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OZET

Su ve topragin yapisinda yiiksek konsantrasyon seviyelerinde birikim gosteren agir metallerin
genotoksik etkiye neden oldugu ve fonksiyonel grupta bulunan biyomolekiillerin birgoguna zararli
etki yarattigi gozlenmektedir. Ornek olarak diisiik miktar ¢inko konsantrasyonu tiim canli
organizmalar icin gerekliyken, yiliksek miktarda ¢inko konsantrasyonuna maruz kalan basta bitkiler,
hayvanlar ve insanlar olmak iizere bircok canliy1 olumsuz yonde etkileyen elementlerdendir. Aspir
bitkisi ekonomik degeri yiiksek olan 6nemli bir tarim bitkisidir. Elde edilen yag oleik asit ve
linoleik asit icerigi acisindan oldukga yiiksektir. Bu caligmada, ¢inko ve bor agir metalinin farkli
derisimlerde (0, 40, 80, 160, 320, 640 mg/L) stresine maruz birakilan {i¢ tanesi Tiirk ve bir tanesi
Amerika menseili dort farkli aspir gesidinin (BALCI, LINAS, ASOL, BDYAS-04) kok, kotiledon
ve yaprak kisimlarindan alinan 6rneklerde oleik asitin linoleik aside doniisiimiinden sorumlu
CtFAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerinin ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR yontemi ile
belirlenmistir. 21 giin siire ile iklimlendirme kabininde yetismesi saglanan aspir ¢esitleri bu islemin
ardindan 24 saat siireyle farkli derisimlerde ¢inko ve bor agir metal stresine maruz birakilarak bu
stirenin sonunda aspir ¢esitlerinin kok, yaprak ve kotiledon 6rnekleri alinarak RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve Real-Time PCR analizi yapilmistir. Artan ¢inko konsantrasyonlarina (80 mg/L ile
160 mg/L) maruz birakilan aspir cesitlerinde FAD2 genlerinin ifade seviyelerinde azalma
gozlemlenirken, 160 mg/L ve 320 mg/L’den sonraki seviyelerde yeniden artisin oldugu
gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar degerlendirildiginde aspir gesitlerine
farkli derisimlerde uygulanan ¢inko stresi FAD2 genlerinin ekspresyon seviyelerinin disiik
derisimlerde artisa neden oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak artan ¢inko derisimlerinde FAD2
genlerinin ekspresyon seviyelerinde azalma ve kritik nokta olarak kabul edilen 160 mg/L ve 320
mg/L’den sonra yeniden artis gostermesi, maruz birakilan strese karsi savunma mekanizmasinin
devreye girmesine neden olmustur. Devreye giren savunma mekanizmas: FAD2 genlerinin strese
kars1 savunmada aktif rol aldiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.

Sayfa Adedi : 88
Anahtar Kelimeler . Aspir, Cinko, Bor, Real-Time PCR, FAD2 geni
Danigsman : Dr. Ogr. Uyesi Ekrem BOLUKBASI
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ABSTRACT

It is observed that heavy metals that accumulate at high concentration levels in the structure of
water and soil cause a genotoxic effect and have a detrimental effect on most of the biomolecules
contained in the functional group. As an example, a low concentration of zinc is necessary for all
living organisms, while it is one of the elements that adversely affect many living things, especially
plants, animals and humans, exposed to a high concentration of zinc. Safflower is an important
agricultural plant with high economic value. The resulting oil is quite high in oleic acid and linoleic
acid content. In this study, zinc and boron, in different concentrations of heavy metals (0, 40, 80,
160, 320, 640 mg/L) of three Turkish subjected to stress, and one of them from America, four
different safflower cultivars (BALCI, LINAS, ASOL, BDYAS-04) root, cotyledon and leaf
CtFAD?2 responsible for the conversion of oleic acid to linoleic acid are examples of parts received
from (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) gene expression levels of real-time PCR method were
determined. Safflower varieties that were grown in the acclimatization cabin for 21 days were
subjected to zinc and boron heavy metal stress at different concentrations for 24 hours after this
process, and at the end of this period, stem, leaf and cotyledon samples of safflower varieties were
taken and RNA isolation, cDNA synthesis and Real-Time PCR analysis were performed. A
decrease in the expression levels of FAD2 genes was observed in safflower varieties exposed to
increased zinc concentrations (80 mg/L to 160 mg/L), while a re-increase was observed at levels
after 160 mg/L and 320 mg/L. When the results obtained in the study were evaluated, it was
determined that zinc stress applied to safflower varieties at different concentrations caused an
increase in the expression levels of FAD2 genes at low concentrations. As a result, a decrease in the
expression levels of FAD2 genes at increased zinc concentrations and a re-increase after 160 mg/L
and 320 mg/L, which are considered critical points, led to the activation of the defense mechanism
against exposed stress. The activated defense mechanism has been accepted as an indication that
FAD?2 genes take an active part in the defense against stress.

Page Number .88
Key Words . Safflower, Zinc, Boron, Real-Time PCR, FAD2 gene.
Supervisor : Asst. Prof. Dr. Ekrem BOLUKBASI
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1. GIRIS
1.1 Aspir Bitkisinin Tanimi, Tarihcesi ve Onemi

Aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisi (2n=24) kromozoma sahip, cins kabilesi devedikeni
(Cynareae), alt familyasi papatyagiller (Tubuliflorae) ve st familyasi iki ¢enekli
papatyagiller (Compositeae) olan bir canli tiiriidiir. Akdeniz bolgesinin dogu kesimi bu
cinsin orijinal merkezi olarak kabul edilmektedir. Bu cins yaklasik 25 tiir igermekle birlikte
3000 yillik gegmise sahip eski bir kiiltiir bitkisi 6zelligi tasimaktadir. Ispanya’dan Kuzey
Afrika'ya Orta Dogu'dan Kuzey Hindistan'a kadar dagilim gostererek diinya ¢apinda genis
bir alana yayildigi goriilmektedir. Yapraklarinda ve brakte lizerinde ¢ok sayida dikenleri
bulunan otsu yapil bitki tiiridiir. Aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisinin diinya ¢apinda
bu kadar genis yayilim gostermesi beraberinde kullanim alanini da genisletmektedir.
Ozellikle kurutulmus ¢igek kisimlar1 geleneksel Cin Tibbi’nda Koroner kalp hastaligi ve
inme basta olmak tizere bir¢ok hastaligin tedavisinde 2500 yildan fazla yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Yue, Tang, Li ve Duan, 2013).

Diinya iizerinde gostermis oldugu bu dagilim tibbi alan basta olmak iizere gida
sektoriinden, boya sanayisine kadar bir¢ok farkli alanda kullanildigi bilinmekte ve giin
gectikge kullanim alaninin genisledigi goriilmektedir. Aspir bitkisinin kullanildigi bu
sektorlere ek olarak ise biyoyakit elde edilmesi ve endiistriyel yag iretimi icinde
kullanildig1 bilinmektedir. Bu kadar farkli alanda kullanilmasi beraberinde aspir iizerinde
yapilan caligmalar arttirarak insan yararina onemli calismalar yiiriitiilmeye baslanmistir.
Bu c¢aligmalar insanlarda meydana gelen transgenik, insiilin ve apolipoprotein gibi bazi
hastaliklardan korunmasinda, tedavi edilmesinde ve olasi degisen fonksiyonlarin tanilanip

diizenlenmesinde kullanilmaktadir (Ambreen ve digerleri, 2015).

Aspir bitkisi, i¢erisinde 6nemli doymamis yag asitlerinden Linoleik (Omega-6) yag asidi
ve Oleik (Omega-9) yag asidi bulundurmaktadir. Yag orani degiskenlik gosterse de
ortalama %30-35 civarindadir. Lineloik yag asidi hammadde olarak kullanilmakta olup
karma yem sanayisi ve kimya sektoriiniin 6nemli bir pargasidir. Oleik yag asidi ise
zeytinyagi kalitesine yakin bir yag olmasi sebebiyle gida sektoriinde yemeklik olarak
tilketilebilme 6zelligine sahiptir (Johnson ve Jimmerson, 2003).



Aspir bitkisinin ¢i¢ek kisimlarindan temin edilen carthamin maddesi dogal boya
sektoriinde hammadde olarak kullanilmakta olup yetisme sartlar1 diger yag bitki yetisme
sartlarina gore gore daha az secici Ozellik gostermektedir. Tohumu ise degisken hava
sartlarina Ozellikle sogukluk ve kurakliga kars1 yiiksek direng gostermekle birlikte, kuru
tarim iiretimi yapilan alanlarda yabanci otlara ve tuzluluk stresine karsida onemli bir
toleransa sahip olmasi aspir bitkisini yetistirme acisindan avantajli hale getirmektedir.
Aspir Ozellikle sulu tarim alanlarinda yetistirilebilecek 6nemli bir bitki tiridir (Kurt,

Uysal, Demir, Ozgiir ve Kiling, 2011).

Aspir bitkisinin tim bu 6zellikleri sayesinde giiniimiizde popiilerligi ve 6nemi artarak
genis tarim alanlarinda liretimine gegilmistir. FAO tarafindan yapilan arastirmalar en fazla
tiretimin ABD’de oldugunu gostermektedir. Ulkemizde ise aspirin degeri tam olarak

anlasilamamakta ve az miktarda liretim yapilmaktadir. Diinyanin diger 6nemli aspir {retici

tilkeleri ise Hindistan, Meksika, Kazakistan, Arjantin, Cin ve Etiyopya belirlenmistir
(Boliikbasi, 2018).

Resim 1.1. Aspir bitkisinin tohumu ve ¢icegi (URL)

Tiirkiye’de az miktarlara aspir bitkisi tiretimine 1960’11 yillarin basinda baglanmistir. 1965
yilinin sonunda 900 tona ulasirken, 1980 yilinda {iretiminde bir diisiis goriilmekte olup elde
edilen aspir miktar1 535 tondur. 1990 yilinda ise bu oran 125 tonlara kadar diisiis
gostermektedir. 2005 yilina gelindiginde ise bu artis beraberinde aspir bitkisi iiretiminde
devlet tesviki kapsamina alinarak aspir iiretimi yapan ciftgiye destek saglanmistir. Bu

sayede aspir iiretiminde gozle goriliir bir sekilde artisa neden olmustur. 2010 yili aspir



iiretimi 26000 ton, 2014 yil1 62000 ton, 2015 yil1 70000 ton ve 2016 yilinda yapilan aspir
bitkisi tiretimi 58000 tonlara ulagmistir (Boliikbasi, 2018) (Sekil 1.1).

Y1l TUretim (Ton) Y1l Uretim (Ton)
2000 18 2009 20076
2001 25 2010 26000
2002 25 2011 18228
2003 170 2012 19500
2004 150 2013 45000
2005 215 2014 62000
2006 395 2015 F70O000
2007 2280 2016 S8000
2008 7068

Sekil 1.1. Tirkiye'de 2000-2006 wyillar1 arasinda iiretilen aspir miktar1 (Boliikbas,
2018’den degistirilerek alinmistir)

Aspir bitkisinin ¢evreye uyum yetenegi ¢cok gelismis oldugu i¢in lilkemizde bir¢ok bolgede
rahat bir sekilde ekimi yapilabilmektedir. Kokleri neredeyse tiim toprak katmanlarina
kadar ulasabilmekte ve bu sayede topragin farkli katmalarinda bulunan su ve zengin
mineral ihtiyacini karsilayabilmektedir. Kuru tarim alanlarinda uygun yetistirme sartlari
altinda ve uygun sulama yontemleri kullanilarak elde edilen verim neredeyse 2 kata kadar
artis gosterebilmektedir. Bu artig bitkisel yag agigimizi biiylik Olglide kapatabilecek
diizeydedir. Kis kosullarma daha fazla dayaniklilik gosteren aspir bitkisi cesitleri, yaz
kosularina gore yetisen aspir bitkisi ¢esitlerine kiyasla %50-100 oraninda daha fazla verim
gostermektedir (Y1lmaz, M. Tungtiirk ve R.Tungctiirk, 2015).

Tiirkiye’de iretilen aspir bitkisinin verimlilik oran1 bodlgeden bolgeye degisiklik
gosterebilmekte ve arastirmalar sonucu ortaya cikan verimden yaklasik olarak 50-100
kg/da daha diisiik oldugu tespit edilmektedir. Aspir bitkisi yetistirilirken tiim tarimsal
yontemler eksiksiz bir sekilde uygulansa dahi yapilmis olan emekler ve masraflar bosa
gidebilmektedir. Bu sebeple birlikte ekim alaninin genis yer kaplamasi hasat ve harmanin
Oonemini ne kadar arttirmis olsa da aspir bitkisinin {iretiminde pazarlama sorunlariyla
karsilagilmasimin Oniine gegilememistir. Aspir yetistiriciligi yapan iireticiler, iirettikleri
aspir bitkilerini satamama problemine maruz kalmakta ve yetistirmekten vazgegmektedir.
Yetersiz miktarda aspir yetistirilmesi aslinda pazar sorununun yasanmasinin en 6nemli

nedeni olarak goriilmektedir. Yeterli miktarda iiretimi yapilamayan aspir bitkisi, yag



fabrikalarinda gerekli islemlerden gecememekte ve islenmesinde sikintt meydana
gelmektedir. Bu sebeple iiretim sorunu, pazar sorunuyla karsi karsiya kalmakta, pazar
sorunu ise aspir bitkisi iiretimi sorununu beraberinde getirmektedir. Boylece pazar ve
hammadde dongiisii igerisinden ¢ikilamayan siirekli ayni sonucu veren ve ¢6ziimiinde
yetersiz kalinan bir problem haline gelmektedir (Yilmaz, M. Tungtiirk ve R.Tungctiirk,

2015).



2. GENEL BILGILER

2.1. Cevre Kirliligi ve Sebepleri

Gelisen ve degisen diinya her ne kadar olumlu sonuglar1 beraberinde getirse de bu gelisim
ve degisimin meydana getirmis oldugu bazi olumsuz durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
olumsuzluklarin basinda diinyanin biiyiikk bir savas verdigi cevre kirliligi sorunu
gelmektedir. Cevre kirliligini; canlilarin ve cansizlarin yasamini biiyiik 6l¢iide tehdit eden,
kaynaklarin kullanimini sinirlayarak ekolojik dengedeki bitkilerin, hayvanlarin, insanlarin
ve ¢esitli mikroorganizmalarin yapilarini bozarak kiiresel 1sinmaya sebep olan bir kavram
olarak agiklayabiliriz. Cevre Kirliligi olusumunun temel sebepleri oncelikli olarak
kaynaklarin sinirsiz kullanilabileceginden meydana gelen bilingsiz tiiketim ve cevreye

kars1 toplum bilincinin yeterince gelismemis olmasi olarak siralayabiliriz.

Diinya niifusunun artisiyla birlikte sanayilesmede ve sehirlesme oran1 dogru orantili olarak
bir artis gostermektedir. Sanayi kuruluslarin fazla oldugu bdlgelerde cevreye bilingsiz
olarak birakilan atiklar havaya, suya ve topraga karisarak ekosisteme biiyiik 6l¢iide zarar
vermekte ve ¢evrenin giinden giine kirlenmesine neden olmaktadir. Bu kirlilik beraberinde

canli yagsamini biiyiik 6l¢iide tehdit etmektedir (Elkoca, 2003)

Dogadaki ¢evre kirliligin biiyiik bir kismi kimyasal iceriklidir. Fakat bazi kirleticiler
radyasyon gibi fiziksel iceriklide olabilmektedir. Agir metaller ve organik kimyasallar
(pestisitler, herbisitler, insektisitler) canli organizmalar1 etkilemekte, o6zellikle bitkiler
tizerinde bir¢ok olumsuz sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Bitkiler enerji
iretimini saglayan en 6nemli canli organizma olmakla birlikte birgok organizmanin da
beslenme kaynagi olmaktadir. Bu sebeple bitkiler, cevresel kirleticileri en {ist trofik diizeye
kadar arttirarak ulastirabilmekte ve yasamlar1 boyunca bircok biyotik ve abiyotik stres

faktoriine maruz kalmaktadir (Kovalchuk ve Kovalchuk 2008).

2.2. Agir Metaller ve Cevreye Etkileri



Abiyotik faktorler arasinda yer alan ve ¢evreye biiyiik dl¢iide zarar veren agir metal stresi
bitkiler iizerinde baski kuran olduk¢a onemli bir faktoridiir. Agir metaller diisiik
konsantrasyonlarda bile olsa zararli, zehirli ve olimciil etkiye sahip olabilirler. Agir
metalleri fiziksel ve kimyasal agidan tanimlamak gerekirse yogunluklar1 5 g/cm?’ten biiyiik
ya da relative atom kiitlesi 50 ve iizerinde bulunan elementler agir metal olarak
adlandirilmaktadir. Bu smiflandirma 60’tan fazla elementin agir metal olarak
nitelendirilmesini saglamistir. Dogada bulunan baglica agir metallere 6rnek olarak; ¢inko
(Zn), kobalt (Co), demir (Fe), bakir (Cu), civa (Hg), kursun (Pb) ve kadmiyum (Cd)
verilebilir. Bu elementler genel olarak karbonat veya silikat icersinde ya da siilfiir
bilesiklerine bagli durumda bulunabilmektedir (Boliikbasi, 2013).

Agir metalleri diger toksik elementlerden ayiran en 6nemli 6zellik ise insanlar tarafindan
elde edilememesi ve yok edilememesidir. Bu 6zellikleri nedeniyle sularda ve toprakta
tortullanma ve ¢okelme 6zelligi gostermeye yatkindirlar. Atmosfere birakilan agir metaller
yerylizii sularina ve yer alt1 sularina karigarak ekosistemi olumsuz etkileyip zarar veren en
onemli cevre kirleticisidir. Kanalizasyon atiklari, motorlu tasitlarin sebep oldugu egzoz
gazlari, biyositler, kentsel atiklar, madencilik baslica agir metal kaynaklaridir (Seven,
Darende ve Sevda, 2018).

Diinyamizin son 50 yilina bakildiginda endiistriyel liretimin artmasi agir metallere maruz
kalan insanlarin oranim da ciddi bir sekilde arttirdigi gdzlemlenmistir. Insanlar agir
metallerle i¢ ige yasamlarini siirdiirmekte giinliik hayatlarinin biiyiik bir kismini bu agir
metalleri bilingsiz bir sekilde kullanarak gecirmektedirler. Kozmetik {iriinler, boyalar,
sampuanlar, dis macunlar1 ve igme suyundaki kursun biiyiilk oranda viicutta kimyasal
birikime neden olmaktadir. Bu durum sadece insanlari etkilememekte, tarim alanlarina da
biiyiik oranda zarar vermektedir. Tarim alanlarinda kullanilan ilaglar ve kimyasal giibreler
tarim topraginda yogun miktarda toksik elementler birikmesine neden olmakta, topragin
verimini disiirmekte ve canlilarin saghigini tehdit etmektedir. Agir metallerin topraga
ulagmasi ise genel olarak fosforlu giibre kullanimindan kaynaklanmaktadir. Fosforlu giibre
icin yapilan bilimsel arastirmalarda fosforlu giibrenin iiretimi ig¢in yurt disindan getirilen

fosfat kayasindan kaynaklandigi tespit edilmistir (Sonmez, Kaplan ve Sonmez, 2008).

(EPA)’nin hazirladig1 ve tedbir alinmasi1 gereken listede 129 adet g¢evre kirleticisi agir

metal oldugu tespit edilmistir. Toprakta olusan kirliligin en 6nemli sebepleri listede bulan



agir metallerdir. Toprakta biriken bu metaller canli yasamini tehdit etmekte, biyogesitliligi
etkileyerek elde edilen iiriinlerin azalmasina neden olmaktadir. Ozellikle enerji akisindaki
trofik diizeyde bulunan canlilarda birikerek, enerji aktariminin bozulmasina yol
acmaktadir. Bu durum ekosistemdeki dengeyi etkileyen en tehlikeli nedenler olarak

nitelendirilmektedir (Ozay ve Mammadov, 2013).

Krom, nikel, kursun gibi agir metaller toprak yapisinda 10-100 mg/kg araliginda,
kadmiyum agir metali ise 1 mg/kg’in altindaysa bu degerler normal deger olarak
bilinmektedir. Bu deger araliginin iizerinde bulunmalar1 durumunda olumsuz etkileriyle
karst karsiya kalinmaktadir. Kadmiyum (Cd) ve kursun (Pb) agir metali en tehlikeli
cevresel kirleticiler olarak tanimlanmakta insan, bitki ve hayvan sagligini ciddi boyutlarda
etkilemektedir. Krom elementi gerekli bir mikro element olmakla birlikte yiiksek
seviyelere ulastiginda canlinin biinyesinde toksik birikmeye neden olmaktadir. Kanserojen
etkiye sahip olan diger agir metal elementi ise nikeldir. Nikel bu olumsuz 6zelliginin yani
sira yiikksek yapiya sahip olan bitkiler i¢in olduk¢a Onemli ve gerekli olan besin
elementidir. Yapilan arastirmalarda bazi endemik bitki tiirlerinin agir metalli topraga has
olarak, yasamini bu sekilde devam ettirdigi ve bilinyesinde biriken toksik yapili agir metal
etkisine karsi, diger bitkilerden farkli olarak agir metale karsit uyumluluk gosterdigi
saptanmistir. Arastirmalar sonucunda farkli bitki tiirlerinin ayni stres altinda farkli

toleranslar gelistirdikleri goriilmistiir (Boliikbasi, 2013).

Farkl1 yollarla topraga ulasan ve ¢ok karmagik bir yapinin meydana gelmesine neden olan
agir metaller toprakta bulunan mikroorganizmalarin isleyisini etkileyerek topragin yapisinm
bozmakta, bitki florasin1 olumsuz etkilemektedir. Yapisal islevi bozulan toprakta bulunan
amonyum iyonlarinin, nitrit ve nitrat iyonlarina doniisiimleri sirasinda aksamalar meydana
gelmektedir. Enzim aktivitesi diismekte ve bu durum organik maddelerin mineral
maddelere doniisiimlerini de zorlagtirmaktadir. Bu dongiilerin bozulmas: toprak verimini
azaltarak bitki kalitesini diisirmektedir. Toprakta biriken agir metaller topragin yapisinda
bulunan demir, aliminyum ve kil gibi organik maddeler sayesinde birikimleri az seviyelere
goriilebilmektedir. Ozellikle killi topraklar katyon degistirme ozelligine sahip olduklart
icin yliksek miktarda agir metalleri emme Ozelligi gosterirler. Agir metal birikim ve
toksisitesi organik madde bakimindan zengin toprak tiplerinde ger¢eklesmektedir. Bu
nedenle agir metaller kile ve organik maddeye kuvvetli baglanma 6zelligi gosterdiginden

dolay1 genel olarak topragin iist katmanlarinda yayilis gostermektedir. Toprakta biriken



agir metallerin ¢Oziiniirliigiine toprak pH’1 onemli derecede etkiye sahiptir. Yapilan
arastirmalar biriken agir metal ile topragin pH degeri arasinda yakin bir baglant1 oldugunu
gostermektedir (Yerli, Cakmakci, Sahin ve Tiifenkgi, 2020).

