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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

KURSUN AGIR METAL STRESINE MARUZ KALAN TRIiTiCUM AESTiVUM
BIiTKIiLERINDE TRIAKONTANOLUN GENETIK VE EPIGENETIK ETKILERININ
BELIiRLENMESI

Levent GENCDAL
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Gokce KARADAYI

Amag: Tarihte agir metallerin kesfedilmesi ile dogadaki birikimleri giderek artmaya devam
etmektedir. Bu agir metallerden biri olan kursunun (Pb) maddelerde sertligi artirdig1 ve yapisal
biitiinligii sagladigi gerekcesiyle, metal ve metaloidlerin iiretildigi sanayide ¢okca kullanilmast
topraktaki ve besin zincirindeki birikimi giderek artirmaktadir. Calismamizda énemli bir tarim
tirtinii olan Triticum aestivum L. (Ekmeklik bugday) bitkisinin Pb stresi altinda meydana gelen
olumsuz genetik ve epigenetik durumlara karst Triakontanol (TRIA) hormonunun farkli
konsantrasyonlarda uygulanmasi ve tim genomda stres kaynakli metilasyon ve mutasyon
yiizdelerinin belirlenmesi amaglanmaistir.

Yontem: 10 mM Pb stresi uygulanan bugday orneklerine 10, 20 ve 40 pmol
konsantrasyonlarinda TRIA uygulanmistir. Uygulamadan 10 giin sonra bitki drnekleri alinarak
DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Tiim genomda mutasyon ve metilasyon oranlarini
belirlemek i¢in RAPD ve CRED-RA teknikleri kullanilmistir. Dahasi agaroz jel
degerlendirmeleri TotalLab TL120 programinda gerceklestirilmistir.

Bulgular: Yapilan uygulamalar sonrasinda en yiiksek GTS oran1 10 mM Pb + 20 umol TRIA
konsantrasyonunda, en diisiikk GTS orani1 ise 40 umol TRIA konsantrasyonunda belirlenmistir.
Ayrica tiim genom iizerinde belirlenen metilasyon oranlarina gore en yliksek %27,2 oraninda
40 umol TRIA dozunda, en diisiik %16,8 ile 40 pmol TRIA dozunda goriilmiistiir.

Sonug: Pb stresi altindaki Triticum aestivum L. bitkisinin stres toleransim1 artirmak igin
kullanilan TRIA hormonunun ekzojenik olarak uygulandiginda hem mutasyon oraninin1 hem
de metilasyon oranmi artirdign gorilmiistiir. Fakat kursuna maruz birakilan bitkilere
uygulandiginda mutasyonda ve metilasyon miktarlarinda 6nemli diislisler tespit edilmistir.
Ayrica 40 pmol TRIA dozunun en yiiksek genotoksik etkiye sebep oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kursun, DNA metilasyonu, RAPD, CRED-RA, Triticum aestivum L.
Ocak 2024, 88 Sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

IDENTIFYING THE GENETIC AND EPIGENETIC EFFECTS OF TRICONTANOL
ON TRITICUM AESTIVUM PLANTS EXPOSED TO LEAD HEAVY METAL
STRESS

Levent GENCDAL
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Gokce KARADAY I

Purpose: The accumulation of heavy metals in nature has been steadily increasing since the
discovery of them in history. Lead (Pb), one of these heavy metals, is widely used in the industry
where metals and metalloids are produced on the grounds that it increases the hardness of
materials and provides structural integrity, and its accumulation in the soil and food chain is
gradually increasing. Our research investigates the use of Triacontanol (TRIA) hormone in
different concentrations to combat negative genetic and epigenetic conditions that occur during
Pb stress in Triticum aestivum, a significant agricultural product and stress-induced methylation
and mutation percentages in the entire genome.

Method: Wheat samples under stress with 10 mM Pb were treated with TRIA in 10, 20, and
40 umol concentrations. Plant samples were collected 10 days after the application and DNA
isolations were carried out. The whole genome was analyzed for mutation and methylation rates
using RAPD and CRED-RA techniques. Moreover, the TotalLab TL120 program carried out
agarose gel evaluations.

Findings: After the treatments, the highest GTS ratio was determined at 10 mM Pb + 20 umol
TRIA concentration, while the lowest GTS ratio was determined at 40 pmol TRIA
concentration. Moreover, the methylation rates determined on the entire genome showed that
the highest rate was observed at 40 umol mol TRIA dose at 27.2% and the lowest rate of 16.8%
was observed at 40 umol TRIA dose.

Results: Exogenous application of TRIA hormone which is used to increase the stress tolerance
of Triticum aestivum L. plants under Pb stress resulted in an increase in both mutation rate and
methylation rate. When applied to plants exposed to lead, it was found that mutation and
methylation levels decreased significantly. The highest genotoxic effect was determined to be
caused by a dose of 40 pmol TRIA.

Key Words: Lead, DNA methylation, RAPD, CRED-RA, Triticum aestivum L.
January 2024, 88 pages
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GIRIS

Kiiresel gecim kaynagimiz olan tarim topraklarinin agir metallere maruz kalmasi agir
metal toksisitesinin ortaya ¢ikmasina, tarim bitkilerinin biiyiimesi, gelismesi ve epigenetigi
tizerinde zararl etkilere neden olmaktadir. Bu nedenden dolay1 agir metal kirliligi kiiresel bir
¢evre sorunu haline gelmistir (Memon, 2020). Bitkiler sessil canlilar olmalari nedeniyle agir
metallere maruz kalmis topraktan direkt olarak etkilenmektedirler (Ali and Perveen, 2020).
Insanlar ve hayvanlar yer degistirilebilen varliklardir, bu nedenle kaginma yoluyla cevreye
kolayca uyum saglayabilmektedirler fakat bitkiler kaginma tepkilerinden ¢ok, dirence
giivenmek zorundadirlar. Diinyadaki organizmalarin maruz kaldigi 35°ten fazla metal
bulunmaktadir. Bunlarin 23 tanesi agir metallerdir. En ¢ok toksik oldugu bilinen agir metaller
Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Krom (Cr), Demir (Fe), Kobalt (Co), Bakir (Cu), Nikel (Ni),
Civa (Hg) ve Cinko (Zn)’dur. Bu agir metallerden biri olan Pb, canlilar {izerinde 6nemli etkisi
olan, son derece zararli, bozunmayan ve toksik etki yaratan bir agir metal kirleticidir (Ahmad
et al. 2021). Pb dogada eser miktarda bulunsa da daha ¢ok antropojenik etkiler sonucunda
dogaya karigsmaktadir. Antropojenik etkiler; madencilik, eritme islemleri, endiistriyel {iretim,
endiistriyel giibreler, madeni tas iiretimi, sehir alt1 kanalizasyon atiklar1, bocek o6ldiiriicii ilaglar
(biyositler), maden atiksulari, ev ve kent atiklari, motor ile ¢alisan araglar ve bunlardan ¢ikan
egzoz gazlar gibi etkiler ile topraga gegmektedir (Seven et al. 2018). Pb topraktan bitkiler
tarafindan kolay bir sekilde emilerek bitkilerin ¢esitli kisimlarinda birikmektedir (Shi et al.
2019). Bitkilerdeki bu agir metal birikimi besin zincirine dahil oldugu i¢in insanlar, hayvanlar
ve bitkilerin kendisi i¢in 6nemli bir riski dogurmaktadir (Patlolla et al. 2009a; Wani et al. 2015).
Pb’ye maruz kalan bitkilerde, olusan stres nedeni ile artan malondialdehit (MDA) igerigi,
kloroz, deformasyona ugramis kloroplast mekanizmasi, su ve besin alimmiminda azalma,
diizensiz terleme, fotosentez ile beraber ortaya cikan hiicresel redoks homeostazinda
degisikliklerin olugsmasi ve hiicrelerde proteinlerin yikimina neden olurken bu durum reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) artmasii tetiklemektedir (Kumar and Kumari, 2015). Bitkiler;
stiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi
cesitli enzimlerden olusan kendi savunma mekanizmalarini aktive ederek oksidatif stresi tolere
etmektedirler (Tchounwou et al. 2004). Giiniimiizde Pb'nin tahilin biiylimesi, biyokiitlenin
artirilmas1 ve verim {izerindeki olumsuz etkilerini bertaraf etmek i¢in bircok yaklasim
bulunmaktadir (Okcu et al. 2009). Ornegin; abiyotik stresin bulundugu ortamlarda bazi stres

tyilestirici hormonlar ile tohumlarin hazirlamasi, biiylimeyi, gelismeyi ve tohumlardaki ¢ikis



sayisin1 artirmaktadir. Bu teknik ile bitki biiyiimesinin erken asamalarinda uygulanarak
bitkilerde Pb toksisitesini azaltarak biyogiivenli bitkilerin gelistirilmesi saglanmaktadir (Ali and
Perveen, 2020). Tohum hazirlanmasi1 abiyotik stresin bulundugu ortamlarda tohumlarin
cimlenme yiizdesini, ¢imlenme tekdiizeligini, bliylimeyi ve gelismeyi artirmaktadir
(Rademacher, 2015). Ekim Oncesi tohuma yapilan uygulamalar besin mevcudiyetini, ¢esitli
enzimlerin aktivasyonunu, hiicresel hasarlarin onarimi ve tohumlarin ¢imlenmesi ig¢in
gerceklesmesi gereken biyokimyasal siireglerin baglatilmasi i¢in kolay bir yontem olarak
aciklanmustir (Sarkar et al. 2020). Yapilan bir¢ok calisma tohum hazirlama isleminin stres
kosullar1 altinda bitki biiyiimesini, kalitesini ve verimini artirmak igin etkili bir yontem

oldugunu gostermistir (Alp and Kabay.. 2017; Kiipper, 2017; Navabpour et al. 2020).

Pb agir metaline maruz kalmig bitkilerde ROS seviyesi artmaktadir (Tropberger and
Schneider, 2013). ROS; DNA, proteinler ve yag asitlerinin oksidasyonunu tetiklerken
fotosentetik aktiviteyi ve ATP iiretimini engelleyebilmektedir. ROS, bitkileri stres kosullarina
adapte etmek icin hiicrelerde fizyolojik etkiler olusturarak bitkinin koruyucu hormonlarini
salgilamasi i¢in ilk sinyal olusturucu olarak gorev yapmaktadir (Sharma et al. 2012). Bitki
antioksidan sisteminde askorbat peroksit (APX), CAT, SOD, GR, gulutatyon peroksidaz (GPX)
ve peroksidoksin (PRX) enzimleri gorev almaktadir (Tropberger and Schneider 2013; Samanta
et al. 2020). Bu nedenle yapilan galismalarda Pb stresine maruz kalmis bitkilerde ROS’larin
seviyeleri arastirilmaktadir. Verma and Dubey (2003) tarafindan piring (Oryza
sativa L.) ¢esidinin fidelerinde, ortamda 500 ve 1000 uM Pb (NOg)2 konsantrasyonlarinda
yetistirilen bitkilerde yapilan arastirmada, Pb konsantrasyonunun artmasiyla kok ve siirgiinlerin
uzunluklart ve agirhiklarmin  azaldigi  belirlenmistir.  Dahasi, kontrol  bitkisi ile
karsilastirildiginda SOD, guaiakol peroksidaz, askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
enzimlerinin aktivitelerinin lipit peroksidasyonu (LPO) ile birlikte arttig1 belirlenmistir. Her ne
kadar Pb bilyiiyen fideler tarafindan kolaylikla emilse bile lokalizasyonunun siirgiinlerden
ziyade koklerde daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica antioksidan enzimlerinin bagil gen
ekspresyonu ve aktivitesi hem yaprak hem de kok dokularinda 6nemli 6l¢iide artmis olup kokte
gen ekspresyonu ve enzimatik aktivite seviyesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Hiicrede bulunan glutatyon gibi antioksidanlar hiicreyi hidrojen peroksit (H20>) gibi serbest
radikallerden korumaktadir. Bu nedenle, Pb uygulanan bitkilerde ROS seviyesinin arttig1,
antioksidan seviyelerinin ise azaldigi rapor edilmistir (Jaishankar et al. 2014). ROS seviyesinin
yiiksek olmasi hiicredeki protein, niikleik asit ve lipitlere zarar vermektedir. Bu durum hiicrede

daha ¢ok stres olugsmasina neden olmaktadir (Jaishankar et al. 2014).



Navabpour et al. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada ti¢ farkli bugday ¢esidinde
(Morvarid, Gonbad ve Tirgan) Pb agir metalinin biyokimyasal 6zellikleri, antioksidan enzim
seviyeleri ve gen ekspresyonundaki degisimler arastirilmistir. Pb (NOs). ile 0, 15, 30 ve 45
mg/kg toprak dort farkli konsantrasyon kullanilarak yetistirilen bugdaylarin yaprak ve kok
ornekleri fidelerin ti¢ yaprakli oldugu donemde alinarak yapilan analizlerde ii¢ bugday
cesidinde de Pb agir metal toksisitesinin bugday bitkisinde savunma sistemi anahtar
enzimlerinin gen ekspresyonunu ve antioksidan aktivitesini arttirdigini gostermislerdir.
Genomdaki bu molekiiler degisim ile beraber oksidatif ve genotoksik streslerin indiiklendigi
ayrica DNA’da cesitli mutasyonlarin olusmasina neden oldugu saptanmistir. Genomdaki
onarilamayan bu mutasyonlar genomun isleyisinde diizensizliklere neden olurken bitki yagami
tizerinde ise hem genel hem de spesifik olumsuzluklara neden oldugu, hatta bazen bu durumun

bitkinin 6liimii ile sonu¢landig1 saptanmistir.

Saleh et al. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada Pb, Cd ve Ni agir metallerine maruz
birakilan bugday tohumlarinda (Triticum aestivum L.) RAPD analizi kullanilarak genetik
degisimler belirlenmistir. Ayrica protein ve gen ekspresyon seviyeleri, fotosentetik pigmentler
ve oksidatif stres indekslerinin degerlendirilmesi yoluyla bugdaya uygulanan tiim stres
faktorlerinin vejetatif biiylime parametrelerini énemli Olgiide azalttigini fidelerde 30 giin,
tahillarda 5 ay sonra antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve fide yapraklarinda ve koklerinde
ekspresyon seviyelerini degistirdigini bildirmislerdir. Ayrica, yiiksek Pb ve Cd dozlari, yiiksek
derecede polimorfizm ve diisiik derecede genom stabilitesine neden olmustur. Sonug olarak
normal bitki metabolizmasini ve pigment igerigini degistirerek bugday veriminde ve kalitesinde
onemli bir diisiis gézlenmistir. Ayrica, Pb’nin Cd ve Ni'den daha fazla genotoksik ve fitotoksik

etkilere neden oldugu bulunmustur.

Bitkilerde Pb toksisitesinin ilk etkisi kok uclarindaki hiicre boliinmesinin inhibisyonuna
bagli olarak kok biiylimesini hizli bir sekilde yavaslatmasidir. Pb fazlaligindaki bitki
hiicrelerinin yapisinda 6nemli degisiklikler meydana gelmistir (Kayis ve Emre, 2012). Yapilan
bir ¢alismada ayg¢igegi (Helianthus annuus L.) bitkisine Al, Cd, Cu, Ni, Pb ve Zn uygulanmis
ve agir metallerin toksisiteleri karsilastirildiginda Pb’un en yiiksek fitotoksisiteyi gosterdigi
belirlenmistir (Kiipper, 2017). Pb agir metali hiicrede protein denatiirasyonuna, fotosentez
aktivitesinin degisikligine, tilakoid membranlarin lipid bilesiminde degisikliklere ve membran
gecirgenliginin degisimine neden olmaktadir (Kayis ve Emre, 2012). Piring bitkisinin
tohumlarina Pb uygulandiginda tohumlarin ¢gogunun ¢imlenmedigi ve ¢imlenen tohumlarin ise
bodurlagma gibi birgok gelisim anormalliklerine sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu durumun,

Pb stresinin bitkide DNA, RNA ve protein sentezini inhibe ettigi i¢in gerceklestigi bildirilmistir



(Kayis ve Emre, 2012). Dahasi, Pb’nin DNA ve RNA molekiillerinin dahil oldugu ¢ok sayida
molekiile giiclii bir sekilde baglanarak transkripsiyonel siireci ve mitotik aktiviteyi degistirdigi,
DNA’da depolimerizasyonlara, anormal azotlu bazlarin olugmasina, DNA-DNA c¢apraz
baglarinin bozulmasina, DNA- protein ¢apraz baglarinda hasarlara neden oldugu bildirilmistir

(Klotz and Géen, 2017).

Tangahu et al. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada bes c¢esit yesil sebzenin
yenilebilir kisimlarinda Pb, Cd, Cr, Zn, Ni ve Cu’1n miktar analizleri yapilmistir. Farkl tiirlerin
kok, siirglin ve yaprak dokularinda 50 mg/g Pb biriktigi gozlenmistir. Bu tlirler arasinda
Brassica campestris L, Brassica carinata, Brassica juncea L. Czern ve Brassica nigra L.
Koch’da 100 mg/g oraninda Pb biriktigi tespit edilmistir (Tangahu et al. 2011). Insanlar ve
hayvanlar tarafindan yenilen bazi yabani bitkilerin (Prosopis sp. ve Salsola kali) sirasiyla Pb
ve Cd potansiyel hiperakiimiilatorleri olarak tanimlandigi belirtilmistir (De La Rosa et al. 2004;
Pinho and Ladeiro, 2012).

