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OZET

FARKLI SURELERDE VERNALIZASYONA MARUZ
BIRAKILAN KOLZA (Brassica napus) CESITLERININ YAPRAK
VE TOHUMLARINDAKI YAG ASIiDI SENTEZINDE GOREV
ALAN BAZI GENLERIN iFADE DUZEYLERINDEKI
DEGISIKLIKLERIN INCELENMESI

C***L 1**m

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. C***g S****Z

AGUSTOS 2023, 93 sayfa

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, farkli siirelerde kesintili ya da kesintisiz olarak
vernalizasyon uygulanan kolza (Brassica napus L.) bitkisi kislik Darmor, Bristol ve
yazlik Helios c¢esitlerinde c¢iceklenme zamani, tohumdaki yag miktar1 ve yag
kompozisyonu gibi 6nemli agronomik Ozelliklerde s6z konusu degisime karsi
gerceklesen farkliliklarin {i¢ y1l boyunca tekrarlanan deneylerde molekiiler,
biyokimyasal ve fizyolojik diizeyde istatiksel karsilastirmalar esliginde aciga
c¢ikarilmasi hedeflenmistir. Vernalizasyona maruz kalan bitkilerin ¢igeklenme zamani
ile yapraklarindaki ¢iceklenme zamaniyla iligkili genlerin (FLCC02, FLCALO,
FLCAO2) gen anlatim diizeyleri karsilastirilmistir. Yaprakta yag asidi (FATB, FADS,
MCOA, WDA40) genlerinin ekspresyon seviyeleri ile vernalizasyon siiresince yag asidi
kompozisyonundaki degisikliklerin anlagilmas1 amaglanmistir. Bununla birlikte, B.
napus’un gelisen tohumlarinda yag asidi sentezinde gorevli genlerin (FATB, FADS,
MCOA, WD40, FAD2) gen anlatim diizeyleri, tohumdaki oleik asit miktariyla
karsilastirilmistir.  Kesintisiz  vernalizasyona maruz kalan kolza bitkisinin
vernalizasyon siiresinin artmasiyla ¢igeklenme siiresi ve FLC gen ekspresyon
seviyelerinin azaldigi, doymamis yag asidi olan oleik asit miktarinin ise arttigi
bulunmustur. Iklim degisikligi ile beraberinde gelen ani sicaklik artisinin kolza
bitkisinde yag verimini ve kompozisyonunu olumsuz yonde etkilemistir.

Anahtar Kelimeler: Kolza, vernalizasyon, ¢igeklenme zamani, tohum yag asidi
kompozisyonu, oleik asit miktari, FLC






ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHANGES IN EXPRESSION LEVELS
OF SOME GENES INVOLVED IN FATTY ACID SYNTHESIS
IN LEAVES AND SEEDS OF WINTER RAPESEED (Brassica
napus) PLANT EXPOSED TO VERNALIZATION FOR
DIFFERENT PERIODS

C***L 1**m

Master Thesis, Department of Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Doc. Dr. C***g S****Z

AUGUST 2023, 93 Pages

In this master's thesis study, the differences in agronomic characteristics such as
flowering time, oil content in the seed and oil composition in winter Darmor, Bristol
and summer Helios cultivars of rapeseed (Brassica napus L.) applied vernalization
intermittently or uninterruptedly at different times were investigated. In the
experiments repeated for three years, it was aimed to reveal it with statistical
comparisons at the molecular, biochemical and physiological levels. The gene
expression levels of the genes (FLCCO02, FLCA10, FLCAOQ2) associated with the
flowering time in the leaves of the plants exposed to vernalization were compared. It
was aimed to understand the expression levels of fatty acid (FATB, FAD5, MCOA,
WD40) genes in the leaf and the changes in fatty acid composition during
vernalization. However, gene expression levels of genes involved in fatty acid
synthesis (FATB, FAD5, MCOA, WD40, FAD?2) in developing seeds of B. napus were
compared with the amount of oleic acid in the seed. It was found that the flowering
period and FLC gene expression levels decreased, while the amount of oleic acid,
which is an unsaturated fatty acid, increased with the increase in the vernalization time
of the rapeseed plant exposed to continuous vernalization. The sudden increase in
temperature that comes with climate change has adversely affected the oil yield and
composition of rapeseed plant.

Keywords: Vernalization,, Rapeseed, flowering time, seed fatty acid composition,
oleic acid content, FLC.
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1.GIRIS

Bitkiler hareket edemedikleri i¢in bulundugu ortamin mevsimsel degisikliklerine
uyum saglamak zorundadir. Bu uyumu saglayabilmek i¢in bazi fizyolojik ve
morfolojik degisiklikler meydana getirirler. S6z konusu degisimler giinlimiizde
deneyimledigimiz iklim degisikligine bagl kiiresel 1sinma ve ekstrem hava sartlarinda
daha da 6nemli hale gelmektedir. Kiiresel 1sinma ile kis aylarindaki diisiik sicakliklarin
kisalmasi, aniden gelen 1lik sicakliklar ile bitkilerin ¢igeklenme zamani, tohum yag
miktar1 ve yag kompozisyonlarini degistirmektedir. Tohumdan elde edilen yaglar gida
alaninda yemeklik yag, yakit ve hayvan yemi gibi canlilara fayda sagladigindan
yiiksek verim elde edilebilmesi i¢in ¢aligsmalar hiz kazanmistir (Topps, 1992). Bitkiler
vejetatif fazdan generatif faza gegmek ic¢in diisiik sicakliklara ihtiya¢ duyarlar.
Vernalizasyon adi verilen bu durum, Brassica napus bitkisinde kislik ve yazlik
cesitleri birbirinden ayirmaktadir. Vernalizasyon siiresi uzadik¢a ciceklenme zamani
azalmakta ve ciceklenme zamani agisindan 6nemli bir genetik markor olan FLC gen
seviyelerinde de diisiis meydana gelmektedir (Johanson vd., 2000). B. napus’ta oleik
asit ve linoleik asit miktarlarini etkileyen genlerin belirlenmesi amaciyla yapilan bir
Genom Boyu Iliskilendirme Analizi (GWAS) ile FADS, FATB, MCOA, WD40 gibi
genler 6ne ¢ikmistir (Gacek, Bayer, ve Bartkowiak-Broda, 2017). Bu caligmada bu
genlerin gen ekspresyon seviyesi ile oleik asit miktar1 karsilagtirilmasi gosterilmistir.
Bitkiler degisen cevre kosullarina karsi fizyolojik olarak uyum sagladigi kadar
morfolojik olarak uyum da saglar. Bitkilerin vernalizasyona ugramasiyla bitki boyu,
yan dal sayisi, anadaldaki kapsiil sayisi, kapsiildeki tane sayisi, bin dane agirligi gibi
parametrelerde degisiklik olur. Bu ¢alismada vernalizasyona yanit olarak ¢iceklenme
zamani, tohum yag miktari, tohum yag kompozisyonu ve fizyolojik parametrelerdeki

degisiklikler gdsterilmektedir.



2.LITERATUR ARASTIRMASI

2.1.Kiiresel Isinma ve Iklim Degisikligi

Kiiresel 1sinma, Diinyamizin atmosfer tabakasindaki 1s1 tutucu sera gazi seviyelerini
artiran, basta fosil yakit kullanimi olmak {izere, cesitli insan faaliyetleri nedeniyle
yerkiirenin yiizey sicakliginda sanayi 6ncesi donemden (1850-1900) giiniimiize dek
meydana gelen artistir. Iklim degisikligi ise dogal i¢ gelisim siireclerinden veya giines
dongiilerinin modiilasyonlari, volkanik patlamalar ve insan kaynakli etkiler gibi dig
zorlamalardan kaynaklanmaktadir

Gilines, Diinya'ya farkli dalga boylarinda yer alan insan goziiyle goriinen ve
goriinmeyen (kizilotesi, ultraviyole gibi) 1sik tiirlerini gondermektedir. Glines 1siklar
Diinya'ya ulastiginda, radyasyonun yaklasik %30'u bulutlar ve buz gibi parlak
yiizeyler tarafindan uzaya geri yansitilmakta ve kalan %70'in ¢ogu kara ve okyanus
tarafindan ve geri kalani atmosfer tarafindan emilmektedir (Anonim, Global Warming,
2010). Bu asamada sera etkisi devreye girerek, radyasyonu emebilen atmosferik gaz
halinde olan karbondioksit (COz) gibi sera gazlarinin molekiilleri, 1s1y1 emmekte ve
yiizeye yansitmaktadir. Bu gazlar atmosferde dogal olarak bulunmasina ragmen, son
yillarda insan faaliyetleri nedeniyle atmosfere salinan gaz miktarinda ciddi diizeyde
bir artis olmustur. Bu artis glinlimiizde gézlemlenen kiiresel 1sinmanin ve buna bagh
iklim degisikliginin en 6nemli sebebidir.

Karbondioksit, birgok mikroorganizma, bitki ve hayvan tarafindan hem tiretildigi hem
de emildigi i¢in atmosfer, okyanus ve kara yiizeyi arasinda siirekli olarak degis tokus
edilmektedir. Bununla birlikte, bu dogal siireglerle CO2 emisyonlari ve
uzaklastirilmasi, antropojenik etkiler olmadiginda dengelenme egilimindedir. Sanayi
Devrimi 1750 civarinda basladigindan beri, insan faaliyetleri atmosfere CO2 ve diger
151 tutucu gazlan ekleyerek iklim degisikligine 6nemli 6lciide sebebiyet vermistir.
Sekil 1.1’de 1960-2023 yillar1 arasinda Hawaii'deki Mauna Loa Godzlemevi'nde
oOlgiilen atmosferik CO2 seviyeleri goriilmektedir. 2022 Mayis ayinda 420,99 ppm
olarak olgiilen CO2 seviyesi, 2023 Mayis ayinda 424,00 ppm olarak odlgiilerek CO>
seviyesinde bir artis oldugu bulunmustur (Anonim, 2023)
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Sekil 1.1. Atmosferik CO2 seviyesi. (Mauna Loa Gdzlemevi)

1988 yilinda Diinya Meteoroloji Orgiitii (WMO) ve Birlesmis Milletler Cevre
Programi (UNEP) tarafindan kurulan Hiikiimetleraras1 iklim Degisikligi Paneli’nin
(IPCC), aralarinda Tiirkiye’nin de bulundugu 195 iiyesi vardir. IPCC'nin amaci, iklim
degisikligi, etkileri ve gelecekteki riskleri konusunda bilimsel, sosyo-ekonomik ve
teknik bilginin durumu ve iklim degisikliginin meydana gelme oranini azaltma
secenekleri hakkinda kanitlara dayanan gilincellemeler yapmaktir. Bu giincellemeler
iklim degisikligi bilimi, sebepleri ve sonuclarina dair uluslararas1 bir fikir birligi
kurulmasini saglamistir. En son yayinlanan IPCC 6. Degerlendirme Raporu’nda, fosil
yakitlarin kullaniminin acilen terk edilmesi gerektigi, hayvancilik endiistrisinin en
kirletici endiistri olup ormansizlagmaya yol a¢tig1 ve miimkiin olan en kisa siirede daha
cevre dostu kentsel planlama yapilmasi gerektigini vurgulamistir. Ayrica bu raporda
diinyanin oniimiizdeki yirmi yil i¢inde kiiresel 1sinma degerinin 1.5 °C seviyesine
ulasacagi konusunda uyarida bulunup bundan sonra karbon emisyonlarinda yalnizca
en siddetli kesintilerin bir ¢evre felaketini dnlemeye yardimci olacag: belirtilmistir.
Diinya Dogayr Koruma Vakfi-Tiirkiye’ye gore Tirkiye’nin de i¢inde bulundugu
Akdeniz Havzasi’nin iklim degisikliginden en fazla etkilenen bolgelerden birisidir.
2020’de yayinlanan Iklim Degisikligi Ulusal iletisim Stratejisi ve Eylem Plani’nda
Tiirkiye’de yillik ortalama sicakligin oniimiizdeki yillarda 2,5 °C — 4 °C artacagy,
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ilkenin kuzey boélgesinin sel, gliney bolgesinin ise kuraklik riskiyle karsi karsiya
kalabilecegi belirtilmistir (Anonim, Iklim Degisikligi Ulusal iletisim Stratejisi ve
Eylem Plani, 2020). Bu da kuraklik, ¢éllesme, ekolojik bozulmalar ve biyogesitliligin
azalmasi gibi olumsuzluklar tetiklemektedir. iklim degisikligi biyogesitliligin yani
sira, tarimsal liretimi de dogrudan etkilemektedir. Bu etkilerden bir kismi1 erozyona
bagli toprak kaybi1 olarak ortaya ¢ikar. IPCC 6. Degerlendirme Raporu, 4. boliimiinde
Tirkiye'nin yagis rejiminde beklenen degisikliklerin ve artan sicakliklarin toprak
erozyonunu artiracagini ongoriilmektedir (Anonim, Special report on climate change
and land, 2017). Bu durum 6zellikle Akdeniz'deki tarim arazilerinin yaklasik %30'unu
tehdit etmektedir. Kiiresel 1sinmanin bir diger etkisi de kiiresel 1sinmaya bagl ekstrem
ve ani hava degisiklikleri ve mevsimlerin yer degistirmesi olarak adlandirilan
durumdur. Ozellikle vernalizasyon (soguklama) ihtiyaci duyan kislik bitkilerin ekim
zamanlar1 da bu degisikliklerden etkilenmekte ve dikkatli bir planlamaya ihtiyag
duyulmaktadir.