2.3. Cinko (Zn) Metali ve Etkileri

Yer kabugunda bulunan 23. Element ¢inko metalidir. Kimyasal sembolii ‘Zn’ Latince ismi
‘zinkum® kelimesinden gelmekte ve Ingilizce ismi ‘Zinc’ olarak bilinen ¢inko elementi
periyodik tabloda 2B grubu gecis metalidir. Rengi ise acik gri veya mavimsi olarak

tanimlanabilir. Atom agirlig1 65.38, atom numarasi ise 30’dur (Karimi Ansari, 2020).

Ilag, boya, kagit sanayisinde ve dis dolgusu yap: maddesi olarak kullanilmaktadir. Diger
agir metallerle karsilastirildiginda onlar kadar zehirli bir etkiye sahip olmadig1 goriilmiistiir

(Yalgin, 2014).

Cinko (Zn) metali bitki biiylimesi i¢in 6nemli bir mikro besin 6zelligi tasimaktadir. Bu
ozelligi sayesinde biiyiime hormonlarini ve proteinleri destekleyerek bitkilerin metabolik
ve fizyolojik siireclerinde aktif rol oynamaktadir. Cinko toksisitesi, toprakta verimliligi ve
toprak yapisini giiglendirmeye katli saglayan mikroorganizmalari olumsuz etkiledigi
gozlenmektedir. Cinko toksisitesi toprak enzimlerinin aktif bolgeleriyle olduk¢a 6nemli bir
iliskiye sahiptir. Hiicrenin gostermis oldugu performansta Onemli yapilarin yerini
almaktadir. Toprakta ¢inko eksikligi topragin pH degerini, bikarbonat miktarin1 ve organik
maddeler gibi toprak Ozelliklerini etkileyerek magnezyum (Mg) ve demir (Fe)’in
topraktaki roliinii saf dis1 biraktigi belirtilmektedir (Alengebawy, Abdelkhalek, Qureshi, ve
Wang, 2021).

Toprakta bulunan toplam ¢inko derigimi 10 ila 300 ppm arasinda, bitkilerin alabilecegi
toplam ¢inko derisimi ise 3,6 ila 5,5 ppm arasinda degisim gostermektedir. Normal bir
bitkide olmas1 gereken ¢inko derisim miktar1 5 ila 100 ppm arasinda olmalidir. Bitkilerde
genel olarak ¢inko toksisite miktar1 400 ppm derisiminden sonra baslamaktadir. Bitkilerde
goriilen bu yiiksek ppm derisimi, bitkilerin biiyiime kisimlarinin yeterince gelisememesine
sebep olabilmektedir. K6k ve siirgiinlerdeki biiyiime oraninda ise zamanla bir azalis
gozlenebilmektedir. Kok bolgesi incelerek geng olusumlu yapraklarin kivrilarak kloroz
(bitkilerde olusan renk kaybi, bitkinin yapraklarinin sararmasi, bitki hastaligi) seklinde

goriilmesine neden olabilmekte ayrica hiicrelerde biiylime ve uzama miktar1 zamanla



engellenebilmektedir. Bu durum bitkinin kloroplast organelinde NADPH degerinin
artmasimna neden olarak beraberinde karboksilaz (RUBP) enzim aktivitesini
azaltabilmektedir. Bu durum beraberinde bitkinin kloroplast canliligini yitirmesine
fotosentez hizinin diismesine ve ATP sentezinin azalmasina yol agmakla birlikte hiicre
organellerinin islevlerini kaybederek pargalanmasina neden olabilmektedir (Asri ve
Sonmez, 2006; Akalin Koca, 2019).

Toprakta yeterli miktarda ¢inko bulunmasi bitkide biiyiimeyi saglayan hormonlarin
olusumuna katki saglayarak bitki {izerinde olumlu etki yaratmakta bu nedenle tohum

verimi ve elde edilen {iriiniin kalitesi artmaktadir (Karimi Ansari, 2020).

Bitkiler i¢in olduk¢a 6nemli olan ¢inko elementi, farkli enzim g¢esitlerinin bir araya
gelmesiyle olugsmaktadir. Bu enzimler hiicre zarinin stabilizasyonu i¢in olduk¢a 6nemli bir
etkiye sahiptir. Zn*? iyonu olarak da bitki kokleri vasitasiyla almabilen ¢inko elementi
dogal ya da yapay bilesiklerin karistirilmasi ile bitki kokleri tarafindan da alinabilmektedir.
Cinko elementi triptofan sentezinde etkili olan bazi proteinlerin igeriginde bulunabilir.
Bitkilerde ana govdenin uzamasi ve yanal tomurcuklarin bilylimesini saglayan oksin
hormonu ile bitkilerin gen¢ olusumlu yaprak kisimlarinin iist bolgesinde etkisini gosteren
ve biiyiimesini saglayan indol-3-asetik asit (IAA) hormonu iiretilmesi i¢in zorunlu bir
elementtir. Bitkide tretilen bu hormonlarin yeterli miktarda iretilmemesine ¢inko
elementinin azlig1 neden olmaktadir. Cinko elementinin az olmasi hormon iiretimini
zayiflattig1 i¢in bitkinin boyunun kisa, yapraklarinin kiigiik ve bitki bogum aralarinin daha
dar bir goriiniimde olmasina neden olabilmektedir. Ayrica ¢inko elementi klorofil ve polen

tiretiminde bitki i¢in olduk¢a dnemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir (Acar, 2019).

2.4. Bor (B) Metali ve Etkileri

Bor dogal ¢evrede serbest sekilde bulunmamakla birlikte baska elementlerin oksitleriyle
bir arada bulunma &zelligi gostermektedir. Bor B, O3 formunda ve oksijen elementiyle
bag yapabilmektedir. Oksijen elementiyle bag yapabilme o6zelliginden dolay1r dogada
olduk¢a fazla borla oksijen bilesimine rastlanabilmekte ve borat adimi almaktadir.
Mineraller halinde bulunabilme 6zelligine sahip olan bir elementtir. Dogada bulunan
mineral formlart genel olarak; kalsiyum ve sodyum seklinde ayrica magnezyum oksitlere

bagl sekilde kristal suyu olarak tanimlanan mineraller olarak bulunabilmektedir. En basit
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olarak tanimlanabilecek bor bilesikleri borik asit ile bor oksittir. Bor oksit ise dogal
cevrede siklikla karsimiza cikabilen bilesik ozelligi tagimaktadir. Dogada sodyum ile
bulunmasi sonucu “boraks” olarak adlandirilmaktadir. Suda ¢abuk eriyebilme &zelligi
tasiyan bor, kokusuz sekilde ve graniil yapida ya da toz taneleri seklinde dogada yerini
alabilmektedir. Ulkemizde de olduk¢a yaygin olarak bulunan bor minerali dogada 230
farkl ¢esitte bulunabilmektedir. Borik asit okyanus sularindan buharlasip havaya karigarak
yagis seklinde topraga ulasabilmektedir. Topraga ulasan borik asit yerylizii ve yeralti su

yapisina karisarak insanlarin biinyelerine gegebilmektedir (Deliboran, 2020).

Kurak ve yar1 kurak bolgelerde bor toksisitesinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu
bolgelerde bor derisimin fazla olmasinin en 6nemli sebeplerinden biride sulama sularindaki
bor seviyesidir. Sulama sularinda bulunan bor elementi 1 mg kg™ seviyelerinde bile
ozellikle bor elementine duyarl bitkilerde 6nemli oranlarda toksisiteye neden olmaktadir.
Bor elementine dayanikli olan bitkilerde ise 10 mg kg™ seviyelerinde toksisiteye neden
oldugu goriilmektedir. Bu toksisitenin temel sebepleri ise bor yar1 metalince zengin sulama
kaynaklari, endiistriyel atik maddeler, kimyasal ve ylizeyde yapilan giibreleme sonucudur.
Bu bolgelerdeki topraklarda bor ¢dziinmesinin fazla oldugu gozlemlenmektedir. Bor
elementinin bitkilerde az olmasi1 veya toksisite gostermesi arasindaki aralik son derece
dardir. Bu sebeple bor elementi bitkilerin diger besin elementlerine kiyasla daha sik gerek
duyulan bir element oldugunu gostermektedir. Yapilan ¢alismalara dayanarak bor
elementinin toksisite miktarlar1 bitki tiiriinden tiiriine degisiklik gostermektedir. Ayrica bor
toksisitesini, bitkinin hangi kosullarinda yetistirildigi etkilemektedir. Tarla ya da sera
kosullarinda yetistirilen bitkilerde bor toksisitesinde 6nemli bir farklilik olusmaktadir.
Genel olarak sera kosullarinda yetisen bitkilerde toksisite miktarmin tarlada yetisen

bitkilere gore daha fazla oldugu gézlemlenmistir (Cakir, 2009).

Bor elementinin en 6nemli islevi hiicre duvari sentezi ve yapisina katilarak hiicre
biitiinliigiinii korumaktir. Hiicre duvarinda bulunan bor miktar ise bitkinin tiiriine, bitkinin
hangi organinda bulunduguna baghdir. Genel olarak tek c¢enekli bitkilerin hiicre
duvarlarinda cift ¢enekli bitkilere gore daha az pektin bulunabilmektedir. Bu nedenle daha
az bor gereksinimine sahip olabilmekte ve fazla bor elementine karsi diisiikk bir tolerans
gosterirler. Bor, glikoprotein ve glikolipit ile bir araya gelerek plazma zarinda cis-diol
kompleks bilesiklerini meydana getirir. Bu yapi membran metabolizmasinda ve

fonksiyonunda 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica enzim tepkimelerinin yaninda hormon, iyon
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ve metabolit tasinmasinda biiyiikk rol oynamaktadir. Bor elementi enzim sentezinde
enzimleri uyararak inhibe edilmesini ve stabilizesini saglamaktadir (Brdar-Jokanovié,
2020).

Yiiksek ya da cok diisilk bor seviyeleri mahsulden elde edilen verimin diismesine ve
mahsuliin verimsizlesmesine yol agmaktadir. Bu sebeple bor konsantrasyonunu sinirli bir
aralikta tutmak gerekmektedir. Bor eksikligine genellikle ¢ok yagis alan bdlgelerde
rastlanabilir. Bunun nedeni ise borik asitin ¢oziiniir bir yapida olmasidir. Bor toksisitesi ise
bu durumun aksine kurak ve yari kurak bolgelerde ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica bor
toksisitesine neden olan bazi faktorleri madencilik, asirt giibreleme veya sulama olarak

siralayabiliriz (Quiroga, Erice, Aroca ve Ruiz-Lozano, 2020).

Fazla miktarlarda bor metaline maruz kalan bitkiler, bu metale karsi baz1 tepki ¢esitleri
gosterebilmektedir. Bu tepkiler bitkide canliligini kaybetme, gelismede gecikme,
yapraklarda kloroz ve nekrotik belirtiler, meyve sayisinda azalma, boyutunda ve
agirliginda azalma gibi degisimler meydana geldigi gozlemlenmektedir. Yapilan
aragtirmalar sonucu bor toksisitesinin reaktif oksijen tiiri (ROS) olusumuna neden oldugu
ve hiicre membran hasarina yol agtig1 gézlemlenmektedir (Cervilla, Blasco, Rios, Romero

ve Ruiz, 2007).

Bor agir metalinin toprak ya da sularda diger agir metallerle bir araya gelmesi bitki i¢in
tehlikeli bir hale gelmekte ve zehir miktar1 artmaktadir. Topragin yapisinda bulunan diger
besin maddeleriyle birleserek toprakta bulunan kalsiyum, azot, magnezyum, mangan ve
demir elementleriyle zit yonlii; ¢inko potasyum, bakir, kiikiirt ve fosfor elementleri ile ayni

yonlii etki gosterdigi belirtilmektedir (Yerli ve digerleri, 2020).

2.5. Yag Asitleri ve Doymamis Yag Asitlerinin Doymus Yag Asitlerine Doniisiimii

(Desatiirasyon)

Yag (lipit) olarak tanimlanan maddeler suda ¢oziinme Ozelligi gostermezken eter,
kloroform ve benzen gibi organik yapili c¢oziiciilerde ¢oziinme O6zelligi gosterirler.
Trigliseritler; {ic yag asidi ve bir gliserolden olusan bilesik yapilardir. Kat1 ve sivi yaglar

bu bilesik yap1 grubunda yer almaktadir. Trigliseritleri olusturan yapilardan biri olan
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gliserol yag bitkilerinin tiimiinde aymiyken, yag asitleri ise her yag bitkisi i¢in farkli

bilesimler halinde ortaya ¢ikmaktadir ( Karaca ve Aytag, 2007).

Yag asitleri bilesimi yag bitkilerinde siirekli olarak ayni1 diizende ve sabit degildir. Farkli
kosullar altinda az miktarlarda da olsa degisim gosterirler. Birbirinden farkli yag bitkisi
kullanilarak yapilan g¢alismalarda; sicaklik basta olmak iizere, farkli iklim sartlarmma da

duyarhilik gosterdigi gozlemlenmistir (Baydar ve Turgut, 1999).

Icerisinde barindirdiklar1 yag asitleri bilesimi, yagin hangi alanda kullanildig1 hakkinda
bilgi vermektedir. Yagin en 6nemli 6gesi ise; yag asidi yapisinda bulunan diiz bir
hidrokarbon zinciri tagiyan karboksil (-COOH ) grubudur. Hidrokarbon zincirin yapisinda
bulunan karbon atomlar1 arasinda ciftli bag bulunup bulunmamasina gére ve eger ciftli
baga sahip ise bu bagin hidrokarbon zincirindeki konumu ve sayist bakimindan farklilik
gostermesi yag asitlerinin birbirinden ayr1 6zellik tagimasini saglamaktadir. Ayrica bitkisel
yaglarin ozellikleri saptanirken bitkisel yagin elde edildigi bitkinin yag asitleri oranina
bakilmakta ve bitkiden bitkiye degisim gosterdigi i¢in hangi amagcla tiikketim yapilacaksa o
amaca uygun lretim yapilmasi daha uygun olmaktadir. Yag asitleri genel olarak diiz
hidrokarbon zinciri ve tiirevlerinden olustugu i¢in doymus (saturated fatty acids) ve
doymamis (unsaturated fatty acids) yag asitleri seklinde gruplandirilarak ayri ayri
incelenmektedir. Karbon atomlar1 arasinda kurulan tekli kovalent (-C-C-) bagdan olusan
ayrica oda kosullarinda kati olarak bulunan yag asitlerine doymus yag asitleri
denilmektedir. Bu sekilde bulunan ve yag asitleri bakimindan zengin olan yaglar ise
doymus yag olarak adlandirilmaktadir. Bitkisel yaglarin yapisinda bulunan en 6nemli
doymus yag asitleri Stearik asit (C18:0), Behenik asit (C22:0), Laurik asit (C12:0),
Arasidik asit (C20:0), Palmitik asit (C16:0) ve Miristik asit (C14:0)’tir. Yaygin sekilde
bulunan yag asitlerine stearik asit ve palmitik doymus yag asitleri 6rnek olarak verilebilir

(Karaca ve Aytag, 2007).

Karbon atomlar1 arasinda kurulan, hidrokarbon zinciri iizerinde tekli ya da coklu cift
kovalent bagdan olusan yag asitlerine doymamis yag asitleri denilmektedir. Eger yag
asitleri, ciftli karbon bag yapisi1 bakimindan zenginse bu yaglara doymamis yag asitleri
denilmekte ve oda kosullar1 g6z oOniine alindiginda sivi halde bulunmaktadir. Bitkisel
olarak bulunan doymamis yaglar insan viicuduna disaridan takviye olarak alinmalidir.

Kendi i¢inde ikiye ayrilan doymamis yaglar; yapisinda tek bir tane ¢iftli bag bulunduran
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tekli doymamis yag ve yapisinda birden fazla ¢iftli bag bulunduran ¢oklu dogmamis yag
olarak adlandirilmaktadir. Palmitoleik asit ve oleik asit tekli doymamis yaglarin en
onemlileri olarak kabul edilmekle birlikte, ¢oklu doymamis yaglardan Linoleik ve a-

linolenik yag asitleri nemli birer 6rnek olarak kabul edilmistir (B6liikbasi, 2018).

Yag asidi desatiirazlar1 hemen hemen bir¢cok organizmada bulunmaktadir. Bitkilerde,
hayvanlarda, bakterilerde ve mantarlarda bdolgesel kullanilmasi enzimlerin aktivite
gosterebilmesi i¢in gerekli olan iyonlara gore farklilik gostermektedir. Yag asidi
desatiirazlar1 zara bagli ve ¢oziiniir olarak iki evrimsel gruba ayrilmaktadir. Zara bagli yag
asidi desatiirazlar, Memelilerde, mantarlarda, bdceklerde, yiiksek bitkilerde ve
siyanobakterilerde A5, A6, A9, A12 ve Al5 desatiiraz iceren yag asitleri substrat olarak
karisik yaglardaki eslestirilmis olan yag asitlerini kullanmaktadir. Elektron tasiyict olarak
ise sitokrom (sit) b5 kullanmaktadir. Bitki agil tasiyict protein(ACP) ailesi gibi ¢oziiniir
yag asidi desatiirazlar1 ise tiyoester kullanmaktadir. Elektron verici olarak ferradoksin ve

ferredoksin oksidorediiktaz kullanmaktadir (Tang ve digerleri, 2018).

Aspir tohumlar1 %13 ve %46 arasinda yag orani bulundurmaktadir. Biinyesinde bulunan
yag miktarinin yaklasik olarak %90 civart doymamis yag asitlerinden olan oleik ve linoleik
asitten meydana gelmektedir. Aspir yagim diger bitkisel yaglardan ayiran en Onemli
ozeliklerinden biri ise linoleik asit bakimindan zengin olmasidir. Yaklasik olarak %75
civarinda linoleik asit icermektedir. Gegtigimiz son yillarda yapilan ¢alismalar ve tarimsal
faaliyetler sonucunda yiiksek miktarlarda yaklagik olarak % 75-84 civan oleik asit ve
yaklasik %71-89 civari linoleik asit i¢eren aspir 1slah edilmistir (Uysal, Baydar ve Erbas,
2006; Boliikbasi, 2018).

2.5.1. Yiiksek yapih bitkilerde yag asidi desatiirazlar ve sorumlu genler

Yag asitleri (FA) tiim organizmalarin normal c¢alismasi i¢in gerekli yapilardir. FA'lar
plazma zarlarimin bilesenleri ve enerji depolama malzemesi olarak islev gérmektedir. Gen
ekspresyonunun yani sira hiicrelerin biliylimesini ve farklilagtirllmasin1 diizenleyen sinyal
molekiilleri olarak goérev almaktadir. FA'larin yapis1 uzama ve doyma ile degistirilebilir.
FA'larin biyolojik etkileri molekiillerindeki doymamis bag sayisina baghidir (Czumaj ve
Sledzinski, 2020).
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Alt yapil1 6karyotik canlilar ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) iiretmek igin ¢esitli yag
asidi desatiirazlar1 igcermekte ve son yillarda yapilan aragtirmalar mikrobiyal yag asidi

desatiirazlari aragtirmacilarin biiytik ilgisini cekmektedir (Tang ve digerleri, 2018).

Doymamis yag asitlerinin desatiirazlar ile tepkimesin sonucunda iki grup c¢ift baga sahip
yag asitleri olusmaktadir. Bu yag asitleri linoleik (LA:C18:*°*? ) ve a-linolenik
(ALA:C18:*27412A1%) yas asitleridir. Bu yag asitleri, dkaryot yapiya sahip hiicrelerde
onemli bir yere sahiptir. Ozellikle hiicre membranlarinda bulunan lipitlerin ve depolama
olarak gorev alan lipitlerin 6nemli iki bilesenidir. Ek olarak bu iki yag asidi LA ve ALA
insanlar i¢inde olduk¢a 6nemli bir isleve sahiptir. Bu nedenle disaridan takviye olarak
viicuda alinmasi gerekmektedir (Boliikbasi, 2018).

PUFA'lar plazma zarlarinin bilesimini degistirme, gen transkripsiyonunu diizenleme ve
hiicre sinyalini kendine uydurma yetenekleri nedeniyle c¢esitli biyolojik cevaplar
iiretebilmektedir. Desatiirazlar gen ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisiklige bagh
olarak PUFA’larin gelismis birikimleri plazmanin normal akiskanligini ve biitiinliigiinii
korumaktadir. Bitkilerdeki yag asidi desatiirazlarini kodlayan genler FAD ailesine aittir
(Czumaj ve Sledzinski, 2020).

Yiiksek yapili bitkilerin kloroplast ve endoplazmik retikulum organellerinde bir kiime yag
asidi desatiiraz enzimi gorev yapmaktadir. Bu enzimler organellerdeki ¢oklu doymamis
yag asitlerinin doniisiimiinde gorev almaktadir. Bu tiir doniisiimler bitkinin farklh
organlarinda ve farkli desatiiraz enzimleri sayesinde gergeklesmektedir. Ornek olarak aspir
bitkisine bakildiginda ¢igek kisimlarindaki yag asitleri doniisiimiiniin FAD3 (fatty acid
desaturase-3) enzimiyle, koklerindeki ve yapraklarindaki ve ¢ok az miktarda da olsa ¢icek
kisimlarindaki yag asitlerinin doniisiimii ise FAD7 ve FADS8 desatiiraz enzimleri tarafindan

gerceklestirilmektedir (Bolikbasi, 2018).
2.6. Aspir Bitkisi ve FAD2 Geni
Aspir bitkisinde bulunan FAD2 geni, ¢esitli dokulardaki gelisim asamalarinda ifade edilen

ve fonksiyonel olarak ¢esitli proteinleri kodlayabilen en az 11 iiyesi olan gen ailesinin bir

pargasidir. Ik kez Arabidopsis thaliana bitkisinden FAD2 geninin klonlanmasindan bu
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yana bir¢ok farkli bitki tiirtinden elde edildigi gozlenmektedir (Shafiei-Koij ve digerleri,
2020; Cao ve digerleri, 2013).

