak icerdikleri TIR dizileri ve otonom bir transpozonun iiretmis
oldugu transpozaz sayesinde genomda hareket edebilirler. DNA transpozonlarinin

transpozisyonu sirasinda gerekli olan bir diger enzim ise rezolvazdir ve enzim
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transpozonun insersiyon yapmasina olanak tanimaktadir (Smitt and Riggs 1996;
Feschotte 2002; Wessler et al. 2009).

Transpozon elementleri su anda genomik organizasyonuna katkida bulunan ve genom
evriminin biyuk suructleri olarak kabul edilmektedir. Sentromerik stabilitede ve
heterokromatin korunmasinda 6nemli rol oynayabilen (Bennetzen 2000; Slotkin and
Martienssen 2007), sentromerik ve perisentromerik bolgeler 0Ozellikle transpozon
elementlerinden olusmaktadir (Dong et al. 1998; Kishii et al. 2001). Transpozon
elementlerinin aktif hale gelmesiyle; farelerde degistirilmis kromozom ayrilmasi ve
mayozda aksakliklar, maya da kardes kromatid uyumunun kaybi ve A. thaliana’da
sentromer uyumunun kaybiyla sonuglanmistir (Volpe et al. 2002; Bourchis and Bestor
2004; Lippman and Martienssen 2004). Aktif transpozon elementleri genomdaki

mutasyonlarin biiyiik bir kaynagini meydana getirmektedir.

Transpozon elementlerinin transpozisyonu gen ifadesinde degisme (Cohen et al. 1986;
Zhang and Saier 2009), yeni dizenlemelerin meydana gelmesi (Naito et al. 2009), gen
delesyonlar1 (Harberd et al. 1987; Chopra et al. 1999), gen duplikasyonlar1 (Akhunov et
al. 2007), genom boyutunda artis (SanMiguel et al. 1998; Kalendar et al. 2000;
SanMiguel et al. 2002), rekombinasyon (LOnnig and Saedler 2003), istenmeyen
rekombinasyon, kromozom kiriklart ve yeniden cercevelenmelerle
sonuclanabilmektedir (McClintock 1950; McClintock 1984).

Aktif transpozon elementlerinin potansiyel zararli etkilerinden dolayr genomdaki ¢ogu
transpozon elementlerinin  ifadesi baskilanmistir. BOylece timilnin otonom
transpozisyon yetenegi olsa bile transpozon elementlerinin ¢ogu bitkinin yasam
dongisu boyunca sessiz kalmaktadir (Slotkin and Martienssen 2007). Transpozon
elementlerinin aktivasyonu biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda gézlemlenmistir.
(Hirochika 1995; Wendel and Wessler 2000). Transpozon elementlerinin ifadesi hem
transkripsiyonda hemde transkripsiyon sonrasindaki epigenetik mekanizmalarla

susturulmustur (Slotkin and Martienssen 2007).
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Transpozon elementleri histon kuyruklarinin modifikasyonlarint ve degistirilmis
kromatin paketlerini iceren; DNA metilasyonu ve baskilayict kromatin olusumlariyla
transkripsiyonel olarak susturulabilmektedirler (Steimer 2000; Feschotte et al. 2002;
Tompa et al. 2002). Transpozon elementlerinin transkripsiyon sonrasi susturulmasi
RNA kompleksinin yikilarak transpozon elementlerinin kopyalarinin bozulmasiyla elde
edilmektedir (Wu-Scharf et al. 2000; Feschotte et al. 2002; Feschotte et al. 2008).
Kicuk kodlanmayan RNA (sRNA)’lar cift zincirli RNA’y1 olusturdugunda,
transkripsiyon sonrasi susturmaya kilavuzluk eden o&zel diziler dicer ailesine ait

proteinler tarafindan ayrilmaktadir (Baulcombe 2004).

SRNA’lar niikleustaki homolog DNA dizisinin metilasyonunda (RNA’dan direk DNA
metilasyonu) ve heterokromatin olusumuylada alakalidir ayn1 zamanda transkripsiyon
seviyesinde transpozon elementlerinin susturulmasini da tesvik etmektedir (Qi et al.
2006; Schwach et al. 2009).

SRNA’larin fonksiyonlar1 uzunluklada iliskilidir; 21 nt uzunlugundaki transkripsiyon
sonrasi susturmada 24 nt uzunlugundaki ise RNA’ya bagimli DNA metilasyonu ve
heterokromatin koruma araciligiyla susturma ile alakalidir (Slotkin and Martienssen
2007; Schwach et al. 2009), Caenorhabditis elegans mutantlarinda RNAi’deki kusurlu
olmasi transpozon elementlerinin hareketlenmesi (Ketting et al. 1999; Tabara et al.
1999), ve A. Thaliana’nin mutantlarinda ise DNA metilasyonundaki ve kromatin yapi1
duzenlenmesindeki eksiklige sebep olmaktadir (Miura 2001; Tompa et al. 2002;
Tsukahara et al. 2009).

Son yillardaki arastirmalarda, transpozon transkripsiyonu ve hareket kontrolinu de
iceren epigenetiksel calismalar gelisim biyolojisindeki ilerlemelere yeni bir 1s1k
tutmustur. Ayni zamanda transpozonlarin g¢esitli biyolojik yonleri ve onlarin evrim ve
konak¢1 genomun diizenlenmesi tizerine etkileri ele alinmistir (Slotkin and Martienssen

2007; Weil and Martienssen 2008; Feng and Jacobsen 2010).
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2.4.1.a. Retrotranspozonlar

Retrotranspozonlar gen anlatimini1 degistiren, mutasyonlari uyaran ve genom
bliylimesine sebep olan en 6nemli epigenetik degisimlerden biri olarak goriilmektedir.
Gelisme asamasinda ¢ogunlukla etkisiz olmakta, fakat stres sartlarinda aktif duruma

gecmektedirler.

Retrotranspozonlar  Okaryotik transpozon elementlerinin en yaygin smifidir.
Retrotranspozonlar genelde, uzun ug tekrarlar1 LTR (Long Terminal Repeats) icerip
icermedigine gore siniflandirilirlar. LTR’li ve LTR’siz olmak Uzere iki temel gruba
boliinmiislerdir. LTR retrotranspozonlarida Tyl copia ve Ty3-gypsy alt gruplarina
bolinurken LTR’siz retrotranspozonlarda LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements)
ve SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements) altgruplarina ayrilmistir. LTR
retrotranspozonlari i¢ kodlayan bolgelere yakin olan 100 bp’den 1 kb’ye uzunlugunda
degisen uzun ug tekrarlara sahiptir. Hem Tyl-copia hemde Ty3-gypsy gruplart iki
biylk gendeki proteinlerin sayisin1 kodlamaktadirlar. Gag ve pol, kodlanan bir proteaz
elementi tarafindan fonksiyonel peptitlere baglanan bir poliprotein olarak

sentezlenmektedirler.

Gag; RNA retrotranspozonlarinin paketlenmesi igin dnemli protein (kilif yapisinda bir
proteini) yapilarini kodlarken pol geni retrotranspozon yasam dongiisii igin ihtiyag
duyulan enzimatik aktiviteleri kodlamaktadir. Bu polipeptid, aspartik proteinaz (AP),
ters transkriptaz (RT), ribonilikleaz H (RH veya RNaz H) ve DDE integraz (INT)
aktivitelerine sahiptir. Bu enzimatik aktiviteleri yapmak icin de Tyl-copia ve Ty3-
gyspsy elementleri arasinda pol geni farkliliklariida kodlamaktadir. Integraz ters
transkriptazi ve RNaz H oOnce gelirken, Tyl-copia elemanlarinda proteaz kodlama
kapasitesinin hemen alt akisinda konumlanir, Ty3- gypsy elemanlar1 pol geninin ucunda
yer almaktadir. LTR retrotranspozonlarinin transkripsiyonu, 5’ LTR baglar ve 3° LTR
biter ve LTR’ler genellikle elementlerin hem promotor hemde terminator
transkripsiyonu icin dizenleyici sekanslar icermektedir. LTR’li retrotranspozonlar

bitkilerde bol miktarda bulunurken, bu oran hayvanlarda disiiktiir ve insan genomunun
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%8’ini olusturmaktadir. Uzunluklar bir ka¢ yliz baz giftinden, 25 kilobaza kadar
degisiklik gostermektedirler. LTR’siz retrotranspozonlar LTR’lerden yoksundur ve ig
promotorlerden transkribe edilmektedir. LTR’siz retrotranspozonlara ornek olarak
LINEs ve SINEs dizileri verilebilir (Sekil 2.3).

LINE’ler LTR retrotranspozonlart gibidir yapisal ve enzimatik aktiviteleri kodlayan gag
ve pol genlerine sahiptirler ve hemen hemen 6500 b¢ uzunluga sahiptirler. LINE'ler iki
tane gen sifrelemektedirler; biri ters transkriptaz digeri ise entegraz (transpozaz)’dir.
Insan genomunda mevcut olan 900.000 LINE dizisi, insan genomunun yaklasik %21'ini
olusturmaktadir (Xiong and Eickbush 1990).

Bunlarin aksine SINE olarak adlandirilan kiigiik retrotranspozonlar digerlerinden ¢ok
farklidir ve onlar herhangi bir kodlama yetenegine sahip degildirler. SINE’ler tRNAs ya
da 7SL RNAs gibi polimeraz Ill transkriptlerinden tiiretilmistir ve yerini degistirmek
icin 0zel LINEs fonksiyonlarmi kullanirlar ve hemen hemen 100-400 bg
uzunlugundadirlar. RNA polimeraz 11l vasitasiyla g¢evri yazilmig bazi hiicresel
RNA'larin ters transkripsiyonu sonucu genoma girmislerdir. Bunlarin en iyi bilinen
ornekleri Alu elemanlaridir. Insan genomunun neredeyse 1 milyon dizisini olusturan

SINE’ler, insan genomun %13'Unt olusturmaktadir (Kajikawa and Okada 2002).