2.2.Yagh tohumlu bitkilerin ekonomik 6nemi ve Kolza (Brassica napus) bitkisi

Bitkiler kiiresel 1sinma ve iklim degisikliginden dogrudan etkilenen canlilardir. Tarimi
yapilan yagl tohumlu bitkiler gida olarak tiiketilmelerinin yani sira kiiresel 1sinma ile
miicadelede fosil yakitlarin kullanimina alternatif olarak sunulan siirdiiriilebilir enerji
kaynaklar1 (biyoyakitlar) olarak da degerlendirilmektedir. Soya fasulyesi, pamuk
tohumu, ayc¢icegi, kolza tohumu, yer fistig1 ve palmiye yagi gibi yagl tohum bitkileri,
tohumlarinin genis uygulama alanlar1 olmasi sebebiyle endiistriyel Ol¢eklerde
yetistirilmektedir. Yagli tohum ekinlerinin hasat edilmesi ve islenmesinden biiyiik
miktarda kalinti {retilir, bu nedenle biyoyakit iiretimi ig¢in siirdiiriilebilir bir
lignoseliilozik kaynak olarak sunulur. Yagli tohum mahsul artiklari, termokimyasal
veya biyolojik yontemlerle biyoyakitlara doniistiiriilebilir (Yong ve Wu, 2022).Kolza
yag veriminin yiiksek olmasi nedeniyle biyodizel iiretiminde %84’liik bir katki pay1
vardir (Baran vd., 2016)

Bir yagl tohum bitkisi olan kolzanin (Brassica napus L.) 3000 yil 6nce Hindistan’da
yetistirildigine dair kayitlar mevcut olup, Asya ve Akdeniz boyunca kolza yag:
aydinlatma ve daha sonra ise yemeklik yag seklinde kullanilmistir (Topps, 1992).

Brassica napus, model organizma Arabidopsis thaliana gibi Brassicaceae ailesine
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mensup bir bitkidir. Brassica napus (2n = 38, AACC), B. rapa (2n =20, AA) ve B.
oleraceamn (2n = 18, CC) iki diploid tiir arasi hibritlenmesi ile olusan bir
allotetraploittir (An vd., 2019). Kolza tohumundaki yag miktar1 (%33-%48) ve protein
miktart (%30-%58) {iretim kosullarina ve ¢evresel faktorlere bagli olarak

degismektedir (Marjanovié¢-Jeromela vd., 2019).

Tek yillik bir bitki olan kolza 2020-2021 verilerine gore soya fasulyesinden sonra
diinyada en ¢ok {iretimi yapilan ikinci yagli tohumlu bitkidir (Tablo 2.1.) (Anonim,
2022).

Trakyada bulunan aygicegi fabrikalar1 hammadde yetersizliginden dolay1
kapasitelerinin %30-40’11 kullanmaktadirlar (Kumbar ve Unakitan, 2011). Kolzanin
hasat zamaninin diger yagli tohumlulardan 1-2 ay erken olmasi sebebiyle yag
fabrikalarina hammadde olabilir ve bu fabrikalarda islenebilmektedir. Ayrica kolzanin
bugday, aycicegi ve sekerpancari ile ekim ndbetine girdigi bilinmektedir (Dilek,
2004) Kolza’nin bugday ile ekim ndbetine girmesiyle bugdayin veriminde %86’lik bir
artis oldugu gosterilmistir (KARA vd., 2011).

Tablo 2.1. Bitki tiirline ve yillara gore diinya yagli tohum iiretimi.

Baslica Diinya Yagh Tohum Uretimi
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Kolza tohumu iiretimi 2020-2021 yillar1 arasinda 76.3 milyon ton iken, 2021-2022
yillarinda 73 milyon tona diismistiir. Bunun arkasindaki sebep baslica iiretici
tilkelerdeki siddetli kurak ve kuru hava kosullaridir (Food and Agriculture
Organization of the United Nations , 2022). Kolza iiretiminin %67’si Kanada,
%18.2’si Cin, %9.6’s1 Hindistan, %7.9’'u Almanya ve %06.6’s1 Fransa’da
gerceklesmektedir.

Son yillarda diinya yagli tohum ekim alaninda %91 artis saglanirken iiretiminde ise
%281°lik bir artig saglanmistir. Yagl tohum ekim alaninda Kolza %215, Soya %144
ve Aycicegi %114°lik bir artisa sahip iken liretimdeki en biiylik artig ise sirasiyla
Kolza %612, Soya %335, Aygicegi %252, Susam %223 ve Yerfistigt %178
tohumlarinda olmustur. Ulkemizde Kolza ekim alani olarak Marmara ve i¢ Anadolu

bolgesinde hakimiyetini kurmustur (Killi ve Beycioglu, 2019).

Stres, bitkilerin gelismesini, liremesini ve hayatta kalma sansini olumsuz etkileyen bir
faktordiir. Iklim degisikligi bu stres faktorlerinin siddetini ve sikligini artirabilir, bu da
bitkilerin biiylimesini ve verimliligini etkiler. Stres faktorlerine maruz kalan bitkiler
gen ekspresyonu diizeyinde degisiklikler yaparak strese yanit olustururlar, bu
degisiklikler bitkilerin adaptasyon ve savunma mekanizmalarimi etkinlestirerek bu
faktorlere kars1 korunmalarint saglar. Bu transkripsiyonel mekanizmalar, DNA’da
bulunan genlerin ¢evresel sinyaller tarafindan etkinlestirilmesi veya inhibe edilmesi
yoluyla gerceklesir. Bitkilerin adaptasyonu ve savunma mekanizmalarinin yani sira

iklim degisikligi i¢in etkili stratejiler gelistirilmesi gerekmektedir.

Brassica napus algiladigi stresin siiresine, yogunluguna ve sikligina gore farkli
gelisimsel donemlerde farkli dokuya 6zel olarak yanit verir. Bitkiler ¢esitli streslere
maruz kaldiginda iiremesini en uygun kosullarda devam ettirebilmek icin ¢iceklenme
zamaninda (FTi) degisiklige giderek adaptasyona yonelik bir strateji uygular (Kazan
ve Lyons, 2016). Ornegin; Brassica rapa kuraklik stresi altinda cigeklenme siirecini
hizlandirarak kurakliktan kurtulur, bu tepki ‘kurakliktan kagis’ olarak bilinmektedir
(Franks, 2011). Arabidopsis thaliana kuraklik stresine maruz kaldigi uzun giinlerde
sirkadyen saatle ¢igeklenme zamanini diizenleyip destekleyen ¢igeklenme siiresi geni
GIGANTEA (GI) ve bitki hormonu olan absisik asit (ABA)’ya bagimli sekilde
FLOWERING TIME (FT) ve TWIN SISTERS OF FT (TSF) transkripsiyonel olarak

uyarilmasini saglar ve ¢igeklenmeyi hizlandirir (Riboni vd., 2013). Brassica napus’un



ciceklenme sirasinda yetistirme kabininde 27 °C’den yiiksek sicakliklar c¢icek
kisirligina sebep olurken, ciceklenme sirasinda 29.5 °C'den yiiksek sicakliklar ise
verimini azaltmistir (Morrison ve Stewart, 2002). Sicaklik arttikga tohum gelisimi
siiresi kisalir ve tohumlara daha az asimilat tasinir ve tohum kiitlesinde azalma
meydana gelir (Rashid vd., 2018). 10 giinlik B. napus fideleri 38 °C’ye maruz
birakilmis ve fotosistemlerin biyokimyasal sentezi ile klorofil biyosentezi bozulmustur
(Hasanuzzaman vd., 2014) B. napus tohum gelisimi esnasinda fotosentez yolaklarinin
ve yag asidi biyosentezinin BNWRI1 transkripsiyon faktorii ile diizenlendigi ve 1s1
stresiyle tohumda yag birikiminin diismesi ile birlikte karbonhidratlarin
triagilgliserollerle birlesmesinin bozuldugu gosterilmistir (Huang vd., 2019). Yiiksek
diizeyde ifade edilen WRINKLED 1 (WRI1) geni Arabidopsis tohum ve yapraklarinda
TAG seviyesinin artmasina neden olmustur (Cernac ve Benning, 2004).

Cogunlukla metabolik islev bozuklugu ve ¢ogu hiicresel olusumun zarar gérmesi goz
oniinde bulunduruldugunda abiyotik stresin biliylimeyi ve iliremeyi sinirlandirmasi
kaginilmazdir.

Brassica napus ¢igeklenme zamani, sicakligin termal etkisi ve vernalizasyon etkisine
ek olarak giin uzunlugunun fotoperiyot etkisinden sinerjistik olarak etkilenir bu
yiizden ekim tarihinin bitkinin agronomik 6zellikleri tizerinde biiytik bir katkis1 vardir
(Luo vd., 2018). Ingiltere’de yapilan bir galismada, kiiresel 1sinmay1 yapay bir
simiilasyonla taklit ederek Ekim aymnda deneme parsellerine ekilen Brassica napus
cesitleri sicakligin 5 °C artirilmasi ¢iceklenmeyi baskiladigr bilinen FLOWERING
LOCUS C (FLC) gen seviyesinin yiiksek seyretmesi ile cigek gecisinin 3 hafta,
ilkbaharda ¢iceklenme tarihi iizerinde ise 5-7 giinlilk gecikmeye sebep olmustur
(O’Neill vd., 2019). Bitkiler iireme derecesini en st seviyeye c¢ikarmak igin
ciceklenme zamanlarini kiiresel 1sinma gibi ¢esitli ¢evresel faktorlere gore ayarlar.
Yine Ingiltere’de gergeklestirilen ve uzun yillara dayali istatistiksel bir galigmada,
kiiresel 1sinma hizinin artmasi ile birlikte bitki tiirlerinin ortalama ¢igeklenme
tarihlerinin ortalama bir ay once gerceklestigi tespit edilmistir (Biintgen vd., 2022).
Tiim bu bilgilere ragmen, literatiirde vernalizasyon sirasinda gergeklesebilecek ani bir
sicaklik artiginin bitkilerin agronomik 6zelliklerini nasil etkiledigine dair bir caligmaya

rastlanmamuistir.