Agir metal toleransinda yer alan mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in Pb, Cu ve Pb+Cu
toksisite islemlerine tabi tutulan turunggillerin (Citrus aurantium) yapraklarinda fotosentetik
degisiklikler ve oksidatif strese kars1 antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. Bu bitkilerde
MDA, H20,, klorofiller, flavonoidler, karotenoidler, fenolikler, klorofil floresansi ve
fotosentetik parametreler iizerindeki etkisi incelenmistir. Pb ve Cu'nun eksojen uygulamasi
yapraklarda H20> ve MDA’da artisa neden olurken hem Pb hem de Cu ile muamele edilmis
bitkilerin toksisite semptomlari, biiyiimenin engellenmesi, pigment konsantrasyonunun
azalmast ve fotosentetik aktivitesinde diger uygulamalara gore Onemli bir disiis
gorilmiistlir. Dahasi, bitkilerde yliksek Pb ve Cu konsantrasyonlarina maruz kaldiktan sonra
antioksidan oranlar1 kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli 6l¢iide artmistir. Sonug¢ olarak bu
calisma, Pb ve Cu'nun lipid peroksidasyonunu destekledigini, membran biitlinligiini
bozdugunu, biiylimeyi ve fotosentezi azalttigini ve topraktan yeterli mineral aliniminin
engellendigini goéstermektedir. Ayrica, Citrus aurantium bitkilerinin insanlar tarafindan
yenilebilir olmasi ve bitkinin yenilebilen kisimlarinda Pb ve Cu birikiminin ger¢eklesmesi insan
sagligini tehdit edebilen bir risk olusturmaktadir. Bu nedenle, daha fazla arastirma yapilmasinin

onemli olduguna isaret edilmektedir (Giannakoula et al. 2021).

Simdiye kadar mahsul bitkilerinde incelenen c¢esitli bitki biiylime diizenleyicileri
arasinda, yeni bir bitki biiyiime diizenleyicisi sinifi olan TRIA, bitki biliylimesini ve mahsul
verimliligini artirmadaki faydali rolii nedeniyle dikkatleri {iizerine ¢ekmektedir. TRIA
hakkindaki mevcut bilgiler, bitkilerdeki ¢esitli fizyolojik, biyokimyasal siireglerin

diizenlenmesinde ve degistirilmesinde potansiyel islevlere sahip oldugunu gostermektedir (Ali



et al. 2021). Bitkideki epikiitikiil mum, bitki biiylimesi, gelismesi ve korunmasi gibi gesitli
sekillerde onemli islevleri olan dogal bir TRIA kaynagidir (Pang et al. 2020). Genellikle meyve
tiretimini arttirmak i¢in kullanilan ve meyvelerin epikutikiiler mumlarinda bulunan dogal bir
bitki biliylime diizenleyicisi olan TRIA, en ¢ok Croton californicus (kraton kalifornia),
Copernica cerifera (karnauba) ve Jatropha curcas dahil olmak tizere ¢esitli bitki tiirlerinin
epikutikiiler mumlarinda bulunan doymus uzun karbon zincirine sahip birincil alkolli
fitohormondur (Islam and Mohammad, 2020). TRIA bitkiye eksojen olarak uygulandiginda
bitkinin biyokiitlesi, su igerigi, besin alim1, pigmentlerin orani, fotosentez aktivitesi ve terleme
oraninda 6nemli degisimler gozlemlenmistir. TRIA ile eksojen olarak muamele edilen fidelerin
daha ytiksek oranda karbondioksit ve su emilim kabiliyetini arttig1, yiiksek karbonik anhidraz
aktivitesine sahip oldugu, nitrat rediiktaz aktivitesinin arttig1, bitkilerdeki ¢oziiniir seker ve
protein igerigini arttigi bulunmustur (Sharma et al. 2018). Bu onemli bitki biiyiime
diizenleyicisi, ekstrem ¢evre kosullar1 altindaki (soguk, kuraklik, tuzluluk ve agir metaller)
streslere kars1t kok ve siirgiin biiylimesini, klorofil biyosentezini, fotosentez hizini, osmolit
tiretimini ve antioksidan potansiyelini iyilestirerek fidelerdeki olumsuz etkileri azaltmaktadir

(Karam et al. 2017; Perveen et al. 2017).

Naeem et al. (2017) tarafindan Catharanthus roseus L. (Madagaskar cezairi) lizerinde
yaptiklar1 arastirmada TRIA uygulanan bitkilerde kok sayisii artist ve bu durumun bitkinin
topraktan daha fazla besin almasma ve bitkilerin veriminin artmasma neden oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde TRIA uygulanan ¢ilek bitkilerinde hektar basina diisen en yiiksek
meyve olusum oranina sahip olduklar1 belirlenmistir (Katel et al. 2022). Ayrica TRIA, su ve
mineral besin alimi, ugucu yag verimi, ikincil metabolitlerin artisi, nitrojen asimilasyonu, prolin
metabolizmasi ve glisin betain birikimi gibi hayati bitki fizyolojik siireclerini de gelistirerek

bitkileri ¢esitli zararlilardan korumaktadir.

TRIA’nn, ¢iftlik bitkilerinde (yonca, misir, aygigegi) strese dayaniklilik bilesenlerinin
aktivasyonunu kontrol ettigi ve boylece bitkilerin ¢evre stresine neden olan degisikliklerle basa
¢ikmasina yardimci oldugu bildirilmistir (Islam and Mohammad, 2020; Zaid et al. 2020). TRIA
1 ppm'e kadar domates (Solanum lycopersicum) yapraklarina uygulanmistir. Bunun sonucunda
stirgiin ve kokler kontrol ile karsilagtirildiginda taze ve kuru agirhiklart iki kat olarak

belirlenmistir (Samanta et al. 2020).

Ali et al. (2021) musir (Zea mays L.) iizerine yaptiklar1 ¢alismada, kuraklik stresine
maruz kalan bitkilerin yapraklarina TRIA uygulayarak, iki misir ¢esidinin (cv. MMRI-Yellow
ve cv. Hybrid S-515) cesitli biiylime ve fizyokimyasal parametreleri iizerindeki etkisini

degerlendirdiler. Kuraklik stresi, biiyiimeyi ve SOD aktivitesini onemli dlgiide azaltirken, CAT



ve POD aktivitelerini ve toplam fenolikler, toplam ¢oziiniir proteinler, glisin betain (GB) ve
serbest prolin icerigini arttirmistir. Dahasi, TRIA uygulamasi, H.02 ve MDA miktarini
azaltmistir. Bu analizlerin sonucunda TRIA’nin iki misir ¢esidinde de kuraklik stresi altinda

biiylimeyi arttirdigi goriilmustiir (Ali et al. 2021).

Giliniimlizde geleneksel manuel uygulamalar yerine makinelerle fide ekimi
yapilmaktadir. Transplantasyon, bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi tizerinde 6nemli bir olumsuz
etki yaratmakta ve nakil fidelerin kdklerinin zarar gormesine neden olmaktadir. Yeni ekilen
fideler, terleme hiz1 ile su ve mineral besin maddelerinin alim1 arasinda bir dengesizlik gelisir.
Bu durum su stresi nedeniyle bitkide solma ya da oliimle sonug¢lanmaktadir (Samanta et al.
2020). Makineli transplantasyon, fidelerde olusan ciddi transplantasyon sokun etkisiyle daha

uzun bir iyilesme asamasina neden olmaktadir.

Li et al. (2016) tarafindan TRIA’nin piringteki transplantasyon sokuna etkisini
incelemek i¢cin TRIA (0, 1, 5 ve 10 uM), ekimden 2 giin 6nce yapraklarin lizerine piiskiirtiilerek
bitkilerin klorofil ve siikkroz igerigi, oksidatif hasar, antioksidan enzim seviyeleri, glutatyon
(GSH) ve askorbat (ASA) redoks durumlari arastirilmistir. Sonuglar yapraga uygulanan
TRIA'nin, nakil sokunun neden oldugu biiyiime inhibisyonunu ve oksidatif hasari énemli
olgiide hafiflettigini gdstermektedir. Ustelik TRIA uygulamasi bitkilerin klorofil ve siikroz
icerigini artirmistir. Ayn1 zamanda APX ve GR gibi ASA-GSH dongiisiinde yer alan enzimlerin
aktivitelerini diizenleyerek ASA ve GSH'nin redoks durumlarini da arttirmigtir. 10 uM TRIA
dozu, nakil sokunun olumsuz etkilerini azaltmada, salkimlari, tane dolumunu ve tepebasina tane
verimini sirastyla %17,80, %5,86 ve %16,49 oraninda artirmada en etkili doz olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar, TRIA'nin, ASA ve GSH'nin redoks durumlarinin ve antioksidan
enzimlerin diizenlenmesiyle baglantili olarak nakil sokunu azaltacak sekilde hareket ettigini ve
fotosentetik kapasiteyi korumak ayni zamanda yiiksek oranda filizlenmeyi tesvik etmek igin

etkili bir antioksidan gorevi gordiigiinii gostermektedir (Li et al. 2016).

Sarwar et al. (2017) tarafindan tuz stresine maruz kalmig Cucumis sativus (salatalik)
bitkisi tohumlarinin tizerinde yapilan ¢aligmada tohumlar ekimden 6nce 12 saat boyunca 25 uM
ve 50 uM'lik TRIA ¢ozeltisinde bekletilmistir. Bu TRIA uygulamasi isleminden sonra normal
ve tuzlu kosullar altinda salatalik fidelerinin kontrole kiyasla, filizlenme oranini, filizlenme
tekdtizeligini ve erken biiylimesini arttirmistir. Ancak tuz stresine maruz kalan bitkiler ve TRIA
uygulanmayan tohumlar biiylime, fizyoloji ve biyokimyasal oOzellikler ac¢isindan zayif
performans gostermistir. Bununla birlikte, 25 ve 50 uM TRIA ile hazirlanan tohumlar, tuzlu
kosullar altinda dahi siirgiin verme siiresi kisalmis, siirgiin verme oraninda artis ve iyilesme,

stirglin/kok uzunluklarinda, fide kuru agirliginda, gaz degisim 6zelliklerinde, klorofil ve prolin



iceriklerinde artis gozlemlemislerdir. Bununla birlikte, tiim 06zelliklerde tuz stresinden
maksimum iyilesme 50 uM TRIA dozunda goriilmiistiir. Sonug olarak TRIA nin tuzlulugun
zararli etkilerini azaltarak, tohumlarin ¢imlenme kapasitesini basariyla artirdigini

bildirmektedirler.

Agir metallerin toprakta birikmesi ve bitkiler tarafindan alimimlarn 6zellikle tahil
bitkilerinde énemli olumsuzluklara neden olmaktadir. Bu nedenle bitkilerde meydana gelen
morfolojik, fizyolojik ve molekiiler diizeydeki degisimler biiyiilk onem arz etmektedir. Pb’nin
bitkiler iizerine etkileri hususunda pek ¢ok arastirma yapilmasinin nedeni bu olumsuzluklardan
kaynaklanmaktadir. Pb’nin olumsuz etkileri azaltmak veya bertaraf etmek igin bazi bitki
biliylime diizenleyicileri kullanilmistir. Calismamizda kullanilan TRIA nin daha 6nce Pb agir
metaline kars1 etki mekanizmalarinin arastirilmamis olmasi 6zgiin degerini olusturmaktadir. Bu
nedenle, Pb’nin bitkinin DNA’s1 {izerine meydana getirdigi etkilere karst TRIA’nin
gerceklestirecegi degisimleri DNA mutasyonu ve DNA metilasyonu seviyesinde incelemek ve

anlamlandirmak amaglanmaistir.



KURAMSAL TEMELLER

Agir Metaller

Agir metaller, periyodik cetvelde yogunlugu 5 g/cm3den fazla, atom numaralar1 21 ve
tizerinde olan toksik etki ve cevre kirliligine sebep olan metaller olarak tanimlanmaktadir
(Seven et al. 2018). Diinyadaki organizmalarin maruz kaldig1 35’ten fazla metal bulunmakta ve
bunlarin 23 tanesi agir metallerdir. Pb, Cd, Fe, Cr, Co, Ni, Cu, Zn ve Hg gibi metaller agir metal
smifinda yer almaktadirlar (Tchounwou et al. 2012). Agir metallerin yayginlagsmasinda antik
caglardan bu yana antropojenik etkiler ve doga olaylari s6z konusudur (Seven et al. 2018). Agir
metal kirliligi bu yayilma islem kademelerinden sonra diinyanin atmosfer, litosfer ve pirosfer
tabakalarina yayilmaktadir. Agir metaller sivi, kat1 veya gaz halinde olabildikleri i¢in kolay bir
sekilde topraga, akarsulara, yagmur, yeralt1 sular1 ve havaya karisarak ekosistemin dengesine
zarar verebilmektedir. Son yillarda agir metal kontaminasyonu ile iligkili artan ¢evre kirliligi,
ekolojik ve kiiresel olarak insanligin endisesini artirmistir (Tchounwou et al. 2012). Yapilan
aragtirmalar agir metallerin organizmalarin biyolojik sisteminde hiicre zari, mitokondri,
endoplazmik retikulum, lizozom organelleri, niikleus ve hiicresel hasarin onarilmasinda yer

alan bazi enzimler ile etkilesime girerek bilesenlere zarar verdigi tespit edilmistir (Wang and

Shi, 2001)

Agir metaller ile ilgili hiicre ve doku tizerine yapilan ¢alismalarda agir metallerin DNA
ve niikleer proteinler gibi hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorev alan proteinlere
baglanmast sonucu, DNA hasarinin olugsmasina neden oldugu ve bu durumun hiicrelerin
karsinogenez siirecine girmesine veya apoptoza yol acabilen DNA konformasyonel
degisikliklere neden oldugu saptanmis olup ayn1 zamanda ROS iiretiminin artmasiyla oksidatif
stresin toksisitesinde de 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Rebelo and Caldas, 2016; Stern,
2010; Yedjou et al. 2010). ABD Cevre Koruma Ajanst (US EPA) ve Uluslararas1 Kanser
Arastirmalar1 Ajansina (IARC) gergeklestirdigi toplumsal ve deneysel ¢alismalara dayali olarak
agir metaller bilinen veya olasi insan kanserojenleri olarak siniflandirilmaktadirlar (Stern, 2010;
Tchounwou et al. 2004). Her agir metalin kendisine ait toksik etki mekanizmasi bulunmaktadir.
Agir metaller benzersiz ve fizikokimyasal 6zelliklere sahip oldugundan insan, hayvan ve diger
mikroorganizmalarda kanser insidansi agir metalin tiirline, toksisitesine ve kanserojenik

etkisindeki mekanik yolundaki 6zelliklere bagli olarak degismektedir (Tchounwou et al. 2012).



Bakir agir metali ile yapilan bir ¢alismada, bakirin SOD, CAT, POX, ferroksidaz,
monoamin oksidaz, ve dopamin b-monooksijenaz dahil olmak iizere oksidatif stres ile ilgili
birgok enzim i¢in gerekli bir kofaktor olarak hizmet ettigi belirtilmektedir (Stern, 2010). Bakirin
oksitlenmis bir formu olan Cu*? ve indirgenmis formu olan Cu** arasinda gegisler siiperoksit ve
hidroksil (OH) radikallerinin olusumuna neden olabileceginden bakirin bu 6zelligi onu

potansiyeli yiiksek toksik agir metal haline getirmektedir (Wang and Shi, 2001; Stern, 2010).

Yapilan aragtirmalarda bakira uzun siire maruz kalmis insanlarda Wilson hastalig1 tespit
edilmis olup bu durum bakirin hiicrelere verdigi hasarla iligskilendirilmistir (Stern, 2010; Wang
and Shi, 2001). Bilindigi tizere biyolojik islevler i¢in bazi temel elementler gerekli olmalarina
ragmen fazla miktar1 ¢esitli olumsuz etkilere ve insanlardaki hastaliklara veya hiicre, doku
hasarina sebep olmaktadir (Patlolla et al. 2009b; Saleh et al. 2020). As, Cd, Cr, Pb ve Hg gibi
metaller kanserojenitesi ve yiiksek dereceli toksik etkileri nedeniyle insan saghigi agisindan
biiytik hasar verebilen agir metaller arasinda yer almaktadirlar (Patlolla et al. 2009b; Yedjou
and Tchounwou, 2012).

Kursun (Pb)

Agir metallerden biri olan Pb, yer kabugunda eser oranda bulunan, dogal olarak olusan
mavimtirak, grimsi bir goriinime sahiptir. Pb ¢ogu elementlerden 6zkiitle bakimindan daha
yogun olup kismen reaktif olamayan bir gecis sonrasi metali olmasinin yani sira amfoterik
ozellige de sahiptir, Pb oksitler, asitler ve bazlar ile reaksiyona girdiklerinde kovalent baglar
olustururlar. Pb bilesikleri genellikle, karbon grubundaki kendisinden hafif iiyeler ile +4
durumundan daha ¢ok +2 durumunda bulunmaktadir. Pb’nin bu o6zelligi organizmalarda
birikmesine ve gida zincirinde dolasarak ekosistemde tehlikeli yogunlukta uzun siire

kalabilmesine neden olmaktadir (Okcu et al. 2009).