Hem prokaryot hem de Okaryotlarda bulunan, MITE gibi, RNA araciligi olmadan
kopyala-yapistir mekanizmasiyla hareket edebilen transpozonlarin kesfedilmesi, ikili
sisteme meydan okumustur. Bazi arastiricilar, bu tarz transpozisyon yapan gruplari
tamamen ayri bir smif olarak kabul etmistir. Baska arastirmacilar ise MITE gibi
dizilerin kesfinden sonra, transpozonlari transpozisyon aracina gore siiflandirmayi
reddederek, tamamen enzimolojik siniflandirmalar gelistirmislerdir. MITE'ler DNA
transpozonlarina (Simif II transpozonlari) benzemektedirler fakat daha kuguklerdir
yaklagik (100-500 bg¢) uzunlugundadir ve transpozisyonlart ig¢in gerekli genlere sahip
degildirler. Genomda mevcut olan diger transpozonlarin transpozazlari vasitasiyla
hareket ettikleri diisiiniilmektedir. MITE’ler retrotranspozonlarla kiyaslandiginda c¢ok

kisa elementlerdir ve ayn1 zamanda bitki genomunun 6nemli bir kismini 6rnegin piring
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genomunun yaklagik %6'st MITE'lerden olusmaktadir ve piringteki Stowaway
grubununda %2’sini olusturmaktadir (Mao et al. 2000). Ilk olarak bitki genomlarinda
tespit edilmisler, ardindan insan ve g¢esitli canli tdrlerinde de mevcut olduklar
belirlenmistir. Insan genomundaki 100.000 MITE ise, neredeyse genomun %1'ini
olusturmaktadir. MITE’lerin ¢ogu normal genomun kodlanmayan bolgelerinde
tanimlanmistir; transkripsiyonun baslangic ve poliadenilasyona katilan duzenleyici
sekanslar1 sagladigi goriilmistiir. Bu Orneklere ragmen normalde MITE’lerin gen
ekspresyonuna katkist vardir fakat gen ekspresyonunun ilk ¢ikisin1 degistirip
degistirmedigi tam olarak acik degildir (Bureau and Wessler 1992; Bureau and Wessler
1994).

Class | transposable elements {RNA mediated elements)

(A) LTR Retrotransposons ¥ 22 1

copia-like — X8> geg PR| INT | RT |RNAseH JHL» —
=" a

pof

L i
gypsy-like — X85> o2 PR| RT | RNAseH | INT  JEL» —
5 -
(B) non-LTR Retrotransposons

LiNE > e ENCIUREDT W
w Tr
SINE - ™~
5 3

{C) Class Il transposable elements (DNA mediated elements)

Autonomous siements = | [TiARSpOSESENN] @~
g F

TR
Nor-autonomaus elements —_— .- - ‘—p
s N

MITE —Pp —

Sekil 2.3. Smif | ve simif Il retrotranspozonlarinin yapisi (Craig et al. 2002; Wicker et
al. 2007)
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2.5. Retrotranspozonlarin Belirlenmesinde Kullanilan Molekiiler Markirlar

Genom Uzerinde belli bir bolgeyi tanimlamak icin kullanilan genetik belirteclerdir ve
DNA’nin bilyik bir kisminin veya tek bir 6zel nukleotidin simgesi olabilmektedirler.
Son yillarda bilim adamlan tarafindan yaygin olarak kullanilan molekiiler markirlar,
kaynagimi bitkilerin hucrelerinde mevcut olan DNA’lardan aldigi igin, bitki
cesitliliginde veya populasyondaki bitki genotiplerinin  yakinlik derecelerinin
belirlenmesinde %100’e yakin giivenilirlikle degerlendirilmektedir. Molekiiler markir
teknolojisi; genetik ¢esitlilik, adli tip, genetik baglantili haritalama, filogenetik iligkiler

ve molekiiler 1slahi igeren bitki biyolojisinde hayati bir rol oynamaktadir.

Genomdaki farkliligin dagiliminin analizine dayali birka¢ markir sistemi vardir.
Retrotranspozonlarin integrasyonlari genomik DNA ve korunmus uglar1 arasinda yeni
ek vyerleri olusturdugundan, markir olarak kullanilabilmektedir. Polimorfizmleri
retrotranspozon insersiyonu ile belirlemekte kullanilan markir sistemleri; genelde bu
uclar arasindaki ve bitisik DNA bolgelerinin bazi bilesenlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu yoluyla ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. LTR retrotranspozonlarinin dizileri
degisik PCR parmak izi teknikleri tarafindan tek bir tiire ait analiz formlarinin
polimorfizm tespit etmek igin: IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism),
REMAP (REtrotransposon-Microsatellite  Amplified Polymorphism) ve SSAP
(Sequence-Specific Amplyfication Polymorphism) teknikleri uygundur (Kalendar et al.
1999).

2.5.1. IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism)

IRAP (i¢-Retrotranspozon Cogaltma Polimorfizmi) teknigi iki LTR dizisi arasindaki
DNA segmentlerini ¢ogaltmakta ve primerler bu boélgelere baglanmaktadir. LTR igin
0zel olarak dizayn edilmis ya bir ya da iki primer ayn1 PCR de kullanilabilmekte fakat
sonuclar bu bolgelerin yonlendirmesiyle belirlenmektedir. Hedeflenen Sinif I elemanlari
(5" 3' veya 3' 5") her iki yonde gergeklesebilen transpozisyonun 'kopyala-yapistir'

yontemini kullanmaktadir. Genomik bollugun yani sira bu bastan basa, kuyruktan
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kuyruga ya da bastan kuyruga yonlendirmede bulunan gen kopyalama amagli kiimelerde
farkliliga yol agar. Bastan basa ve kuyruktan kuyruga diizenlemeler igin yalnizca basit
bir primer IRAP driinlerini olusturmak ic¢in gerekmektedir. Bastan kuyruga
yonlendirmede; genomik DNA'nin arasina girip ¢ogaltmak i¢in hem 5 'hem de 3' LTR
primerlerine ihtiya¢ vardir. IRAP basittir ve genomdaki tum hedef bolgeleri taramak
icin tek bir primerle gerceklestirir. Ayrica SSAP ve REMAP’tan daha ekonomik ve
elverislidir. Simple Sequence Repeat (SSR) bolgelerinin taranmasina ve genomun
kesilmesine gerek yoktur. IRAP ve REMAP DNA parmak izlerini olusturmak igin
Kalendar ve arkadaslari tarafindan ortaya c¢ikarilan mobil elementlere dayali birer
markir sistemidir (Kalendar et al.1999). Her ikisi de, 100-5,000 bp biiyiikliigiine kadar
degisen dogrudan LTR'ler iceren retrotranspozonlarin bir grubunu hedef almaktadir
(Kumar and Bennetzen 1999) (Sekil.2.4).

(a)

—IR] /[ IR ur

| ] Ul

Sekil 2.4. IRAP galisma prensibi (Kalendar et al. 2010)
2.5.2. REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism)

REMAP (Retrotranspozon-Mikrosatellit Cogaltma Polimorfizmi) teknigi IRAP’tan
farklidir. REMAP primerleri, mikrosatellit dizileri ve LTR retrotranspozonlari
arasindaki bir segmentin c¢ogalmasinin polimorfik iirlinlerini tanimlamak amaciyla
baglantili ISSR primerleriyle kombinlenir. Bu teknik bir REMAP reaksiyonundaki
primerlerden biri IRAP primeriyle kombinlenen ISSR’lere bagli oldugundan dolay1
Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) tekniginin uzatilmigs ya da modifiye edilmis bir
versiyonu olarak kabul edilmektedir. REMAP metodu BARE 1 retrotranspozonunun
LTR’lerin dis yiiziindeki primerlerinden dizayn edilmektedir. Bunu elde etmek icin,
0zel olarak tasarlanmis tek bir LTR primeri basit bir tekrar iceren 6rnegin, (CA) n (GA)

n istege bagli olarak segilen bir diger primer ile karistiriimaktadir.
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IRAP ve REMAP guivenilir ve tekrarlanabilir bantlama profilleri olusturduklari ig¢in ¢ok
sayida bitki cinsinde genetik ¢esitliligi ¢alismalarinda, kombinasyon da ve bireysel bir
sekilde kullanilmiglardir (Branco et al. 2007; Carvalho et al. 2011) (Sekil 2.5).

(b)

TR | ~ [LTR ——__ SSR motif

Sekil 2.5. REMAP ¢alisma prensibi (Kalendar et al. 2010)

2.5.3. SSAP (Sequence-Specific Amplification Polymorphism)

Waugh ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen SSAP (Sequence-Specific Amplified
Polymorphism/ Sekansa Ozgii Cogaltma Polimorfizmi) teknigi bilyiik oranda AFLP’ye
(Amplified Fragment Length Polymorphism/ Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi)
benzemekte, ancak AFLP tekniginden daha yiiksek seviyede polimorfizm
gostermektedir (Vos et al. 1995). Tipik bir AFLP proseduru i¢in 6n bir dizi bilgi gerekli
degilken, SSAP ig¢in dikkatli planlama ve ©n transpozon dizisi bilgisi tavsiye
edilmektedir (Waugh et al. 1997). SSAP’taki genomik DNA bir restriksiyon enzimi
(Msel veya Pstl) ile kesilmektedir. Kesimden sonra sekanslari bilinen kisa ¢ift zincirli
adaptorler kesilmis DNA fragmentlerine baglanmaktadir. Adaptor homolog primerlerle
on secici bir PCR amplifikasyonu yapilmaktadir. On amplifikasyon adimi genom
karmasikliin1 azaltmak ve daha yiiksek bir tekrarlanabilirlik saglamak igin
gergeklestirilmektedir. Bir sonraki adim; adaptor primer yerine ya nadiren ya da siklikla
eslesen transpozona 6zgii bir primerle secici bir amplifikasyondur. Primerler genellikle
retrotranspozonlarin LTR bdlgelerine veya i¢ kisimlarma baglanir. Fragmentlerin
bliyiikliikleri genellikle transpozisyon insersiyon alant ve komsu restriksiyon kesim
alanlar1 arasindaki uzakliga bagl olarak degismektedir (Syed and Flavell 2006). S-SAP
amplifikasyonlar: i¢cin Tyl-copia veya Ty3-gypsy retrotranspozonlart yaygin olarak
kullanilmaktadir (Poczai et al. 2013) (Sekil 2.6).
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(c)

—LIR ] - LR L

Restriction site

Sekil 2.6. S-SAP ¢alisma prensibi (Kalendar et al. 2010)
2.5.4. RBIP (Retrotansposon Based Insertional Polymorphism)

Insersiyon sekans temelli polimorfizm teknigi kendi insersiyonundan primerler ve
insersiyon bdlgelerine yakin primerler arasinda PCR kullanarak retrotranspozon
insersiyonlarinin basit bir PCR’ye dayandirilarak tespit edilmektedir. Temel RBIP
(Retrotansposon Based Insertional Polymorphism/ Retrotransopon Temelli Insersiyonel
Polimorfizm) metodu bir filtre hibridizasyonuyla elektroforez jelin yerini alarak yiksek
uygulamalar i¢in gelistirilmistir (Flavell et al. 1998). RBIP pirincte Vitte et al. (2004)
tarafindan Indika ve Japonika piring cesitlerinin evrim sorununu gidermek igin
kullanilmistir. Bu teknik tiim sekans bilgisine ihtiya¢ duydugu icin diger tekniklerden
daha pahali ve karmagiktir (Kalendar et al. 2011).