Masir bitkisi ve Arabidopsis 'te sadece tek bir tane kopyasini bulunduran FAD2 geni; diger
yag bitkilerinden olan aygicegi, soya fasulyesi ve kanola gibi bitkilerinde FAD2 geninin
birden fazla kopyasi bulunmaktadir. Son zamanlarda aspir bitkisi iizerine yapilan
calismalarda FAD2-1, FAD2-2 ve FAD2-3 olacak sekilde ii¢ farkli FAD2 geni
saptanmistir. Bu genlerden FAD2-1 geni gelismekte olan tohum yapisinda fazla miktarda
bulunmaktadir. Ayrica aspir bitkisinde bulunan bu genin, aygigegi bitkisinde bulanan
FAD2-1 geniyle c¢ok benzer oOzellik gosterdigi bilinmektedir. Yapilan arastirmalar
gostermektedir ki aspir bitkisinde bulunan FAD2-1 geninin kodladigi enzim islevindeki

degisimler, oleik asit ile ilgili bir etken olarak hipotez edilmektedir (Giizel, 2016).

FAD2 geni ve bu genin meydana getirdigi enzim birden fazla doymamis yag asitlerinin
birikmesine neden olarak hiicre membraninin biyofiziksel yapisinda 6nemli bir yere
sahiptir. Genel olarak asir1 sicak, asir1 tuz ve patojen stresine karsi cesitli yanit verme
potansiyeli bulunmaktadir. FAD2’nin gen ekspresyonu, c¢oklu doymamis yag asitleri
iiretimine neden olarak bitkinin savunma sisteminde gorev almaktadir (Cao ve digerleri,

2013).
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3. KAYNAK OZETLERI

Tiirkiye ve diinyada aspir bitkisi lizerine yapilan sayica az miktarda ¢alisma oldugu
gozlenmistir. Yapilan bu ¢alismada Cinko (Zn) agir metali ve Bor (B) elementine farkli
konsantrasyon diizeneklerinde maruz birakilan Aspir (Carthamus tinctorius L.)’in
tirlerinde oleik asidin linoleik aside doniistiiriilmesinde gorev alan FAD2 geninin mRNA
seviyelerinde meydana gelebilecek muhtemel etkilerinin belirlenmesi amaglanarak olumlu
ve olumsuz yonleri degerlendirilerek genotoksisite diizeyleri kantitatif Real-Time PCR

(QRT-PCR) yontemiyle arastirilarak belirlenmesi saglanmustir.

Bu nedenle Aspir iiretiminin yapildigi tarim alanlarinda topragin 6zellikleri, yapis1 ve
gereksinimleri incelenerek Aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisinde oleik asidin linoleik
aside doniistlirilmesinde gorev alan FAD2 geninin ifadesi iizerine Cinko (Zn) ve Bor (B)

elementlerinin etkileri molekiiler biyolojik acidan da belirlenmistir.

Uysal ve digerleri (2006) aspir bitkisi iizerinde yiiriitmiis olduklar1 ¢alismalarinda Isparta
ilindeki aspir popiilasyonunu degerlendirerek gelistirilen Gelendost adini verdikleri
Gelendost-1 ve Gelendost-2 aspir bitkileriyle tarimsal ve teknolojik agidan standart
cesitleri olan Dinger 5-118, Yenice 5-38 ve Remzibey 05 aspir bitkisini kiyaslamiglardir.
Karsilastirma sonucunda Gelendost tiirliniin tarimsal 6zelliklerinin diisiik oldugunu fakat
teknolojik oOzellikler bakimindan yiiksek bir performans gosterdigini gozlemislerdir.
Dikenli genetik yapisiyla Remzibey 05 ve Gelendost-1 aspir ¢esitleri, genetik yap1 olarak
dikensiz 6zellige sahip Dinger 5-118, Yenice 5-38 ve Gelendost-2 aspir ¢esitlerine kiyasla
daha yiiksek yag miktar1 verdikleri gézlemlenmistir. Gelendost-1 aspir ¢esidinin ortalama
yag miktarini yaklasik %27 oraninda bulmuslardir. Bulunan bu oran en yiiksek yag oranina
sahip Remzibey 05 ¢esidiyle yakin bir orana sahip oldugunu gézlemlemislerdir. Gelendost
cesidinin linoleik yag asidi bakimindan zengin, oleik yag asidi bakimindan fakir oldugu

sonucuna varmiglardir ( Uysal ve digerleri, 2016).

Yildirim ve digerleri (2001) Van ili ekolojik kosullart goz oniine alinarak yaptiklar1 5-38
Yenice aspir ¢esidi calismalarinda farkli dozlarda azotlu ve fosforlu giibre kullanarak
bitkinin boyunu, verimini bitki basina diisen tabla sayilarini, ham elde edilen yag miktarini,

yag verimini ve bin tane agirligini arastirmiglardir. Azot giibresini kullanarak yaptiklar
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caligmada bitki boyunu, bitki basina diisen tabla sayisini, tohum verimini ve ham yag
verimini olumlu etkiledigini gozlemlerken, fosforlu giibre dozlarimi1 kullandiklar1 bitkinin

sadece boyunun ve tabla sayisinin olumlu etkilendigini gozlemislerdir.

Keles ve Oztirk (2012) calismalarinda aspir ¢esitlerini farkli ekim zamanlarinda
yetigtirerek verim ve kalitesini incelemislerdir. Ekim ve Mayis aylarinda yetistirdikleri
aspir c¢esitlerinin kabuk, yag ve protein oram1 bakimindan farklilik gosterdigini
gozlemlemisglerdir. Ekim zamaninin gecikmesi durumunda verimin azaldigini ve kalitenin

diistiigiinii belirtmislerdir.

Gautam ve digerleri (2016) aspir bitkisine 10 ve 20 giin boyunca bakir stresi
uygulamiglardir. Yapilan ¢alismalarda kontrol grubuna 0,5 pM bakir konsantrasyonu ile
deney grubuna 25, 50 ve 100 puM olmak iizere farkli bakir yogunluklarina maruz
birakmislardir. Uygulanan bakir agir metal stresi 10. ve 20. giiniin sonunda hasat iglemi
yapildi. Bakir stresi uygulanan aspir fidelerindeki yapraklarda enzimatik olmayan
antioksidan diizeyinde kontrol grubuna kiyasla daha fazla bir artis oldugunu
gozlemlemiglerdir. Ayrica gelismis aspir yapraklarinda prolin  miktarinda artis
gozlemislerdir. Sonug olarak bakir stresinin aspir bitkisi iizerinde zamana ve doza bagh

etkililerini gézlemlemislerdir.

Dogan (2012) yapmis oldugu c¢alismasinda iki farkli tiir bitki kullanmis ve kullandig
bitkinin biri aspir bitkisidir. Aspir tohumlarina farkli seviyelerde bor bilesiklerinden olusan
kontrollii deney diizenegi hazirlamistir. Potasyum tetraboratli ortam kosularinda
cimlenmesi saglanan tohumlarin, farkli ortamda ¢imlenen tohumlarina kiyasla ¢imlenme
yeteneginin arttigini, ¢imlenme hizinin yiikseldigini ve ¢imlenme siiresinin daha kisa
oldugunu gozlemlemislerdir. Yapilan bu c¢alisma, tohumlarinin ¢imlenme hizlarint ve
cimlenme yeteneklerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Sonug olarak bor bilesiklerine
kars1 aspir tohumlarinin tolerans araliginin oldukca kisitli oldugu sonucu anlasilmistir.
Belirlenen degerin ne iizerinde ne de altinda uygulanan bor bilesiklerinin istenilen sonucu
vermedigi goriilmiistiir. Ve en uygun potasyum tetraborat degerinin 0,1 mg/L doz oldugu

gorilmiistiir.

Yentiir (2019) yaptig1 tez galismasinda aspir bitkisine ¢inko oksit nanopartikiil (ZnO-NP)

ve Cd Kirleticisi aspir bitkisi koklerine uygulanarak verdigi tepkilerini arastirmistir.
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Hoagland besi ortami hazirladigi ¢ozeltiye 0-5-10 mg/L artan oranlarda ZnO-NP ve 0-3-6
mg/L Cd uygulayarak bitkileri 20 giin siireyle kontrollii sartlar altinda yetistirilmesini
saglamistir. Daha sonra bitkilerin hasat islemi oncesinde yaprak organlarindaki klorofil
muhtevalarini belirleyerek ardindan bitkinin kuru agirhigini ve Cd, Zn, N, P, K, Fe, Cu, Mn
gibi bazi elementlerin konsantrasyon oranini belirlemistir. ZnO-NP uygulamalarinin,
yaprak organlarinda klorofil pigmentinin igerigi ve bitkinin kuru agirligi ile olumlu iliskisi
oldugunu gozlemlemistir. Fakat uygulanan Cd, bu 6zelliklerin azalmasina yol a¢cmustir.
ZnO-NP uygulamalar1 sonucunda koklerde ve yesil kisimlarinda Zn oraninda bir artig
gozlemlemistir. Ardindan yapilan Kadmiyum ve ZnO-NP tatbik edilerek kontrol deneyi
bitkisinin yesil kisimlarinda bulunan P, N, Cu, Mn, K ve Fe elementlerinin oranlari
degisim gostermistir. Yapilan arastirma sonucunda ise ZnO-NP uygulanan dozlarla iliskili

olarak aspir bitkisinde Cd birikimi fazla oldugu sonucuna varilmstir.

Katar ve digerleri (2014) Ankara kosullarinda yapmis olduklari aspir bitkisi ¢alismalarinda
Remzibey aspir ¢esidini kullanmisglardir. Yapmis olduklar1 bu ¢alismada iizere 6 farkli bor
dozu ile ¢alismalarimi siirdiirmiislerdir. Calismanin amaci aspir bitkisinin bor uygulamalari
sonrasinda boyunu, bitki basina diisen dal sayilarini ve tabla sayilarini, agirligini, ham yag
oranini, tohum agirliklarini ve tohum verimini arastirmislardir. Uygulanan farkli bor
dozlart bitkinin boyu, tohum verimi ve tohum agirhig gibi 6zelliklerinde etkili oldugu

gorilmiistiir.

Glilmezoglu ve Ayta¢ (2016) calismalarinda ise Remzibey-05 ¢esidindeki aspir bitkisini
kullanarak yaprak ve topragina ¢inko (Zn) uygulamasi yapmislardir. Caligsmanin amaci ise
aspir bitkisindeki tabla sayisi ile tane verimini; ¢igeklenme zamani ile hasat zamanindaki
Zn oranmi belirlemektir. Cinko (Zn) EDTA ve Zn siilfat (ZnSO4.7H,0)’1n etkilerini
belirlemek amaciyla deney ortamini hazirlamiglardir. Zn-EDTA ¢ozeltisi  Oncelikle
topraktan uygulamis ardindan yaprak kismima ve en son toprak ve yapraga birlikte
uygulamislardir. ZnSOy ise ayni sira ile uygulanmistir. Arastirmada uyguladiklar1 farkl
cinko kaynaklar tane veriminde kontrol grubuna gore daha fazla artis gézlemlemislerdir.
Ayrica Zn-EDTA uyguladiklar1 deney grubunda en yiiksek oranda tane verimine ve ¢inko

icerigine rastlamiglardir.

Boliikbast (2018) ise yapmis oldugu doktora tez calismasinda aspir bitkisinin 4 farkl

¢esidini kullanarak, oleik asidin linoleik aside doniisiimiinden sorumlu FAD2 gen ifade
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seviyelerini belirlemeyi amaglamistir. Kok, kotiledon ve yaprak kisimlarindan 6rnekler
alarak ifade seviyelerini Real-Time PCR ile belirlenmistir. 4 farkli aspir ¢esidi 21 giin siire
iklimlendirme {initesinde gelisimi saglandiktan sonra 0, 40, 80, 160, 320 ve 640 mg/L
seklinde olmak iizere farkli oranlarda bakir, kursun ve kadmiyum agir metalleriyle karsi
karstya birakilmistir. Daha sonra yapmis oldugu calismada kok, kotiledon ve yaprak
kisimlarindan 6rnekleri alarak cDNA sentezlerini, RNA izolasyonlarini ve Real-Time PCR
analizlerini yapmigtir. Calismanin sonucunda elde edilen veriler gostermistir ki artan bakir
konsantrasyonlarina maruz birakilan aspir bitkisi tiirlerinde FAD2 gen ifade diizeylerinde
bir azalis meydana gelmistir. Kursun stresine maruz birakilan aspir gesitlerinin ise kontrol
grubuna kiyasla bir azalis oldugu, kadmiyum stresinde ise FAD2 gen ifade seviyelerinde
bir artig gosterdigi ancak sonraki konsantrasyonlarla birlikte ifade seviyelerinde bir azalig
oldugu gozlenmistir. Yapilan tez calismasinda elde edilen veriler neticesinde yag asidi
doniisiimlerinden sorumlu olan FADZ2 geninin aspir bitkilerinde agir metal stresine karsi

olusturmus oldugu bir savunma mekanizmasi gelistirdigi sonucuna varilmistir.

Kobuk ve digerleri (2019) bes g¢esit aspir tohumu ve sekiz aspir hatti kullanarak
calismiglardir. Aspir (Carthamus tinctorius L.) tohumlarmin genotiplerini fiziksel ve
kimyasal a¢idan analiz ederek degerlendirmislerdir. Calismada aspir ¢esitleri ve hatlarinin
fiziksel oOzellikleri bakimindan degerlendirildiginde benzerlik gosterdigi, kimyasal
ozellikleri bakimindan toplanan veriler 15181nda ise aspir ¢esitlerinin ve aspir hatlarinin yag
iceriklerinin %25,78; %35,16 arasinda degisim gosterdigi sonucuna ulagmislardir. Yapilan
calismada en yiiksek yag igeriginin BAY-ER 15 hattinda %35,16 oraninda oldugu tespit
edilmistir. Genotiplerindeki yag igerigini sirastyla Olast cesidi %34,90 oraniyla, LINAS
cesidi %34,10 oramyla ve BAY-ER 5 hattt ise %33,07 orantyla takip ettigini
gozlemlemisglerdir. Calisma sonucunda BAY-ER 12 ve BAY-ER 16 hatlart ile Olasi

cesidinin genotiplerini, oleik asit genotipleri olarak tespit etmislerdir.

Karabas (2013) yapmis oldugu calismasinda iilkemizde yetistiriciligi giderek artan aspir
bitkisinin Remzibey-05 c¢esidinin tohumundan elde edilen yagin hammadde olarak
biyodizel yakit olabilme durumu arastirmistir. Oncelikle aspir bitkisi belirli islemlerden
gecerek ham yag elde edilmis ve daha sonra metil ester iiretimi gerceklestirilmistir elde
edilen sonuclarda %98 oraninda ester doniistimii oldugu saptanmistir. Calisma sonucunda

aspir bitkisinden elde edilen ham yagin metil ester orani, biyodizel olma kosullariyla
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karsilagtirilmis ve tagidigi 6zellikleri bakimindan biyodizel standartlarina uygun goriilerek

dizel motorlarinda kullanilabilecek bir segenek olarak kabul edilmistir.

Eryilmaz ve digerleri (2014)’de Yozgat kosullar altinda Dinger (Dikensiz) aspir ¢esidini
yetistirerek biyodizel yakit olarak kullanima uygunlugunu arastirmistir. Aspir bitkisinden
iiretimi yapilan ham yagin biyodizel veri analizleri yapilarak biyodizel yakit olmasi igin
gerekli sartlar1 tasidigr tespit edilmis ve biyodizel yakit olarak kullanilmasina engel

bulunmamustir.

Unsal (2019) yapmis oldugu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Goktiirk, Hasankendi ve Asol
olmak tizere 3 farkli aspir ¢esidine, 0, 50, 100 ve 150 kg/ha 4 farkli doz azot uygulamasi
yaparak yag verimlerini ve bu verime neden olan etkenleri kaydetmistir. Calisma
sonucunda yag verimliliginin 59,9; 68,8 kg/da arasinda degisiklik gosterdigi sonucuna
varilmigtir. Azot uygulamasi sonucunda bitki boylarinda ve tabla sayisinda da degisim
gozlenmis ancak Goktiirk ve Asol ¢esitlerinde yag verimi ile tohum verimliligine ¢ok fazla
bir etkisi olmadigi, yetistirildigi bolge kosullar1 goz oniine alindiginda aspir iiretiminde en

yiiksek yag verimine Hasankendi ¢esidinde rastlanmaistir.

Yaman ve digerleri (2012) bor dozlarinin farkli aspir bitkisi ¢esitlerindeki kok uzunlugu,
boyu ve kuru agirligina etkisini arastirmistir. Yenice 5-38, Shifa, Dinger ve Remzibey-05
cesitlerini ve TAEK-USLU hattin1 kullanmistir. Bor dozlarmni ise 0- 7,5- 15- 22,5- 30-
37,5- 45- 60-75 ve 90 ppm seklinde uygulayarak 14 giin siire ile gozlem yapmustir. Elde
ettigi veriler sonucunda kontrol grubundaki aspir bitkisinin kok uzunlugunun, boyunun ve
yas-kuru agirliklarinin artan bor konsantrasyonlarina karsi bir degisim gostermedigi
sonucuna varilmistir. TAEK-USLU hattinda 25 ppm konsantrasyonunda en uzun kok
uzunlugunun Shifa ¢esidinde, en kisa kok uzunlugunun ise 90 ppm’de Shifa cesidinde
oldugu goriilmiistiir. Dinger ¢esidinde ise 90 ppm’de en kisa boy uzunlugu goriilmiistiir.
Shifa gesidinde bitki kuru agirligi 22,5 ppm konsantrasyonunda en yiiksek oldugu, en
diisiik kuru agirligin ise 90 ppm’de Yenice 5-38 cesidinde oldugu sonucuna varilmistir. Bu
bilgiler dogrultusunda bor toksisitesine duyarliligi yiikksek TAEK-USLU hatt1 ve Shifa
cesidinin kullanilabilece§i ve ¢alisma sonucunda 90 ppm’de kullanilan en yiiksek bor

dozunun bile yliksek toksisite gostermedigi ortaya ¢ikmuistir.
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Aras (2015) proje calismasinda aspir bitkisinin giiniimiizde oneminden bahsederek oleik
veya linoleik asit iceren ¢esitli aspir bitkilerinin seleksiyonunu ele almistir. Yapmis oldugu
proje kapsaminda igerdikleri yag asidi igeriklerine gore kullanmis oldugu 4 tane yerli aspir
cesidi lizerinde erken seleksiyonda kullanilabilir genleri belirlemeyi amaglamistir. LINAS,
OLAS, REMZIBEY-05 ve DINCER cesitlerindeki aspir bitkilerinin CtFAD2 geninin
bitkideki kok ve yaprak kisimlarindaki gen ifade seviyelerini ele alarak qRT-PCR
sonucundan elde ettigi veriler dogrultusunda kullanilan farkli aspir ¢esitlerinde aktif olan
tiim genlerin ekspresyon seviyelerinde bir farklilik oldugunu gérmiistiir. 6 adet kullanilan
CtFAD?2 genleri i¢inden yiiksek verim, yag ve yiikksek mRNA seviyesine LINAS c¢esidinin
yaprak kisimlarinda gbézlemleyerek, kullanilan bu 6 gen igerisinde CtFAD2-1, CtFAD2-5
ve CtFAD2-10 gen ifadeleri kullanilan aspir bitkisi cesitlerinin yaprak kisimlarinda
benzerlik gosterdigini veriler sonucunda ortaya koymustur. Proje sonucunda erken
seleksiyonda kullanilabilecek genlerin aspir ¢esitlerinin yaprak kisimlarindaki CtFAD2-10,
CtFAD2-5 ve CtFAD2-1 en iyi genler oldugu ve boylece yetistirilen aspir ¢esitlerinden

daha fazla verim alinabilecegi sonucuna varmustir.

Wu ve digerleri (2021) aspir bitkisini icerdigi yiiksek linoleik yag icerigi ve barindirdig:
flavonoid nedeniyle 6nemli bir iiriin olarak tanimlamislardir. Yapilan filogenetik (dogal)
smiflandirmada aspir bitkisinin 30,7 ve 60,5 milyon yil 6nce enginar (Cynara cardunculus)
ve ayg¢iceginden (Helianthus annuus) ayrildigini gostermistir. Yapilan arastirmada es
zamanli dizileme, Hi-C haritalama teknolojileri ve genetik baglanti analizini kullanarak 12
farkli aspir bitkisinin kromozomlarinda bulunan yiiksek kaliteli gen verilerini analiz
etmiglerdir. Karsilastirmali genetik analizler sonucunda aspir bitkisinin zengin lipid
metabolizmasinin absisik asit (ABA) sinyalinde ve iletiminde 6nemli bir yeri oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle linoleik asit ve flavonoid biyosentez asamasinda gérev alan desatiiraz
(FAD2) ve kalkon sentaz (CHS) enzimlerin gorev yaptigini gozlemlemislerdir.
Tohumlarda yiiksek LA igerigi hayati onem tasidigini bitkinin tohum ve yumurtalik
kisimlarinda FAD2 genlerinin diizenleyici kisimlarinda bir farklilasma meydana geldigi
gozlemlenmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda aspir bitkisindeki yag asitlerinin ve

flavonoid biyosentezi hakkinda 6nemli bilgiler ortaya konulmustur.

Li ve digerleri (2021)’nin yapmis oldugu ¢alisma aspir bitkisine bulunan doymamis yag
asitlerinin biyosentezinden sorumlu molekiiler yapinin belirlenmesi amaglanmistir. Bitki

ciceklenmesiyle birlikte 10, 14, 18 ve 22 giin sonra transkripsiyon dizilemesi
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gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerde 10. ve 14. giinde yapilan DAF analizinde yag
asitlerinin diizenli sentezinin yapildigi, bozulmalarin ise 18. giinden itibaren basladigi
goriilmiistiir. Ayrica yapilan gen ekspresyonunda 10. ve 14. giinde A9-Stearoyl ACP
desatiiraz (SAD) geni ile 14. ve 18. giinlerde oleat desatiiraz (FAD2-1 ) gen kodlandig:
tespit edilmis ve PCR deneyleriyle dogrulamasi yapilmistir. Sonug olarak FAD2-1 geninin
ekspresyon diizeyini diizenleyen 13 tane aday transkripsiyon faktorii (TF) tespit ederek

yeni aday genler belirlenmistir.