Pb, insanlarin antropojenik faaliyetleri sonucunda ekolojik sisteme en ¢ok zarar1 veren
ilk metal olma 6zelligini tasimaktadir. Ilk 1920’lerde Pb’nin bir bilesigi olan Pb tetraetilinin
benzine ilave edilmeye baslanmis ve bu kullanim alan1 Pb’nin ekolojik sisteme yayilmasinda
biiyiik rol oynamistir. Pb ¢evrede dogast geregi bulunsa bile, fosil yakitlarin yakilmasinin
artmasi, madencilik ve imalat gibi antropojenik faaliyetler yliksek konsantrasyonlarin
salinimina neden olmaktadir. Pb’nin bir¢ok farkli endiistriyel, tarimsal ve evsel kullanim alani
vardir. En ¢ok Pb-asit pillerinin tiretimi, metal riinlerin (Ilehim, boru) ve X-iginlarindan
koruyan cihazlarin iretimi ve tasariminda kullanilmaktadir (Rebelo and Caldas, 2016). Bir¢ok
yerde kullanilmas1 Pb maruziyetinin de artmasina neden olmaktadir. Ornegin Amerika Birlesik
Devletleri'nde iilke capinda yaklasik 890.000 cocugu etkileyen en yaygin pediatrik saglik

sorunlarindan biridir. Amerika Birlesik Devletleri'nde bu maruziyetin kaynag: olarak 1978
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yilina kadar yasaklanmamis olan Pb igeren boyalarin kullanimi nedeniyle kirlenmis topraklarin
neden oldugu bilinmektedir. Son aragtirmalar, mevcut toprak kirliliginin gogunun, binalarin dis
cephesinde kullanilan Pb’li boyaya ek olarak, Pb’li benzin kullanan arabalarin egzozundan

kaynaklanan tortularin bir sonucu oldugunu 6ne siirmektedir (Ding et al. 2019).

Dahas1, Pb’nin g¢evrede oldukca kalici olan Pb*? bilesikleri olarak veya bunlara
doniiserek bulundugu bilinmektedir (Ding et al. 2019). Yapilan arastirmalar, Pb’e maruz kalan
kaynaklarin diizeltilmesinin pahali ve zor olmasi Pb zehirlenmesinin insanligt uzun yillar
rahatsiz etmeye devam edecegini gostermektedir. Ayrica, ¢cocuklar kronik olarak kusuna maruz
kaldiklarinda kalic1 noro-gelisimsel problemlerin olustugu goriiliirken, yetiskinlerde maruziyet

sonlandiginda durumun eski haline donebildigi belirlenmistir (Figlioli et al. 2019).

US EPA ¢esitli agir metaller igin hava, toprak ve sudaki maksimum kirletici seviyelerini

belirlemistir (Duruibe et al. 2007) (Tablo 1).

Tablo 1. Agir Metallerin Biyosferde Bulunma Oranlari

Agir metaller Havadaki Topraktaki Sudaki mg/I cinsinden
mg/mZcinsinden mg/kg cinsinden maksimum
maksimum maksimum konsantrasyonu

konsantrasyonu konsantrasyonu

Cd 0.1-0.2 85 0.005

Pb 420 0.01 (0.0)

Zn? 15 7500 5.00

Hg 1 5.00

Ca 5 Tolere edilebilir 50

Ag 0.01 0.0

As 0.01

Pb ile ilgili birgok epidemiyolojik ¢aligma yapilmis olmasina ragmen, Pb zehirlenmesi
ve onun molekiiler temelleri lizerine yiiriitiilen ¢alismalar yetersiz gériilmektedir. Bu nedenle
biyofizik ve molekiiler biyoloji alanlarinda, Pb’nin biyolojik etkileri arastirilarak belirlenmeye
calisilmaktadir (Godwin, 2001).

Pb’nin molekiiler hedefleri

Pb zehirlenmesi ile iligkili semptomlara agiklik getirmek i¢in birkag molekiiler hedef

siifi bilinmektedir. Bu hedefler iki ana kategoriye ayrilmaktadir (Sekil 1) (Godwin, 2001).
1) Dogal olarak kalsiyumu baglayan proteinler

2) Dogal olarak ¢inkoyu baglayan proteinler
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Sekil 1. Pb agir metalinin molekiiler hedefleri (Godwin, 2001)

Burada Pb, bir baglanma yeri igin baska bir metal iyonuyla (Ca ve Zn) rekabet
halindeyken, iki metalin bagil yakinliklar1 ve konsantrasyonlari dikkate alinmalidir (Ghani et
al. 2021). Pb igin duyarli ve secici floresan problarin olmamasi nedeniyle, biyoyararli Pb
miktart ¢ogu hiicre tipi ig¢in deneysel olarak belirlenememistir (Deo and Godwin, 2000). Bir
bireyin atomik absorpsiyon spektroskopisi ile 6l¢iilmek iizere kaninda toplam 10 pg/desilitre
ve tizeri Pb bulunmasi Pb zehirlenmesi olarak kabul edilmektedir (Ding et al. 2019). Buna
karsilik Pb zehirlenmesi olmayan bir kiginin kaninda ise ~2 pg/dl (0,1 uM veya milyarda 20
parga) oldugu saptanmistir. Kandaki toplam Pb un <%5’inin plazma proteinlerine bagli oldugu
ve plazmadaki Pb un yalnizca %0.01'inin (~ pikomolar Pb) biyolojik olarak temin edilebilir
oldugu tahmin edilmektedir. Buna karsilik, insan plazmasindaki toplam Zn ve Ca
konsantrasyonlar1 yaklasik 17 uM ve 107 ila 102 M'dir (Deo and Godwin, 2000)

ALAD, porfobilinojen sentaz olarak da adlandirilan bir enzimdir. Zn ALAD'da Cys3
bolgesini tercih etmektedir, fakat Pb i¢in daha fazla afinetesi olan bu bolge Pb sik1 bir sekilde
baglanir ve daha az afiniteye sahip Zn ayirmak zorunda birakmaktadir. Yapilan ¢aligsmalar
"Pb’un hiicre iginde sistein proteinlerinin aktif bolgelerinde bulunan Zn metali yerine gegebilir
mi? ve Pb’nin bu proteinlerden herhangi birine baglanmasi, Pb zehirlenmesiyle

iligkilendirilebilir mi? " gibi sorulara cevap aramaktadir (EI-Monem et al. 2009).

Pb, Ca’nin noral hiicrelerde nérotransmiterlerin ekzositozunu tetikleme kabiliyetine
miidahale edebilmektedir. Pb’nin pikomolar konsantrasyonlarda kalsiyuma bagimli bir enzim
ailesi olan PKC" aktive edebildigi gézlemlenmistir. PKC ailesi ve iiyelerinin hiicre biiylimesi,
diizenlenmesi, 6grenme ve hafizaya kadar pek ¢ok hiicresel olayr diizenledigi bildirilmistir

(Reis et al. 2015).
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Yapilan baska bir ¢alismada insan protamin 2 (HP2) yapisina Zn’nin katildigi ve
HP2’nin spermatogenezde onemli bir rol oynadigi belirlenmistir. Pb ve HP2 arasindaki
etkilesim arastirildiginda ise Pb’ye maruz kalan erkeklerde artan kisirlik oranlarindan sorumlu
olabilecegi diistiniilmiistiir. Bunun nedeninin Pb, HP2'deki tiol gruplarina baglanmasi ve bu
durumun proteinin yapisini degistirmesinden kaynaklandigi 6n goriilmistiir (Quintanilla-Vega
et al. 2000). Dahasi, ortamda yeterince yiiksek diizeyde Pb bulundugunda (5-20 uM),
TFIIIA'nin DNA'y1 baglamadigin1 ortaya koymaktadir. Kim et al. (2000) tarafindan yapilan
calisma Pb’nin PC12 hiicrelerinde PKC’nin gen ekspresyonunu bagmmli bir sekilde
degistirdigini ortaya koymaktadir. Gozlenen gen ifadesindeki degisikliklerin, Pb*?'nin PKCnin
gen transkripsiyon faktorii ile etkilesiminden mi yoksa yalnizca PKC'nin dogrudan
aktivasyonundan mi kaynaklandigi bilinmemektedir. Bu c¢alismalar, ayn1 zamanda Pb
hiicrelerde sinyal iletimini degistirdigi mekanizmalar hakkinda kapsamli, sistemik ¢aligmalara

ithtiya¢ duyulduguna isaret etmektedir.

Spatial distribution

W B '% R
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St A “*_.&33’ &~

Cal. \‘? » %’f' —y
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Chemical speciation
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Sekil 2. Cin IZABE tesisi ve agir metallerin toprakta bulunma oranlari (Li et al. 2024)

Cin’de bulunan IZABE tesisinde (Sekil 2) eritme islemi ve pil iiretimi sirasinda gok
miktarda ince metal agisindan zengin ciiruf ve toz pargaciklari iiretilmektedir. Bu tesisin
etrafindaki topraklarda yapilan bir arastirmada ortalama Cd, Cu, Pb ve Zn igeriklerinin sirasiyla
20, 265, 1536 ve 1371 mg/kg oldugu tespit edilmistir (Sun et al. 2022; Li et al. 2024). Bu oran
normalin iizerinde oldugundan, bu agir metallerin ¢evreyi kirleterek hem insan sagligint hem

de toprak ekosistemlerini tehlikeye attigini gostermektedir.
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Sekil 3. Cin IZABE tesisi agir metallerin dagilimmm gosteren diyagram (Li et al. 2024)

Bu tesisin yakinlarindaki topraklarda bulunan baslica kirlilikler Pb, Zn, As ve Cd olup,
standart degerlerin tizerine ¢ikma oranlari sirastyla %77,3, %73,4, %78,3 ve %55,2 olarak rapor
edilmistir. Toplam Pb, Zn, Cd ve As igerigi, toprak derinliginin artmasiyla azalmis, (Sekil 3)
bu durum topragin agir metallerin gocii lizerinde bloke edici bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Agir metallerin 5 metreden daha derin topraga ulasmasi, yeraltt suyunun

kirlenmesine neden olabilmektedir.

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

1930'larda USDA (United States Department of Agriculture) arastirmacilari, polen
ekstraktlarinin bitki biiylimesini destekledigini gozlemlediler. Daha sonra yapilan ¢alismalarda,
piringlerdeki aktif bilesikleri tanimlamak ve sentezlemek i¢in secilmis bazi bitkilerin (bugday,
musir, soya fasulyesi ve patates gibi) verimi tizerindeki etkilerini degerlendirmek tizere bunlar
serada ve tarlada yetistirerek biliylime diizenleyicilerin 6zelliklerini degerlendirmek igin bir
calisma baglatmiglar bu ¢alismalarin sonucunda, fitohormonlarin yapisi birgok spektroskopik

yontemler kullanilarak aydinlatilmistir (Zullo and Adam, 2002).

Fitohormonlar; biiylime, gelisme, bitkilerdeki evre gegisleri ve besin dagilimina aracilik
ederek bitkilerde degisen ortam sartlarina uyum saglamada hayati rollere sahiptirler. Bu sinyal
molekiillerinin biyosentezi bitki hiicrelerinde gergeklesir ve biiylime diizenleyicileri olarak da
adlandirilirlar (Arica et al. 2022). Abiyotik streslere yanit birkag faktore bagli olsa da,
fitohormonlarin, bitkilerde adaptasyon ve fizyolojik tepkilerde en 6nemli endojen maddelerden

oldugu diistiniilmektedir (Fahad et al. 2015). Fitohormonlar ayn1 zamanda bitkilerde biyolojik
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sinyal olarak da bilinmektedirler. Bu maddeler sinerjik veya antagonistik ¢alisarak bitkilerin
hem biyotik hem de abiyotik streslere karsi koruyucu yanitlar diizenlenmesine neden
olmaktadirlar (Schmelz et al. 2003). Alt1 sinifa ayrilan fitohormonlar, oksinler, gibberellinler,
sitokininler, absisik asit, etilen ve brassinosteroidlerden olusmaktadirlar. Her hormon sinifi
bitkiyi farkli yolaklar ve sekillerde etkilemektedir. Literatiirlerde genel olarak bitki biiyiime
diizenleyicileri olarak gecen fitohormonlar hem sentezlendikleri yerde hem de biiyiime ve
gelisme tepkilerine aracilik edilen bdlgeye tasinabilen biyolojik sinyal molekiilleri olarak

islevlerini siirdiirmektedirler (Sorrentino et al. 2022).

Triacontanol (TRIA)

TRIA ilk olarak 1933 yilinda Chibnall et al tarafindan tanimlanan, bitkilerde bulunan
doymus birincil alkollii fitohormon olup ilk olarak yonca bitkisinden izole edilmistir. Bitkilerde
cesitli metabolik aktiviteleri diizenleyerek tuzluluk, kuraklik, agir metal toksisitesi ve
transplantasyon soku gibi cesitli abiyotik stresleri iyilestirme &zelligine sahip oldugu
bildirilmistir (Naeem et al. 2012). TRIA, CH3CH2(CH2)2s0H formiiliine sahip organik
coziiciilerde ¢dziinebilen ve molekiiler kiitlesi 438.8 g mol™ olan bir maddedir (Sekil 4).

Bitkilerde genellikle epikiitikiiler mumda bulunmaktadir.

OH

Sekil 4. TRIA hormonunun yapisal formiilii (Islam et al. 2021)

TRIA, ozellikle Asya'da milyonlarca hektarda tahil tiretimini ve verimini arttirmak igin
kullanilmaktadir. Arastirmacilar TRIA nin biiyiime, verim, fotosentez, protein sentezi, su ve
besinlerin alinimi, azot fiksasyonu, enzim aktiviteleri, serbest amino asitlerin igerigi,
indirgeyici sekerler, ¢oziliniir protein ve aktif bilesenlerde yasanan bir¢ok anormal metabolik
olaylarda iyilestirme 6zelligine sahip oldugu rapor edilmistir (Sekil 5) ( Perveen et al. 2017;
Samanta et al. 2020 ; Islam and Mohammad, 2020; Islam et al. 2021).
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Sekil 5. TRIA nin bitkilerdeki rolleri (Islam et al. 2021)

TRIA, bitki hiicrelerinde fizyolojik etkinligi arttirmakta ve bdylece bitkinin genetik
potansiyelinden biiyiik 6lglide yararlanmamizi saglamaktadir. Naeem et al. (2012) tarafindan
piring bitkisinde yapilan bir aragtirmada siirgiinlere nanomolar konsantrasyonlarda TRIA
puskiirtilmiis ve bitkilerin koklerinde 1 dakika i¢inde L-adenosin goriiniimiinii ortaya
cikarmiglardir. Normal ve olumsuz kosullar altinda kok veya yapraklara uygulanan TRIA
tarimsal, bahge, tibbi ve aromatik bitkiler, sebzeler gibi pek ¢ok bitkinin biiylimesini ve verimini
arttirdigina dair gii¢lii kanitlar sunmaktadir (Chen et al. 2002; Karam et al. 2017; Islam and
Mohammad, 2020). Bununla birlikte, abiyotik strese maruz kalan tibbi ve aromatik bitkilerle
ilgili olarak TRIA'nin bitki bilyiime regiilasyonu, fizyolojik aktiviteler ve ikincil metabolit
biyosentezi lizerindeki olasi roliinli aydinlatmak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyuldugu

rapor edilmistir (Ali and Perveen, 2020; Sardar et al.2022).

Naeem et al. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada alternatif tip sistemlerinde

kullanilan terap6tik ajanlarin en 6nemli kaynaklarindan biri olan Misir nanesi (Mentha arvensis
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L.) fidelerinde 10°® M TRIA’nin sprey seklinde yapraklara uygulanmasi sonucunda, kontrole
kiyasla gaz degisim miktari, toplam klorofil ve karotenoid igeriginin arttig1 tespit edilmistir.
TRIA’nin ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) aktivitesini ve seviyesini
hizla arttirdigini, fotosentezle iligkili olan rbe S genlerinin daha yiiksek ekspresyon seviyelerine

ulastigini ve boylece yiiksek fotosentetik aktivite ile sonuglandigi tespit edilmistir.

Khan et al. ( 2006) tarafindan domates (Solanum lycopersicum L.) bitkisinde 1 ppm'ye
kadar TRIA'nin yapraklara sprey seklinde uygulanmasi sonucunda siirgiin ve koklerin taze ve
kuru agirhiginin iki kat arttigr bildirilmistir. TRIA nin mitar1 artirilarak 1 uM uygulandiginda
ise bitkinin boyu, dal sayisi, yaprak sayisi, kuru agirligi ve gelisme ile ilgili tiim fizyolojik

verilerde artig oldugunu belirtmislerdir.