(d)
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Sekil 2.7. RBIP ¢alisma prensibi (Kalendar et al. 2010)
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2.5.5. ISAP (inter-SINE Amplified Polymorphism)

Seibt ve arkadaslar tarafindan gelistirilen ISAP (Inter-SINE Amplified Polymorphism/
I¢- Kisa Serpistirilmis Niikleotid Elementleri Cogaltma Polimorfizmi) teknigi; eksik
LTR motifleri olan retrotranspozonlara dayali tekniktir (Seibt et al. 2012). Bu teknik
Ozellikle patates i¢in gelistirilmistir. ISAP markirlar1 bitisik SINE elemanlar1 arasindaki
genom dizilerinin amplifikasyonuna dayanmaktadir. Primerlerin SINE elementlerinde
farkli pozisyonlarda baglanmasi igin her biri dis ya da i¢ tarafa yonlendirilir. Ozel
primer tasarimi farkli Solanaceae’deki SINE elemanlarinin konsensus dizileri
karsilastirilarak elde edilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada biyoinformatik
araglar kullanilarak belirlenen Solanaceae familya ve alt familyalarina 6zgii SINE
elementlerinin yaklasik 6500 kopyasi oldugu bulunmustur (Wenke et al. 2011). Bu
elementler, Solanaceae bitkilerinde yaygin oldugu gibi bu tiir ve cinslerinden iginde

kolaylikla aktarilabilir oldugu 6ne siiriilmiistiir (Sekil 2.8).

2.5.6. iPBS (Inter-Primer Binding Site Amplification)

Son zamanlarda Kalendar and Schulman (2010), LTR retrotranspozonlarinin belirli
primer baglanma bolgeleri arasindaki iPBS’ye (inter-Primer Binding Site
Amplification/ i¢-Primer Baglanma Bdlgelerine Dayali Cogaltma) dayali olan DNA
parmak izi i¢in yeni bir evrensel yontem gelistirmislerdir. Bu tekniklerin ¢ogunun
kisitlayict olusu her bir bitki tlrl i¢in 6zel retrotranspozon dizilerine dayali molekuler
markir sistemlerini gerektirmektedir. iPBS molekiler markirinin kullanimi i¢in LTR
sekansinin bilinmesinin gerekmesi sinirlayici faktorlerden biridir. Fakat eger 6n bilgi
yoksa LTR’ler klonlanip dizilmelidir veya tRNA’larin sinirl setine tamamlayict 18
niikleotidle LTR transpozonlari tarafindan paylasilan retrotranspozonlarin PBS bélgeleri
kullanilarak bu sorunun ustesinden gelinmektedir (Mak and Kleiman 1997). Bu
bolgelere baglanmasi i¢in dizayn edilen primerlerin uzunlugu 12-18 bp uzunlugu
arasinda degismektedir. iPBS igin retrotranspozonlarin ters yonli olmasi ve intergenik
bolgeleri amplifiye etmek icin birbirine yeterince yakin olmasi gerekmektedir. Bu

metod PBS elementlerine sahip retrotranspozonlarda ¢ogu organizma iizerinde evrensel
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ve transfer edilebilir gibi gérinmektedir (Smykal et al. 2011; Gailite and Rungis 2012)
(Sekil 2.9).

PBS l"ll"l\
I \". 3
S'LTR Coding region i I'LTR
[l L d ———
i ! S
5'LTR Coding region h YLTR
'—i E P
S'LTR JILTR
)

Sekil 2.8. iPBS calisma prensibi (Kalendar et al. 2010)

2.5.7. TAM (Tagged Microarray Marker)

TAM (Tagged Microarray Marker/ Etiketli Mikroarray Markir) teknigi cam mikroarray
slayt Gzerinde bir ko-dominant molekiiler marker i¢in DNA'larin binlerce isareti igin
RBIP’den gelistirilmis mikroarray tabanli bir yontemdir. RBIP aym1 zamanda tek
nikleotid polimorfizmi (SNP) markirlar1 ile de iyi ¢alismaktadir (Flavell et al. 2003;
Jing et al. 2007). Bu yaklasimda, alelle 6zgi PCR drinleriyle sonlanan biyotin,
streptavidin kapli cam lam {izerine saflastirilmamis benekli ve allele- 06zgu PCR
primerleri bagh etiketlere floresan dedektdr oligoniikleotidlerin hibridlesmesiyle ile

goriintiilenmistir.

Iki etiketlenmis primer oligonikleotidler bir florokromun coklu kopyasiyla ile
etiketlenmis bir konkatamerik DNA probu olusturmak igin hibridizasyonla tespit edilen

her bir etiket ve lokus yiizdesi kullanilir.

2.5.8. R-RAP (RAPD-Retrotransposon Amplified Polymorphism)

R-RAP teknigi (RAPD-Retrotransposon Amplified Polymorphism/ Rastgele
Cogaltilmis  Polimorfik DNA-Retrotranspozon Cogaltma Polimorfizmi) LTR
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retrotranspozon primerleri ve RAPD’in kombinlenmesiyle kullanilan retrotranspozon
temelli yeni bir markir sistemidir. Bantlama Ornekleri diger molekiiler markir
sistemleriyle kapsanmayan farkli genomik bolgelerin tespitini gostermek i¢in IRAP ve
RAPD tarafindan farkli ampliconlardan R-RAP primer kombinasyonuyla elde

edilmektedir.

Kullanilan LTR retrotranspozonlari arpa ve bugdaydan izole edilmistir ve bu metodun
etkinligini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmistir. Diger metodlarla karsilastirildiginda bu
retrotranspozon temelli molekiiler markir genomdaki biiyiik degisiklikleri tespit
edebilmektedir. Son zamanlarda ucuz ve sekans bilgisine gerek duyulmadigindan dolayi
bitki turlerinde bu retrotranspozon markir sistemine dayali aragtirmalar artmaktadir
(Branco et al. 2007; Carvalho et al. 2010; Abdollahi Mandoulakani et al. 2012).

2.5.9. IMP (Inter-MITE Polymorphism)

IMP (Inter-MITE Polymorphism/ I¢-Minyatiir Evrik Tekrarli Transpozon Elementler
Polimorfizmi)  teknigi;  temelinde IRAP’a  ¢ok  benzemektedir  fakat
retrotranspozonlardan ziyade MITE benzeri transpozonlar kullanilmaktadir. Bu teknikte
cok karmasik elektroforetik profiller olusabilmektedir. ilk olarak arpadaki MITE’nin;
biri Stowaway ailesine ait digeri Barfly ailesine ait olan iki grubunu tanimlamada, arpa
genomunun bagli haritalarin1 ortaya ¢ikarmak ve ekilebilir birkag arpa arasindaki

genetik benzerligi tespit etmede kullanilmistir (Chang et al. 2001).

2.5.10. TD (Transposon Display)

TD AFLP gibi kalip DNA’nin restriksiyon kesimini, adaptorlerin baglanmasi ve
ardindan da PCR ile cogaltilmasii igermektedir. Ancak, transpozon ekine bagl
smirlayici fragmentlerin frekansini arttiran ek bir adim icermesinden dolayr genellikle
S-SAP’tan farklidir. Diger tekniklerin aksine TD LTR retrotranspozonlari i¢in heniiz

kullanilmamustir.
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2.6. Epigenetik ve Transpozon Iliskisi

Epigenetik modifikasyonlar, orijinal DNA sckansinda degisim olmaksizin gen
aktivitesindeki degisikligin mayoz ya da mitoz esnasinda hiicrenin iiriiniine doniisen
degisimler olarak tanimlanirlar (Chen et al. 2010b). Birkac hiicre bolinmesiyle stresin
hafizasini siirdiirme potansiyeliyle geri doniisiimlii ve hizli bir sekilde meydana gelen
bu degisimler, ¢evresel kosullara yanitta bitkinin esnekligini tarif etmek igin potansiyel
bir mekanizma olabilmektedirler (Bruce et al. 2007). Aym zamanda Dbitki stres

toleransini gelistirmede kullanilabilirler.

Fizyolojik ve gelisimsel uyaricilarin yani sira ¢evresel stres bu epigenetik degisikliklere
neden olabilmektedir (Boyko and Kovalchuk 2008). Bir¢cok c¢alisma, gen
ekspresyonunda degisiklikleri bitki stres tepkileri esnasinda epigenetik statiisiindeki
degismeler ile koordine edilir oldugunu ortaya koymustur. Genelde nikleozom doluluk
orani transkripsiyonel aktivasyonla negatif iliskilidir. Bu nedenle, bir genomik bdlge
transkripsiyonel olarak aktive edildiginde, bu bolgede niikleozom yogunlugu azalir ve

kromatin yapisini rahatlatilir (Kim et al. 2010).