4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal Temini
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Yapilan bu calismada materyal olarak 3 tanesi yerli (BALCI, ASOL ve LINAS ) ve 1

tanesi Amerika (BDYAS-04) menseili olmak tizere 4 farkli aspir g¢esidi kullanilmistir.

Materyal temini ise Geg¢it Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midirliigii, Trakya

Tarimsal Arastirma Enstitiisiit Miidiirliigii ve Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Arastirma

Enstitiisii’nden saglanmistir. Calisma kapsaminda kullanmis oldugumuz aspir bitkisi

cesitleri ile bu gesitlerin yapilari ve teknolojik 6zellikleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kullanilan aspir bitkisinin ¢esitleri ve 6zellikleri

ASOL (TR) LINAS (TR) BDYAS-4 (ABD) BALCI (TR)
Tescil yali: 2015 Tescil yili: 2013 Tescil yvili: 2016 Tescil Yili- 2011
(Goktirk)
Islah yontemi: Islah yontemi: Islah yontemi:
Seleksiyon Seleksiyon Seleksiyvon
Yapisal Ozellilder: Yapasal Ozellikler: Yapasal Ozellikler: Yapisal Ozellikler:

Bitki boy uzunlugu: 90-
100

Dallanma oram: Iyi
Yapraklar: Orta

Diken vapisi: Dikenli
Cigek rengi: Sari
Tohum rengi - Krem

I I I --I Q" ]]-l I -
Protein (%) miktan: 14
Yag oram (%) miktan:
40-41

Bitki boy uzunlugu: 85-
90 cm

Dallanma orant: Tyt
Yapraklar: QOrta

Diken vapisi: Dikenh
Cigek rengi- Turuncu
Tohum rengi : Krem

Tekuoloiik Ozellikler:
Protein miktari (%a): 14
Yag oramt miktan (%):
37-38

Bitki boy uzunlugu: 80-
100 em

Dallanma orani: Yiksek
Yapraklar: Orta

Diken yapisi- Dikenli
Cigek rengi: Once san
sofra turuncu

Tohum rengi : Krem

I] l .“ n" l].l] -

Protein muktani(%4): 14-
146

Yag oram miktan(%a): 34-
36

Bitki boy uzunlugu: 55-
70 cm

Dallanma oram: Iyi
Yapraklar - Orta

Diken vapist - Dikenli
Cigek rengi - San
Tohum rengi : Krem

Teknoloiik Ozellilder:
Protein miktar (%) 14
Caf oram miktari(%a):

38-41




25

4.2. Besi Ortamnin Hazirlanmasi

Aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisi tohumlarinin yetistirilmesi ve sulanmasinda 21 giin
stireli besi ortami hazirlanmistir. Hazirlanan besi ortaminda 1/10°luk (1X) Hoagland besin
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Besin ortami hazirlamak i¢in kullanilan makro ve mikro besin
icerikleri ve bu ¢oOzeltideki miktarlar1 Cizelge 4.2 ve bunlarin ¢ozeltideki son

konsantrasyonlari Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Besin ortami ¢ozeltisi hazirlanirken kullanilmis olan makro ve mikro besin
madde icerikleri

(ozeltideki Makro Besin (C56zeltis1 Mikro Besin
K280y 157¢g HiBO; 0124 g
KH:PO4 27¢ MnSO; 0.066 g
MgS04.7H:0 24 g CuS0.5H:0 0.100 g
Ca (NO3)2. 4H20 4723 g NHiMo 0.048 g
KCl 00746 g Zn50.TH:0 0.1553 g

2 L'lik saf su icerisinde ¢oziilir L 1ik saf su icerisinde ¢dziilir

Cizelge 4.3. Cozeltideki son iyon konsantrasyonu

(dzelti icerisindeki ivonlarin son

konsantrasyonlan
Ca 2 mM Mn 105 M
NOa 4 mM Cu®** 10" M
Mg 1 mM NH4 108 M
K 2 mM In 105 M
P 0.2 mM Fe 104 M
B 108 M

Besin ortami1 hazirliginda her 10L 10X makro besin ortamui i¢in gerekli 50 ml makro besin
bileseni karistirllmigtir. Hazirlanmis olan bu ¢ozelti 1/10 oraninda seyreltilmistir. Her 1L
1X konsantrasyondaki soliisyona 1 ml 1000X FeEDTA soliisyonu ilave edilmistir (1L
dH,0 igerisinde ¢6ziinebilmesi i¢in 1000X FEEDTA ve 365 g FEEDTA hazirlanmustir).
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4.3. Stres Uygulamas1 Yapilacak Olan Cinko Agir Metalinin Hazirlanmas1 ve Bor

Uygulamasi

Aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢esitlerine uygulanacak olan ¢inko agir metal soliisyonunu
hazirlamak i¢in ZnSOs (Cinko Siilfat) bilesigi belirtilen oranlarda 1X’lik Hoagland
soliisyonunda ¢oziilmesi saglanmistir. Bir sonraki asamada aspir g¢esitleri 21 giin siirede
yetistirilecek olan besin ortamina konulmus ve besin ortaminin kosullarinin sabit kalmast
saglanmigtir. Stok c¢ozelti soliisyonundaki agir metal ise 4000 mg/L olacak sekilde
hazirlanmistir. Aspir bitki gesitleri yetisirken yetigsme siiresi iginde kalacaklari (40 mg/L,
80 mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L ve 640 mg/L) konsantrasyonlari seyreltilerek hazirlanmistir.
Kontrol grubu hazirligi yapilirken herhangi bir agir metal icermeyen 1X’lik Hoagland
soliisyonu kullanilmistir. Bor uygulamasi icin; (40uM, 80uM, 160uM, 320uM, 640uM)
bor konsantrasyonlar1 ve borikasit (H3BO3) kullanilarak soliisyon hazirlanmistir. Kontrol
grubu hazirlik agamasinda ise herhangi bir borikasit barindirmayan 1X’lik Hoagland

sollisyonu kullanilmistir.

4.4. Aspir Bitkisi Yetistirilme Asamasi

Calismada kullanilmis olan aspir bitkisi tohumlar1 yiizey sterilizasyonunu islemi (%70
alkol, %30 sodyum hipoklorit) yapilmasinin ardindan steril perlit igeren bitki yetistirme
kaplarina (viyollere) ekimi yapilmistir. Tohum ekimi sirasinda viyoliin her bir bélmesine
esit sayida ve homojen miktarda tohumun gelmesine 6zen gosterilmistir. 4 farkli aspir
cesidinin ekimi 21 giinliik siire ile iklimlendirme {initesinde 24 saatlik periyotun 16 saati
giindiiz (25 °C’de ve % 70 nem oraninda), 8 saati gece (22 °C’de ve % 60 nem oraninda )
dongiisiinde ve hazirlanmisg 1X Hoagland ¢ozeltisiyle belli zaman araliklarinda sulanarak

yetistirilmesi saglanmustir.

4.5. Cinko ve Bor Streslerinin Aspir Fide Cesitlerine Uygulanmas1 Asamasi

Iklimlendirme {initesinde 21 giin siire ile yetistirilen aspir bitki gesitleri 21. giiniin
bitiminde farkli derisimlerde hazirlanan ¢inko ve bor soliisyonu igerisine alinmistir.
Kontrol grubunda ise sadece 1X Hoagland soliisyonu kullanilmistir. Boylece kontrol
grubuna karsin farkli derisimlerden olusan deney diizenegi kurulumu yapilmistir. Cinko

stresi ve bor stresi 24 saat siire ile uygulanmis ve 24 saatin sonunda fideler saf su ile
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yikanarak ornek alimi yapilmistir. kok, kotiledon ve yaprak olmak tizere 3 farkli dokudan
ornek alimi gercgeklestirilmis ardindan alinan 6rnekler sivi azot uygulamasi yapilarak RNA

izolasyon iglemine kadar -80 °C olan dondurucuya kaldirilmistir.

4.6. Total RNA Izolasyonu

Cinko ve bor streslerine 24 saat siire ile maruz birakilan farkli aspir gesitlerinden alinan
kok, kotiledon ve yaprak ornekleri RNA izolasyonu islemine kadar -80 °C’de derin
dondurucuda saklanmigtir. Muhafazasi saglanan bu oOrneklerden RNA izolasyonu
Nucleozol protokoliine gore gergeklestirilmis olup ardindan RNA miktar: ve safligi tayini
icin Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazi kullanilarak belirlenmistir.

Uygulanan Nucleozol Protokolii

Ornekler havan icerisinde siv1 azot yardimiyla ezilerek yaklasik 300-500 mg ezilmis drnek
2 ml’lik eppendorf tiipe aktarilir. Ornegin aktarildig1 eppendorf tiipiin {izerine 1 ml trizol
eklenir. Eppendorf tiip kuvvetli bir sekilde sallanarak (el ile) karisim saglanir. Daha sonra
vortekslenerek ornekler oda sicakliginda yaklagik 10 dk. bekletilir. Tip tizerine 250 ul
kloroform eklenir, dikkatlice karistirilir ve yeniden oda sicakliginda 10 dk. bekletilir.
Tipler 14.000 rpm’de 4 °C’de 10 dk. santrifiij edilerek, santrifiij sonunda iist sivi
(stipernetant) yeni tiipe dikkatlice aktarilir. Siipernetantin aktarildigi yeni tiip lizerine 250
ul 1,2 M NaCl, 250 pl 0,8 M Na-sitrat ve 250 pul isopropanol eklenir. Tiipler 10 dk. oda
kosullarinda (tercihen -20 °C’de 10 saat veya gece boyu) bekletilir. 14.000 rpm’de 4 °C’de
10 dk. santrifiij edilir. Stipernetant yani tist sivi dikkatlice uzaklastirilir/atilir. Pellet (RNA)
tip dibinde gozlemlenir. Pellet %70 EtOH ile birkag sefer yikanir ve dikkatlice soguk
zincirden uzaklagsmadan kurutulmasi saglanir. 30-50 ul DEPC (Dietilpirokarbonat) ile
muamele edilmis su eklenerek 6rnekler 10 dk. 55 °C’de inkiibe edilir ve ardindan -80 °C’de

saklanir.

Nucleozol protokoliine gore izolesi saglanan RNA’larin saflik ve miktar tayini Nanodrop
ND-Spectrometer 1000 cihazi kullanilarak belirlenmistir. Izolesi yapilan RNA’larin kalite

tespiti % 1,2’lik agaroz jel elektroforezi yardimiyla teyit edilmesi saglanmastir.
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4.7. DNaz Uygulamasi

Izolesi saglanmis olan tiim RNA &rnekleri olusabilecek DNA bulasmasima karsi DNase
enzimi (Thermo Scientific EN0521) ile muamele edilmistir. DNaz uygulama basamaklari
asagidaki gibi uygulanmistir.

a) Tabloda yer alan bilesenler RNase free tiipiine asagidaki sirasiyla eklendi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. RNase free tiipiine eklenen bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktar
RNA 3uL (1pug)
10 X Reaksivon tamponu (MgCl2’li) 1uL
DNase enzimi (1U) 1 L.

DEPC2’li ultra saf su ile son hacim 10 pL’ve tamamlamr

b) 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyonu saglandi.
c) 1 uL 50 mM EDTA {izerine ilave edildi.

d) Ardindan DNase inhibasyonu i¢in 65 °C’de 10 dk. inkiibe edilir.

4.8. Agaroz Jel Elektroforezi

Kontrol asamasi ve teyit icin izole edilen RNA’lar % 1,2 agaroz konsantrasyonu ve 0,5
ul/ml etidyum bromiir barindiran jelde, 1X TBE (Tris borat EDTA) tamponu igerisinde 5
V/cm olacak sekilde yaklasik olarak 1-1,5 saat kosturulma islemi gergeklestirilmistir.
Ardindan jel goriintiileme sisteminde goriintiilenerek (Gene Genius, Syngene) fotograflar

cekilmistir.
4.9. cDNA (Komplementer DNA) Elde Edilmesi
cDNA elde edilmesi, ProtoScript Il First Strand cDNA Synthesis Kit (BioLabs Inc.)

kullanilarak gergeklestirilmistir. FAD2 ve aktin (ACT) genlerinin bolge yapilarinin uzun

olmas1 sebebiyle anchored-oligo(dT)18 primeri kullanilmistir. ¢cDNA sentezinin ilk
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asamasinda hazirlanmis olan total RNA-primer karisimi ile bu karisimin igerisinde bulunan

bilesenler ve son derisim miktarlar1 Cizelge 4.5’de verilmistir
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Cizelge 4.5. Total RNA ve primer karigiminin bilesenleri ve son derigim miktarlari

Bilesenler Son Konsantrasyonlar

Total RNA 1-6 pL (1pg’a kadar)
anchored-oligo{dT )15 2ul

(S0pM)

ddH2018 Toplam hacim § pl 've tamamlanar

cDNA elde edilme prosediirii uygulamasi asagidaki gibi yapilmistir.

a) Soguk zincir i¢inde 0,2 mL’lik tiipe Cizelge 4.5’de verilen bilesenler sirasiyla eklendi.

b) Biorad marka 1s1l déngii cihazinda Total RNA-primer karisgmm 65 °C° de 10 dk.

bekletilerek RNA nin ikincil yapisinin denatiirasyonu saglandi.

€) Ardindan 6rnekler hemen buz iizerine alinma islemi gerceklestirildi. Cizelge 4.6’da
verilen diger bilesenler ters transkripsiyon reaksiyonunu gergeklestirmek igin sirasiyla

buz iizerinden alinmadan eppendorf tiipe ilavesi yapildi.

Cizelge 4.6. Ters transkripsiyon tepkimesinde kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
ProtoScript II Reaction Mix (2X) 10 pL
ProtoScript I Enzyme Mix (10X) 2l

d) Santrifiij edilmeden Once Yyukarda belirtilen bilesenlerle hazirlanan tiipler pipetaj

islemine tabii tutuldu.

e) Biorad marka 1s1l dongii cihazinda ters transkripsiyon reaksiyonu Cizelge 4.7°de verilen

program ile gerceklestirildi.
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Cizelge 4.7. Ters transkripsiyon reaksiyon isleminin gergeklestirildigi program

Primer Hedef inkiibasyon
mENA siiresi
Anchored 4 kb 70°C de 5 dk
Anchored- 2 ?
oligo(dT)18 primer kadar ezl
80°C de 5 dk.

f) Real time PCR reaksiyonu gergeklestirilene kadar elde edilen cDNA’larmn, -20 °C’de

derin dondurucuda muhafazasi saglanmstir.

4.10. Primer Dizayni

Yapilan bu ¢alismada housekeeping gen olarak kullanimi yapilacak Aktin (ACT) ve FAD2
gen bolgelerine ait primerlerin dizayni, NCBI (National Center for Biotechnology
Information) gen bankasinda bulunan aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisine ait dizilerin
kullanilmasiyla yapilmistir. Calismada kullanilan primerlerin dizayni i¢in yag asitleri
desatiiraz iliskili genlere (FAD2) ait bilgiler gen bankasindan temin edilmistir. Bu genlere
ait bilgiler Cizelge 4.8’de verilmistir. Bu genlere ait diziler belirlenmesiyle en uygun

primerler dizayn edilmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8. FADZ2 gen ailesine ait ¢alismada kullanilacak genlerin bilgileri

Genin Ad: Uzunlugu  GenBank Numaras:

FAD2-6 1148 be KC257452.1
FAD2-7 1210 be KC257453.1
FAD2-11 1213 be KC257457.1

ACTIN 1678 be KJ634809.1
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Cizelge 4.9. Calismada kullanilan genler igin tasarlanan Real-Time PCR primer dizileri

Primer Sekans Primer Baglanma
Uzunlugu (bg) Sicakhgi(TM)
CtFAD2-6 F: S’ ACCAATGCAGTCAAGCCCAT 3° 20 60 °C
R: 5’TCTGCACCTTCATCTGGCTC 3° 2 60 °C
CFADZ-7 F: 5" CGCAAACCATTTCCTACCGC 3° 20 60 °C
CiFAD?-11 R 5 CGTCGATTTCAGGCCTTGGA 3° 20 60 °C
F: SACGCCTTATTTCGCCTGGAA 3° 20 60 °C
ACTIN R: 5"TCGCGATCTTGGACTTACGT 3° 20 60 °C
F: 5" GGCGTGACCTTACAGATTC 3° 19 60 °C
R: 5" CAAGCTCTTGCTCGTAGTC 3° 19 60 °C

Yapilan ¢aligmada kullanilan aspir bitkisinin kok, kotiledon ve yaprak kisimlarinda ii¢
farkli FAD2 geninin ortak ifade edilmesi olduk¢a Onemli bir noktadir. Calisma
yiiriitiilirken bu ayrintiya dikkat edilmistir (Cao ve digerleri, 2013) (Sekil 4.1).

1500 CtEAD2-6 CtFAD2-7 30 - CtFAD2-11

1000 20 -

500 10 1

0 . i 0 -
kot k

kot koék vyap ok yap kot kdk vyap
Ct: Carthamus tinctorius, kot: Kotiledon, yap: Yaprak

Sekil 4.1. Calismada kullanilacak aspir bitkisinin farkli kisimlarindaki FAD2 genlerinin
karsilagtirma sonucu ifade diizeyleri (Cao ve digerleri 2013 ten degistirilerek
alimmustir)

4.11. Real-Time PCR Reaksiyonu

cDNA elde edilmesiyle ile beraber Real-Time PCR uygulama asamalari; Light Cycler
Nano (Roche) cihazi aracilifiyla ve SYBR Green I Master boyasi kullanilarak yapilmastir.
Ayrica normalizasyon islem siirecinde kullanilmak iizere housekeeping gen olarak Actin
(ACT) geni secilmistir. Real-Time PCR reaksiyonu sirasinda SYBR Green boyasi

kullanilarak yapilan kantitatif analizde (miktar belirleme = ekspresyon miktarinin tespiti)
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PCR’1n etkinligini belirlemek ve bir dimer olusup olugsmadigimi gézlemlemek amaciyla

Melting Curve (Erime Egrisi) analizi yapilmustir.

Calisma asamasina ge¢meden Once reaksiyon kosullarina uygun ortam hazirligr yapilmis
ve denemeler sonucunda en uygun primer ile cDNA derisimleri tayin belirlenmistir. On
Real-Time PCR denemeleri sirasinda belirlenen kosullar arasinda en iyi cq (quantification
of cycle) degerini saglayan sartlarin, ¢alismalarda kullanilmak {izere se¢imi yapilmistir.
Elde edilen bulgular uygun kosullar saglanarak Real-Time PCR reaksiyonlari ii¢ teknik
tekrar gerceklestirilmistir.

4.12. Normalizasyon ve Istatistiksel Analiz

Gen ekspresyonunda Ct degeri olarak belirlenen sonuglar housekeeping gen olarak,
calisma sirasinda kullanilan ACT (aktin) ve kontrol sartlar1 dikkate alinarak
normalizasyonu saglanmistir. Housekeeping gen olarak segilen ve aktinle (ACT)
karsilagtirilmas1 strese maruz birakilan aspir ¢esitlerinin kok, kotiledon ve yaprak
orneklerine ait transkript profilleriyle yapilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda Livak

2% metoduna gére normalizasyonu saglanmustir. Bu verilerin ortalama

ve Schmittgen’in
degerleri, standart sapmalari, standart hata ve istatistiksel nicelikleriyle anlamlilik

dereceleri istatistik programi1 (IBM SPSS Statistic-21) ile hesaplanmasi yapilmistir.

Bu tez calismasinda; farkli konsantrasyonlarda cinko agir metal stresine (40 mg/L, 80
mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L ve 640 mg/L) ve bor streslerine (40uM, 80uM, 160uM,
320uM, 640uM) maruz birakilan aspir gesitlerinin (BALCI, ASOL, LINAS ve BDYAS-
04) kok, kotiledon ve yaprak olmak {izere ii¢ farkli kisimlarindan alinan 6rneklerde FAD2
gen ailesine (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) ait mRNA ifade seviyeleri tespit edilmeye
calisilmistir.
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5. BULGULAR

Farkli konsantrasyonlarda ¢inko (Zn) ve bor (B) stresi uygulanan BALCI, BDYAS-04,
LINAS ve ASOL aspir bitkisi cesitlerinin kdk, yaprak ve kotiledon dokularindan alinan
ornekleri, FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerine ait mRNA ifade profilleri
housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) geni, kontrol sartlari saglanarak 24

metoduna gore normalize edilmistir.

Normalizasyonu saglanan gen ifadesi verilerinin ortalamasi alinarak elde edilen sonuglara
gore her bir aspir g¢esidinin farkli dokularindaki FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9)
genlerinin konsantrasyona bagli ifade seviyesindeki degisimlerin grafikler iizerinde

gosterimi saglanmaistir.

5.1. Aspir Bitkisinde Stres Uygulamalar

5.1.1. Cinko (Zn) stresi

Iklimlendirme kabininde 21 giin boyunca biiyiimesi ve gelismesi saglanan aspir bitkisi
cesitlerine 21. giin sonunda kontrol grubu i¢in farkli (40 mg/L, 80 mg/L, 160 mg/L, 320
mg/L ve 640 mg/L) derisimlerde hazirlanan ¢inko agir metal soliisyonu igerisine alinmuistir.
Kontrol grubu i¢in sadece 1X hoagland soliisyonu kullanilmistir. 24 saat boyunca
iklimlendirme initesinde c¢inko stresi uygulanmistir. 24. saatin sonunda aspir bitkisi

cesitlerinin kok, kotiledon ve yaprak kisimlarindan 6rneklem alimi gerceklestirilmistir.

