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OZET

Doktora Tezi

TUZ VE KURAKLIK STRESI ALTINDA GELIiSTIRILMIS FARKLI FASULYE
(Phaseolus vulgaris L.) CESITLERINDE LEA-3 GENI mRNA
IFADE SEVIYELERININ KANTITATIF REAL-TIME PCR YONTEMIYLE
INCELENMESI

ILKER BUYUK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ekolojik kosullar bakimindan segiciligi en fazla olan
yemeklik tane baklagil tiiridiir. Birgok bitki tiirlinde de oldugu gibi abiyotik stres
unsurlarindan tuz ve kuraklik, fasulye yetistiriciliginde de en 6nemli sinirlayici etmenler
arasinda gosterilmektedir. Birim alandan elde edilen verimin arttirilmasi, kiiltiirel
uygulamalarin yani sira ekolojik kosullara uygun cesitlerin belirlenerek yetistirilmesine
ve biyoteknolojik uygulamalarda cesitlerin bu kosullara direncli hale getirilmesine
baglidir. Bu sebeple bitkilerin ¢evresel stres faktorlerine karsi sahip olduklari savunma
mekanizmalarinin aydinlatilmasi olduk¢a dnemlidir.

Bu kapsamda gergeklestirilmis olan tez ¢alismasinda 7 farkli fasulye (Phaseolus
vulgaris L.) ¢esidinde (Yunus-90, Akman-98, Sehirali-90, Karacasehir-90, Eskisehir-
855, Goyniik-98, Onceler-98) NaCl ve tuz stresine es kuraklik (PEG) stresinin lipid
peroksidasyonu ve LEA-3 geni ifade seviyesine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.
Tarim perlitine ekimi gergeklestirilen fasulye gesitleri 15 giinliik fideler haline gelinceye
dek iklim ve gelistirme odasinda Hoagland besi ortami igerisinde yetistirilmis ve 3 ile
27 saat 100 mM tuz (NaCl) ve es kuraklik stresine (PEG) maruz birakilmigtir. Her
cesidin kok ve yaprak dokularindan uygun zamanlarda Orneklemler alinarak lipit
peroksidasyonu analizi (MDA), RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve Light Cycler Nano
araciligiyla Real-Time PCR analizi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda LEA-3
geninin fasulye bitkisinde hem tuz hem kuraklik stresine karst olan savunma
mekanizmasinda rol oynadig: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda elde edilen tiim molekiiler
verilerin ortak degerlendirilmesiyle LEA-3 geni ifadesinin ¢esitlerin strese kars1 direng
kabiliyetlerinin degerlendirilmesinde bir molekiiler belirte¢ olarak kullanilabilecegi
tespit edilmistir. Gen ifadesi analizi ve lipit peroksidasyonu sonuglart Goyniik-98 ve
Yunus-90 ¢esitlerinin strese karsi daha direncli ¢esitler oldugunu gostermistir.

Nisan 2014, 118 sayfa

Anahtar Kelimeler: LEA-3, tuz stresi, kuraklik stresi, MDA, Real-Time PCR, fasulye
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

SCREENING OF LEA-3 GENE mRNA EXPRESSION LEVELS USING WITH
QUANTITATIVE REAL-TIME PCR IN DIFFERENT BEANS (Phaseolus vulgaris L.)
SUBJECTED TO SALT AND DROUGHT STRESS

ILKER BUYUK

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

Beans (Phaseolus vulgaris L.) is a edible grain legume species with the its greatest
selectivity in terms of ecological conditions. Salt and drought are thought to be most
important limiting factors in the cultivation of beans as well as in many plant species.
To increase yield per unit area depends on identification and breeding of resistant
species to different ecological conditions. For this reason, elucidation of plant defense
mechanisms against environmental stress factors is a very important issue.

In this regard, we aimed to evaluate mRNA levels of LEA-3 gene and lipid peroxidation
levels in 7 different bean species (Yunus-90, Akman-98, Sehirali-90, Karacasehir-90,
Eskisehir-855, Goyniik-98, Onceler-98) subjected to NaCl and PEG stress conditions.
Bean species which were grown in agricultural perlite for 15 days in a controlled
environmental growth chamber were exposed to 3 and 27 hours of salt (NaCl) and
drought (PEG) stress. Lipid peroxidation analysis (MDA), RNA isolation, cDNA
synthesis and Real Time PCR analysis using Light Cycler Nano instrument were
performed with root and leaf tissues which were sampled at 3 and 27 hours of stress
conditions. All results showed that LEA-3 gene plays a key role in defence mechanism
against both salt and drought stress. At the same time, usefulness of LEA-3 gene for
detection of tolerance capability of bean species against to salt and drought stress
conditions was discovered based on the results obtained by analysis. Results of gene
expression and lipid peroxidation analysis showed that Goyniik-98 and Yunus-90
species were more resistant to stress conditions than the others.