Epigenetik degisiklikler nedeniyle kromatin yapisindaki degisiklikler kromatin iliskili
cesitli proteinlerin katilmasina baglidir (Verbsky and Richards 2001). Baglayici histon 1
yuksek mobil grup (High Mobility Group) HMG proteinleri, histon modifikasyon
enzimleri gibi bu kromatin iliskili proteinler ve kromatin yeniden sekillenme kompleksi
bilesenleri, ilgili genleri diizenlemek amaciyla kromatin montaj ve nilkkleozom ambalaj
ile kromatinin ist diizey yapisint degistirmektedir (Bianchi and Agresti 2005; Grasser et
al. 2007; Jerzmanowski 2007).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan bitkisel materyal

Calismamizda bitkisel materyal olarak, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi’nden temin
edilen ve yapilan 6n denemelerde tuza karsi hassas oldugu bulunan Triticum aestivum
cv. Kirik ¢esidi kullanilmistir. Tohumlarin ¢imlendirilmesiyle elde edilen bitkilerden

yararlanilmigtir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanildi:

Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

Sogutmal1 Santrifiij (Hettich, Mikro 22R, M10, SN 0001279-03-00)
Santriftj (Hettich, GERMANY, EBA-20)

PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)

Elektroforez Tank1 (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayict1 (OWL OSP300-2Q, U.S.A))

Jel Gorlntlleme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)
Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Otomatik Pipetler (Eppendorf, GERMANY))

Spektrofotometre (Cecil, CE 5502)

Magnetik Karistirict (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuarie, U.S.A., -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-PK)
Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE, 8190NF)
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Saf Su Cihazi (GFL 2004, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)
Mikrodalga Firin (Argelik, TURKIYE, MD 592)
Kar makinesi (Scotsman, U.S.A., AH 19828 5)

3.1.3. Kullamilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Aragstirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kimyasal igerikleri agagida verilmistir:

3.1.3.a. Kullamlan tuz (NaCl) c¢ozeltilerinin hazirlanisi

Konsantrasyon Miktar (g/1)

0 mM 1000 ml saf su
200 mM 11,68 g NaCl
300 mM 17,52 g NaCl
400mM 23,369 NaCl

3.1.3.b. Kullanilan B-0stradiol ¢ozeltilerinin hazirlanisi
Asagdaki konsantrasyonlarda soliisyon hazirlanmistir.
10® M B-6stradiol

10® M B-6stradiol
10™° M p-éstradiol
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3.1.3.c. DNA izolasyonu icin kullanilan ¢ozeltiler

1M Tris-HCI (1000 ml)

121,1 gram Tris-base

700 ml dH20

42 ml konsantre HCI (%37,2-12,1 M)

700 ml su icerisine 121,1 gr Tris-base karistirildi. Uzerine 42 ml konsantre HCI

eklenerek toplam hacim 1 litreye tamamland1 ve otoklavlandi.

0.5 M EDTA PH=0.8 (1000 ml)

136,1 gr EDTA

20 gr NaOH

800 ml dH,0

800 ml su icerisine 136,1 gr EDTA eritilip, tzerine 20 gr NaOH eklenerek pH=8.0

olarak ayarlandi. Filtreden gegirildi ve otoklavlandi.

5 M NaCl (500 ml)

146,1 gr NaCl
450 ml dH,0
146,1 gr NaCl 450 ml suda eritildi. Toplam hacim 500 ml’ye tamamlanip oda

sicakliginda saklandi (otoklavlanmadi).

10X TE Buffer (1000 ml)

100 ml 1 M Tris-HCI pH=8.0
20ml 0.5 M EDTA
880 ml dH,0 kullanilarak hazirlanmstir.
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1X TE Buffer (1000 ml)

10X TE Buftfer'dan 100 ml alinip 900 ml saf suyla 1000 ml’ye tamamlandi.
(DNA 1X TE’de ¢ozulur.)

3 M Sodyum Asetat (Ph=5.2)(100 ml)

40.8 gr Sodyum Asetat (NaOAc.3H,0) 80 ml ultra saf suda iyice eritildi. Ve pH= 5.2
oluncaya kadar glasiyel asetik asit (GAA) eklenir ve toplam hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

10 M Amonyum Asetat

77 gr Amonyum asetat

800 ml dH,0

77 gr Amonyum asetat 800 ml distile su igerisinde ¢6zuldu. Distile su kullanarak hacmi
1 litreye tamamlanarak stok hazirlandi. Calismada 250 mM olacak sekilde seyreltilerek

+4°C’de muhafaza edildi.

DNA ekstraksiyon tamponu (50 6rnek igin):

1 gr toz CTAB (Setil trimetil amonyum bromdir)

0.5 gr (%0,1) Sodyum bisulfit (NaHS; ve Na,S,0s karisimi)(Sigma, 243973)
5 ml Tris-HCI (1 M)

14 ml NaCl (5 M)

2 ml EDTA (0.5 M)

0.1 ml (%0.2) B-merkaptoetanol (v/v)
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Kloroform: izoamil alkol:

24: 1 oraninda hazir olarak kullanildi (Fluka, 25666).

2-propanol (izopropanol)

Hazir olarak kullanildi (Sigma, 19516).

Proteinaz K

Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlandi. (Sigma, P2308).

Ribonukleaz (RNaz)

Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirland1. (Sigma, R6513).

%70’lik Etil Alkol:

70 ml saf etil alkolin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.d. PCR ve elektroforez islemleri icin kullanilan c¢ozeltiler

Etidyum Bromur Cozeltisi:

500 ml 0,5X TBE tamponu icerisine 300 ul etidyum bromiir ilave edilerek hazirlandi.

Karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edildi.
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Bromfenol Blue Cozeltisi:

0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliserol’in toplam hacminin 100 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlandi. Cozelti otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de

muhafaza edildi.

10X TBE tamponu:

108 gr Tris-base

55 gr Borik asit

40 ml 0,5 M EDTA

700 ml dH,0O

700 ml distile su icerisinde 108 gr Tris-base, 55 gr Borik asit ve 40 ml 0,5 M EDTA

¢oziildii. Toplam hacim 1000 ml’ye tamamland1 ve otoklavlandi.

1X TBE tamponu:

Bu aragtirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak hazirland1 ve seyreltilerek
(100 ml 10X TBE Tamponu + 900 ml saf su) 1X TBE tamponu hazirlandi.

Primerlerin Hazirlanmasi:

Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu, daha

sonra da uygun hesaplamalar ile 1 uM olacak sekilde ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi.
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3.1.3.e. Sterilizasyon islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

%171’lik NaOCI (Sodyum hipoklorit):

%5 NaOCI (sodyum hipoklorit) iceren ticari Domestos® marka ¢amasir suyundan 200

ml alinarak hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

%75’lik Etil Alkol:

75 ml etil alkollin hacmi steril distile su ile 100 m1’ye tamamlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. p-6stradiol ve tuz (NaCl) ¢ozeltilerinin bitkiye uygulanmasi

Esit boyutlarda ve yeterli miktarda segilen Triticum aestivum cv. Kirik ¢esidine ait
musluk suyunda yikanan tohumlar sonra %75’lik etil alkolde 5 dk karistirilip 3 kez
steril saf su ile yikanip ardindan tween20 katilan %10’luk NaOCl’de 10 dakika steril
edilmistir. Tohumlar 6-7 kez saf su ile durulanmis ve steril filtre kagidi ile
kurutulmustur. Esit olarak ayrilan steril tohumlar saksida perlit igerisine ekilmis ve 10
gun boyunca MS (MURASHIGE and SKOOG 1962) ¢ozeltisiyle beslenmistir. Bitkileri
10 guinlik bilyimenin sonunda 4 farkli uygulama grubuna ayirarak (0, 10° M B-
ostradiol, 10°M p-ostradiol ve 10™° M B-6stradiol) dozlarinda B-dstradiol cozeltileri
puskirtilme islemi ile uygulanmistir. B-0stradiol uygulamasindan 7 giin sonra (0, 200,
300,400 mM NaCl) sodyum Kklorur iceren tuz ¢ozeltileri uygulanmigtir ve 24. glinin
sonunda hasat edilmistir. Bu siire sonunda uygulama yapilan saksilardaki ve kontrol

grubundaki bitki drneklerinden yeterli miktarda alinarak DNA izolasyonu yapilmistir.
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3.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyon protokolil asagidaki gibi yapilmustir.

a. Taze olarak hazirlanmis DNA Ekstraksiyon tamponu onceden 65°C’ye 1sitilmis su
banyosunda bekletilmistir. Bitki materyaline ilave edilmeden oOnce ekstraksiyon
tamponuna %0.2 (v/v) oraninda -merkaptoetanol ilave edilmistir.

b. Onceden siv1 azotta parcalanip 2ml’lik tiiplere alinan 0.3 g bitki materyali tizerine
1000 ul DNA ekstraksiyon tamponu eklenmis ve alt iist ederek karistirilmis ve 6nceden
65°C’ye 1sitilmis su banyosunda her 10 dk’da alt iist edilip karigtirillarak 60 dk.
bekletilmistir.

C. Su banyosu asamasindan sonra 10 dakika oda sicakliginda sogumaya birakilmistir ve
bu siire sonunda her 6rnege 750 ul fenol kloroform izoamil alkol eklenip tim 6rnekler
15 dk. yavasca alt iist ederek karistirilmistir.

d. 14000 g ve 24°C’de 20 dk. santrifiijlendirilip iist faz yeni bir tiipe aktarilmistir.

e. 1000 pl Kloroform izoamil alkol eklenerek birka¢ kez alt iist ederek karistirilmistir.
14000 g ve 4°C’de 20 dk. santrifiijlenip st faz dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe
aktarilmastir.

f.Ust faza 2,5 pul RNaz ve 8 pl proteinaz K eklenmis ve 45 dk. 37°C’de bekletilmistir.

g. DNA’y1 ¢oktiirmek igin her tiipe 100 ul amonyum asetat, 100 ul sodyum asetat (3M),
800 pl soguk izopropanol eklenmistir.

h.14000 g ve 4°C’de 20 dk. santriflijlendip tist faz atilmistir.

1. Pelet 6nce %100’1iik sonra %70’lik soguk etanol ile yikanmaistir.

j. Yikanan pelet 37°C’de 15 dk bekletilerek kurutulmustur.

k. Kurutulan DNA 100ul TE tamponunda fingerprint yapilarak ¢éziilmiistiir.

1. 24 saat +4°C’de dinlendirildikten sonra kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

Elde edilen DNA 250 kat (3ul DNA+747ul TE tamponu) seyreltilerek
spektrofotometrede 260nm ve 280nm dalga boylarinda absorbans (A) degerleri
okunmustur. OD (okuma degeri) 260/280 degeri 1,1-1,8 arasinda olmasi DNA’nin saf
oldugunu gostermektedir. 50 (DNA i¢in multifikasyon katsayisi) x 250 (seyreltme
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katsay1s1) x ODggp (260nm’de okuma degeri) formiiliinden faydalanilarak stoktaki DNA

miktar1 hesaplanmistir. Stok DNA’dan 50ng/ul DNA iceren ¢alisma soliisyonu

hazirlanmistir.