Islam et al. (2020) L ve D adenozinin TRIA uygulamasindan sonra bitkilerdeki
oranlarini tespit etmiglerdir. Elde edilen sonuglara gére L-adenosin orani %1 1°e kadar ¢cikmustir.
Adenosin monofosfat (AMP)’in L-adenozin tarafindan tasinmasi bitkideki metabolik
aktivitenin de artmasina neden olmustur. Ciinkii D-adenozin bitki metabolizmasini1 uyaramaz

lakin L-adenozin uyarabilmektedir.

Sekil 6’da belirtildigi gibi TRIA uygulamasi, stres kosullarinda bitkilerin fizyolojik ve
biyokimyasal karakterleri tizerine onemli etkilere sahiptir. Strese maruz kalan bitkilerin
performanslari {izerine koti etkisini hafifletmede TRIA'nin rollerine iliskin gesitli bulgular

yukarida 6zetlenmistir.

16


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7196594/#CR39

TRIACONTANOL TRIACONTANOL

N —

L (+)- adenosine

)

Increase Ca**ions concentration

7,

> & ® % t'/,,
< u o %,
Calcium calmodulin
(CaM) Phosphatases/kinases
4 >

Qranscripﬂon factors (TD
v

L Stress mitigating genes ’

Increased
osmolytes
accumulation

Yield
attributes

Improved
Plant growth

Photosynthesis Mineral numen] Antioxidant J
: es

content enzyme activiti
J

Sekil 6. TRIA’nin L-adenozinin tetiklemesi sonucunda stresin baskilanmasinin gematik
gosterimi (Islam et al.2020)

Perveen et al. (2017) tarafindan TRIA uygulanan musir bitkisinde (Zea mays L.) rbcS
(ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz kiigiik alt birimi), GDC (glisin dekarboksilaz
kompleksi) ve SHMT (hidroksimetiltransferaz) gibi fotosentezi diizenleyen genleri artirici
yonde diizenledigi, fakat stresle iliskili genleri azalttigi tespit edilmistir. TRIA’nin
uygulanmasindan sonra ortaya ¢ikan L-adenozinin bitki metabolizmasinda, su alimini ve
mineral besin alimini artirdigi, organik bilesiklerin sentezini uyardigi ve ayrica uygun
metabolik siiregler i¢in antioksidan enzim aktiviteleri artirdigi tespit edilmistir. TRIA'nin
cesitli siirecler tizerindeki bu iyilestirici etkilerin, stres durumundaki bitkilerde zararl etkilerin

hafifletilmesine yardimer oldugunu gostermislerdir (Perveen et al. 2017).

TRIA’nin kakao (Theobroma cacao) tohumlarinin biiyiimesine etkisini degerlendirmek
icin Sitinjak and Pandiangan (2014) tarafindan bir ¢alisma baglatilmistir. Bu ¢alismada farkli
konsantrasyonlarda TRIA (kontrol, 0,1 ml/L, 0,5 ml/L, 1,0 ml/L ve 2,0 ml/L) tohumlara
uygulanmis ve 5 tekerriir olacak sekilde tekrarlanmistir. Elde edilen veriler sonucunda, kakao
fidelerinin biiyimesini en etkili sekilde artiran TRIA konsantrasyonunun 1,0 ml/L oldugu
belirlenmistir. Fidelerin uzunlugu, yaprak sayisi, yaprak uzunlugu ve gévde cap1 kontrol ile

kiyaslandiginda sirasiyla %26,21; %3,70; %42,28 ve %10,42 daha yiiksek miktarlar elde
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edilmistir. Béylece TRIA nin kakao fidelerinin biiyiimesi lizerine énemli etkileri oldugu ve

ticari verimin yiiksek olmasi i¢in kullanabilecegini vurgulamislardir.

TRIA, piring, misir ve bugday fidelerinde ¢alisilmis ve bu ¢alismada biiylime, klorofil
igerigi, fotosistem-II'nin (PS-II) verimliligi ve gaz degisim ozellikleri iizerinde olumlu etki
gOstermistir. Dahasi, bitki bliylimesi ve biyokiitlesinde de artisa neden olmustur. Temel olarak,
TRIA'nin fotosentez siirecinde yer alan birgok genin regiilasyonunu arttirdigi ve fotosentez
aktivitelerinde iyilestirici etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Kumaravelu et al. 2000). Besin
ortaminda yetistirilen piring, misir, arpa ve domates fidelerinin yapraklarina sprey yoluyla
uygulanan TRIA’nin O6zellikle bitki boyu, taze ve kuru agirliklari, yaprak alani ve kok
nodiilasyonu iizerinde biiyiimeyi tesvik edici etkileri tespit edilmistir. TRIA'nin zerdegal
(Curcuma longa L.) ve siimbiil bitkisinde biiyime 6zelliklerini 6nemli 6lgiide uyardigi ortaya
konulmustur (Chen et al. 2002). Ayrica TRIA nin bazi terapétik ozelliklere sahip bitkilerin
(hardal, 1sirgan otu, kekik, kereviz) iiretkenligini arttirdigi ayni1 zamanda afyon ve morfin
tiretiminde ise biiyiik 6nem teskil ettigi goriilmistiir (Naeem et al. 2012; Islam and Mohammad,
2020).

Epigenetik

Epigenetik terimi, eski Yunancada varolan epi ve genesis kelimelerinden tiiretilmistir.
(Holliday, 2006). Aristoteles, epigenesis sozcliglinii preformasyona yani 6nceden olusuma
karsit bir teori olarak kullanmistir. Epigenetik terimi ilk olarak 1940 yilinda Emriyolog Conrad
Waddington tarafindan literetiirde kullanilmistir (Deans and Maggert, 2015). Waddington
genetige karsi giiclii bir ilgiye sahip olmakla bereber sitoloji, embriyoloji, evrimsel biyoloji gibi
biyolojinin alt dallariyla birlikte multidisipliner olarak ¢aligmasi gerektigini savunmaktaydi

(Van Speybroeck, 2002).

Bu kavramlarin birlesimi sayesinde epigenetik terimini olusturmustur. Waddington'a
gore epigenetik; gelisim esnasinda genotipin fenotipi nasil olusturdugunu inceleyen bilim
daliyd: (Goldberg et al. 2007). Bu konudaki en 6nemli katkilarindan biri de genotip ve fenotip

arasindaki esnek iligkiyi kabul etmesi ve buna 6zellikle vurgu yapmasiydi.

Giintimiizde ‘Epigenetik’ kavrammin tanimi ise DNA dizisindeki degisikliklerden
kaynakli olmayan ama ayn1 zamanda kalitimsal olan gen ifadesindeki degisiklikleri inceleyen
bilim dali olarak belirtilmektedir. Yani genetik olmayan fenotipik varyasyonlar
incelenmektedir. Bu degisimler hiicreden baslayarak organizmanin timiine etki etmektedir
ancak DNA’nin diziliminde herhangi bir degisiklik s6z konusu degildir (Martin and Zhang,
2007).
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Genetik arastirmalarda bazi cevaplanamayan sorularin ortaya ¢ikmasiyla epigenetik

kavrami ortaya ¢ikmistir (Bond and Finnegan, 2007; Waterland and Michels, 2007). Bunlar;

Fenotipimizi belirleyen nedir?

Bir organizmadaki tiim hiicreler ayn1 genotipi tasimalarina ragmen, nasil olur da
farkl1 profillere ve bagimsiz hiicre fonksiyonuna sahip olabilmektedirler?
Fibroblast veya lenfositler gibi farklilasmamis hiicreler, nasil olur da hiicre
boliinmesi yoluyla fenotiplerini sabit bir sekilde koruyabilmektedirler?

Nasil, farklilasmamis bir kok hiicre, bazen boliindiigiinde iki yeni kok hiicre
olustururken, bazen de bir kok hiicre ve bir farklilagmig hiicre verebilmektedir?
Tamamen ayn1 genotipe sahip tek yumurta ikizlerinin, nasil olur da hastaliklara
genetik yatkinliklari farkli olur?

Cevremiz ve yasam tarzimiz gen ifademizi yani bizi ne kadar, nasil etkiler?

Bu etkiler bizden sonraki nesillere de aktarilir m1? seklinde siralanabilmektedir.

(Van Speybroeck, 2002; Van Vliet et al. 2007; Waterland and Michels, 2007; Nishimura
and Paszkowski, 2007; Martin and Zhang, 2007; Lan et al. 2009; Lim and Maher, 2010; Tok et
al. 2011; Erturk et al. 2015; Nardemir et al. 2015)

Epigenetik mekanizmalar ikiye ayrilmaktadir;

1) Genin ifadesini etkileyen veya dogrudan kontrol eden mekanizmalar

DNA metilasyonu, asetilasyonu, fosforilasyonu ve tibikitinasyonlari
Kovalent olmayan DNA modifikasyonlari (histon degisimleri, kromozom
etkilesimleri, kromatin tadilatlar)

Transkripsiyon faktorleri

2) Gen ifadesini dolayli yoldan kontrol eden veya etkileyen mekanizmalar

Kodlanmayan RNA’lar

Posttranskripsiyonel mekanizmalar

DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, 5'-CpG-3' diniikleotidindeki sitozin bazina kovalent olarak bir metil

grubunun (CHz) eklenmesi anlamina gelmektedir (Sekil 7) (Lim and Maher, 2010).

CpG terim olarak, DNA niikleotit dizisindeki guanin (Q) ile sitozinin (C) bir fosfat bagi

ile baglanmasini ifade etmektedir. Genomlarin ¢ogu CpG diniikleotidi seklinde metillenirler.

Bununla birlikte, metillenmemis CpG'ler de bulunur ancak bunlar rastgele dagilmis degillerdir.
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Genellikle bir¢ogu genin promotoér bolgesinde bulunan 'CpG adalarinda' kiime halinde

bulunurlar (Toparslan et al. 2015).

Cogu hiicrede eksprese edilen 6nemli genlerin promotorlerindeki CpG adalarinin esas
olarak metillenmemis oldugu ve kanser hiicrelerinde CpG adalarinin metilasyonunun siklikla
gozlemlendigi gorilmistir. CpG adalarimin metilasyona ugramasi gen ekspresyonunun

susturulmasina yol agmaktadir (Lim and Maher, 2010; Altunkaynak et al. 2016).

A Transcription
Factors

’ ’ —)Gene transcription
e
f

Promoter Gene

Transcription
B Factors

Om
? Methylated CpG ? -
CP Unmethylated CpG C

Promoter  Gene

No transcription

Sekil 7. DNA metilasyonunun ger¢eklesme mekanizmasi (Lim and Maher, 2010)
Bitkilerde metilasyon

Bitkiler aleminde bir model organizma olan Arabidopsis thaliana ile yapilan ¢alismalar
DNA metilasyonunun anlagilmasinda 6nemli bilgiler elde edilmesini saglamistir (Aufsatz et al.
2002). Metilasyon memelilerde genel olarak CpG dizilerindeki C’nin metillenmesi ile meydana
gelirken bitkilerde CpG, CpNpG ve CpNpN dizilerinde de C’nin metillenmesi ile olusmaktadir
(N; guanin disinda diger niikleotit i¢in kullanilmaktadir).

Arabidopsis bitkisindeki esas DNA metiltransferaz enzimleri DRM2, MET1 ve
CMT3'diir. DRM2 ve MET1 proteinleri, memeli metiltransferazlar1 olan DNMT3 ve DNMT1
ile oOnemli derecede homoloji gosterirler, CMT3 ise bitki alemine hastir. DNA

metiltransferazlar iki sinifa ayrilirlar.

1) De novo grup; DNA'ya yeni metil gruplari ekleyen enzimler.
2) Devam ettirici grup; DNA’nin eslenmesi sirasinda ana molekiildeki metil gruplarini

tantyip yeni ipliklerde ayn1 konumlarda metil gruplar ekleyen enzimler.

DRM2, de novo yani DNA metiltransferaz oldugu gosterilmis tek enzimdir. DRM2 nin,
MET1 ve CMT3 ile birlikte, DNA replikasyonu sirasinda metilasyonun korunmasini sagladigi
da belirtilmistir (Cao and Jacobsen, 2002).
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DNA metilasyonunun gen ifadesini etkilemesi

Genlerin transkripsiyonunun ger¢eklesebilmesi igin gen promotoriiniin, transkripsiyon
faktorleri ve diger diizenleyici birimler tarafindan kolayca erisilebilir olmas1 gerekmektedir.
DNA metilasyonu, transkripsiyon faktoriiniin baglanmasimi dogrudan Onleyebilir ve
transkripsiyon faktorlerinin gene erisimini kisitlayan kromatin yapisinda degisikliklere yol
acabilmektedir. Ornegin, metillenmis CpG'ler, baskilayict komplekslerinin {izerine metil-CpG
baglayict proteinlerini g¢ekerek histon modifikasyonuna neden olabilmektedir. Histonlar,
kromatinin temel protein bilesenleri olup degistirilebilen DNA'nin sarilmasinda goérev
almaktadirlar. Baskilayici komplekslerin aktiflesmesi ile histon modifikasyonlar1 olugsmaktadir.
Boylece, transkripsiyon i¢in gereken acik ve aktif kromatin yapisinin (6kromatin) yani sira
transkripsiyonun gerceklesmedigi daha yogun bir kromatin yapist (heterokromatin) ortaya
¢ikmaktadir (Lim and Mabher, 2010).

Histon modifikasyonu

Histonlar hiicre ¢ekirdeklerinde bulunan fazla miktarda lizin ve arginin bulunduran basit
proteinler olup niikleozom adi verilen yapisal birimler olusturmak ig¢in DNA'nin etrafina
sarmalandigr makara benzeri yapilardir (Xiao et al. 2017). Niikleozomlar, siki bir sekilde
paketlenmis kromatin denilen yapilari olusturan 30 nanometrelik liflere sarilmaktadirlar. Bu
histonlar DNA'nin karigsmasini, zarar gormesini engelemekte ve gen regiilasyonunda énemli
roller oynamaktadirlar (Wang et al. 2005).

Histon ailesi 5’e ayrilmaktadir. HI ve HS baglayici histonlar, H2,H3 ve H4 ¢ekirdek
histonlari olarak adlandirilmaktadirlar (Reche et al. 2006). Niikleozom ¢ekirdegi, iki H2A-H2B
dimerinden ve bir H3-H4 tetramerinden olusur. Histonlarin pozitif yiiklii, DNA'nin ise fosfat
omurgasinin negatif yiliklii olmasi, siki bir elektrostatik ¢ekimin olugmasina neden olmaktadir.
Bu durum DNA’nin sik1 bir sekilde baglanmasini saglamaktadir (Reche et al. 2006). Histonlar,
genlerdeki transkripsiyonu diizenlemek i¢in enzimlerin etkisiyle kimyasal olarak

degistirilebilmektedirler (Marifio-Ramirez et al. 2014).
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Sekil 8. DNA’nin katlanmasi ve histonlar (Goldberg et al. 2007)

En c¢ok bilinen modifikasyon sekli, arginin ile lizin metilasyonu veya
lizinin asetilasyonu olarak bildirilmektedir. Metilasyon transkripsiyon faktorleri gibi diger
proteinlerin niikleozomlarla etkilesimini etkilemektedir. Lizin asetilasyonu, lizin iizerindeki
pozitif yikii ortadan kaldirir, boylece histon ve DNA arasindaki elektrostatik g¢ekimi
zayiflatarak DNA'nin kismen ¢6ziilmesine neden olup DNA'y1 gen ifadesi i¢in daha erisilebilir
hale getirmektedir (Wang et al. 2005). Niikleozom olusurken dnce dort farkli dimer bir araya
gelir (Sekil 8) ve 63 angstrom ¢apinda oktomerik yapiy1 olustururlar. Bu yap1 Selenoid yap1
olarak adlandirilmaktadir. Daha sonra, Yaklasik 146 bp baz ¢iftini iceren DNA c¢ekirdek
parcacigin etrafin1 1.65 kez sola doniimlii bir siiper sarmal doniisle sarar ve yaklagik 100
angstrom capinda pargacik olusturur. Baglayici histon olan H1, niikleozomu DNA'in girig ve
cikis bolgelerine baglayarak DNA'nin sabitlesmesini ve daha yiliksek dinamik yapinin
olugsmasini saglamaktadir (Harshitha and Nair, 2020).
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Mitoz ve mayoz sirasinda olusan yogunlastirilmig kromozomlar, niikleozomlar ve diger

diizenleyici proteinler arasindaki etkilesimler ile ger¢eklesmektedir (Ding et al. 2019).
Bu etkilesimler;

e Bazik amino asitlerin (6zellikle lizin ve arginin) yan zincirleri ile DNA iizerindeki
fosfat oksijenleri arasindaki tuz kopriileri ve hidrojen baglarinin etkilesimleri.

e Heliks-dipolarlar H3, H4 ve H2B’dealfa sarmallar1 olusturur ve DNA {izerindeki
negatif yiiklii fosfat gruplariyla etkilesime girerler,

e DNA omurgas:t ilehiston proteinlerinin ana zincirindeki amid grubu
arasindaki hidrojen baglarinin etkilesimleri.

e DNA iizerindeki histon ve deoksiriboz sekerleri arasindaki polar olmayan
etkilesimler (Mersfelder and Parthun, 2006).