April 2014, 118 pages
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iii



TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince ¢aligmalarimi yonlendiren, arastirmalarimin her asamasinda
bilgi, O6neri ve yardimlarim1 esirgemeyerek akademik ortamda oldugu kadar beseri
iligkilerde de engin fikirleriyle yetisme ve gelismeme katkida bulunan degerli
danismanim sayin Prof. Dr. E. Siimer ARAS’a (Ankara Universitesi, Biyoloji Anabilim
Dali), hem tez hem de tez dis1 bilimsel ¢alismalarimin her agsamasinda yardimei olan
sayin Do¢. Dr. Demet CANSARAN DUMAN ve saym Dr. Semra SOYDAM
AYDIN’a, cesitli projeler kapsaminda birlikte ¢alistigim Ankara Universitesi Bitki
Molekiiler Biyolojisi Laboratuarindan c¢ok degerli arkadaslarima ve ¢alismalarim
stiresince birgok fedakarliklar gostererek her animda yanimda olan biricik esim Burcu
Pelin BUYUK ’e en derin duygularla tesekkiir ederim.

flker BUYUK
Ankara, Nisan 2014



ICINDEKILER

TEZ ONAYI SAYFASI

ETEK ettt i
OZET ouueunennemntanttnennc ii
AB ST R A CT ettt b et e et e e et e ae e b e ere e e ii
TESEKKUR ......oooiiiiiiiiceeeeee et s e es s ses sttt en et enss s an s taneees iv
SIMGELER DIZINI ........ocooiiiiiiiiiec s viii
SEKILLER DIZINI ..o X
CIZELGELER DIZINIT .........coooiviviiiieeeceeeeeeeee et Xiii
O 1 21 1T 1
1.1 Fasulye (Phaseolus VUIGAriS L.) ........cccciveiiiiiiieie et 2
0 0 ) 1 TSP 2
1.1.2 SInIflandirtlmast .........ooooviiiiiiiii s 2
1.1.3 Ekonomik 6nemi, Diinya ve Tiirkiye’de Gretimi............cccooviiiiniiininininnnns 3
1.1.4 TKIim ve toprak iStEKIEIT .............ooeviiieeceeeece e 5
1.2 BItKIHEIde STIES......ooiiciiiiic e 6
1.3 Kuraklik Stresi (St Stresi) .........cocovviiiiiiiiiiiiic s 8
1.3.1 Bitkilerde kuraklhik stresinin zararlari................c.cccccooiiiiiini, 9
1.3.2 Kurakhga karsi gelistirilen uyum mekanizmalari.................cccccooeiiiiiniinennns 9
1.4 TUZ SEFESH 1.t 10
1.4.1 Bitkilerde tuz stresinin zararlart ................cccoeoiiiiicini 10
1.4.2 Tuz stresine karsi gelistirilen uyum mekanizmalari........................cc.oo 11
1.4.2.1 Na pompalari (d1$a VEIMIE) ..........ccooviiiiiiiiieiiiie e 11
1.4.2.2 Vakuollerde DIiriKtrme ... 12
1.4.2.3 Hiicre zar1 gegir@enligi..............cccocoiiiiiiiii 12
1.5 Bitkilerin Stres Kosullarina Kars1 Molekiiler Cevap Mekanizmalar............... 12
1.5.1 Makromolekiillerin ve iyonlarimn homeostazisi............c.ccocvvivenencnenineseen, 13
1.5.2 Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve detoksifikasyon.............ccocviviinininncnnnn. 14
1.5.3 Koruyucu moleKiillerin SENtEZi ..............cooviiiiiiiiiiiiiccce 15
1.5.3. 1 LEA PIOtEINIEIT c..oveiiiciiceee e 16
1.5.3.2 LEA proteinlerinin smiflandirtlmasi...............ccccoooviniiiiinnnnenc e 17



1.5.3.2.1 KIaSiK SINIIANAIFTIINA .....ooeveieieeeeeeeeeeeee ettt eeeeneeeeenenenee 18

1.5.3.2. 1.1 LEA-1 PrOteINIEIT ..o 18
1.5.3.2.1.2 LEA-T ProteiNIri..ccccciiciiiie et 19
1.5.3.2.2.3 LEA-T ProteiNIErT c.cccvveeeiieieiiec et 19
1.5.3.2.1.4 LEA-TIV ProteiNIeri.....cooiiiii i 20
1.5.3.2. 1.5 LEA-V PIroteiNIeri..cccoieiiiie e 21
1.5.3.2.1.6 AtipiK LEA Proteinleri ........cccveiiiiiiice e 21
1.5.3.2.2 POPP sIntflandirmast ............cccooviiiiiiiiiiiciieeesee e 21
1.5.3.3 LEA proteinlerinin yapisi ve fizyolojik rolleri ..., 21
2. KAYNAK OZETLERI .....oooiiiiiiiinincssce st 23
3. MATERYAL VE YONTEM ........c..coooiviiiieeiieeeteee s, 27
3.1 Bitki Materyalinin Temin EdiIMESi.........ccccoovveiiiiiiicie e 27
3.1.1 YUNUS-90 (KUKU FASUIYE) ..ot 27
3.1.2 Sehirali-90 (KUru FasUIYe) ..ot 27
3.1.3 Karacasehir-90 (Kuru Fasulye) .........ccccoviiiiieiiie e 28
3.1.4 Goyniik-98 (KUFU FaSUIYE) ......cccoiiiiiiiiiieee s 28
3.1.5 AKMaN-98 (KUru FaSUIYE).........cocuiiiiiiiiiieiee e 29
3.1.6 Onceler-98 (BarbUNYa) ..........cce.cueveeveueveiieeeseeeseeseeiesseeseesesissee s senssneenas 29
3.1.7 Eskisehir-855 (Kuru Fasulye) ... 30
3.2 Hoagland Besi Ortaminin Hazirlanmasi..............ccoccooiiinii 32
3.3 Bitki Stres Kosullarinin Olusturulmasi ..............ccccovieiiiiiiiiieniie i 33
3.3.1 100 MM TUZ (NACH) SEFESI....veviiiitiiiieieiiieiieie ettt 33
3.3.2 100 mM tuz (NaCl) stresine es kuraklik (PEG) Stresi ........ccccccoovvivervniennennnns 34
3.4 Arastirma Basamaklar i¢cin Calisma Kodlarinin Olusturulmasi...................... 35
3.5 Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi (MDA Analizi)........ccccccooevveveiieceennn, 38
3.6 Total RNA TZOIASYONU .......c.oecviericeieeiceeceeee et 39
3.7 RNA Piirifikasyon (Saflastirma) Yontemi ................ccocooiviiiiiiie e, 40
3.8 Formaldehit Agaroz Jel EleKtroforezi .........ccccccveviiiiiiiiiiicc e 41
3.9 cDNA (Komplementer DNA) SENTEZI......c.cccveiiiiiie et 42
3.10 Primer DIZAYNI ........c.cooooiiiiiiiiiii 44
3.11 Real-Time PCR ReEaKSIYONU ........cccuiiiiiiiieiesie e 47
3.12 Normalizasyon ve Istatistiksel ANANZ ..................coooevirrirercieieeceeece e, 49