3.2.3. IRAP -REMAP

3.2.3.a. IRAP-REMAP primerleri

Calismada 7 IRAP primeri (Metabion International AG Lena-Christ-Strasse 44/ D-

82152 Martinsried, Deutschland) kullanilmistir. Kullanilan primerlerin baz dizileri

Cizelge 3.1’de verilmistir.Ayrica Cizelge 3.2 verilen 4 IRAP ve 2 ISSR primeri

kombinlenerek REMAP primerleri olusturulmustur.

Cizelge 3.1. IRAP-PCR’da kullanilan primer dizileri, erime (Tm) ve baglanma (Ta)

sicakliklar
No  Primer adi Dizisi (5’ % 37) Tm(°C) Ta(°C)
1 BARE1(0) CTAGGGCATAATTCCAACA 53.0 52.0
2 BAREILTR2R ATCATTGCCTCTAGGGCATAATTC 62.0 58.0
3 E2647 ACCCCTCTAGGCGACATCC 62.0 58.0
4 Sukkula GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 71.0 68.0
5 Stowaway CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT 62.0 52.0
6 WLTR 2105 ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA 61.0 55.0
7 N-57Nikita(F) CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC 60.0 55.0

*Ta sicakliklar1 Gradient PCR ile belirlenmistir

Cizelge 3.2. REMAP-PCR’da kullanilan primer dizileri, erime (Tm) ve baglanma (Ta)

sicakliklar

No Primer adi Dizisi (5° » 37) Tm(°C) Ta(°C)

1 LTRreverse 7286 GGAATTCATAGCATGGATAA 66.0 58.0
TAAACGATTATC

2 8081 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC 57.0 54.0

3 8082 CTCTCTCTCTCTCTCTCTG 57.0 54.0

4 LTRreverse 6150 CTGGTTCGGCCCATGTCTATG 77.0 60.0
TATCCACACATGGTA

5 BARE1LTRforward CTCGCTCGCCCACTACATCAAC 75.0 60.0

6149 CCGCGTTTATT
6 WLTR 2105 ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA 61.0 55.0

*Ta sicakliklart Gradient PCR ile belirlenmistir
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3.2.3.b. IRAP- REMAP PCR protokol

IRAP-PCR islemi igin gerekli olan bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 3.3 te verilmistir.

Cizelge 3.3. IRAP- REMAP PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesenin Ad1 Miktar (pl) Son konsantrasyonu
Steril distile su 13ul -

10X PCR tamponu(MgCl, icermeyen) 2ul 1X

25 mM MgCI2 2ul 2,5mM

5 UM primer 1ul 0,25uM

10 mM dNTP 0,5ul 0,25mM

50 ng/pl Kalip DNA 1ul 50ng

5 U/ul Tag-DNA polimeraz (Sigma, D6677) 0,3ul 15U

Toplam 20ul

Yukarida Cizelge 3.3’te verilen standart degerlere gore her bir 6rnekten izole edilen
genomik DNA ve Cizelge 3.1°de ve Cizelge 3.2°de verilen IRAP ve REMAP primerleri

ile her bir 6rnek i¢in ayr1 PCR tiipii hazirlanmistir.

Bu islemlerin ardindan oOrnekler PCR otomatik termodongii aletine (Corbatt
Mastercycler Gradient Authorized Thermal Cycle) yerlestirilmis ve asagidaki dongiiye

tabi tutulmustur.

1) PCR aleti otomatik olarak 5 dakika 95°C tutmus,
2) 42 dongii olacak sekilde sirasiyla,

a. 1 dakika 94°C
b. 1 dakika baglanma sicaklig1 (Degisken)
c. 2 dakika 72°C

3) 15 dakika 72°C
4) Son olarak 10 dakika 4°C tutulmus, PCR aletinden ¢ikarilan ornekler +4°C’de

saklanmistir.
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3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra &rnekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve olusan
bantlara gore primerlerin hibridize olup olmadif1 tespit edilmeye calisilmistir. islem

siras1 asagidaki gibidir;

a. Jel icerisinde agarozun konsantrasyonu %1,5 konsantrasyon olacak sekilde agaroz
tartilip 1X TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir.

b. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 1X TBE + agaroz c¢ozeltisi icerisine 0,75ug/ml olacak
miktarda etidyum bromiir eklenmistir.

c. Hazirlanan jel katilasmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan 6nce jel
Uzerine tarak konularak 6rneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayri bir érnek (3 ul bromfenol mavisi +7 pl
PCR iirlinii) yliklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 70V-160 dk. slre ile PCR urinleri elektroforez islemine tabi
tutulmustur. Siire sonunda elektrik akimi kesilmistir.

f. Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel UV 1s1k altinda incelenmis ve degerlendirilmek

lizere fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.5. IRAP-REMAP Analizleri ve Genomik Kararhlik Sabitliginin (%GTS)

Belirlenmesi

Her bir primer i¢in tiim 6rneklerde amplifiye olan DNA bantlarinin varligi ve yoklugu,
negatif kontrol IRAP profillerine gore bant yogunluklarindaki azalma ve artmalar temin
edilmis olan agaroz jel goriintiileme cihazi ile belirlenmistir. Elde edilen jel géruntuleri
TotalLab TL120 program ile degerlendirilmistir. Genomik kararhlik sabitliligi (%) her
bir primer Grind igin Atienzar (1999)’a gére 100-(100*a/n) formiiliinden yararlanilarak
hesaplanmistir. Formiildeki a her bir uygulama 6rnegi i¢in tespit edilen IRAP ve
REMAP polimorfik profillerini, n ise ilgili primerle negatif kontrol grubunda elde

edilen DNA toplam bandi sayisim gostermektedir. Uygulama gruplarina ait IRAP ve
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REMAP profillerinde gozlenen polimorfizm negatif kontrol grubuna goére yeni bir

bandin ortaya ¢ikmasi veya mevcut bir bandin kaybolmasini kapsamastir.

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. IRAP Analizleri ve Genomik Kararhhk Sabitliligi (Genomik Template
Stability; GTS%)

B-Ostradiol ve NaCl’nin  dozlar1 Triticum aestivum cv. Kirik ¢esidi (zerine
uygulandiktan sonra genomdaki retrotranspozon polimorfizmini ortaya ¢ikarmak icin 11
IRAP primeri denenmis bunlarin icinden en iyi amplifikasyon veren 7 primer
(Stowaway, Sukkula, WLTR2105, NikitaN57, E2647, BARE1(0), BARELLTR2R)
secilerek degerlendirmeye alinmistir. Polimorfizm orani1 NaCl konsantrasyonunun artan
dozlarina bagli olarak artis gostermistir. Fakat tuz ile uygulanan B-6stradiol’in 6zellikle
yiiksek dozlarinda bu polimorfizi azalttigi gozlenmistir. Asagida Cizelge 4.1°de de
goriildiigii gibi NaCl uygulamasinda en yiiksek GTS orani (%83,1) 200 mM NaCl
dozunda iken en diisiik GTS orani ise (%50,5) 400 mM NaCl dozunda olup doz artisina

bagli olarak GTS oraninin diistiigii belirlenmistir.

GTS orani iizerine dozlarin temel etkileri karsilastirildiginda NaCl dozuna bagli olarak
bir azalis s6z konusu iken, B-Ostradiol uygulamasi zit bir etki olusturmus ve GTS
oraninda artisa sebep olmustur. Her iki uygulamanin birlikte verildigi dozlarda ise NaCl
uygulamasinin en diisiik ve B-0stradiol uygulamasinin en yiiksek oldugu dozda GTS
oran1 en yiiksek iken (%62,4), NaCl uygulamasinin en yiiksek ve [-Ostradiol
uygulamasinin en diisiik oldugu dozda ise GTS oraninin en diisiik (%48,7) oldugu tespit

edilmistir.

Calisma primerleri dikkate alindiginda totalde en yiiksek polimorfizm orani (%55,5)
BAREL(0) primerinde gozlenirken en diisiik polimorfizm oran1 (%24,1) WLTR2105

primerinde gézlenmistir.



Cizelge 4.1. IRAP’taki B-0stradiol ve NaCl genomik kararlilik sabitliligi (%GTS) ve retrotranspozon % polimorfizmi

0 M p-6stradiol 10°® M p-dstradiol 10 M p-dstradiol 10" M p-dstradiol
200 300 400 200 300 400 200 300 400 200 300 400
Primerler ?\jr;cl:\f mM mM mM ?\jr:(l:\f mM mM mM ?\II:CIIVII mM mM mM ?\jr;cl:\f mM mM mM
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

WLTR 2105 100 85,7 71,4 71,4 85,7 57,1 85,7 71,4 71,4 71,4 85,7 57,1 71,4 71,4 71,4 85,7

N57

517

NIiKiTA 100 75 62,5 62,5 62,5 50 62,5 87,5 75 75 62,5 87,5 50 62,5 75 12,5
SUKKULA 100 71,4 71,4 57,1 57,1 71,4 57,1 71,4 57,1 57,1 57,1 85,7 71,4 71,4 57,1 71,4
E2647 100 75 50 50 62,5 62,5 62,5 50 50 50 62,5 50 37,5 50 37,5 50
STOWAWAY 100 87,5 87,5 50 50 75 50 75 50 62,5 50 50 62,5 50 62,5 75

BARE 1(0) 100 87,5 50 12,5 62,5 87,5 50 62,5 25 37,5 37,5 25 37,5 12,5 12,5 12,5

BAREILTR2R 100 100 50 50 50 33,3 83,3 83,3 50 33,3 50 66,6 50 66,6 33,3 33,3

%GTS 100 83,1 63,3 50,5 61,5 62,4 64,4 71,6 54 55,3 579 60,3 54,3 531 49,9 48,7

%Polimorfizm 0 16,9 36,7 49,5 38,5 37,6 35,6 28,4 46 447 42,1 39,7 45,7 46,9 50,1 51,3




Cizelge 4.2. B-6stradiol ve NaCl’nin farkli konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢6zeltilerinin bugday tohumlarinin tizerine etkisi ile degisen
bantlarin molekiiler agirligi