2.3.Yag Asitleri

Yag asitleri, yapisinda bir metil ve karboksil grubu bulunduran, yapisal ve enerji
depolayici gorevlerinin yani sira gen diizenleyicisi ve sinyal molekiilii olarak islev
gormektedirler (Lund ve Rustan, 2020). Doymus, doymamis ve ¢oklu doymamis
olarak ayrilan yag asitleri hidrokarbon zincirinden olugsmakta ve bu zincirde bulunan
karbon sayis1 ve karbonlar arasi ¢ift bagin olup olmamasina gore isimlendirilmeleri
yapilmaktadir. Doymamis yag asitleri (UFA), bir veya birden fazla ¢ift baga ve
genellikle cis konfigiirasyona sahip alifatik karboksilik asitlerdir ve ¢cogu bitkilerde
baskin olarak 18:1 (oleat), 18:2 (linoleat), 18:3 (a-linolenat) olarak 18 karbonlu
doymamis yag asidi var oldugu bilinmektedir (He vd., 2020). Brassica napus
tohumlarinda, %5-8 palmitik ve stearik asit gibi doymus yaglar, %60-65 baslica oleik
asit gibi tekli doymamis yaglar ve %30-35 linoleik ve linolenik asit gibi ¢oklu
doymamus yag tretir (Chen vd., 2018). Tohumdaki yag asidi bilesenleri ¢oklu genler
ile kontrol edilen ve cevresel faktorlerden etkilenen nicel 6zelliklerdir ve QTL
haritalamasi bu nicel 6zelliklerin genetik mekanizmalarini incelemeye yoneliktir. Bu
bilesikler biyotik ve abiyotik stresle iligkili olmalarina ek olarak tek baslarina bitki
savunmasinda da diizenleyici rollere sahiptir (Lim vd., 2017). Ornegin; bitkiler strese
maruz kalinca lipazlar aktiflesip 18:3’i hiicre zar1 lipidlerinden salarak yara ve patojen

savunmasina yardimci olmaktadir (Upchurch, 2008).

Tohumlarda TAG (triagilgliserol) formu olarak depolanan yag asiti biyosentez
mekanizmasinin ii¢ asamada gergeklestigi ongoriilmektedir; ilk asama plastidde yag
asidi sentaz kompleksi (FAS) tarafindan de novo yag asidi sentezidir; ikinci asama
endoplazmik retikulumda gerceklesen yag asidi ve gliseroliin substrat olarak
kullanildig1 triasilgliserol (TAG) sentezidir, iiclincii asama ise endoplazmik
retikulumdan sitoplazmaya salinmasi i¢in triasilgliseroliin yag proteinleri ile birlestigi

asamadir (J. Chen vd., 2015).

Brassica napus’un olgunlasmakta olan embriyolar1 tohum metabolizmasi i¢in dnemli
olan siikrozu ve aminoasitleri sivi endospermden (Schwender ve Ohlrogge, 2002).
Siikroz, siikroz sentaz (SUS) ile seker polimerlerinin sentezini saglarken invertaz
(INV) enzimi ile birlikte bitki gelisimi i¢in olduk¢a 6nemlidir ve her ikisi de siikrozun
parcalanma reaksiyonunu katalize etmektedir (Ruan vd., 2010). Serbest kalan heksoz

fosfatlar glikoliz, OPPP ve nisasta biyosentetik yollarin1 besleyebilir. Plastid



membran1 gecemeyen Asetil-COA, plastitte sentezlenen ya da sitozolden plastide
gecen Onciillerle sentezlenir. Kolza tohumu embriyolarinda glikolitik yolagin
enzimleri hem sitozolde hem de plastitte bulunmaktadir (Kang ve Rawsthorne, 1994).
fakat mikroarray deneyleri ile glikozun sitozolde fosfoenol piriivata (PEP)
pargalandig1 ve plastide iletilerek burada metabolize edildigi gosterilmistir (Sekil 3.2.)
(Andre vd., 2007)
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Sekil 2.2. Bitkilerde de novo yag asidi sentezinin diizenlenmesi 1 (Compartmentation
of Triacylglycerol Accumulation in Plants uyarlanmistir (Chapman & Ohlrogge, 2012)
(BioRender)).

Glikolitik siiregte pirtivat dehidrogenaz kompleksi (PDC) islevi ile bir Asetil-CoA
birimiyle birlikte bir karbondioksit molekiilii de iiretilir ve karbonun tigte biri CO2
olarak salinir ve yeniden sabitlenmez fakat diisiik 151k kosullar1 altinda Calvin
dongiisiinden bagimsiz olarak Rubisco (ribuloz 1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz)
CO2’1 yeniden sabitleyerek yag asidi sentezi i¢in daha fazla Asetil-CoA iiretmektedir
(Hutchings vd., 2005)(Schwender vd., 2004) Plastidlerde gerceklesen yag asidi
sentezinde uzayan zincire asetil biriminin eklenmesi i¢in ATP, asetil-CoA, NADPH
ve NADH gereklidir. Tohum olgunlagsmasi sirasinda yag asidi sentezinde lipid
birikimini artan 151k yogunlugu &nemli &lglide artirabilir (Goffman vd., 2005).

NADPH ve ATP i¢in kloroplastta 151k enerjisiyle bu kofaktorler saglanabilmektedir ve



plastidler bu kofaktorleri ithal etmelidir ya da bazi yollarla plastidlerin ic¢inde

uretmelidir

Yag asidi sentezindeki ilk hiz belirleyici adim asetil-CoA’dan asetil-CoA karboksilaz
katalizorliigiinde malonil-CoA olusumudur. Yag asidi sentezinde 6nemli enzimlerden
birisi yag asidi sentaz enzimleridir (fatty acid synthase; FAS). Bu enzimlerden birisi
malonil-KoA-ACP transasilaz (MAT) enzimidir. Malonil transferaz tarafindan
malonil pargasini asil tasiyici proteine (ACP) aktararak malonil-ACP kompleksi olusur
ve 16:0-ACP, 18:0-ACP iiretimi i¢cin malonil-ACP her bir dongiide art arta iki karbon
birimi ekleyerek biiyiir. Diger enzimler ise 3-keto asil ACP sentetaz | (KASI), KASII,
KASIII, KAR, HAD ve EAR enzimleridir. KASIII enzimi ek yogunlastirma
reaksiyonundan sorumludur. KAS I/II enzimleri ise yag asidi zincirini 16 veya 18
karbona kadar uzatir, Yag Asidi Uzamas1 1 (FAE1) 18 karbon zincirini 20 veya 22'ye
kadar uzatir. Sentezlenen yag asitleri endoplazmik retikuluma asil CoA formunda

tasinir ve orada yag asitlerinin daha fazla uzamasi ve desatliirasyonu meydana

gelmektedir (Kumar vd., 2020).
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Sekil 2.3. Bitkilerde de novo yag asidi sentezinin diizenlenmesi 2

Iklim sicakligindaki artis ile kolza bitkisinin tohum icerigindeki C18:2 ve C18:3
esansiyel yag asitleri arasinda negatif bir korelasyon vardir (Werteker vd., 2010). 10
°C'den 40 °C'ye ¢ikan sicaklik ile tekli doymamis yag asidi olan oleik asit liretiminde
artis ve coklu doymamis yag asidi olan linoleik ve linolenik asit liretiminde azalmaya
neden olmustur (Schulte vd., 2013). Kolza tohumu olgunlagsma asamasinin basinda
sicaklik stresine maruz birakilmas: ile birlikte yag asitleri konsantrasyonunun
azalmasi, tohum dormansisinin (uyku hali) ve C18:2 ve C18:3 yag asitlerinin artmast
gibi olumsuz etkilerini kiikiirt kisitlamasiyla tersine ¢evrildigi gosterilmistir (Magno

Massuia de Almeida vd., 2021).

Insan viicudunda sentezlenmedigi igin diyet araciligryla alinmasi gereken linoleik ve
linolenik asitin tekli doymamis yag asidi olan oleik asite gore oksidatif stabilitesi daha
azdir. Bundan dolay1 linoleik ve linolenik asit yemeklik yagin lezzetini artirsa bile raf
omriinii azalttigindan dolay1 oleik asit gibi tekli doymamis yag asitleri hem saglik
yararliligindan hem de ticari agidan tercih edilmektedir. Sicaklik diistiigiinde ¢oklu
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doymamus asitlerinin igerigi artar hiicre membrani jel yapisindan sivi-kristal yapiya
doniigiir ve bu doniisiim canlinin hayatta kalmasi i¢in 6nemlidir (Los & Murata, 1998).
Yag asidi desatiiraz 2 (FAD2) geni endoplazmik retikulumda (ER) oleik asidin (18:1)
delta-12 (w-6) konumuna bir ¢ift bag ekleyerek linoleik asit (18:2) olusumunu
saglamaktadir. FAD2 geni, FAD2-1, FAD2-2, FAD2-3 ve FAD2-4 olarak ifade edilis
sekillerine ve bolgelerine gore siniflandirilmislardir (Dar vd., 2017). Endoplazmik
retikulumda bulunan BnFAD2-1, BnFAD2-2 ve BnFAD2-4'{in fonksiyonel oldugu
fakat ¢ekirdek ve kloroplastta bulunan BnFAD2-3'in fonksiyonel olmayan bir enzim
oldugu gosterilmistir (Lee vd., 2013). FAD2-1 gelisme asamasinda olan geng
tomurcukta ve gen¢ tohumlarda ¢oklu doymamig yag asitlerini sentezlerken bu
bolgelerde kuvvetli bir sekilde ifade edilmektedir (Liu vd., 2001). FAD2-2 geni ise
gelisme asamasinda olan tohumlarda ve vejetatif evreden olgunlagma evresine kadar
olan kisimda diisiik diizeyde ifade edilmektedir ama Oncelikli olarak oleik asidin

linoleik aside doniistiiriilmesinden sorumlu bir gendir (Hernandez vd., 2009).

Genom c¢apinda iligkilendirme caligmalart (GWAS) ile yag asidi biyosentezinin
diizenlenmesinde dogrudan veya dolayli olarak yer aldig: diisiiniilen baz1 aday genler
tammmlanmistir (Gacek, Bayer, ve Bartkowiak-Broda, 2017). GWAS mahsullerdeki
karisik 6zelliklerin genetik diizenlemesini incelenmesine olanak saglayan giiglii bir
aractir (Edwards vd., 2013). Ebeveynlerden genomik okumalar elde edilerek referans
genom ile eslenir ve boylelikle tek niikleotit polimorfizmi (SNP) i¢in ¢ikarim
yapilir. Ebeveynlerin soyundan gelen bireylerinde genomik okumalar1 elde edilerek
ayn1 referansa eslenir ve ebeveyn SNP dosyasiyla karsilastirilarak ebeveyn
genotiplerinin soyundaki SNP'lerin ¢agrilarak filtrelenmesi saglanmaktadir (Golicz
vd., 2015). GWAS sonucunda FATB'nin tohumda hem oleik hem de linoleik yag asidi
ile iligkili oldugunu gosterilerek diger yag asidi gen diizenleyicilerle birlikte ¢alistig
bulunmustur (Golicz vd., 2015). FATB, serbest yag asitlerinin plastidlerden ihrag¢
ederek tohumlarda yag asidi biyosentezini diizenleyen enzimdir (Yusuf vd.,
2022). Malonil-CoA Sentazi tohumlarda hem oleik hem de linoleik ile iligkilidir ve
WDA40 tekrar benzeri siiper aile proteini umut vaat eden genlerden birisidir, stearik
asitle zayif bir iligki gosterirken oleik ve linoleik asit ile giiclii bir iliski gostermistir

(Golicz vd., 2015).
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2.4.Vernalizasyon

Bitkiler hareket edemedikleri i¢in bulundugu ortamin mevsimsel degisikliklerine
uyum saglamak zorundadirlar. Bitkinin ¢igeklenme siiresini giin uzunlugu,
vernalizasyon, 151k, besinler ve su mevcudiyeti gibi ¢evresel faktorler etkiler (Levy ve
Dean, 1998) Bitkiler belirli bir siire soguk havaya maruz kalarak biiylimesini
yavaslatip en uygun sartlarda ¢iceklenip devaminda tohum gelisim asamasina devam
ederler. Vernalizasyon kislik ve yazlik bitkileri birbirinden ayiran en 6nemli 6gedir ve
kislik bitkiler vejetatif biiylime doneminden generatif biiyiime donemine gecebilmesi
icin bu biiyiime sicaklig1 altindaki uzun siireli diisiik sicakliklara ihtiya¢ duyarlar.
Brassica napus bitkisinde kislik gesitler genellikle sonbaharda ekilir ve gigeklenmeden
hemen Once yaklasik 4 ila 10 °C sicaklikta, 12-14 hafta vernalizasyona tabi tutulur
(Alvarez-Venegas ve Zhang, 2011).