Vi



4. BULGULAR ...t o1

4.1 Fasulye Cesitlerinde Stres Uygulamalari...................cccoooiii ol
4.2 Lipit Peroksidasyonu (Malondialdehit analizi) Sonuclari ....................ccoeerines 59
4.3 RNA TZOIASYONU.........coovieieeeieieeeeccee ettt en sttt n st 73
4.4 CDNA SENEEZI ..o 73
4.5 Real-Time PCR Uygulamasi .............ccoooiiiiiiiiiiiiiencniesieee e 79
4.6 RT-PCR Sonuglari, Sonuclarin Normalizasyonu ve Istatistiksel Analizi.......... 82
4.6.1 100 mM tuz stresiyle es PEG stresi altindaki fasulye cesitlerinde LEA-3

geni MRNA UZEYIET ..........ccooiiiiiiii e 91
4.6.2 100 mM NaCl stresi altindaki fasulye cesitlerinde LEA-3 geni mRNA

UZEYICTH. ..o et bbb 93
5. TARTISMA VE SONUC ........ooiiiiiiiiieie et 96
KAYNAKLAR ottt ettt st e bttt e e nae e 103
[0Z.@] 005\ 1 15700 116

vii



°C
A
ACT
APX
C

Ca (NOs),. 4H20

Ca*
CAT
cDNA
CI

CO;
CO5”
CuS0,4.5H,0
DEPC
dH,0
EtOH
FeEDTA
GR
H»0>
H3;BO3
ha
HCO3
HOCI

K
K>S0,
KCI
KH>PO4
L
LEA-3
M

MDA
Mg*?
MgSO..7H20
mM
MnSO4
MRNA
Na
NaCl
NH;Mo
NO

O,

OH

PEG
POD
PPO

SIMGELER DIiZIiNi

Santigrad

Adenin

Aktin

Askorbat peroksidaz
Sitozin

Kalsiyum Nitrit
Kalsiyum

Katalaz
Tamamlayict DNA
Klor

Karbondioksit
Karbonat

Bakar Stlfat

Dietil pyrokarnonat
Distile su

Etil Alkol

Demir Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

Glutatyon rediiktaz
Hidrojen peroksit
Borik Asit

Ekilen alan
Bikarbonat
Hipoklordz asit
Potasyum

Potasyum Siilfat
Potasyum Kloriir
Potasyum Hidrojen Fosfat
Litre

Late Abundant Protein-3
Molar
Malondialdehit
Magnezyum
Magnezyum Siilfat
Milimolar

Mangan Siilfat
Haberci RNA
Sodyum

Sodyum Kloriir
Amonyum Molibdat
Nitrik oksit

Oksijen

Hidroksil

Polietilen Glikol
Peroksidaz

Polifenol Oksidaz

viii



gPCR

RNA

ROT

SO,

SOD

T
ZnS0,4.7H20
ul

uM

Kantitatif PCR
Riboniikleik Asit
Reaktif oksijen tiirleri
Siilfat

Stiperoksit dismutaz
Timin

Cinko Siilfat
Mikrolitre
Mikromolar



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1 Diinyada kuru fasulye iiretiminde iilkelerin siralamasi (Grafikte ilk 9 iilkeye

yer verilmistir, iilkemiz 20. sirada oldugu i¢in grafikte bulunmamaktadir)..... 3
Sekil 1.2 Cevresel stres faktorleri (Larcher 1995) .......oociviiiiiiiiiii e 7
Sekil 3.1 Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuarina ait

iklim ve gelistirme odasinda (25 °C sicaklik %70 nem) steril perlit

iceren viyollere ekimi gergeklestirilmis 15 giinliik fasulye ¢esitleri............... 31