0 M B-bstradiol 10 M p-dstradiol 10® M p-dstradiol 102 M B-dstradiol
) Kontrol | +/- 0 200 300 400 0 200 300 400 0 200 300 400 0 200 300 400
Primer mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
7 + 100 1097 1097 1030 1097 13027 2%31 1030 1030 1030
WLTR2105
507; | 507; 946; 1522,
i 507 284 284 iy 946 946 1380 1380; 946 946 946 642
946
2000;
8 . 100 1348 | 2000 2348 2348 2000 1348;
2348
o . 1717; . . ] ] ] 3031;
Nikita 7 | 189 | 100, | 1ma7 2031, 3031; a3t | 1717 3031; 2549; | 3031; 3030; 717
) 1230 | 38% | Tg17 817 1230; 1230; 1230 1467 1230; 1230, | 1717, i 1230;
817 ' 817 817 817 817 1230 '
817 817
100 2430; | 2272 ﬁgg 2430; 2272; 2128; 2156 igﬁ fg;g iggg 9184 1272; 2213; 2368;
7 + 2024 1829 © | 1931 1829 1868 ' ' ' 1888 1848 1909
Sukkula 1059 1033 1085 1046
- 989 989 939 1128 939 989
1716;
1780; | 1865; | 1865; 1732; 1716; 1732; 1716; | 1780; X 1655;
8 * 100 1244 | 1268 | 1293 1847 1796 | 1256 1244 991 1231 1178 1244 1131%%; 1167
E2647 7L | 70L | 0% | L0 ;gé 701, 701; ;gé 701; %01 71 gi 701; 701; 771,
- 359 450 296 206 296 296;351 296 296 206 296 296 296
984; 2150; 904; 937; 953; 1821; 1841;
8 + 100 1029 1029 | 904 2500 888 904 839 1029 1085 1999 953 2150 9931 904 904
Stowaway ; ééggf 2809; 750 2809; 750 750, | e 2809; éiggf 2809, | 2406; 250 250
| 2406 2406 2406 750 ' 2406 2809
2406 750
3000; 2701- 5783;
2694; | 2049; | 3140; 4000; 4576; | 5783; 5783; . 5783; ' 5783; 4806;
8 + | 100 746 | 1569 | 1561 | 1302 2659 1444 | 3222 2791 | MAHIETA 1 nguy Zl%j‘;' 5400;3201 |  3412;
BARE 1(0) 1198 1960
- 1406; | 2264; 2264354 | 2264; 2264; | 1406; 1440; 2264; 2264; 354; 1444; 548;
922 | 1406; 354 548 354 354; 548; 548; 1406; 548; 1406; 1406; 354
354 922; 354 354 548; 354 548 548;
548 354 2264 354
6 + 100 - 6572 4558; 6572;  7031; 6137, 6224; 1548 1548 5483; 6876
BARE1 6572 1551 1551 1549 1556 2623
LTR2R - 2172 | 2172 | 2172; 5865; 2172 2172 2172 7510; 3210; 4112 4112; 4865;
5865 2172 2172 2172 2172 2172 2172;
1033

oy



47

4.2. IRAP Jel Goruntileri
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Sekil 4.1. Stowaway primerine kars1 olusan amplifikasyon {iriinleri

(1.Markir;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M -
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M p-dstradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M B-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M p-
ostradiol;8. 300mM NaCl, 10 M B-6stradiol;9. 400mM NaCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10® M
B-ostradiol;11. 200mM NaCl, 10 M p-6stradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-6stradiol;13. 400mM NaCl,
10 M p-ostradiol;14. 0 mM NaCl, 10*° M B-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10*° M p-6stradiol;16. 300mM
NaCl, 10" M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10™*° M B-6stradiol)
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Sekil 4.2. BARE1LTR2R primerine kars1 olugsan amplifikasyon iiriinleri

(1.Markir;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M B-
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M B-dstradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M B-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M p-
ostradiol;8. 300mM NaCl, 10°® M p-ostradiol;9. 400mM NacCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10 M
B-6stradiol;11. 200mM NaCl, 10® M p-dstradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-6stradiol;13. 400mM NaCl,
10" M B-6stradiol;14. 0 mM NaCl, 10™° M B-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10™*° M p-dstradiol;16. 300mM
NaCl, 10™° M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10™ M p-ostradiol)
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Sekil 4.3. E2647 primerine karst olusan amplifikasyon tiriinleri

(1.Markir;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M B-
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M B-dstradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M B-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M p-
ostradiol;8. 300mM NaCl, 10 M B-6stradiol;9. 400mM NaCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10® M
B-ostradiol;11. 200mM NaCl, 10 M p-dstradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-6stradiol;13. 400mM NaCl,
10°® M p-ostradiol;14. 0 mM NaCl, 10" M p-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10" M B-6stradiol;16. 300mM

NaCl, 10™° M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10™ M p-ostradiol)
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Sekil 4.4. Sukkula primerine kars1 olusan amplifikasyon tiriinleri

(1.Markar;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M j-
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M p-ostradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M p-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M B-
dstradiol;8. 300mM NaCl, 10°® M p-ostradiol;9. 400mM NaCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10 M
B-6stradiol;11. 200mM NaCl, 10® M p-dstradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-dstradiol;13. 400mM NaCl,
10 M p-ostradiol;14. 0 mM NaCl, 10*° M B-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10™*° M p-6stradiol;16. 300mM
NaCl, 10" M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10™*° M B-6stradiol)



o1

10.000 o
6.000
4,000 -

3.000 4

2,000 4

1.550

1.000 4

Base Pairs

750 +

500 +
400

300 +

200 +

100 +

88y £4 £¢ U2

I

L&

11 -

0 ((ua

Sekil 4.5. BARE1(0) primerine kars1 olusan amplifikasyon Urlinleri

(1.Markir;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M B-
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M B-dstradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M B-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M p-
ostradiol;8. 300mM NaCl, 10 M B-6stradiol;9. 400mM NaCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10® M
B-ostradiol;11. 200mM NaCl, 10® M p-6stradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-6stradiol;13. 400mM NaCl,
10" M B-dstradiol;14. 0 mM NaCl, 10™° M B-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10™*° M p-dstradiol;16. 300mM
NaCl, 10™° M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10™ M p-ostradiol)



52

10.000
6.000

3.000
2.000

1.400

750

500
400

300

Base Pairs

200

100

Sekil 4.6. WLTR2105 primerine kars1 olusan amplifikasyon iiriinleri

(1.Markar;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M j-
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M B-dstradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M B-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M p-
ostradiol;8. 300mM NaCl, 10 M B-6stradiol;9. 400mM NaCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10® M
B-ostradiol;11. 200mM NaCl, 10 M p-6stradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-6stradiol;13. 400mM NaCl,
10® M p-ostradiol;14. 0 mM NaCl, 10*° M B-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10™*° M p-6stradiol;16. 300mM
NaCl, 10" M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10 M B-6stradiol)
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4.3. REMAP Analizleri ve Genomik Kararhhk Sabitliligi (Genomik Template
Stability; GTS%)

REMAP teknigi i¢in ise IRAP primerlerinden secilen WLTR2105, LTRreverse6150,
LTRforward6149 ve LTRreverse7286 primerleri ISSR’nin 8081 ve 8082 primerleriyle
kombinlenerek 4 tane primer olusturulmus ve amplifikasyonlari dikkate alinarak
degerlendirme yapilmistir. Cizelge 4.3’de de goriildiigii gibi kullanilan biitiin tuz
konsantrasyonlarinin GTS degerini azalttigi gozlenmistir. Ancak tuzla beraber -
Ostradiol uygulamasinin GTS oranlarim1 yiikselterek polimorfizmi onledigi tespit
edilmistir. IRAP’ta en ylksek polimorfizm %42,9’la (WLTR2105)’de iken; REMAP’ta
ise en yliksek polmorfizmin oranmin; %66,7°’yle (WLTR2105+8082)’de oldugu
gozlenmistir. REMAP’ta polimorfizmin yiiksek olmasinin nedeni ise bu teknikle hem
retotrantranspozonlarin hareketi hem de DNA zararinin hesaplanmaya alinmasindan
kaynaklandig1 sonucuna varilmistir. Totalde ise en yiiksek polimorfizm oran1 IRAP’ta
(400 mM dozunda 51,3) iken; REMAP’ta (400 mM dozunda %54,1) dir.



Cizelge 4.3. REMAP’taki B-0stradiol ve NaCl genomik kararlilik sabitliligi (%GTS) ve retrotanspozon % polimorfizmi

0 M B-6stradiol 10® M p-dstradiol 10 M p-dstradiol 10™° M p-6stradiol
IRAP +ISSR
Primerleri 0 200 300 400 0 200 300 400 0 200 300 400 0 200 300 400
rimerleri
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl NaCl | NaCl | NaCl | NacCl NaCl NaCl | NaCl | NaCl NaCl NaCl
LTR7286R+8081 | 100 75 75 50 37,5 62,5 50 62,5 | 62,5 62,5 50 62,5 62,5 62,5 25 50

12°]

LTR6149F+8082 | 100 | 100 75 75 87,5 75 87,5 100 75 62,5 75 62,5 75 50 62,5 62,5

LTR6150R+8081 | 100 | 100 75 75 50 75 62,5 75 75 62,5 75 50 50 50 50 37,5

WLTR2105+8082 | 100 | 100 | 77,7 | 66,6 | 66,6 | 77,7 77,7 | 888 | 66,6 | 77,7 7 66,6 66,6 | 444 55,5 33,3

GTS% 100 | 93,7 | 75,7 | 66,7 | 60,4 | 72,6 695 | 816 | 698 | 66,3 69,5 60,4 63,5 | 51,7 48,3 45,9

Polimorfizm% 0 6,3 | 243 | 333 | 396 | 274 30,5 | 18,4 | 30,2 33,7 30,5 39,6 36,5 | 48,3 51,7 54,1




Cizelge 4.4. REMAP’taki p-6stradiol ve NaCl’nin farkli konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilerin bugday tohumlarinin iizerine etkisi
ile degisen bantlarin molekiiler agirhigi