Genel olarak, aktif olan genler daha az bagli histona sahipken aktif olmayan genler daha
sik1 bagl olarak bulunmaktadirlar. Hiicre interfaz sirasinda DNA histonlarla yiiksek oranda
etkilesimdedir (Allison, 2021). Ayrica, histonlarin yapisinin evrimsel olarak korundugu
bilinmektedir. (Tropberger and Schneider, 2013).

Molekiiler Markirlar

Molekiiler biyolojide tekniklerin gelistirilmesi sayesinde, genetik polimorfizmi
saptamak icin ¢ok sayida DNA markirlar gelistirilmistir. Son yillarda DNA markirlardan en
cok kullanilmakta olan molekiiler teknik, Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) dayali olan
tekniklerdir. Molekiiler markirlar, genotipler arasinda ayrim yapma Ozelliklerinden Otiirii
genetik temelli inceleme alanlarinda olduk¢a 6nemlidir. Antosiyaninler, fenolikler gibi ikincil
metabolitler farkli bitki tiirleri arasinda ayrim yapmak icin markir olarak kullanmilan ilk
molekiillerdir (Grover and Sharma, 2016). Molekiiler markirlar genetik kodu iizerinde tasiyan
DNA’daki spesifik bir bolgeyi tespit etmek i¢in kullanilan genetik isaretler olup, genomda
bliyiik bir bolimiin veya tek bir niikleotidin 6zel belirlenmesinde kullanilabillirler. Enzim
markirlari (allozimler ve izozimler), DNA dizilerinde olusan polimorfizme dayal1 olarak farkli
bireyler arasindaki degigkenligi saptayan markirlardir. Daha giicli DNA markirlarinin
kesfedilmesinden dnce kisa bir siire i¢in 6nem arz etmislerdir. Molekiiler biyoloji alanindaki
gelismeler, bir dizi molekiiler genetik markirin olusturulmasini hizlandirmistir. DNA markir
yontemlerinin ¢oziniirliigli ve kullanilabilirligi, niikleik asit hibridizasyonu, polimeraz zincir
reaksiyonu ve DNA dizileme yoOntemlerindeki ilerlemelerle énemli Ol¢lide artmistir. Son

zamanlarda, diinya genelinde farkli tekniklerde bir dizi molekiiler markir teknigi gelistirilmistir.
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Ama bu yontemlerin sadece birka¢ci (RFLP, RAPD, AFLP ISSR, SSR ve SNP) kabul
edilmistir(Grover and Sharma, 2016).

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism- Restriksiyon Parc¢a Uzunluk
Polimorfizmi)

Molekiiler biyolojide, tiirler i¢indeki veya arasindaki DNA farkliliklarinin tespiti veya
genlerin dizi igindeki konumlarini belirlemek i¢in kullanilan en hassas tekniklerden biridir
(Grover and Sharma, 2016). RFLP analizi, maliyeti az olan DNA dizileme teknolojilerinin
ortaya ¢ikmastyla artik biiylik 6l¢iide gegerliligini yitirmis, ancak yaygin uygulamayi gorecek
kadar ilk DNA profilleme tekniklerindendir. RFLP’nin analizi, genom haritalamada, genetik
bozukluklarin tespitinde genlerin DNA’daki yerlerinin tespit edilmesinde, genetik hastaliklarin
risk oranin tespitinde ve babalik testinde dnemli bir erken donem teshisi tanimaktadir (Heras et
al. 2016). RFLP'lerin molekiiler temeli, enzim tanima dizisindeki bir nokta mutasyonu, ekleme,
silme veya inversiyona yol agan bir molekiiler olay nedeniyle bir kisitlama bolgesinin kaybi
veya kazancidir. Her iki durum da Southern blot'larda tespit edilebilen genomik kisitlama
fragmanlarinin uzunluk farkiyla sonucglanir. RFLP'ler, geleneksel markirlara kiyasla bir¢ok
avantaja sahiptirler. Fenotip yerine dogrudan genotipi tanimlarlar ve bu nedenle ¢evreden
etkilenmezler. Haritalandirilabilen RFLP markirlarinin sayisit yalnizca mevcut genotipler
arasinda var olan molekiiler farkliliklar ile sinirli olmasi teknigin dezavantajini olusturmaktadir
RFLP caligmalar1 ve ayrintili RFLP baglant1 haritalari, molekiiler yontemlerle bitki 1slahina,
bitki taksonomisine, bitki evrimine ve benzeri alanlarda 6nemli oranda katki sunmustur (Grover

and Sharma., 2016).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism- Cogaltilan Parca Uzunlugu
Polimorfizmi)

AFLP; DNA parmak izi, popiilasyon genetigi, filogenetik aragtirmalar, baglanti
haritalama, ebeveynlik analizleri ve tek lokuslu PCR markirlar: gelistirme gibi genis uygulama
alanlarina sahip olan molekiiler markirlama teknigi olarak bilinmektedir. (Meudt and Clarke,
2007). Bu teknik 1995'te yayimlanmasindan bu yana, bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve
bakteriler tizerine yapilan ve genetik, evrim ve ekolojideki ¢cok sayida disiplini kapsayan birgok
calisma i¢in tercih edilen bir yontem haline gelmistir. AFLP'ler, toplam genomik DNA'nin
restriksiyon endontikleaz enzimler ile kesilmesinin ardindan fragmentlerin secici PCR
amplifikasyonu ile c¢ogaltilmasi ve daha sonra -elektroforezde goriintiillenmesi ile
gerceklestirilir. Boylece her bir birey i¢in benzersiz ve tekrarlanabilir parmak izinin (veya

profil) olusturulmasini saglamaktadir. Parmak izini olusturan markirlar, genellikle sentromerik
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bolgelerde yogunlasmasina ragmen genom ¢apinda genis bir varyasyonun degerlendirilmesine

izin verebilmektedir (Meudt and Clarke, 2007).

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats- Basit Tekrarh Diziler Arasi Polimorfizm)

Basit tekrarl diziler arasi1 polimorfizm (ISSR'ler) diger yontemlere gore daha yeni bir
tekniktir ve genetik ¢esitliligi degerlendirmek veya bir¢ok farkli tiirde yakindan iliskili ¢esitleri
belirlemek i¢in gli¢lii, hizli, basit, tekrarlanabilir ve ucuz bir yol oldugu kanitlanmistir. ISSR
markir sistemi, 6nceden herhangi bir sekans bilgisi olmaksizin mikro isaretleyiciler ile DNA
bolgelerindeki polimorfizmleri tespit etmektedir. Primerler, genellikle dejenere bir 3'
bolgesinden yapisarak bolgeyi tekrarlama sekansina dayanmaktadir. primer basina ¢ok sayida
amplifikasyon iriinliniin {retilmesini ve disilk maliyetle yiiksek tekrarlanabilirlik

saglamaktadir (Grover and Sharma, 2016).

SSR (Simple Sequence Repeats-Basit dizi tekrarlar)

Mikro isaretleyiciler veya basit dizi tekrarlar1 (SSR'ler), 1-6 baz ¢ifti (bp) uzunlugundaki
birimlerden olusan art arda tekrarlanan DNA parcalaridir. Prokaryot ve dkaryot genomlarinin
tiim bolgelerinde bulunabilirler (Zhao et al. 2011). Mikro isaretleyiciler genomun herhangi bir
yerinde hem protein kodlayan hem de kodlamayan bolgelerde bulunabilir. Yiiksek
degiskenlikleri nedeniyle mikro isaretleyicilerin kantitatif genetik varyasyon yaratarak ve
koruyarak genom evriminde dnemli bir rol oynadig: diistiniilmektedir. Canlilarda bu tekrarlarin
artmast anormal fizyolojik ve molekiiler durumlarin ortaya ¢ikmasima neden olmaktadir.
Kusursuz ve kusurlu mikro-/mini niikleotid aramalar1 i¢in kullanilan bu algoritma A, T, C ve G
bazlarinin olas1 tiim bilesikleri karsilagtirarak 1 ile 6 niikleotit arasindaki veri tabanindaki

benzer okumalar1 gergeklestirir (Oliveira et al. 2008).

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA- Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA)

Genel olarak kullanilan rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA %60 ya da daha fazla GC
icerigine sahip 10 bazli primerin kullanimina dayanan bir PCR yontemidir. RAPD'ler bir¢ok
lokustaki polimorfizmlerin es zamanl1 olarak taranmasinda genel olarak tercih edilmektedirler.
RAPD polimorfizmleri, hazirlama bolgelerindeki dizi ¢esitliginden veya primer baglanma
bolgeleri arasinda bulunan hedef dizideki uzunluk varyasyonundan kaynaklanmaktadir. RAPD
radyoaktif olmayan bir yontem olup az miktarda DNA gerektirir ve kisa siirede
yapilabilmektedir. Ayn1 zamanda RAPD daha az teknik uzmanlik istemektedir. RAPD'in bir
baska avantaji da genellikle bircok markirin olugsmasi ve ¢ogu zaman tiim genoma dagilmis

halde olmasidir. RAPD teknigi genel olarak su adimlardan olugsmaktadir. Uygun primerleri
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iceren PCR reaksiyonlariyla hedef bolgeler kopyalanir, kopyalanan spesifik DNA bolgeleri
elektroforezle biiyiikliiklerine gore ayrilir ve goriintiilenir. Goriintiileme yapilirken bantlarin
varligr ve yokluguna gore sonuglar degerlendirilir. Degerlendirilen sonuglar ile genotipler

arasindaki polimorfizim a¢iga ¢ikarilabilmektedir (Idrees et al. 2014).

CRED-RA (Coupled Restriction Enzyme Digestion-Random Amplification - Cift
Restriksiyon Enzimi Kesimi ve Rastgele Cogaltim)

CREDRA tiim genomdaki metilasyona duyarli enzimler ile DNA’nin kesilmesi ve
metilasyon degisikliklerinin saptanmasinda kullanilmaktadir. Gelisimin farkli evrelerinde ve
farkli asamalarinda kontrol saglanabilmekle beraber tiirler arasindaki varyasyon saptama
caligmalari i¢inde kullanilmasi tercih edilmektedir. Bu teknikte genomun metilasyonu Msp | ve
Hpa II restriksiyon enzimleri kullanilarak analiz edilmektedir. CCGG sekansini her iki enzim
de tantyabilmektedir. Fakat sitozinler metillenmediginde yalnizca Hpa II aktiflesirken Msp |
ise disg sitozin metillendiginde DNA ile etkilesime girememekte DNA’da metillenme
olmadiginda etkilesime girebilmektedir. Bu durumda restriksiyon enzimleri ile DNA kesilir
daha sonra DNA, PCR ile c¢ogaltildiktan sonra spesifik DNA bolgeleri elektroforezle
biiyiikliiklerine gore ayrilir ve goriintiilenir, goriintiideki bantlarin varligi ve yokluguna gore

degerlendirmelere tabi tutulmaktadir (Bakir ve Agar, 2021).

Restriksiyon Endoniikleaz Enzimler

19501 yillarda Werner Arber, Dan Nathans ve Hamilton Smith tarafindan, bakterilerin
bakteriyofaj enfeksiyonlarina direng gosterme yetenegini ortaya koyan mikrobiyal genetikteki
onemli ¢aligmalar1 gozlemlemislerdir (Di Felice et al. 2019). Bu ¢alismalar, fajin enfeksiyon
kapasitesinin biliyiime dongiisii  swrasinda  gecirdigi degisiklikleri tanimlayarak, bu
degisikliklerin yeni mutasyonlar veya segici siireglerden kaynaklanmadigimi gostermektedir.
Daha sonra, altta yatan savunma sisteminin, faj DNA'sim1 pargalayarak viral etkiyi
kisitlayan (restriksiyon enzimleri terimi), ilgili DNA metil-transferaz aktivitesine bagli DNA
dizisine 6zgii endoniikleazlara dayandigi dogrulandiktan sonra Werner Arber, Dan Nathans
ve Hamilton Smith, 1978 Nobel Fizyoloji ve Tip Odiili'ne layik goriildiiler. Arber, bu
enzimlerin spesifik DNA dizileri tarafindan temsil edilen bolgelerde DNA'ya baglanabildigi
varsayiminda bulunmustur. Smith, saflastirilmis enzimler kullanarak ve bunlarin simetrik ve
spesifik niikleotid dizilerini kesebildiklerini gostererek Arber'in hipotezini dogrulamistir.
Nathans, spesifik DNA fragmanlarinin ilk kisitlama kesim bdlgesi haritalarini tireterek bu
enzimlerin olas1 kullanimin fark etmesiyle birlikte restriksiyon enzimlerinin karakterizasyonu
cok hizli gelismis ve dort farkli enzim sinifi tanimlanmistir. Sinif II'ye ait enzimler, DNA'nin

manipiilasyonu ve karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilir. Hedef DNA dizilerini tanimak
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ve onu parcalamak igin yalmzca Mg®"ye ihtiya¢ duyarlarken ATP'ye ihtiyag

duymamaktadirlar. Bu sekilde restriksiyon enzimlerinin farkli kombinasyonlarimi kullanarak,
DNA'y1 karakterize etmenin ve manipiile etmenin bir¢ok farkli yolunun bulundugu saptanmistir

(Di Felice et al. 2019).

Smif I, III ve IV restriksiyon enzimleri, DNA kesme spesifikliklerinin diisiik olmasi
nedeniyle DNA calismalarinda ¢ok az kullanilmaktadirlar. Smif II restriksiyon endoniikleaz
enzimleri DNA bolgelerine spesifik, kisa uzunluktaki sekansa sahip enzimlerdir. Bu enzimlerin
bakteriler tarafindan yabanci DNA’larin pargalanmasi i¢in savunma amacgh iretildigi
bilinmektedir. Bakteri, kendi DNA’sim1 metilleyerek kendi iiretti§i enzimin kesimine karsi
koruma mekanizmasi gelistirmistir. Restriksiyon enzimleri ¢ift zincirli DNA {izerinde
tanidiklar spesifik alanlara tutunarak kesim gergeklestirirler. Pek ¢ok restriksiyon enziminin
tanidiklar1 bolgede tek veya cift zincirde metillenme olustugunda DNA’y1 kesemeyecekleri
gozlemlenmistir. Her bir restriksiyon endoniikleazin uygun aktivite olusturmalari ig¢in
kendilerine 6zgii optimum ¢aligma araliginin mevcut olmasi gerekmektedir. Ideal saklanma ve
test kosullar1 belirlendigi zaman enzim fonksiyonlar1 en yiiksek dogruluk ve aktiviteye sahip
olmaktadirlar. Sicaklik, pH, enzim kofaktorii, tuz bilisimi ve iyonik giicli gibi kosullar enzim
aktivitesini ve stabilitesini etkilemektedir. Bu nedenden dolay1 ¢alismamizda metilasyona
duyarli olan Hpa II ve Msp I restriksiyon enzimleri kullanilmistir (Erturk et al. 2015; Di Felice
et al. 2019).

Hpa Il

Hpa |1 restriksiyon enzimi Hemophilus parainfluenzae bakterisinden izole edilmis olup
Hpa Il ile genomik kesimler olusturulmaktadir. Hpa II, DNA metilasyonu ile inhibe olmakta ve
CmCGG sekansmi kesemedikleri bilinmektedir. Genom, metilasyonun olmadigi bolgede
boliniir ve CpG’lerin metillendigi yerlerde pargalanir. Biiyiik fragmentin Hpa I kesiminden
olustugu diisiintiliir. Kiiclik fragmentlerin ise bu olaydan olustugu diistiniilmemektedir. Onlara
Hpa Il tiny fragments (HTF’ler) denilmektedir. Bunlar1 igeren bolgeler de HTF adaciklari
olarak adlandirilmistir. HTF adalari, genlerin yaninda yerlesme egilimindedirler, genellikle
genlerin 5’ kismida ve G+C igerigi ile zengindirler. HTF adalarinda CpG sekanslari
metillenmemis olup eger buralarda metillenme yoksa mutasyon ile CpG’nin fazla kaybi

olmamali ve boylece bu sekans sikligi G+C igerigini yansitmalidir (Nardemir et al. 2015).

Msp |

Msp | enzimi, Moraxella cinsi bakteriden izole edilmis olup genomik kesimlerin

yapildig1 bir restriksiyon enzimidir. Msp I enzim amplikonlar1 5’CCGG 3’ tanima bolgesinden
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keserek her alt grup i¢in farkli DNA parcalar1 olusturur. Boylece i¢ sitozinde metillenme

oldugunda aktif olduklar1 bilinmektedir (Erturk et al. 2015).
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MATERYAL VE METOT

Kullanilan bitkisel materyali

Bu ¢alismamizda ekmeklik bugday (Triticum aestivum) bitkisinin Altinyildiz ¢esidinin
tohumlar: Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiilesinden temin edilmis ve ¢imlendirilerek yetismis

geng bitkilerin yapraklart kullanilmistir.