Sekil 3.2 Viescor marka Vapro (Vapor Pressure Osmometer) 5520 model

osmometre cihazi ve standartlart ..........cccoceeiiiiiiiic 35
Sekil 3.3 Yeni nesil Real-Time PCR cihazi, Light Cycler Nano (Roche) ............cc..... 47
Sekil 3.4 cDNA seri dilliSyonlart ..........ccoiviiiiiiiiiiiie s 49

Sekil 4.1 Onceler-98 ve Goyniik-98 ¢esitlerinin 3 saat tuz ve PEG stresi sonrast

GOTUNTUICTT ..o 51
Sekil 4.2 Karacasehir-90 ve Yunus-90 ¢esitlerinin 3 saat tuz ve PEG stresi sonrasi

GOTUNTULETT .. e 52
Sekil 4.3 Sehirali-90 ve Akman-98 ¢esitlerinin 3 saat tuz ve PEG stresi sonrasi

GOTUNTULETT ..o 53
Sekil 4.4 Eskisehir-855 ¢esidinin 3 saat tuz ve PEG stresi sonras1 goriintiileri.............. 54
Sekil 4.5 Onceler-98 ve Eskisehir- cesitlerinin 27 saat tuz ve PEG stresi sonrasi

GOTUNTUICTT .. 55
Sekil 4.6 Goyniik-98 ve Karacasehir-90 ¢esitlerinin 27 saat tuz ve PEG stresi

SONTAST GOTUNTIIETT ... 56
Sekil 4.7 Yunus-90 ve Sehirali-90 ¢esitlerinin 27 saat tuz ve PEG stresi sonrasi

GOTUNTUIETT .. S7
Sekil 4.8 Akman-98 cesidinin 27 saat tuz ve PEG stresi sonrasi goriintiileri................. 58
Sekil 4.9 Onceler-98 fasulye gesidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve

27. saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri .........ccccovvviiiiiiiiiiiiciicc, 59
Sekil 4.10 Goyniik-98 fasulye ¢esidinin kdk ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve

27. saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri ........cccocovviviiiiiiiciiiiceec 60
Sekil 4.11 Karacasehir-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3.

ve 27. saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri .........ccoccvvviiiiiiiiiiiiiiiiciicns 61



Sekil 4.12 Yunus-90 fasulye cesidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve

27. saatlerinde gozlenen MDA dUzZeyleri ........cccoovviiiniiiiicieic e 62
Sekil 4.13 Sehirali-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve

27. saatlerinde gozlenen MDA dlzZeyleri .......cccovvvviiiiiiiiiiiiieiie e 63
Sekil 4.14 Akman-98 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve

27. saatlerinde gozlenen MDA dizeyleri .........ccccvvvviiiciiiiiiiciic e 64
Sekil 4.15 Eskisehir-855 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3.

ve 27. saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri .........cccvvvveiiiiiiiiieiiiie e, 65
Sekil 4.16 Onceler-98 fasulye cesidinin kdk ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve

27. saatlerinde gozlenen MDA dlzeyleri .........ccccvvvviiiciiniienieiicc e 66
Sekil 4.17 Goyniik-98 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve

27. saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri ........ccoceevveiiiiiiciiiecieeeee 67
Sekil 4.18 Karacasehir-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3.

ve 27. saatlerinde gozlenen MDA dlzeyleri .........cocvvieiiiiiniiiieiiiesees 68
Sekil 4.19 Yunus-90 fasulye cesidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.

saatlerinde gozlenen MDA dUZeYIeTi .......ccoveiiieiiiiiiiiiiiiie e 69
Sekil 4.20 Sehirali-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.

saatlerinde gozlenen MDA dUZeyleri ........cccoovriiiiiiiiiiieiecsc e 70
Sekil 4.21 Akman-98 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.

saatlerinde gozlenen MDA dUzZeyleri ..........ccovvvviiiiiiiiiiiiece 71
Sekil 4.22 Eskisehir-855 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve

27. saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri .........ccocoeviiiiiiiiciiiiicccec 72
Sekil 4.23 RNA izolasyonu 6rnek gOrintliSli........c.ooovererririenieiiiie e 73
Sekil 4.24 LEA-3 geni standart egri grafigi olusturmak iizere PCR’1 yapilan cDNA

seri dillisyonlart pik gOrlintlisli.........ccoovveviieiiiiiiii 80
Sekil 4.25 LEA-3 standart €811 Srafifi.........ccoviieiviiiiiiiiieseee e 80
Sekil 4.26 ACT geni standart egri grafigi olusturmak iizere PCR’1 yapilan cDNA

seri dillisyonlart pik gOrlintlisli.........ccoovveiriiiiiiiiiic 81
Sekil 4.27 ACT standart €81 SrafiZi......cccooveviiiiiiiiiiiie s 81

Xi



Sekil 4.28 LEA-3 geninin 3 ve 27 saat kuraklik (PEG) stresine maruz kalmis
fasulye gesitlerinin koklerindeki mRNA seviyeleri (Degerler kontrole
gore olan kat artis ve azaliglarini ifade etmektedir). Ayrica her ¢eside
ait RT-PCR verileri kendi kontroliine gore normalize edilmistir. .................. 92