Y 10° M p-dstradiol 10® M B-ostradiol 1072 M B-ostradiol
Pri Kontrol
rimer v
0 | 200 | 300 | 400 | o | 200 | 300 | 400 | o | 200 | 300 | 400 | o | 200 | 300 | 400
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | Nacl
1385; | 1451: 1423;
9 w200 | - | 473 | oo | Yoo | 1453 | 1453 1334 | 1055 | 1356 | 502
1556, 1556,
1256; 1556; * | 1556; ’
+ il . . i . . ’ .
WLTR2105+8082 . 524 | 450 | 874 | 1394 | 1304 | 1556 | 524: | 1996 | 19565 1 juqq: | 1556; 1 1499 Tt | 1499
oo | 1304 | 1304 [ 298| 1256 | 1304; | D7E | 1256;
874 874
1529; | 1444: 1370; | 1370;
o .| w00 | - - | 572 | 1212 | - | 1475 | 1529 | 1596 | Trer | hyes | 1400 | 1057 | 1007 | T30 | 9T
LTR7286R+8081 — —
. L [ eee | omn | 2| sie | R2ET N R aar | aazs; | oo | a2rn | o7y | orn | ory | er | O
398 | 398 © | 308: ' | 288 | 971 516 | 516 | 516 | 516 | 288: '
398 971 | 288 288
288 516
1128; | 615;
8 + 200 | - |1256 | 1119 | - | 1208 | 1220 | - | 620 | 1220 | 756 | 1098 | 1088 | ;o | O | -
+
LTR6149F+8082 152 o 1293,
- - | 1203 | 1152 | 820 | 1203 | - - | a8 | - | 1203 | 1203 | 1152 | 1203 | 418;
1152
1152
1768; 1787; 1850; 1768; | 1559; | 1650; | 1563; | 1693
8 + | 100 | - | 1768 | 1768 | 500 | 1635 | LT | 1920 | w681 | o) | 4732 | 9% | TN 1000 | S| 1295
LTR6150R+8081 464
N — ] 699 | 699 | 1714, | 1714 | 1714 | 1467 | 1714 | 1591 | 1714 | 1714, | 1714, | 1714, | 1714, | 1714,
1591 1467 | 1467 | 1591 | 1591 | 1593

GS
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Sekil 4.7. LTR7286(R) +8081 Primerine kars1 olusan amplifikasyon Grinleri

(1.Markar;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M j-
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M p-ostradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M p-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M B-
ostradiol;8. 300mM NaCl, 10°® M p-ostradiol;9. 400mM NaCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10 M
B-6stradiol;11. 200mM NaCl, 10® M -dstradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-6stradiol;13. 400mM NaCl,
10® M p-ostradiol;14. 0 mM NaCl, 10*° M B-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10™*° M p-6stradiol;16. 300mM

NaCl, 10" M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10™° M B-6stradiol)
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Sekil 4.8. BARELLTR6149(R))+ISSR8082 primerine karsi olusan amplifikasyon

ardnleri

(1.Markar;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M j-
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M p-ostradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M p-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M B-
ostradiol;8. 300mM NaCl, 10 M B-6stradiol;9. 400mM NaCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10® M
B-ostradiol;11. 200mM NaCl, 10 M p-6stradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-6stradiol;13. 400mM NaCl,
10® M p-ostradiol;14. 0 mM NaCl, 10*° M B-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10*° M p-6stradiol;16. 300mM
NaCl, 10" M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10™° M B-6stradiol)
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Sekil 4.9. LTR6150(R) +ISSR8081 Primerine kars1 olusan amplifikasyon tirtinleri
(1.Markar;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M j-
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M B-dstradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M B-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M p-
ostradiol;8. 300mM NaCl, 10 M B-6stradiol;9. 400mM NaCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10® M
B-ostradiol;11. 200mM NaCl, 10 M p-6stradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-6stradiol;13. 400mM NaCl,
10® M p-ostradiol;14. 0 mM NaCl, 10*° M B-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10™*° M p-6stradiol;16. 300mM
NaCl, 10" M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10 M B-6stradiol)
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Sekil 4.10. WLTR2105+ISSR8082 primerine kars1 olusan amplifikasyon

(1.Markir;2. 0 mM NaCl, 0 M B-6stradiol;3. 200mM NaCl, 0 M B-6stradiol;4. 300mM NaCl, 0 M B-
ostradiol;5. 400mM NaCl, 0 M B-dstradiol:6. 0 mM NaCl, 10° M B-6stradiol; 7. 200mM NaCl, 10° M p-
ostradiol;8. 300mM NaCl, 10 M B-6stradiol;9. 400mM NaCl, 10° M p-6stradiol;10. OmM NaCl, 10® M
B-ostradiol;11. 200mM NaCl, 10 M p-6stradiol;12. 300mM NaCl,10® M B-6stradiol;13. 400mM NaCl,
10 M p-ostradiol;14. 0 mM NaCl, 10° M B-6stradiol;15. 200mM NaCl, 10™*° M p-6stradiol;16. 300mM
NaCl, 10" M p-6stradiol;17. 400mM NaCl, 10™*° M B-6stradiol)
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5. TARTISMA ve SONUC

Stres bir bitkinin biylme, gelisme ve verimliligi Uzerine negatif etkiye sahiptir. Cesitli
bolgelerde bitki tiirlerinin dagilimini kisitlamakta ayrica bitki populasyonu fiizerine
gicli bir evrimsel baski uygulamaktadir (Madlung and Comai 2004; Boyko and
Kovalchuk 2008). Stresler biyotik ve abiyotik stres gibi dissal; ya da spontan gen
mutasyonlar1 gibi i¢sel olabilmektedir. Biyotik stresler patojen saldirilari rekabet ve
herbivorlari igermektedir oysa abiyotik stres asir1 ya da yetersiz 1sik, su, tuz ve sicaklik
gibi uygun olmayan c¢evresel kosullardan kokenlenmektedir (Madlung and Comai
2004). Olumsuz cevresel faktorler birgok yolla her zaman organizmalari etkilemektedir.
Ozellikle topragm asir1 tuzlulugu dogal habitatta bitkilerin yayilmasini kisitlayan en
onemli faktérdir. Tuzluluk diinyanin %40’1m1 temsil eden kurak ve yar1 kurak
bolgelerde bitkiler icin biylyen en biylk sorundur (Fisher and Turner 1978; Shanon
1986). Abiyotik stres faktorleri bitkilerde molekiler, fizyolojik, biyokimyasal ve
morfolojik degismelerin karmasik bir serisine yol agmaktadir (Wang et al. 2001). Bu
yuzden herbisitlere, hastaliklara ve abiyotik stres gibi kompleks bir 6zellige karsi

toleransl bitki tretmek icin, genetik modifikasyon uygulanmistir (Wang et al. 2003).

Genel olarak, abiyotik strese kars1 bitki yanit1 birbirine baglh bir ka¢ seviyede kontrol
edilebilmektedir. Ilk olarak, stres birincil reseptorler tarafindan algilanir; genellikle
strese sokulmus bitkilerin ¢ogunda ortak olan oksidatif sinyaller ve bagimli kalsiyum
sinyalleri ve solunun aktivasyonuyla takip edilmektedir. Bu sinyal yollar1 ya yaygin
stresler arasinda ya da belirli bir strese 6zgu olan; stres duyarli genlerin (erken yanit
genler)'in bir grubunun ifadesinin degistirilmesiyle sonlanabilir. Bazi erken yanit
genleri; diger stres duyarli genlerini (ge¢ yanit genleri) kontrol eden transkripsiyon
faktorlerini kodlar. Bu ikinci genler; protein doniisimii ya da mekanik savunmanin
dahil oldugu genler gibi farkli islevlere sahip ayr1 kategoriler halinde gruplandirilan
genelde strese 0zgl genlerdir. Tim bu multi seviyedeki tepkiler degisen ortama uyum
saglamasina veya bitkinin hayatta kalmasi i¢in olanak saglamaktadir (Kilian et al.
2012).
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Genellikle NaCl’nin neden oldugu yiiksek toprak tuzlulugu, oksidatif hasara neden olan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 liretiminin yani sira iyonik toksisite etkileri ve
hiperosmotik indiksiyon nedeniyle bitki buyimesini engellemektedir (Gong et al.
2001). Uretilmis olan ROT, membran lipitleri, fotosentetik pigmentler, proteinler ve
nikleik asitler gibi hiicre bilesenlerini bozabilmekte ve sonucta hicre 6limine neden
olmaktadir (Ghorbanli et al. 2004). Calismamizdaki tuz stresi uygulamasinda REMAP
sonuglarindaki polimorfizmin yiksek ve GTS’nin diisik olmasmin sebebi DNA
hasarmin bir gostergesi olarak kabul edilip bu hasara tiretilmis olan ROT larin aktif hale
gelerek sebep oldugu sonucuna varilmaktadir. Bazi arastiricilarda uygun olmayan
cevresel kosullar altinda bitkilerde ROT’larm dretiminin 6nemli 06lglide arttigim
belirtmislerdir (Mittler et al. 2004; Verma and Mishra 2005).

Fakat bitkiler tuz stresi karsisinda osmotik stres toleransinin uyarilmasini ve membran
biitiinliigiine katilan proteinleri kontrol etmekte, su ya da iyon homeostasisini ve
ROT’lar1 atma gibi yanitlar olusturmaktadir. Ayrica Gesitli sinyal yolu ara {irtinleri ve
transkripsiyon  faktorleri  (6rnegin  ¢inko-parmak kopyalama faktorli  gibi),
transkripsiyonel olarak osmotik ayarli genlerin promoterleri ile etkilesim yoluyla

efektorleri aktive ederek tuz stresinde bitkiye yardimci olmaktadirlar (Gong et al. 2001).

Boylece tuz stresi gen ekspresyonu kaliplarinda ve protein dagilim profillerinde
degisikliklere sebep olmaktadir. Bunlara ek olarak bitkilerde strese yanitta; siRNA'lari
ureten bolgeler, heterokromatin, transpoze elementler (TES), ve psddogenler agir bir
sekilde metillenmektedirler (Zhang et al. 2006).

Transpozon elementleri gibi tekrar dizilerindeki metilasyon normal genom isleyisiyle
araya giren bu dizileri énlemektedir (Chan et al. 2005). Genlerdeki metilsitozinlerin
yogunlugu; tekrar dizilerinden daha diisiik olmasina ragmen Arabidopsis’in ifade edilen
genlerinin {igte birinden fazlasi onlarin transkribe edildigi bolgelerde 6zellikle CG
bélgelerinde metilasyon icermektedir.ifade edilen genlerin yalniz %5’i kendi promotor
bolgelerinde metilasyon icermektedir (Zhang et al. 2006). Metillenen genler promotor

bolgelerinde dokuya 6zgl ifade gosterirken; transkribe edilen bolgelerdeki metilasyon
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gen ifadesini orta derecede baskilamaktadir (Zhang et al. 2006; Zilberman et al. 2007).
Bitki genomlarinin 6nemli bir boliimiinii olusturan ve DNA metilasyonu ile inaktive
durumda tutulan transpozon elemenleri, DNA demetilasyon yoluyla cevresel faktorler

tarafindan aktive edilebilmektedirler (Chinnusamy and Zhu 2009).