5.1.2. Bor uygulamalari

Iklimlendirme kabininde 21 giin boyunca biiyiimesi ve gelismesi saglanan aspir bitkisi
cesitlerine 21. giin sonunda farkli derisimlerde (40uM, 80uM, 160uM, 320uM, 640uM )
hazirlanmis olan Bor soliisyonu igerisine alinmistir. Kontrol grubunda sadece 1X hoagland
sollisyonu kullanilmistir. 24 saat siire ile iklimlendirme kabininde bor stresi uygulamasi
yapilmistir. 24. saatin sonunda aspir bitkisi c¢esitlerinin kok, kotiledon ve yaprak

kisimlarindan 6rneklem alimi gergeklestirilmistir.
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5.2. Total RNA izolasyonu

24 saat silire boyunca ¢inko agir metali ve bor uygulamasi yapilan aspir bitkisi ¢esitlerinin
yaprak, kok ve kotiledon kisimlarindan alman drnekler, -80 °C’de derin dondurucuda RNA
izolasyonu islemine kadar bekletilmistir. Bekletilen bu o6rneklerin RNA izolasyonu
Nucleozol protokol asamalarina gore yapilarak ardindan RNA miktarint ve safligini
belirlemek icin Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazi Kullanilmistir. Izolasyonu
saglanan RNA’lar kontrol ve teyit amach % 1,2’lik agoroz jelde yiiriitiilmesi saglanarak

kontrol asamasi gergeklestirilmistir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. Izolesi saglanan RNA’larin bazilarmin % 1,2’lik agoroz jeldeki goriintiileri

5.3. cDNA (Komplementer DNA) Elde Edilmesi

Sentezi sirasinda cDNA, ProtoScript-11 First Strand cDNA Synthesis Kit (BioLabs Inc.)
kullanilarak elde edilmistir. Aktin (ACT) ve FAD2 gen bolgelerinde saptanan uzunluk (400
b¢’den uzun) sebebi ile Anchored-oligo(dT)18 primeri tercih edilmistir. Cizelge 5.1°de agir
metal stresi ve bor uygulamasi yapilmig, 4 farkli aspir g¢esitlerinin farkli doku

orneklerinden alinan cDNA’larin saflik tayini ve miktar 6lgtimleri verilmistir.
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Cizelge 5.1. Cinko (Zn) ve Bor (B) agir metal stresi uygulanan (BDYAS-04) ¢esidinden

elde edilen RNA orneklerinden sentezlenen ¢cDNA’lara ait saflik ve miktar

analizleri
Part Cinko (Zn) 260/280 ng/pL Bor (B) 260/280 ng/pL
L KONTROL 1,82 1582,14 KONTROL 181 1546,53
L 40 mg/L 1,82 1511,34 40 pM 1,83 1543,95
L 80 mg/L 1,82 1534,74 80 uM 1,82 1575,24
L 160 mg/L 1,84 1529,08 160 pM 1,81 1527,27
L 320 mg/L 1,82 1514,38 320 pM 1,82 1552,08
L 640 mg/L 1,86 1552,42 640 pM 1,81 1465,29
R KONTROL 1,83 1558,96 KONTROL 1,82 1431,14
R 40 mg/L 1,82 1587,95 40 pM 1,82 1500,72
R 80 mg/L 1,84 1559,59 80 uM 1,83 1523,56
R 160 mg/L 1,82 1526,65 160 pM 1,81 1538,10
R 320 mg/L 1,85 1484,78 320 pM 1,82 1505,50
R 640 mg/L 1,82 1421,05 640 pM 1,82 1527,16
C KONTROL 1,81 1595,13 KONTROL 1,83 1422,76
C 40 mg/L 1,82 1493,48 40 pM 1,82 1520,49
C 80 mg/L 1,81 143541 80 pM 1,83 1581,85
C 160 mg/L 1,82 1412,37 160 pM 1,82 1493,78
C 320 mg/L 1,82 1484,52 320 pM 1,81 1516,93
C 640 mg/L 1,83 1446,56 640 pM 1,82 1332,88

R: kok, C: kotiledon, L: yaprak
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Cizelge 5.2. Cinko (Zn) ve Bor (B) agir metal stresi uygulanan (BALCI) ¢esidinden elde
edilen RNA oOrneklerinden sentezlenen c¢cDNA’lara ait saflik ve miktar

analizleri
Part Cinko (Zn) 260/280 ng/uL Bor (B) 260/280 ng/uL
L KONTROL 1,83 1529,22 KONTROL 1,84 1581,17
L 40 mg/L 1,82 1522,23 40 pM 1,82 1504,58
L 80 mg/L 1,81 1553,72 80 uM 1,82 1547,56
L 160 mg/L 1,82 1512,62 160 pM 1,83 1538,29
L 320 mg/L 1,81 1566,01 320 uM 1,82 1552,84
L 640 mg/L 1,82 1576,98 640 nM 1,82 1496,39
R KONTROL 1,83 1582,04 KONTROL 1,83 1552,08
R 40 mg/L 1,82 1653,06 40 uM 1,82 1500,08
R 80 mg/L 1,82 1567,84 80 uM 1,82 1532,22
R 160 mg/L 1,83 1437,91 160 pnM 1,84 1525,22
R 320 mg/L 1,82 1431,75 320 uM 1,82 1485,92
R 640 mg/L 1,82 1536,48 640 nM 1,82 1475,98
@ KONTROL 1,84 1586,63 KONTROL 1,82 1530,24
C 40 mg/L 1,84 1538,79 40 uM 1,81 1543,47
C 80 mg/L 1,82 1493,39 80 uM 1,82 1536,17
C 160 mg/L 1,84 1523,79 160 pM 1,82 1573,99
C 320 mg/L 1,82 1541,29 320 pM 1,86 1512,98
C 640 mg/L 1,81 1535,12 640 pM 1,86 1536,17

R: kok, C: kotiledon, L: yaprak
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Cizelge 5.3. Cinko (Zn) ve Bor (B) agir metal stresi uygulanan (LINAS) cesidinden elde
edilen RNA oOrneklerinden sentezlenen c¢cDNA’lara ait saflik ve miktar

analizleri
Part Cinko (Zn) 260/280 ng/uL Bor (B) 260/280 ng/uL
L KONTROL 1,82 1559,18 KONTROL 1,83 1530,24
L 40 mg/L 1,82 1540,21 40 uM 1,82 1573,99
L 80 mg/L 1,84 1566,83 80 uM 1,82 1512,98
L 160 mg/L 1,84 1527,96 160 pM 1,84 1536,17
L 320 mg/L 1,85 1545,09 320 uM 1,82 1509,37
L 640 mg/L 1,84 1540,24 640 uM 1,82 1525,13
R KONTROL 1,82 1534,71 KONTROL 1,82 1468,29
R 40 mg/L 1,85 154453 40 pM 1,81 1523,96
R 80 mg/L 1,85 1553,14 80 uM 1,82 1533,65
R 160 mg/L 1,82 1559,18 160 pM 1,82 1509,01
R 320 mg/L 1,82 1540,21 320 pM 1,86 1536,17
R 640 mg/L 1,84 1566,83 640 pnM 1,86 1573,99
C KONTROL 1,85 154509 KONTROL 1,85 1512,98
C 40 mg/L 1,86 1536,17 40 uM 1,83 1509,37
< 80 mg/L 1,85 1509,37 80 uM 1,84 1525,13
C 160 mg/L 1,85 1525,13 160 pM 1,85 1504,58
C 320 mg/L 1,83 1468,29 320 uM 1,85 1547,56
C 640 mg/L 1,84 1480,56 640 pnM 1,83 1538,29

R: kok, C: kotiledon, L: yaprak
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Cizelge 5.4. Cinko (Zn) ve Bor (B) agir metal stresi uygulanan (ASOL) ¢esidinden elde edilen
RNA 0rneklerinden sentezlenen cDNA ’lara ait saflik ve miktar analizleri

Part Cinko (Zn) 260/280 ng/pnL Bor (B) 260/280 ng/pnL
L KONTROL 1,82 1573,99 KONTROL 1,81 1512,98
L 40 mg/L 1,82 1512,98 40 uM 1,82 1504,58
L 80 mg/L 1,84 1536,17 80 uM 1,83 1547,56
L 160 mg/L 1,82 1504,58 160 pM 1,82 1538,29
L 320 mg/L 1,86 1547,56 320 uM 1,82 1536,17
L 640 mg/L 1,82 1538,29 640 uM 1,83 1573,99
R KONTROL 1,82 1496,39 KONTROL 1,82 1512,98
R 40 mg/L 1,84 1552,08 40 uM 1,84 1504,58
R 80 mg/L 1,82 1533,65 80 uM 1,83 1547,56
R 160 mg/L 1,85 1500,08 160 uM 1,82 1538,29
R 320 mg/L 1,82 1532,22 320 uyM 1,82 1552,84
R 640 mg/L 1,82 1504,58 640 uM 1,84 1496,39
C KONTROL 1,82 1538,29 KONTROL 1,83 1552,08
C 40 mg/L 1,81 1552,84 40 uM 1,82 1500,08
C 80 mg/L 1,82 1496,39 80 uM 1,82 1532,22
C 160 mg/L 1,82 1573,99 160 uM 1,81 1504,58
C 320 mg/L 1,83 1512,98 320 uM 1,82 1547,56
C 640 mg/L 1,82 1536,17 640 pM 1,82 1538,29

R: kok, C: kotiledon, L: yaprak
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5.4. Real-Time PCR Reaksiyonu

Calismada Real-Time PCR reaksiyonu asamasi ii¢ tekrar seklinde Light Cycler Nano
(Roche) cihaziyla SYBR Green I Master boyasi kullanilarak yapilmistir. FAD genlerinin
mRNA ifadelerinin normalize asamasinda housekeeping gen olarak Actin (ACT) geni
tercih edilmistir. Real-Time PCR reaksiyonu sirasinda SYBR Green I boyasi kullanilarak
gergeklestirilen kantitatif analizle miktar belirlemesi ve ekspresyon miktariin tespitine
takiben PCR’1n etkin roliinii belirlemek ve herhangi bir dimerin meydana gelip gelmedigi
izlemek amaciyla erime egrisi (Melting Curve) analizi yapilmistir. Stres nedenlerinin aspir
cesitlerinin farkli dokularinda caligilan genler igin, bazi 6rneklerinin erime egirisi (Melting

Curve) analiz sonuglar1 Sekil 5.2°de verilmistir.

FAD2-2 FAD2-4
$
“ ACT FAD2-9
;

Sekil 5.2. Calismas1 yapilmis olan bazi 6rneklerde ACT ve FAD2 genlerinin erime egrisi
analizi
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Farkli derisimlerde ¢inko ve bor agir metal stresine maruz kalmis olan farkli aspir
cesitlerinden alinan ACT ve FAD2 gen 6rneklerinin Real-Time PCR reaksiyonu es zamanli
olarak izlenerek ardindan pik profilleri kaydedilmistir. Pik profilinde gézlenen Ct (Cycle
Treshold) degeri; Real-Time PCR reaksiyonunda logaritmik olarak ilk énemli artis olan
dongiiyii ifade etmektedir. Her 6rnege ait Ct degerleri, elde edilmis bu pik profilleri
sayesinde belirlemesi yapilmistir. Strese neden olan faktorlerin aspir ¢esitlerinin farkli

dokularinda g¢alisilmis bazi 6rneklere ait olan Real-Time PCR pik profilleri Sekil 5.3°te

sunulmustur.
Amplification Plot
FAD2-2 FAD2-4
7
= -
FAD2-9 ACT
&
<
Cycle i Cycle

Sekil 5.3. Calismasi yapilan bazi drneklerde ACT ve FAD2 genlerine ait Real Time PCR
pik profilleri

Cinko ve bor stresiyle karsi karsiya birakilan aspir bitkisi gesitlerinin farkli kisimlarindan
alman doku oOrneklerine ait transkripsiyon ve kontrol profilleri belirlenmesinde
housekeeping gen olarak belirlenen aktin (ACT) ile kiyaslamasi yapilmistir. Bu kiyaslama

2—AACT

sonucunda elde edilen verilerin analizleri i¢in Livak ve Schmittgen’in yontemi

kullanilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001).
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Ct degeri olarak belirlenen gen ifadesi sonuglar1 ise housekeeping gen olarak ¢alismada
kullanilan aktin (ACT) geni ve bu genin kontrol sartlari dikkate alinarak normalizasyon
asamasi yapilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Elde edilen verilerin ortalamasi, standart
sapmalar1 ve standart hata degerleri istatistik programi (IBM SPSS Statistic-21) ile

hesaplamasi yapilmastir.

5.4.1. Cinko (Zn) stresine maruz kalan érneklerden elde edilen sonu¢larin normalize

edilmesi ve istatistiksel analizi

5.4.1.1. BALCI c¢esidi

Farkli derisimlerde Cinko (Zn) stresine maruz birakilan BALCI ¢esidinin yaprak, kok ve
kotiledon dokularindan alinan 6rneklerin FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genine ait
olan kismmin mRNA ifadeleri, housekeeping gen olarak tanimlanan aktin (ACT) geni ve

bu genin kontrol sartlari dikkate alinarak 24T

yontemine gore normalizasyonu
saglanmigtir. Normalizasyon sonucunda gen ifade seviyelerinden elde edilen verilerin
aritmetik ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma hesaplamalari yapilmistir

(Cizelge 5.5).
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Cizelge 5.5. Cinko stresi uygulamasi yapilan BALCI ¢esidinin farkli dokularindan alinan numune 6rneklerine ait normalizasyonu saglanmis
FAD2 genlerinin ekspresyon verilerinin aritmetik ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

mg/L FAD2-2 | FAD2-4 | FAD2-9 | FAD2-2 | FAD2-4 | FAD2-9 | FAD2-2 | FAD2-4 | FAD2-9

K 1 1 1 - - - - - -
<¥( 40 5,76622 | 6,64928 | 5,31662 | 0,37102 | 0,75733 | 0,81996 | 0,21421 | 0,43724 | 0,47341
o 80 1,13099 | 1,50242 | 1,39000 | 0,41967 | 0,64946 | 0,61242 | 0,24229 | 0,37497 | 0,35358
§ 160 2,07456 | 3,89567 | 3,36465 | 0,15074 | 0,44184 | 1,21042 | 0,08703 | 0,25509 | 0,69883
320 0,39600 | 0,42469 | 0,29739 | 0,09999 | 0,11505 | 0,04747 | 0,05773 | 0,06642 | 0,02740
640 0,30226 | 0,55724 | 0,12409 | 0,03899 | 0,12353 | 0,02644 | 0,02251 | 0,07132 | 0,01527

K 1 1 1 - - - - - -
40 45,56407 | 50,92761 | 19,80113 | 22,69707 | 28,21560 | 9,28928 | 13,10416 | 16,29028 | 5,36317
X 80 1,03451 | 18,92782 | 14,98828 | 0,42693 | 14,17411 | 3,25155 | 0,24649 | 8,18343 | 1,87728
a 160 4,40750 | 33,73914 | 68,07173 | 0,76195 | 2,67816 | 29,35496 | 0,43991 | 1,54624 | 16,94809
320 4,24551 | 21,61145 | 17,79799 | 1,38489 | 5,70495 | 8,14372 | 0,79957 | 3,29375 | 4,70178
640 0,38225 | 1,55906 | 2,39715 | 0,07513 | 0,71439 | 0,48159 | 0,04337 | 0,41245 | 0,27805

K 1 1 1 - - - - - -
% 40 14,41884 | 5,89735 | 7,42254 | 5,27731 | 1,70272 | 1,57902 | 3,04685 | 0,98307 | 0,91165
a 80 52,68731 | 25,78899 | 20,31605 | 26,98569 | 4,12072 | 1,83980 | 15,58020 | 2,37910 | 1,06221
E 160 19,30420 | 38,40436 | 38,80327 | 5,10546 | 5,32455 | 6,24697 | 2,94764 | 3,07413 | 3,60669
a 320 19,21773 | 27,81580 | 44,27723 | 5,43514 | 3,09310 | 13,29053 | 3,13798 | 1,78580 | 7,67329
640 5,78142 | 21,71542 | 38,67946 | 2,39252 | 1,39506 | 5,45629 | 1,38132 | 0,80544 | 3,15019
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Normalizasyonu saglanan gen ifadelerine ait olan verilerinin aritmetik ortalamasi alinarak
elde edilen sonuglara gore her bir aspir ¢esidinin kok, yaprak ve kotiledon gibi farkli
dokularindaki FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerinin derisimine bagli ekspresyon

seviyesindeki degisimlerin grafikler tizerinde gosterimi saglanmstir.

Cinko agir metal stresi uygulanan BALCI c¢esidinin yaprak kisimlarindan alinan
numunelerin derisimlerine bagli FAD2 gen ekspresyon diizeylerindeki degisim sonuglari
Sekil 5.4°te gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 gen ifade diizeyinin en yiiksek
40 mg/L derisiminde ve yaklasik olarak 6 kat artis gosterdigi, en diisiik artis1 ise 640 mg/L
derisimde ifade ettigi gézlenmistir. Diger bir FAD2 geni olan FAD2-4 geni en yiiksek 40
mg/L derisimde ifadesi gozlenirken, en diisiik ifade seviyesi gozlemi ise 320 mg/L
derisimde ifade olmustur. FAD2-9 geninin en yiiksek 40 mg/L derisimde ifade olurken en
diisiik ifade edildigi derisim ise 640 mg/L’dir (Cizelge 5.5). Ayrica yaprak dokularina
uygulanmis olan farkli derisimlerdeki ¢inko stresi sonucunda elde edilen veriler FAD2
genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin énemli (p<0,05) oldugu sonucuna ulasilarak

bu durumun tespiti Dunnett’s T3 testi ile teyit edilmistir (Cizelge 5.6).

Cizelge 5.6. Cinko stres faktoriine maruz kalan BALCI ¢esidine ait yaprak numunelerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-2 ok Ns xx *x **
FAD2-4 * Ns * * *
FAD2-9 kel Ns Ns Ns Ns

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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BALCI (YAPRAK)
| FAD2-2 nFAD2 4 n FAD2- 9

mRMNA Ifade Dizeyler

Sekil 5.4. Cinko stresine maruz birakilan BALCI ¢esidinin yaprak numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Cinko stresine maruz birakilan BALCI ¢esidinin yaprak kisimlarindan alinan numunelerin
derigimlerine bagli FAD2 gen ekspresyon diizeylerindeki degisim sonuglart Sekil 5.5’te
gosterilmistir. Kontrol grubuna gore FAD2-2 gen ekspresyon seviyesi 40 mg/L derisiminde
yaklasik 45 kat ile en yiiksek orana sahip oldugu gozlemlenirken, en disiik ise 640 mg/L
derisiminde ifade edilmistir. FAD2-4 geni ise en yiiksek 40 mg/L derisimde ifade olurken
en digiik 640 mg/L derisimde ifade olmustur. FAD2-9 geninin en yiiksek ifade edildigi
derisim 160 mg/L ve en distk ifade edildigi derisim miktar1 ise 640 mg/L olarak
belirlenmistir (Cizelge 5.5). Ayrica kok dokularina farkli derisimlerde g¢inko stresi
uygulamasi yapilmis ve kok numunelerinden elde edilen veriler ¢inko stresi sonucu FAD2
genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin 6nemli (p<0,05) oldugu sonucuna ulasilarak

teyit edilme islemi Dunnett’s T3 testi ile yapilmistir (Cizelge 5.7).

Cizelge 5.7. Cinko stres faktoriine maruz kalan BALCI ¢esidine ait kok numunelerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi
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Sekil 5.5. Cinko stresine maruz birakilan BALCI c¢esidinin kok numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Cinko stresine maruz birakilan BALCI ¢esidinden alinan Kkotiledon numunelerindeki
derigsimlere bagli FAD2 genlerinin ekspresyon diizeyindeki degisimler Sekil 5.6’da
verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 gen ekspresyon seviyesi 80 mg/L derisimde
yaklasik 52 kat artis gostererek en yiiksek seviyeye ulagsmistir. En diisiik seviye gézlemi ise
640 mg/L derisimde yaklasik 6 kat seklinde artis gostererek ifade oldugu goriilmiistiir.
FAD2-4 geni ise en yiiksek 160 mg/L derisiminde ifade olurken en diisiik ise 40 mg/L
derigiminde ifade olmustur. FAD2-9 geni en yiiksek ifade diizeyi 320 mg/L derisiminde, en
diisiik ifade edildigi derisim ise 40 mg/L’dir (Cizelge 5.5). Ayrica kotiledon dokularina
farkli derisimlerde uygulanan ¢inko stresi sonucunda elde edilen FAD2 genlerine ait ifade
diizeylerindeki degisimin 6nemli oldugu (p<0,05) sonucuna ulasilarak bu durumun teyit

edilmesi Dunnett’s T3 testi ile tayin edilmistir (Cizelge 5.8).