Sekil 4.29 LEA-3 geninin 3 ve 27 saat kuraklik (PEG) stresine maruz kalmis

fasulye cesitlerinin yapraklarindaki mRNA seviyeleri (Degerler kontrole

gore olan kat artis ve azaliglarini ifade etmektedir). Ayrica her ¢eside ait

RT-PCR verileri kendi kontroliine gore normalize edilmistir. .............c.e...e. 93
Sekil 4.30 LEA-3 geninin 3 ve 27 saat tuz (NaCl) stresine maruz kalmis fasulye

cesitlerinin koklerindeki mRNA seviyeleri (Degerler kontrole gore olan

kat artis ve azalislarini ifade etmektedir). Ayrica her ¢eside ait RT-PCR

verileri kendi kontroliine gore normalize edilmiStir. .........ccoovevvreiiienennnnnns 94

Sekil 4.31 LEA-3 geninin 3 ve 27 saat tuz (NaCl) stresine maruz kalmis fasulye
cesitlerinin yapraklarindaki mRNA seviyeleri. .......cccooevvviviiieiiiiciicnenn 95
98

Sekil 5.1 Gergek zamanli PCR cevap egrileri

Xii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 1.1 Fasulyenin siniflandirilmast........cccocvveiiiiiiiiiiiiiiciiic e 3

Cizelge 1.2 Sayisal olarak Tirkiye’nin kuru fasulye {iretiminde diinya

SIralamasindaki YEIT ....ocviiiiiiiiiiiciie s 4
Cizelge 1.3 TUIK verilerine gore Tiirkiye'de kuru fasulye firetimi.........c..ccoevvevercennnn. 4
Cizelge 1.4 Sayisal olarak cografi bolgelerin kuru fasulye iiretiminde Tiirkiye

SIrAlamasINAaKi YOTT.....uuiiiviiiiiieiiiie it 5
Cizelge 3.1 Hoagland besi ortami makro besin ¢0zeltisi ieriZi.......coovvrvvrrivriiriveninnnns 32
Cizelge 3.2 Hoagland besi ortami mikro besin ¢Ozeltisi iCeTigi .....ccvvvvvvrvvrveiirieriennns 32
Cizelge 3.3 Hoagland besi ortaminda bulunan iyonlarin son konsantrasyonlart............ 33

Cizelge 3.4 Arastirma basamaklar1 i¢in olusturulan ¢aligma kodlar1 ve karsiliklari

olan Ornek adlart.........ccviviiiiiiiec 36
Cizelge 3.5 FA jel hazirlamada kullanilan bufferlarin igerigi...........ocoovvviviiiviiiniveniennns 42
Cizelge 3.6 Total RNA - primer KariSImi...........ceeieriiiiiiieiiieie e 42
Cizelge 3.7 Ters transkripsiyon (RT-PCR) reaksiyonu bilesenleri..........cccccevviviiinnnne 43
Cizelge 3.8 Ters transkripsiyon reaksiyonunun gerceklestirildigi program ................... 43
Cizelge 3.9 Real-Time PCR primer dizileri........coovviiiiiiiiiiiiieceee s 46
Cizelge 3.10 Calismada optimize edilen ve kullanilan Real-Time PCR Protokolii........ 48
Cizelge 3.11 Real Time PCR reaksiyonunun gergeklestigi program...........ccccceevvviennne 48
Cizelge 4.1 Sentezlenen cDNA’lara ait saflik ve miktar tayinleri...........cccoceeiiiiiinnnne 73

Cizelge 4.2 LEA-3 ve ACT genine ait Real-Time PCR Nano cihazindan alinan tiim
[oa 6 (<105 [ o OO PT U PTRTPR 82
Cizelge 4.3 Normalizasyon ile elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama,
standart hata, standart sapmalar1 ve kontrole gore olan istatistiksel analiz

SOMUGIATT ... 89

Xiii



1. GIRIS

40 takim igerisinde 640 cins ile bitkiler aleminde en genis iigiincii aileyi olusturan
baklagiller (Fabaceae), Diinya’da 60 milyon ton iiretim ve 40 milyar dolarlik piyasa
degerine sahip bir iiriin grubudur (Anonim 2011). Tahildan sonra tarimsal iiretimi en
fazla yapilan; mercimek, fasulye, nohut, bezelye, bakla ve bdriilceyi igine alan
baklagiller, diinyada iki milyardan fazla insan ic¢in protein kaynagi olusturmaktadir.
Yapilan arastirmalara gore insan beslenmesinde ihtiyag olan bitkisel proteinlerin %22’si
ve karbonhidratlarin  %7’si, hayvan beslenmesindeki proteinlerin %38’ ve
karbonhidratlarin da %5’i yemeklik tane baklagillerden saglanmaktadir (Wery ve
Grinac 1983, Gepts vd. 2005).

Yillar itibariyle diinya baklagil iiretiminde ciddi artiglar yasanmistir. 2000°1i yillarin
basinda diinyada 55 milyon ton bakliyat {iretilirken giiniimiizde bu rakamin 60 milyon
tonlara ulastig1 goriilmektedir. Ulkemizde de bitkisel iiriinler iiretiminde baklagiller
biiyiik 6nem tagimaktadir. Ozellikle 1980°li yillardan itibaren yemeklik tane baklagiller
tiretimine biiyiik agirlik verilmis ve tiretimi arttirici cesitli projeler sayesinde bakliyat
iretimimiz Onemli Olgiide artis gostermistir. Gliniimiizde ise bakliyat iiretiminde
diinyada ilk 10 arasinda yer alan Tiirkiye’de, giinden giine ekim alanlarinin daraldigi ve
dretimin distiigii gozlenmektedir. Bu diisiiste biyotik ve abiyotik kaynakli stres
etmenlerinin biiyiik rolii bulunmaktadir. Uretim diisiisiine bagli olarak her y1l daha fazla
kuru fasulye, nohut ve daha fazla mercimegin ithal edildigi rapor edilmistir (Ozdem

2012).