Vernalizasyona maruz kalan kiglik bitkilerin molekiiler diizeyde analizleri model bitki
Arabidopsis thaliana’da gergeklestirilmistir. Arabidopsis ile yapilan bir ¢alismada
vernalizasyonun bitki tarafindan algilanmasinin FLC geni tarafindan kontrol edildigi
belirtilmistir (Sheldon vd., 2000). FLOWERING LOCUS T (FT) gigeklenmenin ana
diizenleyicisidir ve uygun kosullar altinda ¢igeklenmeyi saglamaktadir. FLC,
Arabidopsiste MADS-domaini transkripsiyon represorii (baskilayict) olarak
cigeklenmeyi geciktirir. FLC, FLOWERING LOCUS D (FD) , FLOWERING
LOCUS T (FT) ve SUPPRESSOR OF CONSTANS OVEREXPRESSION 1 (SOC1)
cicek entegratorlerinin ifadesini baskilamaktadir (Sheldon vd., 1999). Arabidopsis'in
ekotiplerindeki ¢igeklenme zamani tizerindeki farkliliklar FRIGIDA (FRI) ve
FLOWERING LOCUS C (FLC) genleri ile agiklanmaktadir (Clarke ve Dean, 1994) ve
FRI ile FLC antagonistik sekilde hareket ederek c¢igeklenmeyi baskilamaktadir. FRI,
FLC geninin ekspresyon seviyesini yiiksek tutmak igin transkripsiyonel bir
mekanizma ile transkriptine baglanir (Geraldo vd., 2009). Aksine, Arabidopsis'in hizli
dongiilii cesitleri ve Brassica napus’un vernalizasyon ihtiyact duymayan yazlik
cesitlerinde FRI fonksiyon kaybr mutasyonuna sahiptir bu nedenle FLC seviyesinin
daha az oldugunu ve vernalizasyon olmadan erken cigeklendigi goriilmektedir
(Johanson vd., 2000). Bitkilerin degisen ortamlara uyum saglayabilmesi i¢in gen
ifadesinin epigenetik modifikasyonlar ile diizenlenmesi 6nemlidir (Fujimoto vd.,
2012). FLC’nin epigenetik susturulmasindan énce FLC lokusuna alinan niikleer PRC2

ile vernalizasyon i¢in Polycomb Repression Complex 2 (PRC2) gereklidir.
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H3K27me3 modifikasyonu, gen susturma ile iliskilendirilmis ve PRC2 tarafindan
katalize edilmektedir (Zheng ve Chen, 2011). Arabidopsis thaliana'da, gen ifadesinin
PRC2 aracili diizenlenmesi, tohum ¢imlenmesi ve cigeklenme gibi hayati kararlarda
yer alir (Mozgova ve Hennig, 2015). Bitki vernalizasyona ugradiktan sonra
H3K27me3 seviyesi artar ve PRC2 kompleksi VERNALIZATION (VRN) tarafindan
katalize edilir ve FLC ifadesi azalir (Dennis ve Peacock, 2007). FLC seviyesinin
azalmasinda bir diger mekanizmada COOLAIR olarak bilinen antisens transkriptlerdir.
COOLAIR ile Polycomb kompleksleri vernalizasyondan dolay1 bagimsiz bir sekilde
calistigt ve COOLAIR’in FLC'nin transkripsiyonel kapanmasini hizlandirdigi
bulunmustur (Csorba vd., 2014).

Brassica napus genomunda FLC geni A02, A10, C02 kromozomlarinda birer tane ve
A03, C03, C09 kromozomlarinda ikiser tane olmak {izere toplam dokuz kopya olarak
bulunmaktadir (Zou vd., 2012). Bu FLC paraloglarindan Bna.FLC.A10 geninin
vernalizasyon tizerinde giiclii bir etkiye sahip oldugu ve bunun nedeninin kislik kolza
tohumunda Bna.FLC seviyesini artiran Sinif II tranzpozon olan Miniature inverted-
repeat transposable elements (MITEs)’nin Bna.FLC promotoériine eklenmesinden
dolayr oldugu bulunmustur (Tadege vd., 2001) (Hou vd., 2012). Bna.FLC.A02,
Bna.FLC.C02 ve Bna.FLC.A10 genleri vernalizasyon tarafindan asagi dogru regiile
edilir (Schiessl vd., 2019). Bahar gesitlerinde ¢igeklenme zamani tizerinde etkili olan
Bna.FLC.A02 ve Bna.FLC.CO2 ¢i¢eklenmeyi geciktirdikleri ama engelleyemedikleri
anlasilmistir (Tudor vd., 2020). Diinyada farkli yerlerden toplanan 188 farkli Brassica
cesidinden genom tabanli iliski analizi (genome wide association mapping-GWAS) ile
tek basina ¢igeklenme zamanindaki dogal varyasyonun Bna.FLC.A10 (FLC1) veya
Bna.FLC.A3a (FLC3) geninin %15, Bna.FLC.C2 (FLC2) geninin %23’{ine sebep
oldugu ortaya konmustur (Raman vd., 2016).
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2.5.Calismanin amaci ve 6zgiin degeri

Iklim degisikligi sonucu kis mevsiminin kisalmasi ya da aniden gelen 1lik havanin
laboratuvar ortaminda taklit edilerek, kolza bitkilerinin kesintili ya da kesintisiz olarak
vernalizasyon ya da devarnalizasyona ugratilmas: ile ¢igeklenme zamani,
vernalizasyon belirteci olan FLC gen ekspresyon seviyeleri, tohumdaki yag asidinde
gorevli FATB, FADS5, MCOA, WD40, FAD2 gen ekspresyon seviyeleri, yag asidi
kompozisyonu olan oleik asit, linoleik asit gibi 6zelliklerle beraber bitki boyu, yandal
sayis1, anadaldaki kapsiil sayisi, kapsiildeki tane sayist ve bin dane agirligi gibi
fizyolojik parametrelere ne tepki verdikleri ve bu tepkinin molekiiler diizeyde olan

karsiliklarinin istatiksel olarak ac¢iga ¢ikarilmasidir.

Kolzada gerceklestirilen 1994 yilinda yapilmis ¢alisma tek bir kislik kolza ¢esidiyle
yapilmis ve farkli vernalizasyon siirelerinde tohum verimini incelememistir. Bugday
ve cavdarda gerceklestirilen calismalarda da tohum verimi ve oOzellikleri dikkate
alimmamistir. Bundan dolay1, iklim degisikligi sebebiyle gerceklesen ani sicaklik
artiglarinin ~ vernalizasyon siiresince bitkilerin  fizyolojik  6zelliklerini  nasil
etkileyecegi, kolza bitkisi 6zelinde dnemli bir agronomik 6zellik olan tohum yag
miktar1 ve kompozisyonun nasil etkilenecegi ve tiim bunlarin vernalizasyon ve
ciceklenme zamani agisindan 6nemli bir genetik markdr olan FLC gen seviyeleri, yag
asidi sentezi genleri ve fizyolojik parametreler ile korelasyonlari inceleyen benzer bir

caligsma literatiirde bulunmamaktadir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.Bitki materyali

Bu ¢aligmada Brassica napus kislik ¢esidi Darmor ve Bristol ile yazlik ¢esit Helios
kullanildi. Tohumlar Gerplasm Resource Information Network (GRIN) Cekya’dan

temin edilmistir.
3.2.Brassica napus tohum ekimi ve bitkilerin biiyiitiilmesi

Torf-perlit (1:1) karigimi1 ekim topragi Hoagland soliisyonu ile islatildi. Nemlenen
toprak 8x8x15 cm kare saksilara konuldu. Her bir saksiya Darmor, Bristol ve Helios
tohumlarindan ikiser tane ekildi. Tohum ekiminden sonra 12 saat giindiiz/12 saat gece
dongiisiinde 22 °C, %50-55 nem ve 100 umol m™2 s! 1s1k siddetinde olan bitki
biiylitme odasina konuldu. Bitkiler 2-3 giin ara ile toprak nemli kalacak sekilde 50 mL

Hoagland soliisyonu ya da saf su ile sulandi.

P -

Sekil 3.1. Bitkilerin bitki biiylitme odasinda biiyiitiilmesi.

3.3.Bitkilere vernalizasyon uygulanmasi

Cimlenme gerceklestikten sonra, bitkiler 4-5 yaprakli (BBCH skalasi, 14-15) hale
gelince bitkiler biiylitme kabininde (Niive TK 252) 16 saat 151k/8 saat karanlik
dongiisiinde, 4 °C sicaklikta, 150 pmol.m™ s 151k siddetinde Tablo 1°de belirtilen
farkli slire ve modellerde vernalizasyona maruz birakildi. Devernalizasyon agamasinda

bitkiler, bitki odasinda 22 °C’de 12 saat 151k/12 saat karanlik dongiisiinde biiyiitiildii.

16



Tablo 3.1. Calismada uygulanan vernalizasyon modelleri.

) I

o
oone [ |
B

Tabloya gore (D/H/B.0) 9 hafta vernalize olmayan, (D/H/B.1) 3 hafta, (D/H/B.2) 4 hafta,
(D/H/B.3) 6 hafta kesintisiz vernalizasyon, (D/H/B.4) 2 hafta vernalizasyon-1 hafta
devernalizasyon-4 hafta vernalizasyon, (D/H/B.5) 8 hafta kesintisiz vernalizasyon, (D/H/B.6) 2

hafta vernalizasyon-1 hafta devernalizasyon-6 hafta vernalizasyon.

3.4.Bitkilerin topraga aktarilmasi

Her biri 30 m? (1.5x20) olan parsellere saksidaki bitkiler ilk sene 26.04.2021 disari,
ikinci sene 25.04.2022 disari ve Ugilincli sene 11.01.2023'te seraya ekilmistir. Bitkiler

ilk iki sene gece sicaklig 10 °C’nin Ustiinde oldugu zaman topraga aktariimistir. iki

glnde bir sulanmistir.

Sekil 3.2. Bitkilerin topraga aktarilmasi.
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2023 yilinda serada sicaklik 22-24 °C arasinda degismektedir. 2021 ve 2022 verileri
ise su sekildedir;

Tablo 3.2. 2021 ve 2022 yilina ait en yiiksek sicaklik (E.Y.S.) ve en diisiik sicaklik
(E.D.S.) degerleri.

2021/Aylar E.Y.S E.D.S 2022/Aylar E.Y.S E.D.S
Nisan 24 12 .

Mayis 26.6 11 Nisan 25 10.33
Haziran 25 13 Mayis 20.74 9.19
Temmuz 32 21

Agustos 32 20 Haziran 26.57 16.63
Eyliil 24 15

Ekim 21 9 Temmuz 28.77 14.68
Kasim 20 9

(09.11.2021) Agustos (17.08.22) 33.06 19.18

3.5.Fizyolojik Parametreler

Bitki boyu 6l¢limii i¢in, olgunlasma doneminde toprak seviyesinden bitkinin en ug

kismina kadar olan mesafe 6l¢iildii ve cm cinsinden kaydedildi.

Yan dal sayisi, bitkinin ana dala bagli yan dal sayisit sayildi ve adet cinsinden
kaydedildi.

Bitki basina harnup (kapsiil) sayisi, hasat olgunlugu devresinde bitkinin ana sapindaki

harnuplart sayildi ve adet olarak kaydedildi.

Harnuptaki tane sayisi, bitkilerin her birinden alinan 5’er adet harnup acilarak

tohumlar sayildi1 ve adet olarak kaydedildi.