Cesitli smRNA'lar ve miRNA'lar dehidrasyon, tuz, ve soguk stresi gibi abiyotik
streslere yanit olarak kendi seviyelerinde miktarlarint degistirmektedirler(Sunkar and
Zhu 2004; Zhou et al.2008). Ornegin, miR319¢c seviyesi soguk stresine yanit olarak
artar, ancak dehidrasyon ve tuz stresinde yanit1 yoktur (Sunkar and Zhu 2004). Dogal
antisens transkriptleri (nat-siRNAs)’den elde edilien SmMRNAs miRNAs ve siRNAs’da
abiyotik stres kosullarina yanitta diizenleyicidir (Borsani et al. 2005).

Cevresel stres ile tetiklenen retrotranspozisyonun kisitlanmasi igin transkripsiyonel ve
transkripsiyon sonrasi epigenetik kontroliin hayati bir oneme sahip oldugu aciktir.
Tutlinde ve piringte protoplast ya da hticre kilturiinden sonra kodlama dizilerinin igine
retrotranspozonlar yerlestirdigi belirtilmistir (Grandbastien et al. 1989; Hirochika et al.
1996). Bu durum retrotranspozisyonun somaklonal varyasyona onemli bir katki
yapabilecegini goOstermistir. Tiitlin yapragi dokusundan izole edilen protoplastlarda
yuksek Dbir sekilde wuyarilan TntlA’nin ifadesinin artmasi strese karsi bitki

retrotranspozonunun aktivasyonunun ilk kanitidir (Pouteau et al. 1991).

Bazi stresler retrotranspozonlari aktive edebilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada uygulanan
4 (0,200, 300, 400 mM NacCl) farkli tuz konsantrasyonuna bagli olarak retrotranspozon

hareketinin arttig1 ve buna bagli olarakta GTS oraninin azaldig1 gézlenmistir.

Calismamiza paralel olarak makarnalik bugdayda (Triticum durum) tuz ve 1s1k stresinin
Ttdla retrotranpozon hareketini arttirdigi ve tuz stresinin insersiyonel polimorfizmi
arttirdigina dair galismalarda mevcuttur (Woodrow et al. 2010). Arastirmamizda da tuz
stresine bagli olarak meydana gelen retrotranspozon hareketinin sebebini; tuz stresi
sonucunda olusan bu sinyal molekiillerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. Nitekim

Salazar et al. (2007) TLC1.1 retrotranspozonunun stresle ilgili ¢esitli sinyal molekiilleri
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(SA, ABA, MeJA, H,O, ve sentetik oksin 2,4-D) tarafindan aktive edildigini
bildirmislerdir.

Yine, aktif retrotranspozonlarin karakterlerinden biri olarak promotérlerinde bulunan
cis-duzenleyici elementlerin (5’LTR’nin U3 bdlgesi) bitki savunmasinda gorevli olan
sinyal yayithm  yoluyla olan iliskisi  gosterilmistir.  Ornegin, BARE-1
retrotranspozonunun 5’LTR bdlgesinde ABA’ya duyarli cis-duzenleyici elementlerden

biri olan ABRE elementlerini igerdigi bilinmektedir (Salazar et al. 2007).

Ancak c¢aligmamizda, WLTR2105, Nikita ve Sukkula retrotranspozonlarinin
polimorfizminin az oldugu goézlenmistir. Bu durum, strese bagli olarak retrotranspozon
hareketliligini ~ Onlemek icin  genel olarak DNA hipermetilasyonu ile

acgiklanabilmektedir.

Daha once yaptigimiz caligmalarda da tuz stresinin DNA hipermetilasyonuna sebep

oldugu gozlenmistir (yayina sunulmustur).

Cogu bitkide mevcut olan LTR (Uzun Ug¢ Tekrarli Retrotranspozonlar),
transkripsiyonda gorev alan LTR sckansindaki yiiksek degisim orami ile tarif
edilmektedir. Biyotik ve abiyotik strese yanitta bitkilerdeki LTR retrotranspozonlarinin
cogu, daha buyuk transkript havuzlari olusturmaktadir. Kisa siire Once, aktif LTR
elementlerinin epigenetik aktivitedeki bitisik genlerin ifadesini degistirdigi ve genomu
yapica ve niteliksel olarak farkli birsekilde yapilandirarak mutasyonlara neden oldugu
gozlenmisti. IRAP  ve  REMAP  sonuglarindaki  polimorfizmin ~ LTR
retrotranspozonlarinin mutasyona sebep oldugunun bir gostergesidir. Bundan dolay1
LTR retrotranspozlarinin aktivitesi bitkilerin cesitlenmesinde ve evrimsel sireci igin

hayati 6Gneme sahiptir.

Bitkinin strese karsi adaptasyonu icin meydana gelen fizyolojik ve genetik
degisikliklere ilaveten eksojen bazi uygulamar bitkinin adaptasyonunu arttirmada

yardimci olabilir.
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Son yillarda bazi eksojen bitki hormonlarmin ve bitki diizenleyicilerinin bitkide
biiyiimeyi arttirdig1 ve streslere kars1 bitkiyi koruduguna dair yayinlar mevcuttur. Bazi
caligmalar fitoostrojenlerin ¢esitli bozukluklara karsi koruyucu etkilere sahip oldugunu

gostermistir (Adlercreutz 2002; Johnston 2003).

Memeli seks hormonlar1 (MSH), bitki buylmesi duzenleyicileri olarak kabul
edilmemistir ancak, bitkilerde dogal olarak bulunmaktadir. Ayrica, distan bitkiye
uygulandigr zaman bitki biylmesi ve gelisimi tzerinde 6nemli tesvik edici etkilere
sahip oldugu rapor edilmistir (Erdal and Dumlupinar 2010; Erdal and Dumlupinar
2011).

Calismamizda da uygulanan butin p-0stradiol dozlarinin doza bagli olarak
retrotranspozon aktivitesini ve DNA hasarin1 azalttigit GTS’yi ise arttirdigi tespit

edilmistir.

Martinez-Honduvilla et al. (1976), Ostron, B-0stradiol ve testosteronun Pinus Pinea
tohumlarinda uygulamasinin kontroller ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir biiylime
hizi ve ¢imlenme derecesi ile sonuglandigini bildirmistir (Dogra and Thukral 1991,
Dogra and Kaur 1994). Fakat hormonlarin bu etkilerinin konsantrasyona bagl oldugunu
ve en iyi uyarici etkilerinin 10°M-10°M dozlar arasinda oldugu ifade etmislerdir.
Uygulanan bu dozlarin CAT ve POX enzimlerinin aktivitelerini artirdigini tespit
etmislerdir. Ayni ¢alismada artan maksimum enzim aktiviteleri, maksimum ¢imlenme
yuzdeleri ve maksimum kok-govde uzunluklarinin aynmi  konsantrasyonlarda
kaydedilmesi, bu hormonlarin ya dogrudan giberellinler gibi etki gosterip amilaz enzim
aktivitesini uyararak, ya da dolayli olarak giberellinlerin sentezlenmesini saglayan
fizyolojik cevaplar olusturarak ¢imlenme hizinda ve buna bagli olarak kok-govde

uzamasinda artisa neden oldugunu ifade etmislerdir.

Benzer sekilde, diger arastirmacilar Ostron ile uyarilmis bezelye embriyosunun
blylmesini artirdigini1 tespit etmislerdir (Kogl and Heagen-Smit 1936; Bonner and

Axtman 1937; Helmkamp and Bonner 1952). MSH ile ilgili baz1 ¢alismalarda stressiz
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kosullar altinda uygulanan MSH’1n protein ve niikleik asit igerigini arttirdigi, oksidatif
enzim aktivitesini uyardigi, H,O; igerigini ve lipid peroksidasyonunu (MDA) azalttigi,
bitkilerin inorganik bilesenlerini etkiledigi, bliylime ve gelismeyi arttirdigr belirtilmistir

(Karl and Lauchli 2010; Erdal and Dumlupinar 2010; Erdal and Dumlupinar 2011b).

Bitkilerde epigenetik modifikasyonda MSH’in rolii ile ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Bu tezde bitkilerde stressiz ve tuz stres kosullari altinda -Ostradiol’(in
retrotranspozon polimorfizmi zerine etkisini gosteren ilk rapordur. Daha 6nce yayina
sunulan bir raporda tuz stresinin sebep oldugu DNA hipermetilasyonuna karsi [-
Ostradiol’tin koruyucu rolii oldugunu goéstermistir. Bir ¢ok arastirict tuz stresi altinda
uygulanan B-6stradiol’tin ¢Oziinebilir protein igerigini arttirdigini rapor etmistir. (Erdal
2011; Afzal et al. 2006; Karl and Lauchli 2010). Bununla retrotranspozon hareketinin
ortadan kalkmasinin tuzluluk stresinin de sebep oldugu ROT’larin B-6stradiol’in
antioksidan seviyesini uyararak ortadan kaldirdigi sonucuna varilmistir. Ayrica literatiir
bilgisinde B-6stradiol’in bitkilerde inorganik madde bilesimini etkiledigi de
bildirilmistir. Dolayisiyla B-Ostradiol’in H,O, igerigini ve lipid peroksidasyonunu
(MDA) azaltarak ve bitkilerde inorganik madde bilesimini etkileyerek bunu yapmis

olabilecegi sonucuna varilmistir.

5.1. Sonug ve Oneriler

Bu calisma sonucunda normalde inaktif halde bulunan retrotranspozonlarin tuz stresi
altinda aktif hale gelmesiyle retrotranspozon polimorfizmi arttirdigi ancak
uyguladigimiz B-Ostradiol’iin olusan retrotranspozon polimorfizmini 6nemli Olglide
azalttigi gozlenmistir. Bu sonuglara dayanarak [-Ostradiol’in tuz stresi altinda
yetistirilen bitkiler i¢in adaptif bir 6neme sahip oldugu ve tarimda kullanilmasi
onerilebilir. Ayrica REMAP tekniginin hem DNA hasar1 hemde retrotranspozon

hareketini tespit ettigi i¢in genetik toksikolojide kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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