Gergeklestirilen bu tez galismasinin amaci, 7 farkli fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
c¢esidinin giinden giine ekim alanlarinin daralmasi ve iiretimin diismesine sebep olan tuz
ve kuraklik streslerine karsi performanslarini in vitro kosullarda belirlemek ve stres
altinda ¢esitlerde ortaya ¢ikacak degisimleri biyokimyasal ve molekiiler yaklasimlarla
arastirmaktir. Boylece tlilkemizde ticari olarak degerli olan ve ¢alismada kullanilan kuru
fasulye gesitlerinin dayaniklilik potansiyellerinin Karsilagtirilmasi hedeflenmektedir. Bu
kapsamda bitkilerde tuz ve kuraklik stresine karsi savunmada rolii oldugu disiiniilen

LEA-3 geninin Real-Time PCR araciligiyla mRNA diizeyindeki ifade seviyesi
1



arastirilmistir. Stresin erken ve ge¢ saatlerinde kok ve yaprak dokularindaki ifadelere
bakilarak LEA-3 geninin stres savunmasindaki roliine agiklik getirilmeye g¢alisilmistir.
Bitkilerdeki stres olusumunu gostermek amaciyla oksidatif stresin  hassas
gostergelerinden biri olan malondialdehit (MDA) analizi yapilmistir. Kuru fasulye gibi
onemli bir tarim bitkisinde LEA genleri ile ilgili boyle bir ¢alisma daha once
yapilmamis olup, tilkemizde kuru fasulye ¢esitlerinin stres kosullarina géstermis oldugu

tepkinin genetik mekanizmasi heniiz acikliga kavusmamastir.

1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

1.1.1 Tarihce

Kokeni bazi arastiricilar tarafindan Hindistan, Avustralya veya Afrika olarak
bildirilmesine ragmen fasulyenin anavataninin Giiney Amerika oldugu kabul
edilmektedir. Fasulye tariminin Meksika’da ¢ok eski yilllardan beri yapildig: bilinmekte
ve Amerika kitasmin kesfinden sonra Ispanyollar tarafindan Avrupa’ya ve buradanda
Asya’ya gectigi diisiiniilmektedir. Ulkemizde en az 250 yildan beri yenildigi tahmin
edilmektedir ve en fazla iiretimi yapilan sebze tiirlerinden birisidir (Kiitevin ve Tiirkes
1987, Ozdem 2012).

1.1.2 Simiflandirilmasi

Fasulye Fabaceae (Baklagiller) familyasinin Papilionoideac alt familyasindan
Phaseolea oymaginin Phaseolus cinsine bagli bir tiirdiir. Baslica tiirleri Phaseolus
acitufolius A. Gray, P. coccineus L., P. lunatus L. ve P. vulgaris L. olup sistematik

smiflandirilmasi ¢izelge 1.1’de sunulmustur (Freytag ve Debouck 2002).



Cizelge 1.1 Fasulyenin siniflandirilmasi

Domain: Eukarya (Okaryotikler)
Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Fabales

Aile: Fabaceae (Baklagiller)
Cins: Phaseolus L.

Tiir: Phaseolus vulgaris L.

1.1.3 Ekonomik 6nemi, Diinya ve Tiirkiye’de iiretimi

Fasulye diinyada ekim alani ve iiretimi yoniinden yemeklik tane baklagiller arasinda ilk
sirada yer almaktadir. 2012 y1l1 FAO verilerine gore diinyada kuru fasulye ekim alanlar1
28.780.377 ha ve iiretimi 23.140.276 ton dolaylarindadir. En genis ekim alan1 ve iiretim
Asya kitasinda iken en yiiksek tane verimi Amerika kitasindan elde edilmektedir. FAO
kaynaklarma gore ekim alan1 ve iiretim bakimindan Hindistan ilk sirada yer alirken
Brezilya, Meksika, Myanmar, Cin ve ABD diinyadaki diger onemli kuru fasulye
tireticisi lilkelerdir. Ancak iilkemiz kuru fasulye iiretimi ve ihracati bakimindan diinyada
onemli {ilkeler arasinda bulunmamaktadir (Sekil 1.1, Cizelge 1.2; Anonymous 2011).
Dolayisiyla kuru fasulye {retimini arttirmaya yonelik gerceklestirilen ve

gergeklestirilmesi planlanan ¢alismalar biiyiik 6nem tasimaktadir.

i 3
2011 yii toplam kuru fasulye Gretimi
]
| e Uretim
(MT*metrik
ton=1000 kg)
=S
< -
Hirdistan Brezilyn  Myanmar  Cin  Amerka Tanzanya Kenya Meksika  Ugarda
k= Ulkeler 4