Bin dane agirligi, her bir bitkiden 100’er adet tohum hassas terazide tartild1 ve g olarak

bulunan agirlik 10 ile ¢arpildi.
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3.6.Total RNA Ekstraksiyonu

3.6.1.Homojenizasyon

Oda sicakliginda ¢eker ocakta (Hedlab X-Pro) yapilan deneyde, zemin ve havan
RNAase Zap (Sigma) ve %70 etil alkol ile RNase enziminden arindirildi. Biiyiitme
kabininde vernalizasyon siiresi biten bitkilerin yaprak drnekleri ve saksidan topraga
aktarildiktan sonra c¢i¢ceklenmesi biten bitkilerin anadalindan alinan silik 6rnekleri

ependorf tiiplerine koyulup s1vi azotla donduruldu.

Onceden siv1 azotla sogutulan havanda yaprak ve silik dokulari s1vi azot yardimi ile
toz haline getirildi. Homojenizasyondan sonra dokular 6nceden sivi azotla sogutulmus

2 mL’lik ependorf tiiplerine konuldu ve tiipler s1v1 azot igerisinde bekletildi.

Sekil 3.3. Dokularin havan yardimi ile pargalanmasi.

3.6.2.RNA Ekstraksiyonu

RNA Ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi hazirlandi (RE tampon ¢ozeltisi; 0.1 M Tris
pH=8.0, 5 mM EDTA pH=8.0, 0.1 M NaCl, %0,5 SDS) ve %1 2-merkaptoetanol
eklenerek RE tampon ¢ozeltisi orneklerin bulundugu ependorf tiiplerine 950 ul
eklendi. Daha sonra ependorflar 5-10 saniye vortekslendi. 1:1 asidik fenol: kloroform
pH=4,3+0,2 (P:C) 950 ul eklendi. Ependorf tiipleri oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi. 20 °C de maksimum hizda (12.000 rpm) 30 dakika santrifiij yapildi. iki faza

ayrilan numunelerin iist fazlar1 (supernatant) yeni ependorflara alindi.

3.6.3.RNA Coktiirme

Yeni ependorf tiiplerine alinan siipernatant miktariyla esit hacimde izopropanol (2-

propanol) eklendi. Izopropanol miktarmin %10’u oraninda 3 M sodyum asetat
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(pH=5,2) eklendi. Ependorf tiipleri -80 °C derin dondurucuda 1 saat siireyle bekletildi.
Ornekler -80 °C’den ¢ikarilarak 4 °C’de, maksimum hizda 30 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatant mikropipetle c¢ekildi. Sodyum dodesil siilfat (SDS), Etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) ve diger kalintilar1 uzaklastirmak i¢in pelletler 750 mL %70
etanol (v/v) ile yikandi. Maksimum hizda 3 dakika boyunca santrifiijlendi.
Santrifiijden sonra %70 etanol atilarak bu asama iki kere tekrarlandi. Kalan etanol
kalintilar1 temizlenerek ependorf tiiplerinin kapaklari agik birakilarak pelletlerin

kurumasi beklendi.

3.6.4.RNA Cozme

RNA pelletinin {izerine yaprak ornekleri i¢in 20-30 pl ve silikler i¢in 50-60 pl
DEPC’li su eklenerek pellet ¢oziildii ve ependorf yavasca karistirildi. Pellet tamamen
¢oziindiikten sonra tiipler -20 °C (kisa siireli) ya da -80 °C (uzun siireli) derin

dondurucuya kaldirildi.

3.6.5.DNA Parcalanmasi

DNA pargalanmasi i¢in Thermofisher ticari kit (Invitrogen/ TURBO DNA -free Kit)
kullanildi. 0.1 hacim 10X TURBO DNaz tampon ve 1 mL TURBO DNase Enzim
orneklerin tizerine eklendi. 20 dakika 37 °C su banyosunda inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 0.1 hacim inaktivasyon ajan1 eklenerek 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Ependorf tiipleri 10000 g 1,5 dakika daha sonra 2000 g 5 dakika
santrifiij yapildi. Ardindan siipernatantlar yeni bir tiipe alindi.

3.6.6.Total RNA’nin Nitel ve Nicel Analizi

RNA’lar izolasyon yapildiktan sonra konsantrasyon ve saflik tayini ¢ok kuyucuklu
plaka spektrometre (Biotech- EPOCH2 1802081 B-take3) cihazinda yapildi.
Niikleazsiz su kullanilarak plaka iizerindeki kuyucuklara 2 ml koyularak kor bir okuma
yapildi. Daha sonra her ornekten 2 mL plaka {izerine konularak okuma yapildi.
Orneklerin RNA safligim dgrenmek icin A260/A280 nm’deki absorbans degerleri

ng/mL cinsinden 6l¢iildii ve her bir 6rnek 1000 ng/mL degerine esitlendi.
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Nitel analiz i¢in jel elektroforezi kullanildi. Jel elektroforezi i¢in tiggen cam beher
icerisine %1°lik agaroz jel hazirlandi. 50 mL’lik jel i¢in 0,5 gram agaroz tartilarak 50
mL tris-asetat (TAE) buffer igerisinde mikrodalgada ¢6zdiiriildii. Sogutulan beher
igerisine 4 mL Safe View eklendi ve karistirildi. Kaset igerisine dokiilen jelin 20-30
dakika boyunca polimerize olmasi beklendi ve jel tanka aktarildi. Parafilm {izerine 5
ul DNA merdiveni (DNA Ladder) ve 1 ul 6X yiikleme boyasi koyularak pipetaj
yapilarak ilk kuyucuga yiiklendi. Daha sonra izole edilen her bir RNA molekiillerinden
2 ul cekilerek 6X yiikleme boyas: ile karistirilarak polimerize olan jele ait
kuyucuklara sirastyla yiiklendi. Elektroforez dnce 80 Volt sabit gii¢ altinda 10 dakika
boyunca, sonra da 110 Volt gii¢ altinda 30 dakika siire ile gerceklestirildi.

3.6.7.cDNA Sentezi

cDNA sentezi iScript cDNA sentez kiti (Bio-Rad) kullanilarak iireticinin talimatlar
dogrultusunda gergeklestirildi. cDNA sentezi i¢in 1 pg RNA kullanildi. Tablo
3.3.’deki konsantrasyonlara gore 6nce tiipe 14 ul su eklendi, daha sonra 4 ul tampon,
1 ul RNA ve 1 ul enzim eklenerek tiipler vortekslendi ve donme islemi yapildi. Tiipler
BIO-RAD T100 Thermal Cycler cihazina yiiklendi ve Sekil 3.4’te ki adimlar takip
edilerek RNA cDNA ’ya gevrildi.

Tablo 3.3. cDNA bilesenleri ve hacimleri.

Bilesenler Reaksiyon Basina Hacim, pl
5x 1Script Reaksiyon Karigimi 4
iScript Ters Transkriptaz 1
Niikleazsiz su Degisken
RNA (=1 png) Degisken
Toplam Hacim 20
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Hazirlama Ters Transkripsiyon RT Inaktivasyon Istege Bagli Adim
95 °C
46 °C
25°C
4°C
5:00 25:00 1:00 )

Sekil 3.4. cDNA sentez adima.

3.6.8.Geri transkriptaz kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)

cDNA tiiplerinin iizerine 80 pl dietil pirokarbonat (DEPC)’li su eklenip seyreltilerek
donme islemi gergeklestirildi. Ileri ve geri primerler esit miktarda bir tiipte karistirildi.
96 kuyulu plaka 96’11 buz kutusunun iizerine koyuldu. Plakanin her bir kuyucuguna
1,5 pl primer karisimindan eklendi. Seyreltilmis cDNA’dan 6pul ¢ekilerek primerlerin
lizerine eklendi. Uzerine 7,5 ul SYBR Green (BIO-RAD, iTaq Universal SYBR Green
Supermix) eklendi ve plaka yiizeyi kapatildi. Plaka cihaza konulmadan 6nce ¢eperdeki
malzemeler dibe ¢oktiiriildii. Ardindan BIO-RAD CFX96 PCR cihazina yerlestirildi
ve Sekil 3.4’teki adimlar takip edildi.

1 2 3 4 5 6
95 °C 95 °C (I} 95 °C
T
M 65 °C
55°C E
K
< Adim 2
1:00 0:05 0:30 39X 0:10 0:05

Sekil 3.5. RT-qPCR sentez adimu.

22



3.6.9.Primer Tasarimi

Tiim genom dizilimi (Chalhoub vd., 2014) tarafindan tamamlanmis olan B. napus’a
ait genlerin dizilimine http://www.genoscope.cns.fr/brassicanapus/ adresinden
ulagilmistir. FATB  (BnaA059g23790D), FAD5 (BnaA05g23670D), AAE13
(BnaA05¢g23520D), FAD2, Transducin/WD40 tekrarli bir proteini kodlayan bir gen
(BnaA05g24090), Bna.FLC.A02, Bna.FLC.C02, Bna.FLC.A10 olmak iizere toplamda
on adet gen igin Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus
/primer3plus.cgi) programi kullanilarak qPCR ayar1 yapilarak primerler belirlenmistir.
I¢ kontrol olarak daha 6nceki bir ¢alismada belirlenen Ubiquitin geni kullanilmistir

(Guo vd., 2014). Primer Blast yazilimi yardimiyla tasarlanan primerlerin hedef disi

baglanma gosterip gostermeyecegi analiz edilmistir.

Hedef Gen Dizilim 5°-3’ Kaynak

Ubiquitin (F) CTTCTTCGGCCTCAACTGGTT  (Guo vd., 2014)Primer Blast
R) yaziliminda hedef dis1 gene
GAAGATGATCTGCCGCAAGTGT baglanmayacagi kontrol edildi.

BnaA05g23790D (F) TATCCAGCTTGGGGTGATG Primer3 Plus yaziliminda

(FATB) (R) GAATCCAATCACGCCTTGTC tasarlandi.

BnaA05g23670D (F) AAGAAACCAACCTTCACTGC Primer3 Plus yaziliminda

(FADS) (R) TACTTTCGGGTGGCTTTCC tasarlandi.

BnFAD2 (F) TGTTTCAAACGCTCGATCCC Primer3 Plus yaziliminda
(R) AGTAAGTGGTGGCGACGTAG  tasarlandi.

BnaA05g24090 (F) TTTGGGAGGAACAGAAGTGG  Primer3 Plus  yaziliminda

(Transducin/WD40 (R) TATCACCATCCCCCAAGAAG tasarlandi ve Primer Blast

repeat-like superfamily
protein)

yaziliminda hedef dis1 gene
baglanmayacagi kontrol edildi.

BnaA05g23520D (F) TCCCCAATTCTGTCCTATCG Primer3 Plus yaziliminda
(Malonyl-CoA (R) AAACCCAGGATTCAGACACG  tasarlandi.

Synthetase, Acyl

Activating Enzyme13,

AAE13)

BnaA05g23930 (F) CTATCAAAGCGTGGGGAAAG Primer3 Plus yaziliminda
(Tetratricopeptide (R) AGAAAAGTACGGCAGCATGG  tasarlandi.  Primer  Blast

repeat (TPR)-like
superfamily protein)

yaziliminda hedef disi gene
baglanmayacagi kontrol edildi.

Bna.FLC.A02 (F) CCTCCGGCAAGCTTTACAAC Primer3 Plus yaziliminda
R) tasarlandi.
GAGCTTTTGACTGAAGATCCAGA

Bna.FLC.C02 (F) GAGAGCTGAACCGAACCGAA  Primer3 Plus  yaziliminda
(R) TTGCGTCGTTTGGAGAAGGT tasarlandi.

Bna.FLC.A10 F) Primer3 Plus yaziliminda

GCCGAAGCTGATAATATGGATGTC
(R) GTGGGAGCGTTACCGGAAGA

tasarlandi.