Cizelge 5.8. Cinko stres faktoriine maruz kalan BALCI ¢esidine ait kotiledon
numunelerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-9 Ns Ns faleied * Ns
FAD2-4 Ns Ns * * *
FAD2-2 Ns Ns * Ns *

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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BALCI (KOTILEDON)
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Sekil 5.6. Cinko stresine maruz birakilan BALCI ¢esidinin kotiledon numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

5.4.1.2. BDYAS-04 cesidi

Farkli derisimlerde uygulamasi yapilan Cinko (Zn) stresi BDYAS-04 ¢esidinin kotiledon,
kok ve yaprak dokularindan alinan numunelerinde FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9)

genlerine ait mRNA ifadeleri housekeeping gen olarak kabul edilen aktin (ACT) geni ve

222CT yontemine gore normalizasyonu yapilmustir.

kontrol sartlar1 saglamasi yapilarak
Normalizasyon sonucunda elde edilen gen ifade verilerinin aritmetik ortalamalari, standart

hatalar1 ve standart sapma hesaplamalar1 yapilmistir (Cizelge 5.9).
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Cizelge 5.9. Cinko stresi uygulamasi yapilan BDYAS-04 c¢esidinin farkli dokularindan aliman numune Orneklerine ait normalizasyonu
saglanmig FAD2 genlerinin ekspresyon verilerinin aritmetik ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata
mg/L FAD2-9 | FAD2-4 | FAD2-2 | FAD2-9 | FAD2-4 | FAD2-2 | FAD2-9 | FAD2-4 | FAD2-2

K 1 1 1 - - - - - -
<¥( 40 2,34525 | 10,57869 | 8,36358 | 0,02901 | 0,14403 | 2,41283 | 0,01675 | 0,08315 | 1,39305
o 80 16,90875 | 0,09951 | 19,76175 | 1,17601 | 0,00839 | 3,97611 | 0,67897 | 0,00484 | 2,29561
§ 160 19,57034 | 3,70890 | 51,90747 | 1,00577 | 0,52500 | 4,00676 | 0,58068 | 0,30311 | 2,31331
320 3,17302 | 28,48861 | 6,06166 | 0,06306 | 1,04826 | 1,15839 | 0,03641 | 0,60522 | 0,66880
640 1,78334 | 0,08169 | 1,15709 | 0,06194 | 0,00691 | 0,24711 | 0,03576 | 0,00399 | 0,14267

K 1 1 1 - - - - - -
40 2,99959 | 4,07525 | 3,50335 [ 0,99109 ([ 0,97416 | 0,04180 | 0,57221 0,56243 0,02413
X 80 11,91743 [14,79701|11,61962| 4,40722 | 4,46640 | 4,77775 | 2,54451 2,57868 2,75844
a 160 2,23815 | 5,71178 | 0,16255 | 0,59536 | 0,32652 | 0,00608 | 0,34373 0,18851 0,00351
320 15,50392 | 5,72879 | 1,99136 | 6,43655 | 0,88494 | 0,21455 | 3,71614 0,51092 0,12387
640 2,62589 | 6,59779 | 2,01099 | 1,12944 | 1,15543 | 0,08719 | 0,65208 0,66709 0,05034

K 1 1 1 - - - - - -
% 40 0,45782 | 0,19295 | 0,27462 | 0,10842 | 0,03814 | 0,11265 | 0,06260 0,02202 0,06504
a 80 7,45974 | 7,32099 | 6,25381 | 1,03093 | 1,13264 | 1,19429 | 0,59521 0,65393 0,68952
E 160 2,75794 | 551548 | 592808 | 0,70136 | 0,98448 | 0,71136 | 0,40493 0,56839 0,41070
a 320 13,47890 | 7,78718 |16,97316| 0,93724 | 1,16514 | 1,95277 | 0,54111 0,67269 1,12743
640 2,02799 | 0,71780 | 1,38378 | 0,27453 | 0,04656 | 0,30753 | 0,15850 0,02688 0,17755
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Normalizasyonu saglanan edilen gen ifade verilerinin ortalamalar1 alinarak elde edilen
veriler dogrultusunda her bir aspir ¢esidinin kok, yaprak ve kotiledon gibi farkll
dokularinda meydana gelen FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerinin derisimlerine

bagl ifade seviyelerindeki degisimlerin grafikler tizerinde gosterimi saglanmustir.

Cinko stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidinin yaprak numunelerindeki derisimlere
bagli FAD2 genlerinin ekspresyon diizeyindeki degisim sonuglar1 Sekil 5.7’de verilmistir.
Kontrol grubuna gore, FAD2-2 gen ifade diizeyi 160 mg/L derisim seviyesinde yaklagik 18
kat artis gosterdigi goriilmiistir. En disik ifade seviyesi ise 640 mg/L derisiminde
meydana gelmistir. FAD2-4 genindeki ifade seviyesi ise en yiiksek 320 mg/L derisiminde
ve en disiik 80 mg/L’de ifade olmustur. FAD2-9 geninin ise en yiiksek derisimi 160
mg/L’de gozlemlenitken ve en diisiik ifade edildigi derisim seviyesi 640 mg/L’de
gozlenmistir (Cizelge 5.9). Ayrica yaprak numunelerine uygulanan farkli derisimlerdeki
c¢inko stresi sonucu elde edilen FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin 6nemli
(p<0,05) oldugu saptanarak degisim durumu Dunnett’s T3 testi ile tayin edilmistir (Cizelge
5.10).

Cizelge 5.10. Cinko stres faktorine maruz kalan BDYAS-4 ¢esidine ait yaprak
numunelerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L

FAD2-9 *kk *% *%* *Kk* *%
FAD2-4 *x *hk * *x **x
FAD2-2 Ns Ns *x * Ns

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 5.7. Cinko stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidinin yaprak numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Cinko stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidinin kok dokularindan alinan numunelerde
derigsimlere bagli FAD2 genlerinin ifade diizeyindeki degisim sonuglart Sekil 5.8’de
verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 gen ekspresyon seviyesi 320 mg/L
derisiminde yaklasik 15 kat artisa neden oldugu goriilmistiir. En diisiik ifade seviyesi ise
160 mg/L derisiminde gozlenerek yaklagik 2 kat artis seklinde olmustur. FAD2-4 gen
ifadesi ise en yiiksek artisi 80 mg/L derisiminde gosterirken, en diisiik artis1 40 mg/L
derisimde gostermistir. FAD2-9 geninin ise en yiiksek derisimi 80 mg/L’de olurken, en
diigiik ifade edildigi derisim seviyesi ise 160 mg/L’de gozlenmistir (Cizelge 5.9). Ayrica
kok dokulara uygulanan farkli derisimlerdeki ¢inko stresi sonucunda kok orneklerindeki
numunelerden elde edilen FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin 6nemli
(p<0,05) oldugu saptanarak bu degisim durumu tespiti Dunnett’s T3 testi ile tayin
edilmistir (Cizelge 5.11).

Cizelge 5.11. Cinko stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidine ait kok numunelerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-9 * Ns * Ns Ns
FAD2-4 Ns Ns *x Ns Ns
FAD2-2 fale Ns falaied Ns *k

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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Sekil 5.8. Cinko stresine maruz birakilan BDYAS-4 c¢esidinin kok numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Cinko stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidinin kotiledon numunelerindeki derisime
bagli FAD2 genlerinin ifade diizeylerindeki degisim miktarlart Sekil 5.9°da gosterilmistir.
Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 gen ifade seviye miktari 320 mg/L derisiminde artis ile
en yiiksek oldugu gorilmektedir. En diisik ifade seviyesinin ise 40 mg/L derisimde
meydana geldigi goriilmektedir. FAD2-4 geni ise en yiiksek ifade seviyesini 320 mg/L
derisiminde gosterirken, en diisiik ifade seviyesi artistni ise 40 mg/L derisimde
gostermistir. FAD2-2 geni ifade diizeyi en yiiksek 320 mg/L’de gbzlenmis olup en diisiik
ifade edildigi seviye derisimi ise 40 mg/L’de olmustur (Cizelge 5.9). Ayrica ¢inko stresine
maruz kalan kotiledon numune 6rneklerinden elde edilen sonuglar, FAD2 genlerine ait
ifade seviyelerindeki degisiminin 6nemli (p<0,05) oldugunu gostererek bu durumun teyit
edilmesi Dunnett’s T3 (FAD2-4) ve Tukey HSD (FAD2-9 ve FAD2-2) testi ile olmustur
(Cizelge 5.12).
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Cizelge 5.12. Cinko stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidine ait kotiledon numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-9 Ns falaled *x falaled Ns
FAD2-4 * * Ns * Ns
FAD2-2 Ns falaled falaled falaled Ns

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

BDYAS-4 (KOTILEDON)

t FAD2-2 wmFAD2-4w F4D2-9

mRNA Ifade Dlzeyleri

Sekil 5.9. Cinko stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidinin kotiledon numunelerindeki
derigimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

5.4.1.3. LINAS cesidi

Aspir Dbitkisinin LINAS ¢esidinin kok, kotiledon ve yaprak gibi dokularina farkli
derisimlerde maruz birakilan ¢inko stresinin FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerine
ait mRNA ifade seviyeleri housekeeping gen olarak tanimlanan aktin (ACT) geni ve

kontrol sartlari saglanarak 2"

metoduna goére normalizasyonu saglanmistir.
Normalizasyon asamasi sonucunda elde edilmis olan gen ifade verilerinin aritmetik

ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma hesaplamalar1 yapilmistir (Cizelge 5.13).
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Cizelge 5.13. Cinko stresi uygulamasi yapilan LINAS ¢esidinin farkli dokularmdan alman numune &rneklerine ait normalizasyonu saglanmis
FAD?2 genlerinin ekspresyon verilerinin aritmetik ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

mg/L FAD2-9 | FAD2-4 | FAD2-2 | FAD2-9 | FAD2-4 | FAD2-2 | FAD2-9 | FAD2-4 | FAD2-2

K 1 1 1 - - - - - -
<¥( 40 5,76622 | 6,64928 | 5,31662 | 0,37102 | 0,75733 | 0,81996 | 0,21421 | 0,43724 | 0,47341
o 80 1,13099 | 1,50242 | 1,39000 | 0,41967 | 0,64946 | 0,61242 | 0,24229 | 0,37497 | 0,35358
§ 160 2,07456 | 3,89567 | 3,36465 | 0,15074 | 0,44184 | 1,21042 | 0,08703 | 0,25509 | 0,69883
320 0,39600 | 0,42469 | 0,29739 | 0,09999 | 0,11505 | 0,04747 | 0,05773 | 0,06642 | 0,02740
640 0,30226 | 0,55724 | 0,12409 | 0,03899 | 0,12353 | 0,02644 | 0,02251 | 0,07132 | 0,01527

K 1 1 1 - - - - - -
40 3,27675 | 1,80172 | 0,71405 | 0,74549 | 0,55144 | 0,12777 | 0,43041 | 0,31837 | 0,07377
X 80 0,44194 | 4,33279 | 3,07530 | 0,27813 | 3,97908 | 1,20132 | 0,16058 | 2,29732 | 0,69358
a 160 13,95820 | 6,91271 | 12,78682 | 3,32497 | 2,05250 | 1,15614 | 1,91967 | 1,18501 | 0,66750
320 1,68565 | 4,33180 | 3,32285 | 0,63024 | 1,47885 | 0,37949 | 0,36387 | 0,85381 | 0,21910
640 0,15987 | 0,35237 | 0,47635 | 0,06841 | 0,23377 | 0,09386 | 0,03950 | 0,13497 | 0,05419

K 1 1 1 - - - - - -
% 40 8,82051 | 5,89735 | 6,43834 | 1,80686 | 1,70272 | 3,14313 | 1,04319 | 0,98307 | 1,81469
a 80 30,31338 | 25,78899 | 16,59415 | 7,57827 | 4,12072 | 4,73708 | 4,37532 | 2,37910 | 2,73495
E 160 11,91950 | 38,40436 | 32,62143 | 1,59815 | 5,32455 | 13,61705 | 0,92269 | 3,07413 | 7,86181
a 320 11,93516 | 27,81580 | 34,90081 | 2,29477 | 3,09310 | 10,16685 | 1,32488 | 1,78580 | 5,86983
640 3,39385 | 21,71542 | 7,90074 | 0,32488 | 1,39506 | 2,49704 | 0,18757 | 0,80544 | 1,44167
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Normalizasyonu saglanan gen ifade verilerinin aritmetik ortalamasi alinarak elde edilen
sonuglar dogrultusunda aspir cesitlerinin kok, yaprak ve kotiledon gibi farkli dokularinda
meydana gelen FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerinin derisimlerine bagli olarak

ifade seviyeleri lizerindeki degisimlerin sonuglar1 grafiklerle gosterimi yapilmistir.

Cinko stresine maruz birakilan LINAS cesidinin yaprak numunelerindeki derisime bagli
olarak FAD2 genlerinin ifade diizeylerindeki degisim miktarlar1 Sekil 5.10°da verilmistir.
Kontrol grubuna gore FAD2-2 gen ifade seviyeleri 40 mg/L’de en yiiksek seviyede
olmustur. En diistik seviyedeki derisim ise 640 mg/L’de oldugu goriilmektedir. FAD2-4
geninde ise en yiiksek 40 mg/L derisiminde olurken en diisiik ifade seviyesi ise 320 mg/L
derisiminde olmustur. FAD2-9 geninin ise en yiiksek ifade seviyesi 40 mg/L’de olurken en
disiik ifade edildigi derisim 640 mg/L’de olmustur (Cizelge 5.13). Ayrica farkli
derisimlerde ¢inko stresine maruz birakilan yaprak numunelerinden elde edilen sonuglar
FAD?2 genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin 6nemli oldugunu (p<0,05) bu durumun
tespit edilmesinde Dunnett’s T3 testi ile tayin olmustur (Cizelge 5.14).

Cizelge 5.14. Cinko stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait yaprak numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L

FAD2_9 **k* NS ** ** *
FAD2-4 * Ns * * .
FAD2-2 o Ns Ns Ns *

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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LINAS (YAPRAK)
FAD2-2 wFAD2 4w FAD2-9

mRNA ifade Dizeyleri

Sekil 5.10. Cinko stresine maruz birakilan LINAS ¢esidinin yaprak numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Cinko stresine maruz birakilan LINAS ¢esidinin kdk numunelerine uygulanan derisimlere
bagli olarak FAD2 genlerinin ifade diizeylerindeki meydana gelen degisimler Sekil 5.11°de
gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ifade seviyesi 160 mg/ L’deki
derisimde en yiiksek seviyeye ulastigi, 640 mg/L’deki derisiminde ise en diisiik seviyede
ifade edildigi goriilmiistiir. FAD2-4 geninin en yiiksek ifade seviyesi 160 mg/L derisiminde
olurken ve en diisiik ifade seviyesi 640 mg/L’deki derisiminde goriilmiistiir. FAD2-9
geninin ise en yiiksek ifade seviyesi 160 mg/L’deki derisiminde meydana gelirken en
diigiik ifade seviyesi 640 mg/L’deki derisimde olmustur (Cizelge 5.13). Ayrica kok
numunelerine uygulanan farkli derisimlerdeki cinko stres uygulamalarindan elde edilen
veriler FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin onemli miktarda (p<0,05)
oldugu goriilerek bu durumun teyit edilmesi i¢in Dunnett’s T3 testi kullanilmistir (Cizelge

5.15).

Cizelge 5.15. Cinko stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait kok numune drneklerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-9 Ns Ns Ns Ns Ns
FAD2-4 Ns Ns Ns ** Ns

FAD2-2 Ns Ns Ns * Ns
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LINAS (KOK)

| FAD2-2 wmFAD2- 4w FAD2-9

mRNA Ifade Dlzeyleri

Sekil 5.11. Cinko stresine maruz birakilan LINAS cesidinin kék numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Cinko stresine maruz birakilan LINAS c¢esidinin kotiledon numunelerine uygulanan
derigimlere bagli olarak FAD2 genlerinin ifade diizeylerinde meydana gelen degisimler
Sekil 5.12°de gosterilmistir. Kontrol grubuna gére FAD2-2 geninin ifade seviyesi 80
mg/L’deki derisiminde arttigi gozlemlenmistir. En diisiik ifade oldugu derisim seviyesi ise
640 mg/L ‘dir. FAD2-4 geninin gostermis oldugu en yiiksek derisim miktar1 160 mg/L
olmakla birlikte en diisiikk gen ifadesi derisim miktar1 40 mg/L’dir. FAD2-9 geninin ise
ifade seviyesi en yiiksek 320 mg/L’de olurken en diisiik ifade seviyesi 40 mg/L’de oldugu
gortiilmistir (Cizelge 5.13). Ayrica g¢inko stresinin farkli derisimlerine maruz kalan
kotiledon dokularindan elde edilmis olan veriler FAD2 genlerinde meydana gelen ifade
seviyelerindeki degisimin 6nemli miktarda (p<0,05) oldugu goriilerek bu durum teyit

edilmesi i¢in Dunnett’s T3 testi kullanilmistir (Cizelge 5.16).

Cizelge 5.16. Cinko stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait kotiledon numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-9 Ns Ns faleied Ns Ns
FAD2-4 Ns Ns * * *
FAD2-2 Ns *x * Ns *

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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LINAS (KOTILEDON)

' FAD2-2 mFAD2- 4w F4AD2-9

mRNA Ifade Diizeyleri

Sekil 5.12. Cinko stresine maruz birakilan LINAS cesidinin kotiledon numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

5.4.1.4. ASOL c¢esidi

Aspir bitkisinin ASOL c¢esidinin kok, yaprak ve kotiledon dokularna uygulanan farkl
derisimlerdeki Cinko (Zn) stresinin FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerine ait
MRNA ifadeleri housekeeping gen olarak tanimlanan aktin (ACT) geni ve bu genin kontrol
sartlar1 saglanarak 2T yontemine gdre normalizasyonu yapilmustir. Normalizasyon
sonucunda elde edilen verilerin gen ifade seviyelerinin aritmetik ortalamalari, standart

hatalar1 ve  standart sapma  hesaplamalart  yapilmistir ~ (Cizelge  5.17).
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Cizelge 5.17. Cinko stresi uygulamasi yapilan ASOL ¢esidinin farkli dokularindan alinan numune 6rneklerine ait normalizasyonu saglanmis
FAD?2 genlerinin ekspresyon verilerinin aritmetik ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

mg/L FAD2-9 | FAD2-4 | FAD2-2 | FAD2-9 | FAD2-4 | FAD2-2 | FAD2-9 | FAD2-4 | FAD2-2

K 1 1 1 - - - - - -
<¥( 40 2,07804 | 2,72871 | 2,55723 | 0,53723 | 0,11637 | 0,08920 | 0,31017 | 0,06719 | 0,05150
o 80 0,71993 | 0,24223 | 0,71559 | 0,14406 | 0,01588 | 0,13455 | 0,08318 | 0,00917 | 0,07768
§ 160 2,33683 | 2,74464 | 4,62648 | 051870 | 0,35774 | 0,99145 | 0,29947 | 0,20654 | 0,57242
320 17,08100 | 20,05714 | 1,22077 | 4,34890 | 1,85730 | 0,21663 | 2,51084 | 1,07231 | 0,12507
640 0,21921 | 0,12651 | 0,03051 | 0,01456 | 0,00483 | 0,00815 | 0,00841 | 0,00279 | 0,00470

K 1 1 1 - - - - - -
40 0,80054 | 1,03480 | 0,56620 | 0,00736 | 0,03883 | 0,00636 | 0,00425 | 0,02242 | 0,00367
X 80 0,01353 | 0,00562 | 0,00401 | 0,00135 | 0,00012 | 0,00027 | 0,00078 | 0,00007 | 0,00015
a 160 0,09307 | 0,19513 | 0,02395 | 0,01126 | 0,00349 | 0,00406 | 0,00650 | 0,00201 | 0,00235
320 2,59217 | 3,72868 | 2,98993 | 0,27204 | 1,31622 | 1,08154 | 0,15706 | 0,75992 | 0,62443
640 0,00421 | 0,00111 | 0,00177 | 0,00025 | 0,00006 | 0,00021 | 0,00014 | 0,00003 | 0,00012

K 1 1 1 - - - - - -
% 40 1,77794 | 1,84659 | 0,75816 | 0,07636 | 0,19446 | 0,03845 | 0,04408 | 0,11227 | 0,02220
a 80 0,17340 | 0,25903 | 0,22601 | 0,07587 | 0,02567 | 0,10735 | 0,04380 | 0,01482 | 0,06198
E 160 13,77206 | 22,63226 | 19,79717 | 0,97197 | 1,56641 | 1,12935 | 0,56116 | 0,90437 | 0,65203
a 320 21,82925 | 580763 | 4,16674 | 0,71812 | 0,29955 | 0,14459 | 0,41461 | 0,17295 | 0,08348
640 2,64228 | 2,23828 | 0,29650 | 0,17555 | 0,16934 | 0,03852 | 0,10136 | 0,09777 | 0,02224
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Normalizasyonu sonucunda elde edilen verilere gore gen ifade seviyelerinin aritmetik
ortalamalar1 alinarak bu sonuclar dogrultusunda aspir ¢esidinin kok, yaprak ve kotiledon
gibi farkli dokularindan alinan numunelerde meydana gelen FAD2 (FAD2-2, FAD2-4,
FAD2-9) genlerinin derisimlerine bagli olarak ifade seviyelerindeki degisim miktarlar

grafikler kullanilarak gosterilmistir.

Cinko stresine maruz kalan ASOL g¢esidinin yaprak dokularindan alinan derisimlere bagl
olarak FAD2 genlerinin ifade diizeylerinde meydana gelen degisimler miktarlar1 Sekil
5.13’de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyon seviyesindeki
degisim miktar1 320 mg/L’deki derisimle yaklagik 18 kat artis saglayarak en yiiksek
seviyeye ulastigi goriilmistiir. Meydana gelen en diisiik ifade seviyesi ise 640 mg/L
derisiminde meydana geldigi goriilmektedir. FAD2-4 geninin ise en yiiksek ifade seviyesi
320 mg/L’deki derisimde gosterirken, en diistik ifade seviyesini 80 mg/L’deki derisimde
gostermistir. FAD2-9 geninin ifade seviyesi en yiiksek 160 mg/L’de olurken, en diisiik
ifade edildigi seviye derisimi ise 80 mg/L’de meydana gelmistir (Cizelge 5.17). Ayrica
¢inko stresinin farkli derisimleri uygulanan yaprak dokusu numunelerinden elde edilmis
olan veriler FAD2 genlerinin ifade seviyelerinde meydana gelen degisimin 6nemli
(p<0,05) oldugu bulunmus ve bu durum Dunnett’s T3 (FAD2-4 ve FAD2-2) ve Tukey
HSD (FAD2-9) testi ile dogrulugu teyit edilmistir (Cizelge 5.18).