Sekil 1.1 Diinyada kuru fasulye iiretiminde iilkelerin siralamasi (Grafikte ilk 9 {ilkeye
yer verilmistir, iilkemiz 20. sirada oldugu i¢in grafikte bulunmamaktadir)
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Cizelge 1.2 Sayisal olarak Tirkiye’nin kuru fasulye {iretiminde diinya siralamasindaki

yeri

Sira  Ulke Uretim (Ton) Sira  Ulke Uretim (Ton)
1 Hindistan 4.330.000 11 Endonezya 341.097
2 Brezilya 3.435.366 12 Etiyopya 340.280
3 Myanmar 3.721.949 13 Rwanda 331.166
4 Cin 1.572.000 14  Arjantin 332.782
5 USA 899.610 15 Angola 303.521
6 Tanzanya 675.948 16 Iran 246.056
7 Kenya 577.674 17 Nicaragua 234.163
8 Meksika 567.779 18 Korea 224.000
9 Uganda 447.430 19 Vietnam 216.797
10 Kamerun 366.463 20 Tiirkiye 200.763

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK 2012) verilerine gére iilkemizde kuru fasulye 200.000 ton

tiretim ve 93.090 ha ekim alaniyla baklagiller arasinda nohut ve mercimekten sonra tiglincii

sirada yer almaktadir (Cizelge 1.3, Anonim 2012).

Cizelge 1.3 TUIK verilerine gore Tiirkiye'de kuru fasulye iiretimi

Yil Uretim Ekilen alan
(ton) (ha)
2008 154.630 97.8484
2009 181.205 94.7509
2010 212.758 103.281
2011 200.763 94.498
2012 200.000 93.090

Kuru fasulye ekim alanlar1 ve iiretimi bakimindan tilkemizde Bati Anadolu birinci, Orta

Anadolu ikinci ve Akdeniz ti¢ilincii sirada bulunmaktadir (Cizelge 1.4, Anonim 2012).



Cizelge 1.4 Sayisal olarak cografi bolgelerin kuru fasulye {iretiminde Tiirkiye
siralamasindaki yeri

Sira Bolge Uretim (Ton)  Ekilen alan (ha)
1 Bati Anadolu 96.772 29.625
2 Orta Anadolu 31.911 14.844
3 Akdeniz 14.981 9.550
4 Kuzeydogu Anadolu 12.278 7.237
5 Bat1 Karadeniz 9.839 9.133
6 Ege 8.232 6.508
7 Bati Marmara 7.487 4.353
8 Dogu Karadeniz 5.689 4.355
9 Dogu Marmara 4.332 2.558

10 Giineydogu Anadolu 876 0.358

1.1.4 iklim ve toprak istekleri

Fasulye Tiirkiye’de biitiin cografi bolgelerde yetistirilebilen bir sicak iklim bitkisidir.
Tohumlarinin ¢imlenmesi igin gerekli olan en ideal sicaklik araligi 15-20 °C’dir.
Fasulye tohumlarinin ¢imlenmesi 15 °C nin altinda yavaslamakta, 10 °C nin altinda ve 35
°C’nin {istiinde ise ¢gimlenme ¢ok az veya hi¢ olmamaktadir. Ideal nem ve sicakligin saglanmasi
durumunda ekimi takiben 7-10 giin sonra ¢ikis gerceklesir. Sicaklhiklarin daha diisiik olmasi
durumunda ise ¢ikis siiresi 20-25 giinii bulabilir. 70-140 giin arasinda olan vejetasyon siiresi,
bitkinin sarilict ve bodur olmasi, erkenci veya gecci olmasi yaninda bdlgenin ekolojik
kosullarma gore de degisiklik gostermektedir. Cigeklenme siiresi bodur gesitlerde 10-15 giin,
yan sartlicilarda 20-25 giin ve sarilic1 gesitlerde 30 giin iizerindedir. Toprak neminin yeterli
olmamasi durumunda ¢igeklenme siiresi kisalir ve ciceklenme azalir. Cigeklenme igin optimum
sicaklik 20-25 °C’dir. 30 °C'nin iizerindeki sicakliklarda cicekler dokiilmekte ve verim oldukca
diismektedir. 10 °C’nin altindaki sicakliklar tane olusumunu engellemektedir. Ph 7-8 olan
tuzluluk ve alkali sorunu olmayan verimli topraklarda iyi yetisen fasulyenin ¢inko elementi
istegi cok yiiksektir (Kiitevin ve Tiirkes 1987, Freytag ve Debouck 2002, Ozdem 2012).



1.2 Bitkilerde Stres

Canlilar dogalar1 geregi siirekli dis ¢evre ile iligki halindedirler ve ¢evrede uygunsuz
kosullar olugsmasi durumunda adaptasyon eksikligine bagli olarak stres kosullarina
maruz kalirlar. Cevre sartlarinin bir bitkinin normal biiylime ve gelismesini olumsuz
yonde etkileyecek kadar degismesi halinde bitkide meydana gelen durum stres olarak
ifade edilir. Bir bagka ifade ile bitkiler iizerinde olumsuz etkileri olan dis etmenler stres
olarak tanimlanir. Stres, bitkinin canli kalabilmesi, {iriin verebilmesi, biyokiitle birikimi

ve Oziimleme ile iliski kurarak agiklanmasi gereken bir kavramdir (Biiyiik vd. 2012).