Tablo 3.4. Calismada kullanilan primerler.
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3.6.10.Tohum Yag Icerigi Tayini

Tohumlar toplandiktan sonra 150 dakika 42 °C etiivde kurutuldu. Daha sonra 48 saat
desikatorde bekletilmis tohumlar hassas terazi (Sartorius) ile yaklasik 10 mg olarak
tartild1. Onceden kloroform ile yikanan ve dnceden hassas terazide tartilan teflon kapli
kapakli cam tiip igerisine tohumlar konuldu. Bu tiipe 2 mL isopropanol eklenerek 85
°C su banyosunda 10 dakika 1sitildi. Ardindan cam homojenizatdr ile tohumlar
pargalandi. Tekrar cam tiip i¢ine alinan Ornegin istiine 3 mL hekzan eklenerek
karistirtldi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra iistiine 2.5 mL sodyum
siilfat (%15 w/v) eklendi ve faz ayrimi gergeklesti. Ust faz1 yeni cam tiipe alind1 ve
azot altinda buharlastirildi. Cam tiip tekrar hassas terazide dl¢iildii ve asagidaki formiil

ile hesaplanarak % Yag miktar1 olarak hesaplandi.

cam tiip son tartim — ilk tartim (lipid agirligr)

X1 3.1
baslangi¢ tohum agirlig: 20 G-

Numunenin istiine 2.5 mL n-Hekzan ilave edilerek karigtirildi daha sonra 125 ul 2 N
KOH ilave edildi ve 1 dakika boyunca vortekslendi. 15 dk 5000 rpm de santrifiij
(BECKMAN COULTER Microfuge 20R) yapild1 ve {ist faz viyole alinarak gaz
kromatografisi (GC) SHIMADZU (GCMS-QP2020) kromatografi cihazinda
(RESTEK kolon; Rxi-5 Sil MS 30 Meter 0,25 mmID 0,25 pm df) analiz edildi.
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4 BULGULAR VE SONUCLAR

Helios, Bristol, Darmor yaprak ve siliklerinden izole edilen RNA’larin miktarlar1 200-
800 ng/ul araliginda hesaplandi. Tiim izolatlara ait saflik degerleri (OD260/0D280)
1,8-2 araligindaydi. qRT-PCR ile analiz edilen gen ekspresyon seviyeleri UBC’ye
normalize edilerek hesaplanmistir. Bu hesaplama Bio-Rad Real-Time PCR Uygulama

Rehberinden alinmistir. Hesaplama asagidaki gibidir:
Oran (test/kalibrator) = 2CT(kalibrator) — CT(test)

Her gen kendi icinde hesaplandiktan sonra verilerin istatistiksel analizi GraphPad
Prism 9 uygulamasinda yapildi ve analiz sonuglari grafik haline getirildi. Grafiklerde
standart hata gubuk halinde gosterildi. Analizde tek yonliit ANOVA ve Helios ve Bristol
(FLCCO02, FLCAI0, FLCAO2) Unpaired t testi Mann-Whitney U testi kullanilarak
gruplar karsilastirildi.

Tim cesitlerdeki FLC ve yag asidi gen ekspresyon seviyeleri 2021 yilinda
vernalizasyona maruz kalan bitkilerin vernalizasyon siiresi bittigi zaman yapragindan

ornek alinarak deneyler gerceklestirildi.

Bristol ve Helios silik érnekleri her sene bitki tohum asamasina donmeden hemen 6nce

ornekler alinip deneyler yapildi.
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Darmor yaprak FLCCO02 gen ifade seviyesi DO (kontrol) ile kesintisiz model olan D5
gicli siddette (p<0.001), D2, D3, D6 ile orta siddette (p<0.002), D3 ile
karsilastirildiginda ise diisiik siddette anlamli bir fark gosterdi (p<0.033).

Darmor yaprak FLCA10 gen ifade seviyesi DO (kontrol) ile tiim vernalizasyon
modelleri (D1,D2,D3,D4,D5,D6) ile karsilagtirildiginda giiclii siddette anlamli bir
fark gosterdi (p<0.001).

Darmor yaprak FLCAO2 gen ifade seviyesi DO (kontrol) ile D2, D3, D4, D5, D6
modelleri ile karsilastirildiginda giiglii siddette (p<0.001), D1 modeli ile ise diisiik
siddette anlamli bir fark gosterdi (p<0.033).

Darmor yapraktaki FATB gen seviyesi DO (kontrol) bitkisi ile karsilagtirildiginda D3,
D4, D5, D6 modelleri ile orta siddette, D2 modeli ile diisiik siddette (p<0.033), D1
modeli ile giiclii siddette anlamli bir fark gosterdi (p<0.001).

Yapraktaki FADS gen ekspresyon seviyesi kontrol bitkisi D1, D2, D3, D4 modelleri ile
karsilastirildiginda orta siddette (p<0.002), DS modeli ile diisiik siddette anlamli bir
fark gosterdi (p<0.033).

MCOA ve WD40 gen ekspresyon seviyeleri ise kontrol bitkisi ile karsilagtirildiginda
sadece D1 bitkisinde diisiik siddette anlamli bir fark gosterdi (p<<0.033).

Helios 2021, 2022, 2023 gigeklenme zamanlari ile FLCCO02 ve FLCAO02 gen
ekspresyon seviyeleri ile orta siddette (p<0.002) anlamli bir fark gosterirken FLCA10
ile diigiik siddette anlaml bir farklilik gostermistir (p<0.033).

Helios 2021 oleik asit miktar1 ile silik FATB, FAD5, MCOA, WD40 genlerinin
ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda orta siddette anlamli bir fark gosterdi

(p<0.002).

Helios 2022 oleik asit miktari ile silik FATB, FAD5, MCOA, WD40, FAD2 genlerinin
ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda orta siddette anlamli bir fark gosterdi

(p<0.002).

Helios 2023 oleik asit miktari ile silik FATB, FAD5, MCOA, WD40, FAD2 genlerinin
ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda giiclii siddette anlamli bir fark gosterdi
(p<0.001).
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Helios 2021 gigeklenme zamani ile bitki boyu arasinda ve kapsiildeki tane sayisi
arasinda gii¢lii (p<0.001), oleik asit, yandal sayist ve bin dane agirlig1 arasinda orta

siddette anlamli bir fark gosterdi (p<0.002).

Helios 2022 ¢igeklenme zamani ile bitki boyu, yandal sayisi, anadaldaki kapsiil sayist,
kapsiildeki tane sayisi, bin dane agirligr arasinda giiclii linoleik asit miktar1 ile arasinda

diistik siddette anlamli bir fark gosterdi (p<0.033).

Helios 2023 ¢igeklenme zamani ile bitki boyu, anadaldaki kapsiil sayisi, kapsiildeki
tane sayisi, bin dane agirligi arasinda giiclii (p<0.001), linoleik asit miktar1 ve yandal

sayist ile arasinda diisiik siddette anlaml bir fark gosterdi (p<0.033).

Helios yapraktaki yag genlerinden biri FATB gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda
kontrol (HO) bitkisine kiyasla D2 ile orta siddette (p<0.002), D6 ile diisiik siddette
anlamli bir fark gosterdi (p<0.033).

Helios WD40 gen ekspresyon seviyesine bakildiginda kontrol bitkisine kiyasla H2, H6
modellerindeki bitkilerle orta siddette (p<0.002), H3 ile karsilastirildiginda ise diisiik
siddette anlaml bir fark gosterdi (p<0.033).

Bristol 2021, 2022, 2023 g¢igeklenme zamanlar1 ile FLCAO2 gen ekspresyon
seviyesi orta (p<0.002), FLCCO2 gen ekspresyon seviyesi ile diisiik siddette
(p<0.033) anlamli bir fark gosterirken, FLCA10 ile anlamli bir farklilik

saptanmamistir.

Bristol 2021, 2022, 2023 ¢i¢eklenme zamanlar ile yaprak yag genlerinin (FATB,
FAD5, MCOA, WD40) ekspresyon seviyesi ile karsilastirildiginda giiclii siddette
anlamli bir fark gosterdi (p<0.001).

Bristol yapraktaki yag asidi gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda FATB geninin
kontrol bitkisine kiyasla tiim vernalizasyon modellerindeki bitkilerle giighii siddette

anlamli bir fark gosterdi (p<0.001).

Bristol MCOA gen ekspresyon seviyesi kontrol bitkisi B3, B4, B5 modelleri ile giiglii
siddette anlaml1 bir fark gosterdi (p<0.001).

Bristol WD40 gen ekspresyon seviyesi seviyesi kontrol bitkisi B1 ve B6 ile diisiik
siddette, B2 ile orta siddette anlamli bir fark gosterdi (p<0.002).
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Bristol 2021 oleik asit miktar ile silik FATB, FAD5, MCOA, WD40 genlerinin
ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda giiclii siddette anlamli bir fark gosterdi
(p<0.001).

Bristol 2022 oleik asit miktari ile silik FATB, FAD5, MCOA, WD40, FAD2 genlerinin
ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda orta siddette anlamli bir fark gosterdi

(p<0.002).

Bristol 2023 oleik asit miktar1 ile silik FATB, FADS, MCOA, WD40, FAD2 genlerinin
ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda giiclii siddette anlamli bir fark gosterdi
(p<0.001).

Bristol 2021 ¢igeklenme zamani ile bitki boyu arasinda ve kapsiildeki tane sayisi,
%yag, oleik asit, yandal sayisi, bin dane agirlig1 arasinda giiclii siddette anlamli bir

fark gosterdi (p<0.001).

Bristol 2022 ¢igeklenme zamani ile bitki boyu arasinda ve kapsiildeki tane sayisi,
yiizde yag, oleik asit, yandal sayisi, bin dane agirlig1 arasinda giiclii siddette anlaml

bir fark gosterdi (p<0.001).

Bristol 2023 ¢igeklenme zamani ile bitki boyu arasinda giiglii, yandal sayisi,
anadaldaki kapsiil sayisi, bin dane agirlif1 arasinda orta, linoleik asit miktar1 ve

kapsiildeki tane sayis1 arasinda diisiik siddette anlamli bir fark gosterdi (p<0.033).
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4.1.Bristol, Helios Ciceklenme Zamani

Tablo 4.1. Bristol ve Helios 2021, 2022 ve 2023 ¢igeklenme zamanlar1 (giinler).

C.z./Yll 2021 2022 2023
BO 134.00+1 62.00+0.8 82.50+2.5
Bl 119.00+£3.4 56.50+0.8 74.331£0.5
B2 116.50£1.2 55.00£1.4 70.00+2.8
B3 110.33+3.7 49.33+1.2 41.67+£3.9
B4 109.00+2.2 50.00+2.9 42.3310.8
BS 99.67+5.6 45.67+1.7 36.67+0.9
B6 104.67£10.9 46.67+2.1 39.331£0.9

C.z./Yll 2021 2022 2023
HO 55.33+1.9 54.67+1.9 77.3315.2
H1 47 46.67+5.2 54.33+3.1
H2 44 44 47.00+0.8
H3 24.67+1.7 36.67t1.9 38.00+1.4
H4 32 43.00+2.2 41.00+1.6
HS 25 32.00+2.9 34.33£1.7
H6 47 41.67+4.1 39.00+0.8
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4.2.Darmor FLC Gen EKkspresyon Seviyeleri Karsilastirilmasi
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Sekil 4.1. Darmor 2021 ¢iceklenme zamanm ve FLCCO02, FLCAI0 ve FCLAO2 gen
ekspresyon grafigi.
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4.3.Bristol, Helios Ciceklenme Zamam ve FLC Gen Ekspresyon Seviyeleri
Karsilastirilmasi

Ciceklenme Zamani - FLCC02

2021
60 -0.10
@ Cigeklenme Zamam
mm FLCC02
-0.08
240 -
3 -0.06
i F0.04 %
520 i
-0.02
0 T T T 0.00
HO H1 H2 H3 H4 HS Hé6
Ciceklenme Zamanm - FLCA10
2021
60 -0.4
@ Cigeklenme Zaman
B FLCAIO
& -0.3 2
) =
< g
: 0.2 £
20
-0.1
0 T T 1 0-0
HO H1 H2 H3 H4 HS H6
Ciceklenme Zamam - FLCA02
2021
60 -0.20
@ (iceklenme Zamam
= FLCA02
i L0.15 ©
g 40 g
T 3
E -0.10 =2
S20 g
-0.05
0 0.00