Deney asamasinda kullanilan alet ve cihazlar

Tablo 2. Calisma Siirecinde Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Temin Edilen firma

Azot Tank

Buzdolabi

Derin Dondurucu
Elektroforez Akim Saglayici
Elektroforez Tanki

Etiiv

Hassas Terazi

lel Gériintiileme Sistemi
Manyetik Kanigtirici
Mikrodalga Firini
Nanodrop

Otoklav

Otomatik Pipetler

PCR

Saf Su Cihaz

Santrifilj

Su Banyosu

Vorteks

Terma, Electron Corporation
Arcelik, TURKIYE, 8190NF
MNuarie, U.5.A., -86 Ultralow Freezer, SN PO7K—476316-PK
OWL OSP300-2Q, U.5.A.
(Yatay) OWL B2, U.5.A.
Memmert, UNSS
Mettler Toledo AL204, CHINA)
DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL
Daihan Scientific MSH 204, KOREA
Arcelik, TURKIYE, MD 592
Qiagen/Qiaxpert 200061 24V F 2.5A
Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253
Eppendorf, GERMANY
Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA
GFL 2004, GERMANY
Hettich, GERMANY, EBA—20
Memmert WNB14, GERMANY
Velp Scientifica, F202A0173

Calisma siirecinde kullanilan cozelti ve soliisyonlar

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin kimyasal igerikleri agagidaki gibidir:

DNA ekstraksiyon tamponu:

e 1M Tris-HCI (pH 8.0)
e 05MEDTA (pH 8.0)

e 5 M NaCl

e  %?2 B-mercaptoethanol (v/v)

e Heksadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB)
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Fenol: Kloroform: Izoamil alkol:

25: 24: 1 oranlarinda hazir olarak kullanilmistir (Sigma, 77617).

Kloroform: izoamil alkol:

24: 1 oranlarinda hazir olarak kullanilmistir (Fluka, 25666).

TE tamponu:

e 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
e 1mMEDTA (pH 8,0)

%70’lik Etil Alkol:

e 70 ml etil alkol ile 30 ml steril distile su ile hacim 100 m1’ye tamamlanmuistir.

Ethidium bromiir (Et-Br) ¢ozeltisi:

500 ml 0,5xTBE tamponu igerisine 300 pl ethidium bromiir ilave edilerek hazirlanmig
ve 151k almayacak 25 C° sicakligindaki ortamda muhafaza edilmistir.

Bromfenol blue ¢ozeltisi:

0,25 g bromfenol mavisi ve 30 ml gliserol’iin toplam hacminin 100 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Cozelti otoklavlanarak steril edildikten sonra +4°C’de

muhafaza edilmistir.

0,5X TBE tamponu:

Bu ¢alismada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak hazirlanmis ve 50 ml 10X TBE
tampon + 950 ml saf su ilavesi ile 0,5X TBE tamponu hazirlanmistir.

10X TBE tamponu:

e 107 g Tris-Base

e 55 Borik Asit

e 58gEDTA

e 500 ml distile suda ¢ozdiiriilerek daha sonra ¢ozelti 1000 ml’ye tamamlanmistir.

pH ise 8.0’e ayarlanmustir.

Primerlerin hazirlanmasi

Secilen primerlerin iretici firma tarafindan Onerildigi miktarlarda coziilerek stok

soliisyonu, daha sonra da uygun hesaplamalar yapilarak ¢aligma soliisyonlar1 hazirlanmigtir.
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Deney bitkilerinin yetistirilmesi ve Pb stresinin uygulanmasi

Triticum aestivum tohumlar1 %0,5 sodyum hipoklorit (NaOCl)’de 5 dakika bekletilerek
sterilize edildikten sonra birkag tekrar distile su ile durulandirilmistir. Cimlenmesi i¢in 15 cm
capli cam petri kaplarina iki kat steril whatman filtre kdgid1 konularak iizerine yerlestirilen
tohumlar optimum sartlarda yeterince filizlendikten sonra (Sekil 9) toprak i¢eren saksilarda 2

tekerriir olacak sekilde ekimler yapildi (Sekil 10). Ekim gruplari su sekilde belirlendi;

e Kontrol
e 10 mM Pb(NO3)2

e 10 mM Pb(NOs)2 +10 pmol TRIA 2 Tekerriir olacak sekilde
e 10 mM Pb(NOg3)2+20 umol TRIA toplamda 16 adet saks1 ekim
e 10 mM Pb(NO3)2+40 umol TRIA yapildi.

e 10 pmol TRIA
e 20 umol TRIA
e 40 umol TRIA

Ekilen tohumlar 24 saatlik sirkadiyen dongiisliniin 8 saat/16 saat olacak sekilde

ayarlandi.

Sekil 9. Petri kabinda Triticum aestivum tohumlarinin filizlenmesi
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¢

Kontrol 10 mM Pb(Nos)z 10 mM Pbi{Noa)z 10 mM Pb(Nos)z
+ +
10 pmol TRIA

|

10 mM Pb(Noz)z 10 pmol 20 pumol 40 pmol
N TRIA TRIA TRIA
40 pmol TRIA

Sekil 10. Pb ve TRIA konsantrasyonlarinin bitkilere uygulanma plani
Deney bitkilerine Kursun ve TRIA uygulamalari

Oncelikle petrilerde c¢imlendirilen Triticum aestivum bitkisi daha sonra saksilara
alimmustir. Bir hafta sonunda Pb agir metali uygulanmistir. 10 giin sonra ise TRIA uygulamasi
gerceklestirilmistir. Sekil 11 ve Sekil 12°de uygulama sonrasindaki ilk giin ve son giin gorselleri
belirtilmistir. Hasat edilecegi zaman bitkiler incelendiginde Pb ve TRIA’nin birlikte
uygulandigr bitkilerde biiylimede yavaslama ve yapraklarda sararmalar meydana gelmistir.
Fakat TRIAnin tek uygulandigi bitkilerde daha yiiksek biiyiime ve yapraklarda sararmalarda

azalmalar tespit edilmistir.
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@

> Kontrol > 10 mM Pb(NO3), > 10 pmol TRIA
» 10 MM Pb(NOs) +10 pmol TRIA | > 20 pmol TRIA
> 10 MM Pb(NOs), +20 pmol TRIA | > 40 pmol TRIA
> 10 mM Pb(NO3). +40 umol TRIA

Sekil 11. Triticum aestivum bitkilerine hem Pb hem de TRIA uygulandiktan sonra 1. Giin

S

> Kontrol » 10 mM Pb(NO:s): » 10 pmol TRIA
» 10 mM Pb(NO3)2 +10 umol TRIA | » 20 umol TRIA
» 10 mM Pb(NO3)2 +20 umol TRIA | > 40 umol TRIA
» 10 mM PDb(NOs)2+40 pmol TRIA

Sekil 12. Triticum aestivum bitkilerine hem Pb hem de TRIA uygulandiktan sonra 7. Giin
Bitkilerin Hasat Edilmesi

Yetistirilen bitkiler makas ile gévdenin topraga temas eden kismindan 2 cm yukarida
olacak sekilde kesilerek iizerine isimleri ve dozlar1 6nceden yazilmig saklama posetlerine
konuldu. Daha sonra posetler -20 °C de 30 dk bekletildikten sonra, kullanilmak tizere -80 °C

konuldu.

DNA izolasyonu
Bitki materyalinden DNA izolasyonu

e -80 °C’ye konulan bitkiler izolasyon i¢in Sivi azot ile havanda ezilerek 2 ml’lik
santrifiij tliplerine alinan 200 mg bitki 6rnegi iizerine 1000 ul DNA ekstraksiyon
buffer ve 100 ul PVP ve 20 ul Betamerkapto Etanol eklenerek ve alt iist edildikten
sonra 60 °C’deki su banyosunda 10 dakika arayla hafifce alt tist edilerek 60 dakika
inkiibe edildi.
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e Buislemden sonra 6rnekler 15 dakika oda sicakliginda dinlendirilir. Her bir 6rnek
iizerine 750 pl Fenol: Kloroform: Izoamil alkol eklenip 30 dakika rototorda alt-iist
edilerek karistirilmasi saglanda.

e Rotor isleminden sonra 14000 rpm ve 24 °C’de 20 dakika santrifiij edilen 6rnekler
iki faza ayrildi. Ust fazdan 600 ul ayarlanmis otomatik pipet ile yeni 2 ml’lik
santrifiij tiiplerine aktarildi (buz akiisii igindeki tiiplere).

e 2 ml’lik santrifiij tiiplerini iizerine 1000 ul Kloroform: izoamil alkol eklenerek
birkag¢ defa alt-iist edildikten sonra 14000 rpm ve 4 °C’de 20 dakikalik santrifiijden
sonra {ist fazdan son derece dikkatli bir sekilde 500 pl alinarak yeni bir 2 ml’lik
santrifiij tiiplerine aktarildi (buz akiisii i¢indeki tiiplere).

e Ay tiiplere 2,5 ul RNase ile 8 pl Proteinaz K ekledikten sonra 45 dakika 37°C’ye
ayarlanmis etiivde inkiibe edildi.

e Bu siire sonunda tiiplere sirastyla 100 pl amonyum asetat, 100 pl sodyum asetat ve
800 ul soguk izopropanol eklenereek tiipler birkag defa alt-iist edildikten sonra 45
dk -20 °C bekletildi.

e Bu siirenin sonunda; 14000 rpm ve 4°C’de 10 dakika santrifiij edilir sonrasinda
dikkatli bir sekilde iist faz atildi. Olusan pellet etiiv’de 37 °C’de 12 saat bekletilerek
Kurutulmasi saglandi. Kurutulan DNA 100 pl TE buffer tamponunda ¢ozdiirtildi.

Sonrasinda —20 °C’de kullanilmak tizere saklandi.

Primerlerin belirlenmesi

RAPD ve CRED-RA analizi igin 30 primer arasindan en iyi ampifliye olan 15 adet
primer segilmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. RAPD ve CRED-RA Analizinde Kullanilan Primerler ve Sekans Dizilimi

Primerlerin veri

Baz icerikleri

tabanindaki kodlar:
OPB-13 5’-AGGGGTCTTG-3’
OPA-2 5’-TGCCGAGCTG-3’
OPE-13 5’-CACAGCGACA-3’
OPW-18 5’-TTCAGGGCAC-3’
OPA-4 5’-AATCGGGCTG-3’
OPA-18 5’-AGGTGACCGT-3’
OPA-20 5’-GTTGCGATCC-3’
OPB-1 5’-GTTTCGCTCC-3’
OPH-16 5’-TCTCAGCTGG-3’
UBC450 5’-CGGAGAGCCC-3’
OPA-6 5’-CAGCACCCAC-3’
UBC519 5’-ACCGGACACT-3’
OPH-18 5’-GAATCGGCCA-3’
OPY-6 5’-AAGGCTCACC-3’
OPY-7 5’-AGAGCCGTCA-3’

RAPD-PCR analizi

PCR islemine gegilmeden Once islem yapilacak ortam hava akimini engellemek i¢in

pencereler kapatildi. Deneylerde kullanilan laboratuvar ortami %70’lik etanol ile steril hale

getirildi.

PCR protokolii i¢in su basamaklar izlendi; 0,2 ml’lik santrifiij tilipiine,

PCR Buffer
dNTP(10mM)
MgCl2 (25mM)

Tag DNA polimeraz enzimi

DNA 6rnegi (100ng/pl)
Primer

Distile saf su

2,5 ul
2,5 ul
2,5ul
0,125 ul
0,5 wl
1wl
16,375 pl

Total hacim 25,5 pl olan 6rnekler PCR otomatik sicaklik dongiisii aletine yerlestirildi

ve asagida belirtilen dongiiye 38 defa tabi tutuldu.
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1) 5 dakika boyunca 95°C
2) Asagida belirtilen siirelerde 38 dongiide belirtilen sicakliklar uygulandi

a. 1 dakika boyunca 94° C
b. 1 dakika boyunca 32°C
c. 2 dakika boyunca 72° C’de

3) Son olarak ornekler 15 dakika 72°C’de bekletildi. Daha sonra PCR aletinden

cikarilan 6rnekler kisa siireli kullanim i¢in 4°C’de saklandi.

CRED-RA analizi
DNA’larin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

DNA izolasyonu sonucunda izole edilen DNA, -80 °C’den ¢ikarilarak 1:1 oraninda TE
ile seyreltilmistir. Daha sonra genomdaki metilasyon 6zelliklerinin gézlenmesi i¢in Mspl
(Promega) ve Hpall (Thermo) restriksiyon enzimleri kullanilarak kesim iglemi

gerceklestirilmistir.
DNA’nin Mspl enzimi ile kesilmesi

Bu islem i¢in; 0,5ml’lik tiipe son hacmi 40 pl olacak sekilde

e 32,6 ul sterile su,

e 4l 10X Buffer,

e 0,4 ul BSA (10pg/ul),

e 2 ul DNA (Ipg/ul),

e 1 pl Restriksiyon enzimi ilave edildi.

Enzim kesimi i¢in, tiipler 37°C’deki etiivde 4 saat inkiibe edildi. Enzim aktivetisini

durdurmak i¢in ise etiivde 65°C’de 15 dakika birakilmistir.

DNA’nin Hpall enzimi ile kesilmesi

Bu islem i¢in; 0,5ml’lik tiipe son hacmi 20 pl olacak sekilde

o 16 pl sterile su,
. 2 ul 10X Buffer,
o 1 ul DNA (1pg/pl),

o 1 pl Restriksiyon enzimi ilave edildi.
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Enzimlerin kesimi gergeklestirmesi i¢in, tiipler 37°C’deki etiivde 4 saat inkiibe edildi.

Enzimin aktivetisini durdurmak igin tekrardan etiivde 65°C’de 15 dakika inkiibasyona

birakilmistir.

Elde edilen iiriinler kontrol etmek amaciyla 4ul alinarak 1ul 6X ylikleme tamponuyla

karistirildiktan sonra %1°lik agaroz jelde 70V’da yiiriitiilmistiir. Jel goriintiileme sistemiyle

incelenmistir.

Agaroz jel elektroforezi

%1 agaroz jel hazirlamak icin 1 gram agaroz tartildi ve 100 ml 0,5X TBE buffer
igerisine aktarildiktan sonra mikrodalga firinda 4 dk 1sitilarak ¢oziinmesi saglandi.
Mikrodalga firinindan c¢ikarilan 0,5X TBE + Agaroz c¢ozeltisine toplam
konsantrasyonu 1 pg/ml olacak miktarda Ethidium-Bromide eklenerek homojenize
edildi.

Hazirlanan jel polimerlesmeden dengelenmis tanka dokiilerek 30 dk

polimerlesmesi i¢in bekletildi.

Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikarilip jel elektroforez tankina diizgiin bir
sekilde yerlestikten sonra parafin kagidina hazirlanmis her 6rnek i¢in 3pul bromfenol
mavisi damlatilarak daha sonra 4 °C saklanan 6rnekler agaroz jel elektroforezinde
yiuriitiilmek tizere ¢ikarilip 7ul PCR iiriinii ve bromfenol mavisi ile al-ver yaparak

karistilmasi saglandiktan sonra ilk kuyucuktan yiikleme yapmaya baslandi.

4°C saklanan ornekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmek tizere ¢ikarilip 7ul
PCR iirlini ile 3ul bromfenol mavisi ile karigtirilarak kuyucuklara yiikleme
yapilmistir. Yikleme islemi bittikten sonra enerji kaynagi 100 V ayarlanip 60
dakika boyunca DNA’larin yiiriitiilmesi saglandi.

Elektroforez islemi bittikten sonra tanktan ¢ikarilan jel goriintiileme sisteminde

incelenerek goriintiileri alinmusgtir.

Istatiksel veri analizi

Elektroforez igleminden sonra alinan jel goriintiilerinde TotalLab TL120 programi ile

bp cinsinden bantlarin degerlendirilmesi yapilmistir. Bu degerlendirme bir markira karsi

kontrol dozu ile diger uygulama dozlarinin kiyaslanmasi ile gergeklestirilmistir. Yeni olusan

bantlar veya kaybolan bantlarin belirlenmesi sonucunda polimorfik bantlar elde edilmistir.
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GTS (Genomic Template Stability-Genomik Kalip Sabitliligi) orani; 1-(a/n) x100
formiilii ile hesaplanmistir. Bu formiilde yer alan a; her bir 6rnekteki polimorfik bant sayisini
temsil ederken, n; her bir 6rnekteki toplam bant sayisini gostermektedir. % Polimorfizm orani

ise; (a/n) x100 formiilii ile hesaplanmistir (Mohamed et al. 2017).
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ARASTIRMA BULGULARI

RAPD analizi

Yapilan RAPD analizinde 15 RAPD primeri kullanilmistir. RAPD analizi sonucunda
uygulanan agaroz jel goriintiileri alinmis ve TotalLab L120 programinda degerlendirilmistir.
Bu analiz sonucunda, polimorfik bantlarin baz uzunluklar1 Tablo 4’te verilmistir. Bu verilere
gore, polimorfik bantlarin uzunluklart 10.000 ila 174 arasinda degismektedir. Ayrica toplamda
241 polimorfik bant meydana gelmistir. En fazla polimorfik bant 20 umol TRIA dozunda
meydana gelirken en az 10 mM Pb(NO3)2+40 pmol TRIA dozunda meydana gelmistir.