Cizelge 5.18. Cinko stresine maruz birakilan ASOL c¢esidine ait yaprak numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L

FAD2-9 *Kk* Ns *Kkk *xk *%
FAD2-4 *Kk* *% * *%* *%
FAD2-2 ** Ns Ns Ns *

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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ASOL (YAPRAK)
| FAD2-2 mFAD2 4dn FAD2- 9

mRMNA lfade Dizeyleri

Sekil 5.13. Cinko stresine maruz birakilan ASOL ¢esidinin yaprak numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Cinko stresine maruz birakilan ASOL ¢esidinin kok numunelerine uygulanan derisimlere
bagli olarak FAD2 genlerinin ifade diizeylerinde meydana gelen derisim miktarlar1 Sekil
5.14’te gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyon diizeyi 320
mg/L derisimde en yiiksek oldugu goriilmektedir. En diisiik ifade edildigi 160 mg/L
derisiminde artis gozlenmektedir. FAD2-4 geni ise en yiiksek 320 mg/L derisimde ifade
gosterirken, en diisiik 160 mg/L derisimde ifade olmustur. FAD2-9 geninin ise en yiiksek
ifade seviyesi 320 mg/L’deki derisime meydana gelirken en diisiik ifade edildigi derigim
miktar1 ise 40 mg/L’dedir (Cizelge 5.17). Ayrica kok numunesine uygulanan farkli
derisimlerdeki ¢inko stresinin farkli FAD2 genlerinde ifade diizeylerinde degisimlerinde
onemli (p<0,05) etkiye sahip oldugu bulunarak bu durumun dogrulugu ig¢in Dunnett’s T3

testi kullanilmistir (Cizelge 5.19).
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Cizelge 5.19. Cinko stresine maruz birakilan ASOL ¢esidine ait kok numune 6rneklerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L
FAD2-9 ok ok ok * ok
FAD2-4 Ns Horx Hrx Ns ok
FAD2-2 ok Hoxx Hoxk Ns ok

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

ASOL (KOK)

| FAD2-2 mFAD2 4w FAD2-9

mRNA Ifade Dlzeyleri

ontrol A0 g1 20 mg/fl 160 mg/L 320 mg/L B30 me/SfL

Sekil 5.14. Cinko stresine maruz birakilan ASOL ¢esidinin kok numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Cinko stresine maruz birakilan ASOL ¢esidinin kotiledon dokularina uygulanan
derisimlere bagli olarak FAD2 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisim miktarlart
Sekil 5.15’de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyon
seviyeleri 320 mg/L’de artis gostermistir. En diisiik ifade seviyesi ise 40 mg/L derisiminde
goriilmektedir. FAD2-4 geni ise en yiiksek ifadeyi 160 mg/L derisimde gosterirken en
diistik ifade seviyesini 40 mg/L ve 640 mg/L derisimde gostermistir. FAD2-9 geni en
yilksek 160 mg/L derisiminde gostererek, en diisiik ifade seviyesini 40 mg/L’de
gostermistir. (Cizelge 5.17). Ayrica kotiledon numunesine uygulanan farkli derisimlerdeki

¢inko stresinin farkli FAD2 genlerinde ifade diizeylerinde degisimlerinde 6nemli (p<0,05)
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etkiye sahip oldugu bulunarak bu durumun dogrulugu i¢in Dunnett’s T3 testi kullanilmigtir
(Cizelge 5.20).

Cizelge 5.20. Cinko stresine maruz birakilan ASOL c¢esidine ait kotiledon numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 mg/L 80 mg/L 160 mg/L 320 mg/L 640 mg/L

FAD2_9 ** ** ** ** **
FAD2-4 Ns * xx xx *
FAD2_2 ** * ** ** **k*

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

ASOL (KOTILEDON)

t FAD2-2 mFAD2- 4w FAD2-9

mRNA Ifade Dlzeyleri

Sekil 5.15. Cinko stresine maruz birakilan ASOL c¢esidinin kotiledon numunelerindeki
derigimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

5.5.2. Bor uygulamasi yapilan érneklerin normalizasyonu ve analizi

5.4.2.1 BDYAS-04 cesidi

Farkli derisimlerde Bor (B) stresi uygulamasi yapilan aspir bitkisinin BDYAS-04 ¢esidinin
kok, yaprak ve kotiledon doku orneklerinin FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerine

ait mRNA ekspresyonlar1 housekeeping gen olarak tanimlanan aktin (ACT) geni ve bu

-AACT
2

genin kontrol sartlar1 saglanarak yontemine gore normalizasyonu yapilmistir.
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Normalizasyon asamasi sonucunda elde edilen gen ifadelerinin aritmetik ortalamalari,

standart hatalar1 ve standart sapma sonuglari hesaplanmistir (Cizelge 5.21).
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Cizelge 5.21. Bor stresi uygulamasi yapilan BDYAS-04 cesidinin farkli dokularindan alinan numune 6rneklerine ait normalizasyonu
saglanmig FAD2 genlerinin ekspresyon verilerinin aritmetik ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

uM FAD2-9 FAD2-4 FAD2-2 FAD2-9 FAD2-4 FAD2-2 FAD2-9 | FAD2-4 FAD2-2

K 1 1 1 - - - - - -
<¥( 40 0,05922 0,01776 3,44860 0,00641 0,00264 0,60798 0,00370 0,00152 0,35102
o 80 1,15899 0,34140 4,69802 0,16282 0,08823 1,05221 0,09400 0,05094 0,60749
§ 160 3,94107 1,98152 0,41915 0,46491 0,25692 0,11314 0,26842 0,14833 0,06532
320 0,05169 0,03562 0,50805 0,00165 0,00297 0,13908 0,00095 0,00172 0,08030
640 0,20602 0,90926 0,70442 0,02916 0,02739 0,18699 0,01684 0,01581 0,10796

K 1 1 1 - - - - - -
40 0,26578 0,69412 0,12194 0,03492 0,26990 0,02906 0,02016 0,15583 0,01678
X 80 0,06304 0,32170 0,50149 0,01676 0,01936 0,09590 0,00968 0,01118 0,05537
a 160 1,06525 0,80694 2,55612 0,51007 0,26483 0,62659 0,29449 0,15290 0,36176
320 0,32814 1,56911 0,02966 0,22424 0,58741 0,01384 0,12947 0,33914 0,00799
640 0,55033 1,56057 2,57069 0,07128 0,45185 0,66367 0,04115 0,26088 0,38317

K 1 1 1 - - - - - -
% 40 3,27540 3,14683 2,68838 0,79194 0,18088 0,38939 0,45722 0,10443 0,22482
5 80 2,15452 4,28460 4,55956 0,77066 1,22941 0,79458 0,44494 0,70980 0,45875
E 160 4,88732 2,79960 6,11191 0,58131 0,20280 0,21916 0,33562 0,11709 0,12653
g 320 5,53135 1,96931 3,77943 0,43000 0,18402 0,74524 0,24826 0,10624 0,43026
640 1,83898 0,76723 1,13290 0,44195 0,04145 0,52609 0,25516 0,02393 0,30374
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Normalizasyonu saglanan gen ifadesi verilerinin aritmetik ortalamasi alinarak elde edilen
sonuglar dogrultusunda her bir aspir cesidinin kok, kotiledon ve yaprak gibi farkli
dokularindaki FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerinin derisimlerine bagh ifade

seviyelerindeki degisim sonuglar1 grafikler iizerinde belirtilmistir.

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan BDYAS-4 ¢esidindeki yaprak dokusundan
alinan numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler
Sekil 5.16’da gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyon seviyesi
320 mg/L’deki derisimde yaklasik 4 kat artig gostererek en yiiksek sekilde ifade oldugu
gozlenmistir. En disiik ifade seviyesindeki degisim ise 80 mg/L derisiminde meydana
gelmistir. FAD2-4 geninin ise en yiiksek ifadesi 320 mg/L derisiminde olurken, en diisiik
ifade seviyesi 160 mg/L derisimde olmustur. FAD2-9 geninin en yiiksek ifadesi 160 mg/L
derisiminde olurken en diisiik ifade edildigi derisim ise 320 mg/L’de olmustur (Cizelge
5.21). Ayrica farkli derisimlerde bor stresine maruz birakilan yaprak numunelerinden elde
edilen sonuglar FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin 6nemli oldugunu
(p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de Dunnett’s T3 testi ile Tukey HSD (FAD2-4) testi
ile dogrulugu kabul edilmistir (Cizelge 5.22).

Cizelge 5.22. Bor stresine maruz birakilan BDYAS-4 c¢esidine ait yaprak numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 pM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2-9 o ok Ns * ok
FAD2_4 NS * k% * k% * k% *k*k
FAD2-2 Ns Ns * Ns Ns

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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BDYAS-4 (YAPRAK)
' FAD2-2 wFAD2-4» FAD2-9

mRNA Ifade Dlzeyleri

ThS | 80 uM 160 n M 320 uM ' n\l

Sekil 5.16. Bor stresine maruz birakilan BDYAS-4 cesidinin yaprak numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan BDYAS-4 ¢esidinin kok numune 6rneklerine
bagli FAD2 genlerinin ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisimler Sekil 5.17°de
gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyonu 40 mg/L ve 320 mg/L
derisimde yaklasik 2,5 kat artis gostererek en yiiksek sekilde ifade olurken, en diisiik ise
160 mg/L derisimde ifade oldugu goriilmiistiir. FAD2-4 geninin ifade seviyesi en yiiksek
640 mg/L derisiminde olurken en diisiik 160 mg/L derisiminde olmustur. FAD2-9 geninin
ise en yiiksek ifade oldugu derisim 40 mg/L ve 320 mg/L’de olurken ve en disiik ifade
seviyesi ise 80 mg/L derisiminde olmustur (Cizelge 5.21). Ayrica farkli derigsimlerde bor
stresine maruz birakilan kok numunelerinden elde edilen sonuglar FAD2 genlerine ait ifade
seviyelerindeki degisimin 6nemli oldugunu (p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de
Dunnett’s T3 testi ile Tukey HSD (FAD2-4) testi ile dogrulugu kabul (Cizelge 5.23).

Cizelge 5.23. Bor stresine maruz birakilan BDY AS-4 cesidine ait kok numune 6rneklerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi
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BDYAS-4 (KOK)

1 FAD2-2 mFAD2- 4w F4AD2-9

640 uM

**

Ns

**

mRNA Ifade Dlzeyleri

10 uMl 80 uMl 160 Ml 320 M 640 nM

Sekil 5.17. Bor stresine maruz birakilan BDYAS-4 c¢esidinin kok numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan BDYAS-4 ¢esidinin kotiledon numune
orneklerine bagli FAD2 genlerinin ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisimler Sekil
5.18’de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 gen ekspresyon seviyesinde 640
mg/L derisiminde yaklasik 6 kat artis gostererek ifade olmustur. En disiik ifade seviyesi
ise 40 mg/L derisiminde 2 kat artis gozlenerek ifade olmustur. FAD2-4 geni ise en yiiksek
160 mg/L derisim seviyesinde ifade olurken en diisiik ifade derisimi 40 mg/L’de olmustur.
FAD2-9 geninin ise en yiiksek ifade derisimi 320 mg/L derisiminde olurken, en diisiik
ifade edildigi derisim ise 40 mg/L’dir (Cizelge 5.21). Ayrica farkli derisimlerde bor
stresine maruz birakilan kotiledon numunelerinden elde edilen sonuglar FAD2 genlerine ait
ifade seviyelerindeki degisimin 6nemli oldugunu (p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de
Dunnett’s T3 testi ile Tukey HSD (FAD2-4) testi ile dogrulugu kabul edilmistir (Cizelge
5.24).

Cizelge 5.24. Bor stresine maruz birakilan BDYAS-4 ¢esidine ait kotiledon numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 pM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2-9 Ns o Ns o ok
FAD2-4 Ns o Ns * *
FAD2_2 Ns ** *k* *k*x **k*

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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BDYAS-4 (KOTILEDON)

w F4AD2-2 wF4D2 4w F4AD2-9

mRNA Ifade Dizeyleri

yntrod 40 M 80 uM 160 M 320 nM 640 nMl

Sekil 5.18. Bor stresine maruz birakilan BDYAS-4 c¢esidinin kotiledon numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

5.4.2.2. BALCI cesidi

Farkli derisimlerde Bor (B) stresi uygulamasi yapilan aspir bitkisinin BALCI ¢esidinin
kok, yaprak ve kotiledon doku 6rneklerinin FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerine

ait mRNA ekspresyonlar1 housekeeping gen olarak tanimlanan aktin (ACT) geni ve bu

22%CT yontemine gore normalizasyonu yapilmustir.

genin kontrol sartlar1 saglanarak
Normalizasyon asamasi sonucunda elde edilen gen ifadelerinin aritmetik ortalamalari,

standart hatalar1 ve standart sapma sonuglart hesaplanmistir (Cizelge 5.25).
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Cizelge 5.25. Bor stresi uygulamasi yapilan BALCI ¢esidinin farkli dokularindan alinan numune 6rneklerine ait normalizasyonu saglanmig
FAD?2 genlerinin ekspresyon verilerinin aritmetik ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

uM FAD2-9 FAD2-4 FAD2-2 FAD2-9 FAD2-4 FAD2-2 FAD2-9 | FAD2-4 FAD2-2

K 1 1 1 - - - - - -
<¥( 40 9,52709 3,25869 9,78642 1,22671 0,61054 3,12453 0,70824 0,35249 1,80395
o 80 7,25209 8,64408 14,34087 1,13818 1,72735 2,08053 0,65713 0,99729 1,20119
§ 160 14,36040 4,26039 0,26121 2,11419 0,15802 0,05815 1,22063 0,09123 0,03357
320 18,31624 | 10,45389 2,46048 4,52803 1,53114 0,37356 2,61426 0,88400 0,21568
640 15,64965 | 10,22171 2,39775 5,05895 1,68295 0,42246 2,92079 0,97165 0,24391

K 1 1 1 - - - - - -
40 10,21834 4,23551 17,75621 1,44590 0,24112 1,75852 0,83479 0,13921 1,01528
X 80 9,19766 19,27982 | 16,32068 1,28658 1,33311 0,93925 0,74281 0,76967 0,54228
a 160 16,41403 | 22,97337 3,08384 1,51342 5,65527 0,96597 0,87377 3,26507 0,55771
320 24,00828 6,27329 3,86109 4,94038 0,92114 0,46993 2,85233 0,53182 0,27131
640 13,63664 | 17,65678 | 18,59443 1,25539 2,12837 1,51181 0,72480 1,22882 0,87285

K 1 1 1 - - - - - -
% 40 17,76059 | 26,60507 | 68,94573 7,51593 2,07409 1,96295 4,33933 1,19748 1,13331
5 80 37,97217 | 62,40647 2,52341 0,78094 1,53874 0,68661 0,45087 0,88839 0,39641
E 160 4555923 | 12,12712 2,24263 2,06927 0,87661 0,89004 1,19469 0,50611 0,51386
g 320 25,49977 | 21,60077 9,80563 1,39320 1,37903 5,03193 0,80436 0,79619 2,90519
640 25,25063 | 52,05280 1,07139 3,66284 4,82043 0,33793 2,11474 2,78308 0,19511
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Normalizasyonu saglanan gen ifadesi verilerinin aritmetik ortalamasi alinarak elde edilen
sonuglar dogrultusunda her bir aspir cesidinin kok, kotiledon ve yaprak gibi farkl
dokularindaki FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerinin derisimlerine bagh ifade

seviyelerindeki degisim sonuglari grafikler iizerinde belirtilmistir.

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan BALCI c¢esidindeki yaprak dokusundan
alinan numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler
Sekil 5.19°da verilmistir. FAD2-2 genin ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 40
mg/L derisime yaklasik 15 kat miktarinda ani sekilde meydana gelen bir artig saptanmustir.
Bu artis miktar1 160 mg/L derisimine kadar azalma gosterirken, 320 mg/L derisiminde
tekrar bir artis s6z konusu olmustur. 640 mg/L derisiminde yaklasik olarak 18 kat artis
gostererek en optimum diizeye ulasmistir. FAD2-4 geninin ekspresyon seviyesi 40 mg/L
derisimde yaklasik olarak 10 kat miktarinda ani bir artis saptanirken bu deger sonrasinda
320 mg/L derisimine ulasincaya kadar artis ve azalig egilimleri gbézlenmistir. 640 mg/L
derisiminde ise optimum duruma gelmistir. FAD2-9 geninin ekspresyon seviyesi 160 mg/L
derisimine kadar artis gdzlemlenirken, 320 mg/L derisiminde ani bir diislis gostererek
kontrol grubuna kiyasla oldukca azalma gosterdigi ve 640 mg/L derisiminde ise yeniden
artisa rastlanmigtir (Cizelge 5.25). Ayrica farkli derisimlerde bor stresine maruz birakilan
yaprak numunelerinden elde edilen sonuglar FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki
degisimin 6nemli oldugunu (p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de Dunnett’s T3 testi ile
Tukey HSD (FAD2-4) testi ile dogrulugu kabul edilmistir (Cizelge 5.26).

Cizelge 5.26. Bor stresine maruz birakilan BALCI cesidine ait yaprak numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 pM 80 uM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2_9 * NS ** ***x *
FAD2_4 *** NS **%k * **k*
FAD2-2 Ns Ns * * *

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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BALCI (YAPRAK)

FAD2-2 wFAD2-4nw FAD2-9

mRNA Ifade Duzeyleri

30 uM 80 uM 160 I 320 Ml 640 nM

Sekil 5.19. Bor stresine maruz birakilan BALCI ¢esidinin yaprak numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan BALCI ¢esidindeki kok dokusundan alinan
numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler Sekil
5.20’de gosterilmistir. FAD2-2 geninin ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla 40 mg/L
derisiminde yaklasik olarak 13 kat olarak ani bir artisa rastlanmistir. Bu artis 160 mg/L
derisime kadar azalma gosterirken, 320 mg/L derisiminde yaklasitk 16 kat artma
goriilmiistiir. 640 mg/L derisiminde ise 24 kat kadar artis gostererek en yiiksek duruma
ulagtig1 goriilmektedir. FAD2-4 geninin ekspresyon seviyesi 40 mg/L derisiminde ise
aniden yaklagik 18 kat bir artitk gozlenmistir. 80 mg/L derisiminde tekrar diistigi
gorilmiistiir. Ancak 320 mg/L derisime gelene kadar oldukca yiikselme egilimi gostererek
yaklagik 23 kata ulastig1 goriilse de 640 mg/L derisiminde tekrar bir diislis gorilmiistiir.
FAD2-9 geni ekspresyon seviyesinde 40 mg/L derisiminde 19 kat kadar ani bir artma
olurken artig gosteren bu derisim seviyesinde giderek azalma durumu s6z konusudur
(Cizelge 5.25). Ayrica farkli derisimlerde bor stresine maruz birakilan yaprak
numunelerinden elde edilen sonuglar FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin
onemli oldugunu (p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de Dunnett’s T3 (FAD2-9 ve FAD2-
2) testi ile Tukey HSD (FAD2-4) testi ile dogrulugu kabul edilmistir (Cizelge 5.27).
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Cizelge 5.27. Bor stresine maruz birakilan BALCI ¢esidine ait kok numune 6rneklerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 uM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2_9 * * * *kx *
FAD2_4 **k*x NS *kx *kx NS
FAD2-2 * il * Ns Ns

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

BALCI (KOK)

| FAD2-2 mFAD2 4w FAD2-9

mRNA Ifade Diizeyleri

0O nM 80 nMl 160 nM 320 uMl 640 nMl

Sekil 5.20. Bor stresine maruz birakilan BALCI ¢esidinin kok numunelerindeki derisimlere
ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan BALCI ¢esidindeki kotiledon dokusundan
alinan numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler
Sekil 5.21°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyon diizeyinde
320 mg/L derisiminde 45 kat ile en yiiksek, gen ifadesi en diisiik degerini ise 80 mg/L
derisimde 18 kat artma seklinde gostermistir. FAD2-4 geninin ifade seviyesi en yiiksek 160
mg/L derisimde gosterirken, en diisiik ise 320 mg/L derisiminde ifade oldugu goriilmiistiir.
FAD2-9 geni ise 80 mg/L de en yiiksek ifadeye sahip olurken, en diisiik ifade edildigi
derisim 40 mg/L olmustur (Cizelge 5.25). Ayrica farkli derisimlerde bor stresine maruz
birakilan kotiledon numunelerinden elde edilen sonuglar FAD2 genlerine ait ifade

seviyelerindeki degisimin 6nemli oldugunu (p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de
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Dunnett’s T3 (FAD2-9 ve FAD2-2) testi ile Tukey HSD (FAD2-4) testi ile dogrulugu
kabul edilmistir (Cizelge 5.28)

Cizelge 5.28. Bor stresine maruz birakilan BALCI c¢esidine ait kotiledon numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 uM 160 uM 320 uM 640 pM
FAD2-9 * Ns xx * *
FAD2_4 * k% *%x **k* NS *
FAD2-2 Ns Ns * Ns Ns

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

BALCI (KOTILEDON)

| FAD2-2 wFAD2 4w FA4AD2-9

mRNA Ifade Dizeyleri

) M 80 uM 160 nM 320 uM 640 nM

Sekil 5.21. Bor stresine maruz birakilan BALCI ¢esidinin kotiledon numunelerindeki
derigimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

5.4.2.3. LINAS cesidi

Farkli derisimlerde Bor (B) stresi uygulamasi yapilan aspir bitkisinin LINAS ¢esidinin
kok, yaprak ve kotiledon doku 6rneklerinin FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerine
ait mRNA ekspresyonlar1 housekeeping gen olarak tanimlanan aktin (ACT) geni ve bu

genin kontrol sartlari saglanarak 24T

yontemine gore normalizasyonu yapilmigtir.
Normalizasyon agsamasi sonucunda elde edilen gen ifadelerinin aritmetik ortalamalart,

standart hatalar1 ve Standart sapma sonu¢ hesaplamalart  (Cizelge 5.29).
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Cizelge 5.29. Bor stresi uygulamasi yapilan LINAS cesidinin farkli dokularindan alinan numune &rneklerine ait normalizasyonu saglanmis
FAD?2 genlerinin ekspresyon verilerinin aritmetik ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

uM FAD2-9 FAD2-4 FAD2-2 FAD2-9 FAD2-4 FAD2-2 FAD2-9 | FAD2-4 FAD2-2

K 1 1 1 - - - - - -
<¥( 40 1,38013 1,77597 1,63842 0,18419 0,06263 0,05936 0,10634 0,03616 0,03427
o 80 0,79980 1,50553 1,26841 0,07320 0,22608 0,34370 0,04226 0,13053 0,19843
§ 160 1,45178 1,55396 1,10833 0,07061 0,09066 0,14029 0,04077 0,05234 0,08099
320 2,70180 5,02902 1,09384 0,55771 1,55321 0,21495 0,32199 0,89675 0,12410
640 0,94471 1,09166 0,86755 0,03336 0,14549 0,08108 0,01926 0,08400 0,04681

K 1 1 1 - - - - - -
40 1,40036 3,33172 5,15668 0,57889 0,39082 151112 0,33422 0,22564 0,87245
X 80 0,41051 2,05439 6,37747 0,15490 0,34300 0,88083 0,08943 0,19803 0,50854
a 160 3,97649 2,97248 3,69325 1,99933 0,97376 0,15779 1,15431 0,56220 0,09110
320 0,82241 3,99797 2,58932 0,49176 1,21514 0,28162 0,28392 0,70156 0,16259
640 0,64670 1,71509 1,16894 0,35075 0,78337 0,56124 0,20250 0,45228 0,32403

K 1 1 1 - - - - - -
% 40 3,31570 3,14683 2,52863 0,72804 0,18088 0,54151 0,42033 0,10443 0,31264
5 80 2,20366 4,28460 4,22510 0,84889 1,22941 0,42375 0,49011 0,70980 0,24465
E 160 1,69938 2,79960 5,71746 0,91610 0,20280 0,53747 0,52891 0,11709 0,31031
g 320 0,70364 1,96931 3,50550 0,07094 0,18402 0,53785 0,04096 0,10624 0,31053
640 0,93895 0,76723 1,02895 0,25466 0,04145 0,38016 0,14703 0,02393 0,21948
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Normalizasyonu saglanan gen ifadesi verilerinin aritmetik ortalamasi alinarak elde edilen
sonuglar dogrultusunda her bir aspir cesidinin kok, kotiledon ve yaprak gibi farkl
dokularindaki FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerinin derisimlerine bagh ifade

seviyelerindeki degisim sonuglari grafikler iizerinde belirtilmistir.