HO H1 H2 H3 H4 HS H6

Sekil 4.2. Helios 2021 ¢igeklenme zamani ve FLCCO02, FLCAI10 ve FCLAO2 gen
ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.3. Helios 2022 ciceklenme zamani ve FLCC02, FLCAIO ve FCLAO2 gen
ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.4. Helios 2023 ¢igeklenme zamani ve FLCCO02, FLCAI10 ve FCLAO2 gen
ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.5. Helios 2021, 2022, 2023 ¢iceklenme zamani ve FLCC02, FLCAI0 ve
FCLAO2 gen ekspresyonlarinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.6. Bristol 2021 ¢igeklenme zamani ve FLCC02, FLCA10 ve FCLAO2 gen
ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.7. Bristol 2022 ¢igeklenme zaman1 ve FLCCO02, FLCAI10 ve FCLAO2 gen
ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.8. Bristol 2023 ¢i¢eklenme zamani1 ve FLCCO02, FLCAI10 ve FCLA0O2 gen
ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.9. Bristol 2021, 2022, 2023 ¢iceklenme zamani1 ve FLCCO02, FLCAI0 ve
FCLAO2 gen ekspresyonlarinin karsilagtiriimasi.
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4.3.Darmor, Bristol, Helios Vernalizasyon Sonras1 Yaprak Yag Genleri
Ekspresyon Seviyesi

Darmor, Bristol, Helios vernalizasyona maruz kaldiktan hemen sonra yapraklardan

ornekler alinip FATB, FAD5, MCOA ve WD40 genlerinin gen ekspresyon seviyelerine

bakilmustir.
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Sekil 4.10. Darmor, Bristol ve Helios yaprak yag asidi genleri ekspresyon seviyesi.
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4.4. Helios, Bristol Oleik Asit ve Silik Yag Genleri Ekspresyon Seviyesi
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Sekil 4.11. Helios 2021 oleik asit miktar1 ve silik yag genleri (FATB, FADS5, MCOA,
WD40) gen ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.12. Helios 2022 oleik asit miktar1 ve silik yag genleri (FATB, FADS5, MCOA,
WD40) gen ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.13. Helios 2023 oleik asit miktar1 ve silik yag genleri (FATB, FADS5, MCOA,
WD40) gen ekspresyon grafigi.

42



2021 2022

% % % -
[ 1 | 1
% % % , = |
[ 1 *%
% % % . .
80- — 1 60 —
% % % -
1 1
60 {
40
40
20
20
O-—T———T7—¢ O—T—F——T—+——
LAl L R P XL
60 6& %' 6, %' %o %' 6' 60
2023
%k kk
ok ok %k
% %k 5k
1
% 5 %k
80 —
%k %k k
1
604 °
40
20

Sekil 4.14. Helios 2021, 2022, 2023 oleik asit miktar1 ve silikte dl¢iilen FATB, FADS,
MCOA, WD40, FAD?2 gen ekspresyon seviyeleri ile analiz sonucu.
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Sekil 4.15. Bristol 2021 oleik asit miktar1 ve silik yag genleri (FATB, FADS5, MCOA,
WD40) gen ekspresyon grafigi.




Oleik Asit Miktar1 - S-FATB

2022
60 r0.15
@ Oleik Asit
= SFATB
= 2
£ 40 F0.10 =
= 3
= g
< H
-“ ¢
) <] [ =
3 20 0.05 E
0 T T T -0.00
B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6
Oleik Asit Miktar1 - S-MCOA
2022
Bl 006 o Oteik Asi
== S-MCOA
z g
= 3
E 404 F0.04 %‘
:
3 ¢
2 203 L0.02 2
3 20 0.02 g
2
0 T T T -0.00
B0 B1 B2 B3 B4 BS B6
Oleik Asit Miktar1 - S-FAD5
2022
60 020 . Oleik Asit
I S-FADS
2
E F0.15 :J
z 407 £
= F
= F0.10 2
2 £
Z 20 3
=] 5
F0.05 3;.
0 T T T -0.00
B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6
Oleik Asit Miktar: - S-WD4(0
2022
3 1020 o Opeik asi
e S-WD40
z 0.15 §
& 40 g
g
= £0.10 £
:
3 20 2
e H
F0.05 @
3 T ] i T '0-00
B0 B1 B2 B3 B4 B5 B6

Sekil 4.16. Bristol 2022 oleik asit miktar1 ve silik yag genleri (FATB, FADS5, MCOA,
WD40) gen ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.17. Bristol 2023 oleik asit miktar1 ve silik yag genleri (FATB, FADS5, MCOA,
WD40) gen ekspresyon grafigi.

46



2021 2022

* %k
* kK : ,
* %k K , ik :
' ' * %
50— * ok K 60n
* kK EE
40-
® ¢
40
30
20
20
10
o————+—F—¢+— 0T
XL & QX P & D
o¥ & v°®o° & o¥ & vo&o O
9 o s 9 9 o s 9
2023
%k %k %k
%k %k %k
% %k %k
1
%k %k %k
1
807 yxx
1
®
60-
40-
20-

Sekil 4.18. Bristol 2021-2022-2023 oleik asit miktar1 ve silikte Olgiilen FATB, FADS,
MCOA, WD40, FAD?2 gen ekspresyon seviyeleri ile analiz sonucu.
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45.Ciceklenme Zamam ve  Bitkilerin Parametrelerinin

Karsilastirilmasi

Fizyolojik

Tablo 4.2. Bristol ve Helios 2021, 2022, 2023 %oleik asit miktarlari.

%0.a./Y1l 2021 2022 2023
BO 68.93
B1 32.74+7.35 69.38+0.1
B2 68.14+1.2
B3 35.29+43  38.85t6  66.66+0.7
B4 41.97+0.09 47.79+2.1  66.10
B5 335313 454749  64.09+2.1
B6 4243 5505421 68.64+1.8
%0.a./Yl 2021 2022 2023
HO 5823 1223101  63.94+1
H1 4426417 6322411
H2 64.38+1.8  49.6047.8  63.75+13
H3 66.1417 527545  61.4140.3
H4 39.9148.8  62.7240.7
H5 64.26+1.2 5752422  65.69+0.8
H6 5138415  63.7542.2
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Tablo 4.3. Bristol ve Helios 2021, 2022, 2023 %yag miktarlar1.

%Yag/Yll 2021 2022 2023
BO 39.29+1.1
Bl 19.13+4.6 35.48+4.2
B2 40.23+1.5
B3 16.72+4.1 28.03+5.6 29.40+5
B4 14.1340.2 32.08+0.7 32.1846.8
B5 10.56+0.1 30.13+0.9 31.92+2.5
B6 21.14 40.721£2.6 30.91+1.2

%Yag/Yll 2021 2022 2023
HO 22.64 7.74£1.7 15.52+1.8
H1 34.96 30.17+29  31.82+2.2
H2 23.93 29.71+3.6 30.33£2
H3 47.32 45.56+4.5 37.96%1.3
H4 28.39+2.7 37.52t6.4
HS 45.22 43.63+4.6  35.16%1.7
H6 33.43+3.8  34.55+0.2
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Tablo 4.4. Bristol ve Helios 2021, 2022, 2023 %linoleik asit miktarlari.

%L.a./Y1l 2021 2022 2023
B0 16.26
B1 37.17+£3.1 15.4540.3
B2 16.02+0.8
B3 36.03£2.4 36.2243.7 16.385+1.9
B4 32.5610.1 30.19£2.4  15.95+0.6
BS 38.2840.4 31.3843.6  18.245+2.4
B6 31.25+09 25.22+14  15.1£0.4

%L.a./Y1l 2021 2022 2023
HO 25.29 37.4£3.3 20.16+0.6
H1 33.740.5 21.49+0.5
H2 20.43£1.6 30.6£5.4 20.81+0.9
H3 18.93£1.6 27.84+3.2  22.46%0.6
H4 35.85+5  21.345+0.5
HS 20.4%0.7 2432413  18.19£1.0
Hé6 28.94+1.5  20.36+1.5




Tablo 4.5. Bristol 2021, 2022, 2023 fizyolojik parametreler.

2021
Bitki boyu  Yandal Kapsiildeki tane Anadaldaki Bin dane
say1s1 say1s1 kapsiil sayis1  agirligi
B0
B1 106£5.7 5.5£0.4 21.614£6.5 1.88
B2 71 9 8.8
B3 96+2.2 7+0.8 18.7345.2 1.66
B4 104.524.5  7+25 18.8+4.3 1.46
BS 90.5+5.3 9 14.4£1.5 1.57
B6 107 10 23.6+2.3 241
2022
Bitki boyu Yandal Kapsiildeki tane ~ Aandaldaki Bin dane
say1sl say1sl kapsiil say1s1 agirhig
B0
B1 107.5%
B2 100.5+8.5
B3 133.67£16.5 11£949.8 25.949.8 240.5£87.1 3.17
B4 152+0.8 13.67+£2.5 25.13£1.7 303.33£20.7 3.02
BS 117+£12 6.5+0.5 30.419.1 118.5+39.5 3.03
B6 144.67£3.9  11.67£1.2 29+0.8 362.67+18 3.76
2023
Bitki boyu  Yandal Kapsiildeki tane  Anadaldaki Bin dane
say1s1 say1s1 kapstil sayis1  agirlig
B0 190.67£8.2  7.33+05  21.13£3.3 297.5£38.5 3.85+0.2
B1 178.67£2.5 6.33+0.5  21.53£3.1 346128 3.987+0.3
B2 177.33£8.5 7+0.8 24421 483.67£13.9  3.751£0.3
B3 190.33£12  7.33+0.9 2249 604+326.91 3.64140.1
B4 203£15.7 5.67£1.2  22.6£5 317+106.2 3.479
B5 21933446 5.33+04  22.93£10 395.67£54.7  3.604+0.1
B6 149 4 17.8 216 3.674

51



Tablo 4.6. Helios 2021, 2022, 2023 fizyolojik parametreler.

2021
Bitki boyu  Yandal Anadaldaki Kapsiildeki ~ Bin dane
sayi1s1 kapstil say1s1 tane sayisl agirhig
HO 94.5+1.5 6.5+1.5 119£7 20.4+ 3.278
H1 113.33+11.3 10.67+2.1 166 25.2 0.792
H2 109+9.4 10.33+4.5 53.33£10.3 28.4 2.740
H3 91.67£10.1 6 93422 28.8 2.786
H4
H5 120.33£5.7 7.33£1.9  122.67454.3 27.2 3.569
Heo
2022
Bitki boyu Yandal Anadaldaki Kapsiildeki  Bin
say1s1 kapsiil sayisi tane sayist dane
agirhig
HO 110.33+5.6 17.33£1.7 158.66+16.3 24.2+2.8 0.144
H1 109.33£26.2 16+0.8 223+2.4 27.846.7 2317
H2 124.33£1.7  12.33£0.5 228+7.8 31.2+1.2 2.737
H3 131.6745.7  8.67£0.9 275443 29.2+8.8 3.517
H4 130.33£5.4  7.33£0.5  149.33+38 25.2+10 3.417
HS 127.33£0.5  10.33+2.6 288+91.1 41.246.5 3.732
Heé 121£2.9 8+0.8 168+£54.2 26.66+10.5  2.982
2023
o Yandal Anadaldaki Kapsiildeki ~ Bin dane
Bitki boyu . < 1<
say1s1 kapsiil sayis1 tane sayist agirhg
HO 175.33£0.9  9.67+£0.5 467.33+12.7 122+3.6 4.424
H1 157.67£10.7 6.67£0.5 425.67+30.5 94+29.2 4.567
H2 161+4.5 8+4.0 655.33t4 1316.5 4.345
H3 170+9.9 8 475.33£27.2 101.67£7 4.235
H4 158.33£1.2  6.33£0.5 367.67+9.7 113.6745.6 4423
HS 18533£3.1 6 653.33£35 129.67+2.4  4.039
Hé6 135+4.1 5.33£0.5 323.331£25.2 112.57.9 3.367
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Sekil 4.19. Helios 2021, 2022, 2023 ¢igeklenme zamani ve %yag, oleik asit (O.A.),
linoleik asit (L.A.), bitki boyu (BB), yandal sayist (Y.S.), anadaldaki kapsiil sayis1
(A.K.S.), bin dane agirlig1 (B.D.A.) ile analiz sonucu.
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Sekil 4.20. Bristol 2021-2022-2023 ¢iceklenme zamani ve %yag, oleik asit (O.A.),
linoleik asit (L.A.), bitki boyu (BB), yandal sayisi (Y.S.), anadaldaki kapsiil sayis1

(AK.S.),

bin

dane

agirlig
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(B.D.A.)

ile

analiz

Sonucu.