M, markir, Bp, baz gifti, K, kontrol, L1, 10 mM Pb(NO3)z; L2, 10 mM Pb(NO3)2+10 umol TRIA; L3, 10 mM Pb(NO3)2+20
umol TRIA; L4, 10 mM Pb(NO3)2+40 pumol TRIA; L5, 10 umol TRIA; L6, 20 pmol TRIA; L7, 40 pmol TRIA

Sekil 13. RAPD analizinde kullanilan OPY-6 ve OPA-6 primerlerinin jel goriintiisii

Polimorfik bantlar ve toplam bantlar g6z 6niine alinarak GTS degeri belirlenmis ve
Tablo 4’te verilmistir. Primerler g6z 6niinde bulunduruldugunda en yiiksek GTS oran1 OPB-13

primerinde gozlenmistir.

En diisiik GTS orani ise OPA-18 ve OPW-18 primerlerinde belirlenmistir. Ayrica,
toplam GTS oranlarma gore en yiikksek GTS oram1 10 mM Pb(NO3)+20 pmol TRIA
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konsantrasyonunda belirlenirken en diisiik GTS oran1 40 umol TRIA konsantrasyonunda
goriilmiistiir. Sadece TRIA uygulanan dozlarda en yiiksek GTS oran1 20 umol TRIA dozu
olmustur. Ayni sekilde, kursun ve TRIA nin birlikte uygulandigi dozlarda 10 mM Pb(NOz)>+20
umol TRIA konsantrasyonunda en yiiksek GTS orami belirlenmistir. TRIA’nin tek basina
uygulandig1 dozlardaki GTS oranlar1 10 mM Pb(NOs3), dozundaki GTS oranina gore diisiik
oldugu tespit edilmistir. Fakat kursun ile birlikte uygulanan TRIA dozlarinda 10 mM Pb(NOs)
konsatrasyonuna gore her {i¢ dozda da ¢ok daha yliksek GTS orani tespit edilmistir.
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Tablo 4. RAPD Analizi Sonucunda Belirlenen Polimorfik Bantlarin Uzunluklari ve GTS Oranlari

Primer Pb Pb+TRIA konsantrasyonlari TRIA Konsantrasyonlari

OPA-2 7 -504, +391 +404 +1455 +408, +283 -504 -504 -504

OPA-18 7 +1200,-700 +1600 +1600+306-700, -600 +300,-504,-600 +10,000,+326 -700  -700, -504, -600, -972, - -1450,-700
-504 1131, -1300 -1131,-600

OPB-1 3 +1348, +831+722 +1653,+1357 +1357 +1340, +817 +1700, +1348 +1633,+1331 +1633, +1357
+1126,+838 +831,+716 +716 +824,+716 +992,+838 +831

UBC519 7 +1557 +122, +981 +1518, +1260, +1543 +1187 +296 +1505, -408 +1465, -408 +990 +912
+303

OPW-18 6 -1312, +100, +513 -927,+500 +334 +500,+328 +640, +500 -1530, -1312, -927 +500, +325 -927,+526 +318
+338 -927 +331, -927 +504,+328

OPH-16 8 -576,-334, -768 - - -1588,+1387, -1588,+1388 +1588,+1382
+1141

OPH-18 14 -368 +2026 - -445,-218 -476,-303 -476,-368,-226 -731, -226

OPY-7 12 -1535 +1162 +2287, +1789 - -448,-349 -1535 +10,000, +2478 -960, - +1477, -960
+1171 770, -519 -448, -349 -349

L1,10 mM Pb(NOs)2; L2, 10 mM Pb(NO3)2+10 umol TRIA; L3, 10 mM Pb(NOs)2+20 umol TRIA; L4, 10 mM Pb(NOs)2+40 pmol TRIA; L5, 10 pmol TRIA; L6, 20 pmol TRIA; L7, 40 pmol TRIA



Tablo 5. Kursun ve TRIA Uygulamalarina Gore Belirlenen GTS Oranlari

Primerler Kursun Kursun+TRIA Konsantrasyonlar: TRIA Konsantrasyonlari
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7
OPA-2 83,4 87,5 87,5 87,5 62,5 83,3 83,3
OPB-13 33,4 25 50 75 75 100 50
OPA-18 715 87,5 14,2 50 62,5 0 0
OPA-20 66,7 66,6 80 57,1 66,6 66,6 66,6
OPB-1 50 42,8 50 50 428, 42,8 50
UBC450 40 50 85,7 66,6 66,6 50 57,1
UBC519 63,7 71,7 70 71,4 71,4 87,5 87,5
OPW-13 85,7 75 75 75 40 75 75
OPW-18 50 57,1 57,1 50 0 75 57,1
OPA-4 66,6 66,6 85,7 85,7 61,5 72,7 40
OPH-16 66,6 85,7 100 100 75 75 72,7
OPA-6 66,6 80 80 83,3 57,1 72,7 57,1
OPH-18 92,3 93,3 100 83,3 83,3 72,7 83,3
OPY-6 75 75 75 85,7 66,6 66,6 60
OPY-7 83,3 80 100 80 90,9 22,2 72,7
Polimorfiz 33,7 30 26 26,7 38,6 35,9 39,2
m orani
GTS 66,3 70 74 73,3 61,4 64,1 60,8
degeri

L1,10 mM Pb(NO3)z; L2, 10 mM Pb(NO3),+10 pmol TRIA; L3, 10 mM Pb(NOz3)2+20 umol TRIA; L4, 10 mM
Pb(NOs3)2+40 pmol TRIA; L5, 10 umol TRIA; L6, 20 pmol TRIA; L7, 40 umol TRIA

CRED-RA analizi

Gergeklestirilen CRED-RA analizinde 15 RAPD primeri kullanilmistir. Bu analizin
sonuglar1 uygulanan agaroz jel goriintiileri ile elde edilmis ve TotalLab 120 programinda
degerlendirilmistir. Bu analiz ile Msp | ve Hpa Il restriksiyon enzimleriyle DNA fragmentleri

kesilmistir. Her bir primein meydana getirdigi amplikasyonlar belirlenerek % polimorfizm

oranlar1 belirlenmistir.
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Sekil 14. CRED-RA analizinde kullanilan OPB-1 primerinin jel goriintiisii

Bp, baz cifti; M”, markir; M, Msp | restriksiyon enzimi; H, Hpa Il restriksiyon enzimi; KM, kontrol Msp |
restriksiyon enzimi; KH, kontrol Hpa Il restriksiyon enzimi; L1,10 mM Pb(NO3),; L2, 10 mM Pb(NO3),+10 pmol
TRIA; L3, 10 mM Pb(NO3)2+20 pmol TRIA; L4, 10 mM Pb(NO3)2+40 pmol TRIA; L5, 10 pmol TRIA; L6, 20
pmol TRIA; L7, 40 umol TRIA

Tablo 6°‘da CRED-RA analizi sonucunda meydana gelen toplam bant sayilari
verilmistir. Buna gore, en yiiksek bant sayisint OPH-18 primeri verirken, en az bant sayisi

OPW-13 primerinden elde edilmistir.

Tablo 6. CRED-RA Analizi Sonucunda Olusan Toplam Bant Sayilari

Primerler Kontrol

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7

M H M H M H M H M H M H M H M H
OPA-2 10 10 11 8 11 9 7 7 6 9 7 7 9 8 7 10
OPB-13 10 8 9 9 9 11 10 8 7 11 9 7 9 7 8 10
OPA-18 6 7 6 7 5 7 4 4 4 4 6 4 6 5 5 3
OPA-20 6 9 7 10 7 8 7 5 7 7 7 8 6 7 7 6
OPB-1 4 12 10 14 12 11 12 13 12 12 10 13 13 12 11 11
UBC450 8 9 7 7 7 8 9 8 6 7 6 8 5 8 5 6
UBC519 9 7 6 8 5 6 7 9 8 7 9 12 6 4 8 6
OPW-13 3 5 4 4 4 7 6 4 5 5 5 8 3 5 4 3
OPW-18 0 9 12 11 12 10 11 11 11 9 8 9 11 8 11 12
OPA-4 12 11 7 10 16 12 15 12 13 12 17 16 6 7 9 9

OPH-16 16 13 14 13 13 14 14 13 14 14 13 14 12 15 18 16
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Tablo 6. (devami)

OPA-6 9 8 7 9 10 12 9 10 9 9 9 12 12 9 5 5
OPH-18 5 16 11 12 14 13 16 16 12 14 15 17 12 12 12 12
OPY-6 0 12 14 10 11 10 11 11 10 12 11 11 11 11 13 11
OPY-7 1 10 13 11 11 11 14 12 9 9 183 10 13 9 13 9
Ortalama 99 97 92 95 98 99 101 95 88 94 96 104 89 84 9 86

M, Msp I restriksiyon enzimi; H, Hpa Il restriksiyon enzimi; L1, 10 umol Pb(NOs3)2; L2, 10 mM Pb(NOs3), + 10
pmol TRIA; L3, 10 mM Pb(NOs), +20 umol TRIA; L4, 10 mM Pb(NO3), + 40 umol TRIA; L5, 10 pmol TRIA;

L6, 20 pumol TRIA; L7, 40 pmol TRIA

CRED-RA analizi sonucunda toplam polimorfik bant sayilar1 belirlenmistir (Tablo 7).

Bu veriler 15181nda, en fazla polimorfik bant sayis1t OPA-4’te ger¢geklesmistir.

Tablo 7. CRED-RA Analizi Sonucunda Olusan Toplam Polimorfik Bant Sayilari

Primerler

OPA-2
OPB-13
OPA-18
OPA-20
OPB-1
UBC450
UBC519
OPW-13
OPW-18
OPA-4
OPH-16
OPA-6
OPH-18
OPY-6
OPY-7

Ortalama

Kontrol
M H
10 10
10 8
6 7
6 9
14 12
8 9

7
3 5
10 9
12 11
16 13
9 8
15 16
10 12
11 10

<

N AR NN ON PR ®W PR, NP O PR P

L1

I

P N B PO P DD PP NNDNDN RO RPN

<

O R FP P WA NP DB RP NP P P P

L2

I

B N W N R PR NP R R RO Wk

W P PO N W RE WN P NP DNDNOWw Z

L3

N P, O NN P P DN PN PP P MM O O OO T

N O W O N FP B N EFE DN P DN w s Z

L4

I

P O N P P P O O O N O N W W -

N PO O W o0 D N O N DM P O R w <Z

22 14 16 14 16 16 17 11 17

LS

H
3
1
3
1
1
1
5
3
0
5
1
4
1
1
0
2

L6 L7

<
I

N B W WA O R, O W W R, OO
P P, DN P N DM P O WL, O MNDNDE N

N W W AN ®WERPR P P W®WERPR R DD Z
P P, B WO W DD W DNNDNPEPE W, WSS NDNO T

19 16 22 22

M, Msp | restriksiyon enzimi; H, Hpa Il restriksiyon enzimi; L1,10 mM Pb(NOs)2; L2, 10 mM Pb(NO3),+10
pmol TRIA; L3, 10 mM Pb(NOz3),+20 umol TRIA; L4, 10 pmol Pb(NO3),+40 pmol TRIA; L5, 10 pmol TRIA;

L6, 20 umol TRIA; L7, 40 pmol TRIA

Tiim konsantrasyonlarda toplam bant sayilar1 ve polimorfik bant sayilari ele alinarak %

polimorfizm hesaplanmistir (Tablo 8). Bu verilere goére, Msp I enziminde en yliksek

polimorfizm oran1 40 umol TRIA konsatrasyonunda % 27.2 olarak belirlenmistir. En diistik
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polimorfizm orani ise 10 pumol TRIA konsantrasyonunda %16.8 olarak tespit edilmistir.
Yalnizca Pb(NO3), uygulanan dozda polimorfizm orani %24.9 iken, 10 mM Pb(NO3).+10
umol TRIA, 10 mM Pb(NO3)2+20 pmol TRIA ve 10 mM Pb(NOz)2+40 umol TRIA dozlarinda
polimorfizm orani sirasiyla %18.6, %19.5 ve %23.6 seklinde belirlenmistir. 10 pmol TRIA, 20
pmol TRIA ve 40 pmol TRIA konsantrasyonlarinda ise sirastyla %16.8, %24.3 ve %27.2 olarak

gozlenmistir.
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Tablo 8. CRED-RA Analizi Sonucunda Belirlenen % Polimorfizm Degerleri

Primerler
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7
M H M H M H M H M H M H M

OPA-2 9,0 25 9 11,1 42,8 42,8 66,6 11,1 42,8 42,8 11,1 25 42,8 0

OPB-13 111 111 111 27,2 0 0 42,8 27,2 111 14,2 11,1 14,2 25 20
OPA-18 0 0 20 0 50 75 50 75 0 75 0 40 10 100

OPA-20 14,2 10 14,2 12,5 14,2 80 14,2 28,5 14,2 12,5 0 28,5 14,2 50

OPB-1 40 14,2 16,6 9 16,6 7,6 16,6 0 40 7,6 7,6 0 27,2 9

UBC450 14,2 28,5 14,2 12,5 111 12,5 33,3 28,5 33,3 12,5 60 12,5 60 20
UBC519 50 12,5 80 16,6 28,5 22,2 12,5 0 0 41,6 50 75 12,5 16,6
OPW-13 25 25 25 28,5 50 25 40 0 10 37,5 0 0 25 66,6

OPW-18 16,6 18,1 16,6 10 9 9 9 0 25 0 9 12,5 9 25
OPA-4 71,4 10 25 8,3 20 8,3 7,6 8,3 29,4 31,2 100 57,1 333 22,2
OPH-16 14,2 0 23 7,1 14,2 0 14,2 7,1 23 7,1 33,3 13,3 11,1 18,7

OPA-6 28,5 111 10 33,3 0 20 0 111 0 33,3 25 111 80 60
OPH-18 36,3 33,3 7,1 23 6,2 0 25 14,2 0 5,8 333 33,3 20 333

OPY-6 28,5 20 9 20 9 9 0 0 9 9 9 9 23 9
OPY-7 15,3 9 0 9 21,4 16,6 22,2 11,1 15,3 0 15,3 11,1 15,3 111
% 24,9 15,1 18,6 15,2 19,5 21,8 23,6 14,8 16,8 22 24,3 22,8 27,2 30,7

polimorfizm

M, Msp | restriksiyon enzimi; H, Hpa Il restriksiyon enzimi; L1,10 mM Pb(NOs)2; L2, 10 mM Pb(NO3),+10 pmol TRIA; L3, 10 mM Pb(NOs3)>+20 umol TRIA; L4, 10 mM
Pb(NO3)2+40 pmol TRIA; L5, 10 pmol TRIA; L6, 20 umol TRIA; L7, 40 pmol TRIA



SONUCLAR VE ONERILER

Niifusun artig1 ve gelisen teknoloji ile birlikte agir metaller dogada kontrolsiizce artmaya
devam etmektedir. Bu agir metallerden biri olan Pb, antik ¢aglardan bu yana kullanilmakta ve
giiclii bir ¢evre kirletici olarak bilinmektedir. Giiniimiizde tarim ve endiistriyel faaliyetlerin
artisinin bir sonucu olarak yaygin bir sekilde ¢evreye dagilmaktadir. Cevredeki Pb kirliligi, Pb
kullanan fabrikalarin bacalari, akiimiilatorden ¢ikan atik sular, sanayi, Pb igeren boyalar, Pb
cevherlerinin madenciligi ve eritilmesi, metal kaplama ve eritme islemleri, giibreler, pestisitler
ve pigmentlerdeki katki maddeleri, benzinin oktan sayisini arttirmak ic¢in benzine tetraetil ve
tetrametil Pb eklemesi gibi etkinlikler ¢evre kirliligini artirmaktadir. Pb'den etkilenen topraklar
400-800 mg kgt araliginda Pb igerirken, sanayilesmis bdlgelerde bu diizey 1000 mg kg™ olarak
rapor edilmistir. Birgok iilkede ¢evreye kursun girisini sinirlamak i¢in kabul edilen diizenleyici
Onlemlere ragmen kursunlu kirleticilerin ¢ogu modern insan yasami i¢in vazgegilmezdir. Bu
nedenle, topragin kursunla kirlenmesini Onlemek yakin gelecekte de pek miimkiin

goriinmemektedir (Yang et al, 1999).

Samardakiewicz and Wozny, (2005) 6rdek otu (Lemna minor L.) bitkilerine bir saat
boyunca Pb ile muamele ettiklerinde, bitkinin hiicrelerindeki bosluklarda Pb biriktigini
gozlemlemis, 6 ve 12 saatlik Pb uygulamasindan sonra ise hiicre duvarlarindaki Pb igerigi
giderek arttig1, tespit edilmistir. Bu durum Pb vakuoller ve hiicre duvarlar1 arasinda Pb
lokalizasyon hareketinden kaynaklandigini ve artan apoplastik tasimayi yansitmaktadir.
Lemna mindr’deki kiiglik keseciklerde Pb varligi, bu bitkilerde Pb aliminda endositozun 6nemli

bir rol oynadigin1 gostermistir.