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan LINAS cesidindeki yaprak dokusundan
alinan numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler
Sekil 5.22°de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 genin ekspresyon seviyesi
640 mg/L derisiminde yaklasik 3 kat artisa neden olarak en yiiksek ifade seviyesine
ulagmistir. En diistik ifade seviyesi ise 160 mg/L derisiminde meydana gelmistir. FAD2-4
geninin en yiiksek ifade edildigi derisim 640 mg/L olurken, en diisiik ifade seviyesi 40
mg/L derisiminde olmustur. FAD2-9 geninin ise en yiiksek ifade seviyesi 80 mg/L olurken,
en diisiik ifade seviyesi 40 mg/L derisiminde meydana gelmistir (Cizelge 5.29). Ayrica
farkli derisimlerde bor stresine maruz birakilan yaprak numunelerinden elde edilen
sonuglar FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin 6nemli oldugunu (p<0,05) bu
durumun tespit edilmesi de Dunnett’s T3 (FAD2-9 ve FAD2-2) testi ile Tukey HSD
(FAD2-4) testi ile dogrulugu kabul edilmistir (Cizelge 5.30).

Cizelge 5.30. Bor stresine maruz birakilan LINAS ¢esidine ait yaprak numune érneklerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 uM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2-9 Ns Ns Ns * Ns
FAD2-4 Ns Ns Ns * Ns
FAD2-2 Ns falalel Ns Ns Ns

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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LINAS (YAPRAK)
FAD2-2 wmFAD2 4w FAD2-9

mRNA ifade DUzeyleri

Sekil 5.22. Bor stresine maruz birakilan LINAS c¢esidinin yaprak numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan LINAS cesidindeki kok dokusundan alinan
numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler seKil
5.23’de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyon seviyelerinde
en yliksek 320 mg/L derisiminde ve 4 Kat bir artis gézlenmektedir. En diisiik ifade seviyesi
ise 160 mg/L derisiminde meydana gelmistir. FAD2-4 geninin ifade seviyesi en yiiksek
640 mg/L derisiminde meydana gelirken, en diisiik ifade seviyesi 40 mg/L derisimde
goriilmiigtiir. FAD2-9 geninin en yiiksek gen ifadesi 160 mg/L derisimi olurken en diisiik
ifade seviyesi 40 mg/L derisiminde meydana geldigi goriilmektedir (Cizelge 5.29). Ayrica
farkli derisimlerde bor stresine maruz birakilan yaprak numunelerinden elde edilen
sonuglar FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki degisimin 6nemli oldugunu (p<0,05) bu
durumun tespit edilmesi de Dunnett’s T3 (FAD2-4) testi ile Tukey HSD (FAD2-9 ve
FAD2-4) testi ile dogrulugu kabul edilmistir (Cizelge 5.31).
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Cizelge 5.31. Bor stresine maruz birakilan LINAS ¢esidine ait kék numune &rneklerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 uM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2-9 Ns Ns Ns faleka Ns
FAD2-4 Ns e Ns * **
FAD2-2 Ns Ns * kel *

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

LINAS (KOK)

1 FAD2-2 mF4AD2 4w F4D2-9

mRNA Ifade Dlzeylerl

trol 10 nMl 80 nM 160 nM 320 uM 640 nM

Sekil 5.23. Bor stresine maruz birakilan LINAS cesidinin kok numunelerindeki derisimlere
ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan LINAS ¢esidindeki kotiledon dokusundan
alinan numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler
Sekil 5.24’de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyonunda en
yiiksek ifade seviyesini 80 mg/L derisiminde ve 3 kat olarak gostermistir. En diisiik ifade
seviyesi ise 640 mg/L derisiminde goriilmiistiir. FAD2-4 geninin ifade seviyesi 160 mg/L
derisimde en yiiksek olurken, 40 mg/L derisiminde en az ifade olmustur. FAD2-9 geninin
ise en yiiksek ifade seviyesi 320 mg/L derisimi olurken, en diisiik ifade edildigi derisim
miktar1 ise 40 mg/L’dir (Cizelge 5.29). Ayrica farkli derisimlerde bor stresine maruz
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birakilan kotiledon numunelerinden elde edilen sonuglar FAD2 genlerine ait ifade
seviyelerindeki degisimin onemli oldugunu (p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de
Dunnett’s T3 (FAD2-9, FAD2-4) testi ve Tukey HSD (FAD2-2) testi ile dogrulugu kabul
edilmistir (Cizelge 5.32).

Cizelge 5.32. Bor stresine maruz birakilan LINAS cesidine ait kotiledon numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 uM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2-9 Ns Ns Ns Ns Ns
FAD2-4 Ns ** Ns * *
FAD2_2 NS ** **kk **kx *kk

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)

LINAS (KOTILEDON)

t FAD2-2 mFAD2-4w F4AD2-9

mRNA Ifade Dizeyleri

10 uM 80 puM 160 M 320 M 640 pM
Sekil 5.24. Bor stresine maruz birakilan LINAS c¢esidinin kotiledon numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

5.4.2.4. ASOL cesidi

Farkl1 derisimlerde Bor (B) stresi uygulamasi yapilan aspir bitkisinin ASOL ¢esidinin kok,
yaprak ve kotiledon doku orneklerinin FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerine ait

mRNA ekspresyonlart housekeeping gen olarak tanimlanan aktin (ACT) geni ve bu genin
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kontrol ~sartlar1 saglanarak 24T

yontemine goére normalizasyonu yapilmistir.
Normalizasyon asamasi sonucunda elde edilen gen ifadelerinin aritmetik ortalamalari,

standart hatalar1 ve standart sapma sonug hesaplamalar1 (Cizelge 5.33).
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Cizelge 5.33. Bor stresine maruz kalmis ASOL ¢esidinin farkli dokularindan alinan numune 6rneklerine ait normalizasyonu saglanmig FAD2
genlerinin ekspresyon verilerinin aritmetik ortalamalari, standart hatalar1 ve standart sapma degerleri

Ortalama Standart Sapma Standart Hata

uM FAD2-9 FAD2-4 FAD2-2 FAD2-9 FAD2-4 FAD2-2 FAD2-9 | FAD2-4 FAD2-2

K 1 1 1 - - - - - -
<¥( 40 0,71418 0,92850 0,85593 0,01962 0,11416 0,09517 0,01133 0,06591 0,05495
o 80 1,21438 2,27720 1,97064 0,07615 0,19837 0,69643 0,04397 0,11453 0,40208
§ 160 7,18868 7,68719 5,49709 0,33927 0,12300 0,79313 0,19588 0,07101 0,45791
320 5,97464 11,04703 2,44064 0,81481 2,66538 0,45699 0,47043 1,53886 0,26384
640 8,39685 9,71704 7,75369 0,41647 1,43460 1,23540 0,24045 0,82827 0,71326

K 1 1 1 - - - - - -
40 0,96684 15,99135 | 15,31854 0,38203 7,29866 7,75784 0,22057 4,21388 4,47899
X 80 1,06279 8,10906 16,47391 0,22857 0,90857 7,72605 0,13196 0,52456 4,46064
a 160 6,80145 34,98766 | 26,90692 2,47309 11,65494 3,49816 1,42784 6,72898 2,01966
320 3,35926 13,84117 | 21,29567 0,31249 5,81812 4,10248 0,18041 3,35909 2,36857
640 21,72537 | 24,98494 9,65203 4,88303 11,92643 2,81343 2,81922 6,88573 1,62434

K 1 1 1 - - - - - -
- 40 47,31467 | 22,55803 | 17,67609 | 28,05617 4,29628 1,22927 16,19824 2,48046 0,70972
é 80 14,46213 | 29,21194 | 29,95519 2,03249 2,23540 6,75816 1,17346 1,29061 3,90183
'é 160 16,57346 | 23,90170 | 37,78259 4,79114 2,31777 9,95296 2,76617 1,33816 5,74635
=< 320 4,38973 15,61766 | 27,47067 2,36646 3,45049 4,94963 1,36628 1,99214 2,85767
640 58,49239 | 23,45923 | 30,16695 | 21,16872 4,62733 7,48355 12,22177 2,67159 4,32063
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Normalizasyonu saglanan gen ifadesi verilerinin aritmetik ortalamasi alinarak elde edilen
sonuglar dogrultusunda her bir aspir cesidinin kok, kotiledon ve yaprak gibi farkl
dokularindaki FAD2 (FAD2-2, FAD2-4, FAD2-9) genlerinin derisimlerine bagh ifade

seviyelerindeki degisim sonuglari grafikler iizerinde belirtilmistir.

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan ASOL c¢esidindeki yaprak dokusundan
alinan numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler
Sekil 5.25°de gosterilmistir. Kontrole grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyon diizeyi
40 mg/L derisiminde yaklasik 9 kat artis gostererek en yiiksek seviyeye geldigi
goriilmektedir. En disiik ifade oldugu derisim ise 80 mg/L’dir. FAD2-4 geninin ise en
yiiksek ifade seviyesi 640 mg/L derisiminde meydana gelirken, en diisiik ifade seviyesi ise
80 mg/L derisiminde olmustur. FAD2-9 geninin ise 40 mg/L derisiminde ifade seviyesi en
yiikksek olurken ve 80 mg/L derisiminde ifade seviyesinin en diisiikk seviyede oldugu
goriilmektedir (Cizelge 5.33). Ayrica farkli derisimlerde bor stresine maruz birakilan
kotiledon numunelerinden elde edilen sonuglar FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki
degisimin 6nemli oldugunu (p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de Dunnett’s T3 testi ile

dogrulugu kabul edilmistir (Cizelge 5.34).

Cizelge 5.34. Bor stresine maruz birakilan ASOL ¢esidine ait yaprak numune 6rneklerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 uM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2_9 *% * * *%* *
FAD2-4 * Ns * * *
FAD2-2 ** Ns Ns Ns Ns

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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ASOL (YAPRAK)

FAD2-2 wFAD2-4w FAD2-9

mRNA Ifade DUzeyler|

10 uM 80 M\l 160 nM 320 uM 40 i\l

Sekil 5.25. Bor stresine maruz birakilan ASOL ¢esidinin yaprak numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan ASOL ¢esidindeki kdk dokusundan alinan
numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler Sekil
5.26’da verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyon seviyesi 40 mg/L
derisiminde 21 kat kadar en yiiksek artigi gostermektedir. En diisiik ifade seviyesi ise 80
mg/L derisiminde meydana gelmistir FAD2-4 geni ise en yiiksek ifade seviyesini 320 mg/L
derisiminde gosterirken, en diisiik ifade seviyesini 160 mg/L derisiminde gostermistir.
FAD2-9 geni ise 320 mg/L derisiminde en yliksek ifade olurken, 40 mg/L erisiminde en az
ifade oldugu goriilmektedir. (Cizelge 5.33). Ayrica farkli derisimlerde bor stresine maruz
birakilan kotiledon numunelerinden elde edilen sonuglar FAD2 genlerine ait ifade
seviyelerindeki degisimin onemli oldugunu (p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de
Dunnett’s T3 (FAD2-4) testi ve Tukey HSD (FAD2-9 ve FAD2-2) testi ile dogrulugu kabul
edilmistir (Cizelge 5.35).

Cizelge 5.35. Bor stresine maruz birakilan ASOL ¢esidine ait kok numune 6rneklerinin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 uM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2-9 Fkx Ns Ns FHK Fkx
FAD2-4 Ns Ns Ns Ns Ns
FAD2-2 Ns * * Fkk faad

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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ASOL (KOK)

FAD2-2 wF4AD2- 4w F4D2-9

mRNA Ifade Dlzeyleri

[T | 80 nM 160 nMl 320 M\l 640 nMl

Sekil 5.26. Bor stresine maruz birakilan ASOL c¢esidinin kok numunelerindeki derisimlere
ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri

Bor stresinin farkli derisimlerine maruz kalan ASOL c¢esidindeki kotiledon dokusundan
alinan numunelerdeki FAD2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler
Sekil 5.27°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla FAD2-2 geninin ekspresyon
seviyelerinde 40 mg/L derisiminde yaklasik 58 kat artis gostererek en yiiksek seviyeye
ulastig goriilmiistiir. ifade seviyesi en diisiik 640 mg/L derisiminde ve yaklasik 5 kat kadar
meydana gelmistir. FAD2-4 geninin ifade seviyesi en fazla 160 mg/L derisiminde olurken,
en diisiik ifade seviyesi ise 640 mg/L derisiminde meydana gelmistir. FAD2-9 geninin ise
320 mg/L derisiminde yiiksek miktarlarda oldugu, en diisiik ifade seviyesinin ise 80 mg/L
derisiminde oldugu (Cizelge 5.33). Ayrica farkli derisimlerde bor stresine maruz birakilan
kotiledon numunelerinden elde edilen sonuglar FAD2 genlerine ait ifade seviyelerindeki
degisimin 6nemli oldugunu (p<0,05) bu durumun tespit edilmesi de Dunnett’s T3 testi ile

dogrulugu kabul edilmistir (Cizelge 5.36).

Cizelge 5.36. Bor stresine maruz birakilan ASOL cesidine ait kotiledon numune
orneklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik diizeyi

Konsantrasyonlar

Genler 40 uM 80 uM 160 uM 320 uM 640 uM
FAD2-9 Ns Ns Ns Ns Ns
FAD2-4 * Ns ** * Ns
FAD2-2 Ns ** * Ns Ns

* p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 Ns: Anlamsiz (non significant)
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ASOL (KOTILEDON)

w F4D2-2 mF4D2-4w F4D2-9

mRNA Ifade Diizeyleri
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Kontrol 40 pM 80 uM 160 nM 320 uM 640 puM

Sekil 5.27. Bor stresine maruz birakilan ASOL c¢esidinin kotiledon numunelerindeki
derisimlere ait FAD2 genlerinin ifade seviyeleri
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6. TARTISMA ve SONUC

Yapilan tez ¢alismasinda 3 tanesi yerli BALCI, ASOL ve LINAS ve 1 tanesi Amerika
BDYAS-04 menseili olmak tizere 4 farkli aspir ¢esidi kullanilmistir. Kullanilan bu aspir
cesitlerine farkli derisimlerde (0, 40, 80, 160, 320, 640 mg/L) ¢inko ve bor uygulamalar
yapilarak kok, yaprak ve kotiledon dokularindan orneklerin yag asitleri doniistimiinden
sorumlu olan FAD2 geni ve bu gen ailesinden FAD2-2, FAD2-4 ve FAD2-9 aspir
cesitlerindeki mMRNA ifade seviyeleri belirlenmistir. Bu incelemeler igin Real-Time PCR
yontemi kullanilarak uygulanan ¢inko ve bor stresinin aspir ¢esitleri tizerindeki strese karsi

vermis olduklart cevaplar incelenerek degerlendirilmistir.

Bitkilerde agir metal stresi tilakoid zarda bitkinin fotosentez yapmasi i¢in gerekli olan yag
ve protein organik maddelerinin iretimesiyle birlikte Klorofildeki megnezyum iyon
degisimi basta olmak iizere bir ¢ok yasambilimsel durumlarin direkt olarak etkilenmesine
neden olmaktadir. Bitkilerde agir metal stresi ROS (reaktif oskijen tiirleri) artisina neden
olmakta ve reaktif oksijen tiirlerinin artig1 bitkinin membran yapisina zarar vererek

biitlinliigiinlin bozulmasina yol agan en 6nemli etmendir (Boliikbasi, 2018).

Kaynak taramasi sonucunda goriilmiistiir ki aspir ile yapilan agir metal ¢aligmalarinda da
cinko elementinin bitkiler i¢in benzer sonuglar verdigi ve bitkiler i¢in dnemli diizeyde
mikrobesin elementi oldugu diisiincesi kabul gormektedir. Yapilan bu tez calisma
sonucunda elde edilen veriler strese maruz kalan FAD2 gen ailesinin ¢inko ve bor stresine
kars1 direng gosterdigi agikca goriilmektedir. Elde etmis oldugumuz verilerin hepsi birlikte
analiz edildiginde agir metal streslerinden olan ¢inko ve bor elementleri aspir bitkisi
cesitlerinin farkli dokularinda FAD2 geni ifade olarak ¢inko ve bor stresine karsi cevap
verdigi ve stres savunmasinda bu gen ailesinin 6nemli bir rol oynadig1 goriilmektedir.
Uygulama sonucunda ise FAD2 genlerinin ekspresyon seviyeleri, diisiik derisimlerinde

artiga neden oldugu sonucuna ulagilmistir.

Ozellikle ¢inko derisimi aspir bitkisinin BALCI ¢esidinin kok dokusunda fayda
gosterirken, yaprak dokusu 320 ve 640 mg/L derisimlerinde savunma mekanizmasi
yetersiz kalmistir. Cinko stresinden en az etkilenen dokusu kotiledon olmustur. Cinko

stresine maruz birakilan aspir ¢esitlerinin etkilenme seviyelerinden bahsedersek eger bu
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cesitlerden en hassas olan1t ASOL ¢esidi olurken, ¢inko stresinden BDYAS-04 cesidi en az
etkilenen ¢esit olmustur. Cinko derigimlerin gosterilen artigla birlikte FAD2 gen ifade
seviyesindeki azalmalar, FAD2 gen ailesinin stres kosullar1 altinda savunma
mekanizmasini aktive ettigi kabul edilmektedir. Farkli genlerin ekspresyonunun bitkilerde

dokulara 6zel bir nitelik tasidigr goriillmektedir.

Bor stres uygulamasi yapilan BDYAS-04 c¢esidinde yaprak, kok ve kotiledon dokulari
kiyaslandiginda FAD2 geni ifade seviyesinin, bu dokular i¢in genel olarak 40 mg/L
derisiminde azaldigi gozlemlenmistir. Dokularda ise FAD2 genlerinin en yiiksek ifade
oldugu seviye ise genel olarak 640 mg/L derisiminde ve kotiledon dokusunda oldugu tespit
edilmistir. Bor stresi uygulamasi yapilan BALCI c¢esidinin dokularinda ise degisen
derisimlere karsi FAD2 gen ifade seviyelerinde ani artis ve azalislar BALCI ¢esidinin
dokularindaki ifade seviyelerini etkileyerek, 6zellikle yaprak dokusunda meydana gelen bu
ani degisimler bu dokunun strese karst bir cevap olusturdugunun gostergesi olarak kabul
edilmistir. LINAS ¢esidine uygulanan bor stresi ise bu ¢esidin dokularinda FAD2 gen
ailesinin en diisiik ifade seviyeleri 40 mg/L ve 160 mg/L derisimlerde gézlenirken, dokular
ve derigimler kiyaslandiginda en yiiksek derisimi 640 mg/L’de ve yaprak dokusunda
meydana gelmistir. LINAS ¢esidinin kotiledon dokusu ise siirekli artan derisimlerde FAD2
gen ifade seviyeside paralel olarak bir artis gostermistir. Fakat 640 mg/L ve 40 mg/L
derisiminde gen ifadesinda azalmalar saptanmistir. ASOL c¢esidine uygulanan bor stresinin
dokularindan alinan 6rnekler incelendiginde FAD2 genlerinin genel olarak 80 mg/L
derisiminde gen ifadesinde azali gozlemlenirken, kontrol grubuna kiyasla en diisiik
derisim olan 40 mg/L derisiminde genel olarak ifade seviyelerinde bir artis meydana
gelmistir. Ardindan FAD2 gen ailesinde meydana gelen gen ifade seviyesindeki bu artisi
320 mg/L takip etmistir. Fakat derisimler ve dokular kiyaslandiginda FAD2 geninin en
yiiksek ifade oldugu derisim 640 mg/L’de ve yaprak dokusunda meydana gelmistir. En
disik FAD2 gen ifade seviyesi ve dokusu 40 mg/L derisiminde kok dokusunda

gbézlemlenmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda ¢inko ve bor streslerine maruz birakilan dort farkli aspir
bitkisinin, kok, kotiledon ve yaprak gibi farkli dokularindaki FAD2 gen ailesinin ifade
seviyeleri oldugu sonucuna varilmakla birlikte FAD2 gen ailelerinin ve gen 6zelliklerinin
aktif kisimlarmin dokuya 6zel olarak stres mekanizmasinda etkin bir bigimde yer aldigini

gostermektedir. Yapilan bu ¢caligmadan elde edilen bulgu sonuglarindan yola ¢ikarak FAD2
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gen ailelerinin aspir bitkisinin farkli ¢esitlerinde ve farkli dokularinda uygulamalari yapilan
¢inko ve bor streslerinin dokulara ve aspir gesitlerine 6zel olarak savunma mekanizmasi
gelistirdigi goriilmekte olup ayrica 6nemli bir yag asidi doniistiirme potansiyeli oldugu
goriilmektedir. Ayrica FAD2 gen ailesinin strese cevap olusturmada onemli ve etkin rol

aldig1 anlagilmaktadir.

Sonug¢ olarak; Ozellikle FAD2 gen ailesinin daha ¢ok yag bitkisi 6zelligi tasiyan bitkiler
tizerinde caligmalarin genis bir yayilhim gostererek yiiriitiilmesi elde edilen yagin kalite
standardin1 arttirarak meydana gelebilecek stres faktorlerine karsi direncinin artmasini
saglayacaktir. Yapilan bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda aspir
bitkisi olduk¢a Oneme sahip olan yag bitkisi iinvanini tagimaktadir. Aspir bitkisinde
bulunan FAD2 genleri olasi stres kosullartyla o6zellikle agir metal stresi sorunuyla
karsilastiklar1 durumlarda etkin sekilde rol oynayarak savunma durumunda yerini aldig

goriilmektedir.
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