4.6. Pearson Korelasyon Katsayisi

Helios ve Bristol 2021, 2022, 2023 yilina ait 7 modelin ¢iceklenme zamani (C.Z.),
yaprak ve silikte FATB/FAD5/ MCOA/WD40/FAD2 gen ekspresyon seviyesi ile
yaprak FLCCO02, FLCA10, FLCAO2 gen ekspresyon seviyeleri, %Yag, oleik asit
(0.A)), linoleik asit (L.A.), bitki boyu (B.B.), yandal sayis1 (Y.S.), anadaldaki kapsiil
sayist (A.K.S.), kapsiildeki tane sayis1 (K.T.S.) ve bin dane agirlig1 (B.D.A.) arasindaki

korelasyon, Pearson korelasyon katsayisi ile hesaplandi.

Tablo 4.7. 2021 Helios korelasyon katsayilari.

< o o o o < o
E é 8 8 8 3 % E é S B - S R 7 B
N wuw 55 9 9 9 u w =3 > < <0 g X £ 0
O > > > > L oL @ o o o o RN O 4 m > < ¥ o 10
G.Z. [REN -0.08 0.31 0 0 0 0.05 0 0.19 | 0.27 | 0.34 -0.33
Y-FATB |-0.08 [EH:N -0.30 [-0.32 | 0.01 | 0.25 fﬁ:gr 0.70 0 0 0.05 [OGEM -0.12 | 0.10 0.27 |-0.25 | 0.05
Y-FAD5 -0.30 JEROOH 024 -0.21 0.78 [le) 0.20 -0.42
Y-MCOA | 0.31 |-0.32 | 0.24 JREM -0.32 | -0.25|-0.16 | -0.08 |-0.18 [-0.45 [ -0.36 |-0.43 KUl -0.42 | -0.03 | -0.14 0.17
Y-WD40 0.01 -0.32 [NV 0.86 08 -0.20 VK-l -0.13 | 0.04 |-0.04 024
FLCCO02 J 0.25 -0.25 iV 0.97 0.9 0.36 i 0.94 [N 0.13 -0.04 03
FLCA10 J¢ -0.16 [N CORVEEEH 0,05 (-0.41 [-0.28 |-0.33 GXeYAll -0 45 [ -0.20 | 0.26 0.05
FLCAO02 Jet: XY 082 09 CCRENO -0.07 [-0.28 [-0.19 [-0.20 0
S-FATB |-0.05 [k -0.21 | -0.18 ‘;ng' -0.06 [-0.05 [-0.07 [ 0.79 ol 0.30 [-0.31
S-FAD5 0.64 -0.45 -0.41-0.28 0.96 PN O 0.6 -0.36 0.34
S-MCOA 0 -0.36 -0.36 | -0.28 | -0.19 [NV ol -0.07 [K: -0.27 0.11 ™
S-WD40 -0.05 -0.43 |-0.20 (050 (0.3 | -0.20 0.20 |-0.07 [EKM 0.34 | 0.18 |-0.20 cmw 0.07 | 0.17 K5
%YAG 0.6 0.77 0.84 [N 1.00 070 -0.30 -_0,33_ 017 0.26
O.A. 012 0.30 G 0.18 [0 0.25 | 0.19 |-0.44 KM -0 42
L.A. (B[l 0.78 090 093 094 0 0.96 [EKH -0.20 'l -0.25 |-0.17
1-05
B.B.|-0.19 0.09 [-0.42 |-0.13 |-0.40 |-0.45 -0.30 | 0.25 |-0.25 K 0.28 | 0.25 |-0.18
Y.S.|o27 -0.03 | 0.04 -0.20 |-0.37 | -0.15 48|-0.33| 0.19 [-0.17 ol 0.08 | 0.18
A.K.S.|0.34 [0.27 | 0.20 |-0.14 |-0.04 | 0.13 | 0.26 | 0.20 | 0.07 |-0.36 [-0.27 o.o7‘ 0.17 |-0.44 0.28 | 0.08 KK »!Mﬁ
K.T.S. 025 017 0.17 099 0.25 | 0.18 -nm -0.02
B.D.A.|-0.33( 0.05 [-0.42| 0.17 | 0.24 |-0. OGN -0.26 [-0.42 018 ; -0.02 KW 10
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Tablo 4.8. 2022 Helios korelasyon katsayilari.
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Tablo 4.9. 2023 Helios korelasyon katsayilari.

¢z
Y-FATB
Y-FAD5

Y-MCOA|-0.11]-0.32| 0.24

Y-WDA40
FLCCO02
FLCA10
FLCAO02
S-FATB
S-FAD5

S-MCOA
S-WD40

%YAG
0A.
LA.
BB.
Y.S.

AKS.

K.TS.
B.D.A.

1]
(=
<
&

>
0.27

N
O

0.27
0.63 Eiki]
86 gul

0.25

0.27
-0.22 v

0.34

-0.15
0.04
0.04
0.17
0
-0.09|-0.24
0.02

0.28

091 091

17|

0.64 0.64 0.91

0.64 0.64 0.91

1.0

1.00

w € o & o o w < o
> > > L oL o »n »n o o & O J m > < ¥ @ 1.0
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-0.32 86 0.8 -0.31 0
-0.25 B¢ 0.09 |-0.01 | 0.27 Jsk:»H 0.09 | 0.11 e
R[] 0.86 0.33 0.11]-0.07 { 0.29 ¥ -0.04{0.07
-0.08 Juk: 0.34 0.11|-0.12| 0.32 k(N -0.08 | 0.13 [ 0.31
-0.08 0.33 0.34‘ 0.24 Y 0.11]0.16
-0.36(-0.32(-0.18(-0.14|-0.07 0.347 0.29 | 0.33 | 0.02 |-0.33 0.08
-0.12|-0.19 0.69 0.64 86 -0.39/0.26 -0.07|-0.03(0.25 .
0.32 0.26 | ( ‘ KR 0.74 08 -0.29(-0.31| 0.19 [ MCIA 0.14 |-0.19
0.12 -0.29(0.28 )¢ -0.29 -0.28(0.22 -0.25 -0.10|-0.29|-0.28
0.05 |-0.08 0.09(0.11{0.11 -0.39(-0.31(-0.28 0.30 |-0.23 LN -0.25
0.10 | 0.05 |-0.31{-0.01|-0.07|-0.12 0.26 | 0.19 | 0.22 -0.37(0.24 033
-0.17 0.27]0.290.32|0.24 | 0.29 R -0.25| 0.30 |-0.37 8
0.25 fau 0 0.82 0 0.76 0.73 [kkY 0.79 0.6 -0.23/0.24
-0.19 0.09 |-0.04|-0.08| 0.11 | 0.02 {-0.07 | 0.14 |-0.10 -0.46 [01CEY 0.27 0.65 ki3
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5.TARTISMA

Bristol ve Helios Brassica napus ¢esidinin vernalizasyon (4 °C) sirasinda aralikli
olarak devernalizasyon sicakligina (22 °C) maruz birakilmalar1 halinde kontrol
bitkilerine nazaran fizyolojik &zellikleri, tohum yag miktar1 ve yag
kompozisyonlarinda meydana gelebilecek degisiklikleri ve elde edilen verilerin
vernalizasyon belirteci olan FLC gen seviyeleri ve yag asidi biyosentezinde gorevli

genler olan iliskisi hedeflenmistir.

2021 yilinda kislik Darmor ¢esidi ile baslayan deneyler sonraki senelerde devam
etmemistir. Helios ve Bristol’iin ilkemizde daha 6nce ekimi yapilmistir fakat Darmor
cesidi ilk kez denendigi ve bitkilerde ciceklenme meydana gelmediginden ayrica
bitkiler ¢evreyle etkilesim halinde oldugundan hastaliktan dolay1 6lmiistiir. Darmor
cesidinin epigenetik olarak susturulmasi ge¢ meydana gelir, ¢igeklenme zamani ile bu
sonug Ortiismektedir. Diger senelerde Darmor ¢esidiyle devam edilmemistir fakat FLC
gen ifade seviyesi ve yaprak yag asidi genleri laboratuvar ortaminda vernalizasyondan
hemen sonra 6rneklerin alinmasi ve bitkiler acik hava kosullarinda topraga ekilmeden

once deneyleri yapildigi i¢in bu sonuglar elimizde vardir.

Helios ¢esidinde vernalizasyona ugramayan (HO) bitkilerin daha geg ciceklendigini ve
vernalizasyon siiresi arttik¢a ¢igeklenme zamanlarinin daha da azaldigini1 goriiyoruz.
6 haftalik kesintisiz (H3) ve kesintili (H4), 8 haftalik kesintisiz (H5) ve kesintili
(H6) modelleri birbirleriyle karsilastirdigimizda; kesintili modelde yer alan bitkilerin
kesintisiz bir sekilde venalizasyona ugrayan modellere gore daha ge¢ cigeklendigi
goriilmiistiir yani 1 haftalik devernalizasyon bitkilerin daha ge¢ ¢igeklenmesine sebep
olmustur. Bitkiler vernalizasyona ugradiklari zaman PRC2 tarafindan katalize
H3K27me3, bitki vernalizasyona ugradiktansonra seviyesinde bir artis meydana gelir,
devernalizasyonda ise H3K4 ve K36 metilasyonunun artis1i meydana gelir ve FLC
seviyesinde artig gosterir. Bu calismada FLC gen ekspresyon seviyeleri artan
vernalizasyonla gen ifadesinde diisiis gostermistir. Ancak, FLCA10 geninde 5'UTR ile
ekson 1'in birlesimindeki bir dizi varyant1 bulunarak aslinda ¢ok diisiik diizeyde ifade
edilen FLCA10 geninin bozuk bir okuma ¢ergevesinin oldugu ve son zamanlardaki

caligmalarda da promotor varyasyonu oldugu bulunmustur (Schiessl vd., 2019b).

Farkli c¢esitlere ait bitkilerde vernalizasyon oOncesi FLC seviyesi farklidir,

vernalizasyona ugramadiklarinda FLC gen ifade seviyeleri yiiksek seyreder,
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vernalizasyona ugradiklarinda ise FLC gen ifade seviyeleri diiser. Bu durum
vernalizasyon ihtiyact duymayan yazlik ¢esitler i¢in gecerli degildir (Schiessl vd.,
2019b). Vernalizasyon zorunlu ve zorunlu olmayan olarak ikiye ayrilir. Zorunlu
olmayan vernalizasyonda bitkiler vernalizasyona ugramasalar bile cigeklenirler fakat
yinede vernalizasyona ugradiklarinda daha erken ciceklenirler. Burada da Helios
vernalizasyon agisindan zorunlu olmayan bir bitkidir. Cigeklenme zamani tablosuna
baktigimizda 2023’te vernalizasyona ugramayan modelde (HO) yer alan bitkiler diger
yillara kiyasla daha ge¢ ciceklenmistir. 2023 yilinda bitkiler seraya ekilmistir ve sera
sicaklik kosullar1 gece ve gilindiiz 22-24 °C oldugundan, 2021 ve 2022 yillarinda ise
acik alana ekildiginden ve gece sicakliginin diigmesiyle bu yillarda HO modeli 2023

yilina gore daha erken cigceklenmistir.

Helios yaprak yag asitleri tablolarina baktigimizda, bitkiler diisiik sicakliklara maruz

kaldiklarinda yapraklarinda doymamis yag asitleri seviyesi artar (Williams vd., 1988)

%yag oran1 vernalizasyon siiresine bagli olarak artar. Oleik asit miktari silik FATB gen
ekspresyonu ile ters, FAD5 gen ekspresyonu ile dogru orantilidir. Bitki boyu
vernalizasyon siiresi ile negatif korelasyon gostermistir ve bitki yandal sayist ve bin

dane agirlig1 vernalizasyon siiresi ile pozitif korelasyon gostermistir.
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