Pb kii¢iik miktarlarda bile hiicre i¢ine girdiginde fizyolojik siirecler tizerinde ¢ok ¢esitli
olumsuz etkiler yaratabilmektedir. Pb fitotoksisitesi, enzim aktivitelerinin inhibisyonuna,
mineral beslenmesinin bozulmasina, su dengesizligine, hormonal durumda degisiklige ve
membran gegirgenliginde degisiklige yol agmaktadir. Bu bozukluklarin bitkinin normal
fizyolojik aktivitelerini bozdugu ve yiiksek konsantrasyonlarda hiicre 6liimiine dahi neden
oldugu belirlenmistir (Seregin and Ivanov, 2001). Pb; ¢imlenme yiizdesini, ¢imlenme
indeksini, kok/siirgiin uzunlugunu, tolerans indeksini ve kok ve siirglinlerin kuru kiitlesini
azaltmaktadir (Verma ve Dubey, 2003). Kayis ve Emre (2012) yaptiklari ¢aligmada ise,
aygiceginde (Helianthus annuus) Al, Cd, Cu, Ni, Pb ve Zn agir metalleri bitkiye uygulanmis ve
Pb’nin en yiiksek fitotoksisiteyi gosterdigi belirlenmistir. Pb agir metali hiicrede protein
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denatiirasyonuna, fotosentez aktivitesi degisikligine, tilakoid membranlarin lipid bilesiminde

degisikliklere ve membran gegirgenlik degisimine neden olmaktadir.

Calismamizda Pb agir metal stresine karst TRIA’nin etkileri RAPD analizi ile
arastirilmistir. Bu veriler 15181inda, sadece Pb uygulanan dozunda GTS degeri, Pb ve TRIA nin
birlikte uygulandig1 dozlardaki GTS degerinden daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica
TRIA’nin artan dozlarina baglh olarak GTS oranlarinin arttig1 goriilmiistiir. Saleh et al. (2020)
tarafindan gergeklestirilen ¢alismada da Pb, Cd ve Ni agir metallerine maruz birakilan Triticum
aestivum L. tohumlarinda RAPD analizi kullanilmistir ve yiiksek Pb ve Cd dozlarinda yiiksek
derecede polimorfizm ve diisiik oranlarda GTS degerleri tespit edilmistir. Ayrica, Pb’nin Cd ve
Ni'den daha fazla genotoksik ve fitotoksik etkilere neden oldugu bulunmustur (Saleh et al.
2020). Navabpour et al. (2020) tarafindan t¢ farkli bugday cesidi (Morvarid, Gonbad ve
Tirgan) farkli Pb konsantrasyonlarinda yetistirilmis ve antioksidan analizleri ile RAPD teknigi
gerceklestirilmistir. Antioksidan analizlerde Pb konsantrasyonunun artisina bagli olarak
savunma sistemi ve antioksidan aktivitenin arttig1 rapor edilmistir. Ayrica RAPD analizleri
sonucunda DNA’da mutasyonlarin olusmasina neden oldugu saptanmistir. Genomdaki
onarilamayan bu mutasyonlar genomun isleyisinde diizensizliklere neden olurken bitki yagami
tizerinde ise hem genel hem de spesifik olumsuzluklara neden oldugu, hatta bazen bu durumun

bitkinin 6liimii ile sonuglandigi saptanmistir (Navabpour et al. 2020).

Gergeklestirilen CRED-RA analizinde ise tiim genom iizerinde meydana gelen
metilasyon oranlar1 tespit edilmeye calisilmistir. Sadece Pb uygulanan dozda metilasyon
oraninin en yiiksek ikinci doz oldugu belirlenmistir. Ayrica bu oran Pb ile TRIA ‘nin birlikte
uygulandig1 dozlara kiyasla ¢ok daha yiiksektir. Sadece TRIA nin 40 pmol dozuna gore 6nemli
olmayan bir diisiis gézlenmistir. Dozlara gore bakildiginda ise, hem Pb ile birlikte uygulanan
TRIA dozlarmin hem de sadece TRIA uygulanan dozlarin artisiyla metilasyon oranlarinin
arttigl gorilmistiir. Bu durumun TRIA’nin 6zellikle 40 pmol dozunun metilasyona neden
olabildigi kanitlanmistir. 40 pmol TRIA dozunun hem en yiiksek metilasyon oranina sahip
olmast hem de en diisiik GTS oran1 géstermesi bu dozun bitkilerde stres mekanizmalarini tesvik

ettigi ve hiicrelerde toksik etkiye sebep olabildigi olarak yorumlanmuistir.

Aygcicegi bitkisinde Cu agir metal stresinin meydana getirdigi genetik ve epigenetik
degisimler 7 farkli doz uygulanarak incelenmistir. RAPD ve CRED-RA analizleri sonucunda
en yiiksek doz oram1 20 mg/L dozda saptanirken en diisiik 320 mg/L dozunda belirlenmistir.
Dahasi, metilasyon oranlar1 kiyaslandiginda en yiiksek 20 mg/L konsantrasyonunda, en diisiik
ise 80 mg/L konsatrasyonunda tespit edilmistir. Agir metal uygulamasinin en diisiik dozunda

hem metilasyon oraninin hem de polimorfizm oraninin en yiliksek oldugunu gostermistir
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(Bolukbasi, 2022). Arpa bitkisine tetrakonazol fungisitinin 4 farkli konsantrasyonu
uygulanmistir. Bu uygulama sonrasinda RAPD ve CRED-RA analizleri gerceklestirilmistir.
Arpa bitkisinde 0, 50, 100, 200 ng/mL dozlarinda tetrakonazol uygulanmistir. GTS oranlarinda
ve metilasyon oranlarinda 6nemli bir degisim meydana gelmemistir. Boylece, tetrakonazol
fungusitinin DNA degisimlerine neden olmadig1 kanaatine varilmistir (Diilger ve Y 6riik 2022).
Harshitha and Nair (2020) bitkide yerlesik mikroorganizmalarin bir alt kiimesini temsil eden
endofitlerden (prednizonun) bitkiler i¢in biyoyararint ve gonomdaki metilasyon oranlarinda
yaptig1 degisiklikleri saptamak i¢in CpG tanima sekansina sahip Hpa Il ve Hae |1 restriksiyon
enzimleri ile beraber CRED-RA ve RAPD teknigini kullanarak DNA’nin metilasyon oranlarini
belirlemisglerdir. Calismanin sonucuna gore prednizonun genomun tam metilasyonunu inhibe

ederken yar1 metilasyon modelini indiiklemede etkili oldugu belirtilmistir.

Gilinimiizde Pb'nin tahil biiylimesi, biyokiitle artis1 ve verim iizerindeki olumsuz
etkilerini bertaraf etmek igin bir¢ok yaklagim bulunmaktadir (Okcu et al. 2009). Ornegin;
abiyotik stresin bulundugu ortamlarda bazi stres iyilestirici hormonlar ile tohumlarin
hazirlamasi, biiyiimeyi, gelismeyi ve tohumlardaki ¢ikis sayisini artirmaktadir. Bu teknigin
bitki biiyiimesinin erken asamalarinda uygulandiginda bitkilerde Pb toksisitesini azalttigi ve
boylece biyogiivenli bitkilerin gelistirilmesinin saglandig ifade edilmistir (Ali and Perveen,
2020). Tohum hazirlanmasi abiyotik stresin bulundugu ortamlarda tohumlarin ¢imlenme
yiizdesini, ¢imlenme tekdiizeligini, biiylimeyi ve gelismeyi artirmaktadir (Rademacher, 2015).
Ekim Oncesi tohuma yapilan uygulamalar besin mevcudiyetini, ¢esitli enzimlerin
aktivasyonunu, hiicresel hasarlarin onarimi ve tohumlarin ¢imlenmesi i¢in gerceklesmesi
gereken biyokimyasal siireglerin baglatilmasi i¢in kolay bir yontem olarak bilinmektedir
(Sarkar et al. 2020). Yapilan birgok ¢alisma tohum hazirlama isleminin stres kosullar1 altinda
bitki biiylimesini kalitesini ve verimini artirmak i¢in etkili bir yontem oldugunu gostermistir

(Alp and Kabay 2017; Kiipper, 2017; Navabpour et al. 2020).

Simdiye kadar tahil bitkilerinde incelenen gesitli bitki biiyiime diizenleyicileri arasinda,
yeni bir bitki biiyiime diizenleyicisi sinifi olan TRIA, bitki biliylimesini ve tahil verimliligini
artirmadaki rolii nedeniyle dikkatleri {izerine ¢ekmektedir. TRIA hakkindaki mevcut bilgiler,
bitkilerdeki ¢esitli fizyolojik, biyokimyasal siireglerin diizenlenmesinde ve degistirilmesinde
potansiyel islevlere sahip oldugunu gostermektedir (Ali et al. 2021). TRIA bitkideki epikiitikiil
mumu, bitki bliylimesi, gelismesi ve korunmasi gibi ¢esitli sekillerde onemli islevleri olan dogal
bir hormondur (Pang et al. 2020). Genellikle meyve iiretimini arttirmak igin kullanilan ve
meyvelerin epikutikiiler mumlarinda bulunan TRIA, en ¢ok Croton californicus (kraton

kalifornia), Copernica cerifera (karnauba) ve Jatropha curcas dahil olmak iizere gesitli bitki
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tiirlerinin epikiitikuler mumlarinda bulunmaktadir (Islam and Mohammad, 2020). TRIA bitkiye
eksojen olarak uygulandiginda bitkinin biyokiitlesi, su igerigi, besin alimi, pigmentlerin orant,
fotosentez aktivitesi ve terleme oraninda 6nemli degisimler gézlemlenmistir. TRIA ile eksojen
olarak muamele edilen fidelerin daha yiiksek oranda karbondioksit ve su emilim kabiliyetinin
arttig1, yiiksek karbonik anhidraz aktivitesine sahip oldugu, nitrat rediiktaz aktivitesinin arttigi,
bitkilerdeki ¢oziliniir seker ve protein igeriginin arttigi bulunmustur (Sharma et al. 2018). Bu
onemli bitki biiyiime diizenleyicisi, ekstrem ¢evre kosullari altindaki (Soguk, kuraklik, tuzluluk
ve agir metaller) streslere kars1 kok ve siirgiin bliylimesini, klorofil biyosentezini, fotosentez
hizini, osmolit iiretimini ve antioksidan potansiyelini iyilestirerek fidelerdeki olumsuz etkileri
azaltmaktadir (Karam et al. 2017; Perveen et al. 2017). Bu nedenle, ¢alismamizda Pb stresinin

olumsuz etkilerine kars1 TRIA uygulanmstir.

Calismamizda TRIA konsantrasyonlar1 hem tek basina hem de Pb ile birlikte bugday
bitkilerine uygulanmistir. Yapilan RAPD analizi sonucunda TRIA’min Pb ile birlikte
kullanildig1 dozlarda GTS orammi onemli bir sekilde artirdigi belirlenmistir. Ozellikle
TRIA’nin konsantrasyonlarinin artisi ile GTS orani1 da artmigtir. Fakat, TRIA nin tek basina
uygulanan dozlarinda GTS oraninda onemli bir disiisiin yasandigi, hatta sadece Pb
uygulamasina kiyasla daha diisiik GTS oranlar1 belirlenmistir. Bu durumun, TRIA
konsantrasyonlarinin stres karsisinda koruyucu bir etki gosterirken yalniz uygulandiginda

genotoksik etki gosterebilecegi ifade edilmektedir.

Sarwar et al. (2017) tarafindan tuz stresine maruz kalmis salatalik (Cucumis sativus)
bitkisi tohumlarinda yapilan ¢aligmada tohumlar ekimden o6nce 12 saat boyunca TRIA
¢ozeltisinde bekletilmistir. Bu kaplama, isleminden sonra normal ve tuz stresi altinda kontrole
kiyasla, filizlenme oranini, filizlenme tekdiizeligini ve erken biiylimesini arttirmistir. Ancak tuz
stresine maruz kalan ama TRIA uygulanmayan tohumlarda biiyiime, fizyoloji ve biyokimyasal
ozellikler agisindan zayif performans gostermistir. Bununla birlikte, TRIA ile hazirlanan
tohumlar, tuzlu kosullar altinda dahi filizlenme siiresi kisalmis, filizlenme oraninda artis ve
tyilesme, siirgiin/kok uzunluklarinda, fide kuru agirliginda, gaz degisim 6zelliklerinde, klorofil
ve prolin igeriklerinde artis rapor edilmistir. Sonug olarak TRIA nin tuzlulugun zararh etkilerini

azaltarak, tohumlarin ¢imlenme kapasitesini basariyla artirdigini bildirmektedirler.

Naeem et al. (2017) tarafindan Madagaskar cezairi (Catharanthus roseus L.) tizerine
yaptiklar1 aragtirmada TRIA uygulanan bitkilerde kok sayisinin arttigi ve bu durumun bitkinin
topraktan daha fazla besin almasina ve bitkilerin veriminin artmasina neden oldugunu
belirtmislerdir. Benzer sekilde TRIA uygulanan cilek bitkilerinde hektar basina diisen en

yiiksek meyve olusum oranina sahip olduklar1 belirlenmistir. Ayrica TRIA su ve mineral besin
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alimi, ugucu yag verimi, ikincil metabolitlerin artisi, nitrojen asimilasyonu, prolin
metabolizmas1 ve glisin betain birikimi gibi hayati bitki fizyolojik siireglerini de gelistirerek
bitkileri ¢esitli zararlilardan korumaktadir (Katel et al. 2022). Cilek bitkisinde TRIA’nin
kuraklik stresine karsi yanit mekanizmasindaki etkileri incelenmis ve antioksidan enzim
miktarlar1 arastirllmistir. Bu nedenle SOD, POX ve CAT enzimlerinde olusan degisimler
belirlenmistir. Kuraklik stresinin orani arttiginda bu enzimlerin miktarlarinda artiglar
goriilmiistiir. Fakat 1 ppm TRIA ile birlikte uygulandiginda bitkilerin verimliliginde ve
biiyiimelerinde 6nemli artislar belirlenmistir. Boylece antioksidan enzimleri kodlayan genlerin

ekspresyonundaki artist TRIA nin etkiledigi rapor edilmistir (El-Beltagi et al. 2022).

Calismamizda gerceklestirdigimiz CRED-RA analizinde TRIA’nin Pb ile birlikte
uygulandiginda 6nemli bir sekilde metilasyon oranini diisiirmesi Pb stresine karsi yanit veren
mekanizmalari tegvik ederek metilasyonun olusma oranini azaltabildigi olarak yorumlanmistir.
Fakat TRIA’nin 6zellikle 20 umol ve 40 pmol konsantrasyonlarinda metilasyon oraninin Pb
uygulamasina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Hem DNA degisimleri hem de
epigenetik degisimler gozoniine alindiginda TRIA ’nin 40 umol konsantrasyonunun genotoksik
ozellikte oldugu kanaatine ulagilmistir. Ancak bu konsantrasyon Pb ile uygulandiginda abiyotik

strese kars1 onemli bir yanit olusturdugu da kanitlanmastir.

Agir metal stresini azaltmak i¢in bitki bliyime hormonlarinin daha fazla arastirilmasi
ve bitkinin endojen diizenlemesi hakkinda daha derin bir bilgiye katkida bulunmasi
beklenmektedir. Diger abiyotik streslerin yami sira agir metal maruziyeti altinda bitki
hormonlarinin énemini destekleyen bir¢ok ¢alisma halihazirda mevcuttur. Gilinlimiiz ortaminda
gordiiglimiiz muazzam abiyotik strese karsi yanit olusturulmasindaki mekanizmalarin yeni
fizyolojik, biyokimyasal ve genetiksel yaklasimlar ile incelenmesi kritik bir 6neme sahiptir.
Dahasi, bitkilerde gesitli stresler altinda iiretilen hormonlar stres kosullarinda bitkide 6nemli
hayati rol oynamaktadir. Bunlar hiicre korumas i¢in gerekli olan temel enzimlerin iiretimine
ve proteinlerin ve lipitlerin korunmasina katkida bulunmaktadir. Bu hormonlar tarafindan elde
edilen kritik bitki tolerans1 dogrudan veya dolayl olarak tesvik edilebilmektedir. Bu nedenle
calismamizda Pb stresi altinda uyguladigimiz TRIA hormonunun, genetik ve epigenetik

etkilerinin degerlendirilmesi ilk kez arastirilmigtir.

Laboratuvar ortaminda optimum sartlarda yetistirilen Triticum aestivum bitkisinde
TRIA’nin toksik etki yapmasi, acik alan topraklarinda yetistirilen bitkilerde ayni sonuca
varilacagl anlamina gelmemektedir. Dis ortamlarda yetistirilen bitkilerin glinlimiiz sartlarinda
Pb veya diger abiyotik stres faktorlerine maruz kalmalart muhtemeldir. Bu nedenle tarim

arazilerinde yetistirilen bitkilerde TRIA nin kullanilmasi daha 1yi sonuglar alinmasi ihtimalinin

51



olmasi ile birlikte celigkilerin daha da aydinlatilmasi i¢in yapilan ¢alismalarin tarim arazisinde

uygulanmasi onerilmektedir.
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