Bitkilerin yasamlar1 silirecinde bircok kez karsilastiklari stres faktorleri biyotik ve
fizikokimyasal olmak tizere iki grupta incelenebilir (Sekil 1.2; Levitt 1972). Biyotik
stres faktorleri; mikroorganizmalarin (fungus, bakteri ve viriis) enfeksiyonu ve zararl
hayvanlarin saldirilar1 sonucu olusan stres faktorleridir. Abiyotik stres faktorleriyse su,
sicaklik, radyasyon, kimyasallar, manyetik ve elektriksel alanlar gibi ¢evre faktorleridir

(Lichtenhaler 1996, Biiyiik vd. 2012).



Radyasyon
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Bitkiler sesil dogalar1 geregi stres etmeninden uzaklagarak kacinma gibi bir yetenege
sahip olmadiklarindan, hayvanlardan farkli olarak strese dogrudan maruz kalirlar. Strese
dogrudan maruz kalmalar1 sonucunda biiyiime ve gelismeleri olumsuz etkilenirken bu
durum bitki organlarinin yitirilmesine neden olmaktadir. Boyer stres faktorlerinin ekin
tiretiminin %70 kadarimi etkileyebilecegini One siirerken; 2007 yilindaki Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) raporuna gére diinyadaki karasal alanin sadece

%3,5°1 herhangi bir ¢evresel tehditten etkilenmemektedir (Boyer 1982, Veldhuizen vd.

2007).

Stres Faktorleri
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- Kuru Hava
- Kuru Toprak

Sicakhik

Mekanik Etkiler
- Riizgar
- Toprak Kimyas1
- Gomiilme
- Kar ortiisti
- Buz tabakasi

Bitkiler
- Kalabalik
- Allelopati
- Parazitik bitkiler

Mikroorganizmalar
- Viriisler
- Bakteriler
- Funguslar

Hayvanlar

- Otlatma
- Cigneme

- Kirlenme
- Agrokimyasallar

- Toprak sikismasi
- Yangin
- fyonize radyasyon

[ Antropogenik orijin \

Glektromanyetik alanlar )

Sekil 1.2 Cevresel stres faktorleri (Larcher 1995)



Stres etmenlerinin yol agtig1 zarar; bitkinin tiirline, tolerans ve adaptasyon yetenegine
bagl olarak degisiklik gostermektedir (Kadioglu 2004, Rao vd. 2005). Bitkilerin
yasamlar1 siiresince dogada birgcok stres faktorii ile karsilastiklar diistiniildiigiinde
stresle iligkili mekanizmalarin aydinlatilmasi, toleranslh tiir ve gesitlerin gelistirilmesi

olduk¢a 6onemlidir.

1.3 Kuraklik Stresi (Su stresi)

Kuraklik stresi bitkilerde tiretimi siirlandiran en énemli abiyotik stres etmenlerinden

birisi olup tarimsal ve ekolojik sistemler tizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir (Reddy vd.
2004, Jaleel vd. 2007).

Bitkileri strese sokan en Onemli etmen toprak su potansiyelindeki dististiir. Clnki
terleme ile yitirilen su ancak toprakta yeterli miktarda su varsa telafi edilebilir. Toprakta
yeterli diizeyde su bulunmaz, tolerans mekanizmalar1 ¢alismaz ve su kayb1 gergeklesir
ise bitki su stresine maruz kalir. Kaybedilen suyun alinan sudan fazla olmasi durumunda
iletim borulart igerisinde negatif basing olusur ve bitki organlart arasinda suyun
alinmas1 yoniinde rekabet meydana gelir. Topraktaki su c¢ok azaldiginda, toprak
kolloidlerince daha fazla gekilmesi sebebiyle, koklerin emme kuvveti kolloidlerin emme
kuvvetini yenemez ve su alimi gergeklesmez. Boylece kok ve yapraklarda solma
gerceklesmis olur (Kocagaligkan 2003). Bu durum turgor basinciyla ilgilidir. Turgor
basincinin hiicrede daima pozitif yonde olmasi gerekmekte, diismesi durumunda ise

bitkide solma meydana gelmektedir (Reddy vd. 2004, Jaleel vd. 2007).

Smirnoff ve Cumbes (1989) kurakligi genel olarak su noksanligi ve kuruma olarak iki
tipe ayirmaktadir. Bu ayrima gore su noksanligi stomalarin kapanisina ve gaz
degisiminde kisitlamaya yol acan orta diizeydeki su kayb1 iken; kuruma reaksiyonlarin
katalizlenmesini durdurabilecek potansiyeldeki asir1 su kaybi olarak tanimlanabilir.
Kuraklik stresi bitkilerde biiyiime ve verim, hiicre i¢i yapilar, fotosentez ve azot
metabolizmasi iizerine olumsuz etkilerde bulunarak bitki metabolizmasini bozmaktadir

(Kocagaligkan 2003).



Su stresi, toprakta bitkiye yarayishh su miktarmin azalmasi, atmosferik kosullarin
etkisiyle transpirasyon ve evaporasyon sonucu su yitmesinin siirmesi durumunda ortaya
cikmaktadir. Stres giinliik ya da uzun siireli olabilir. Su stresinin uzun siirmesi ve

yeterince su aliminin gergeklesmemesi bitkilerde 6liime yol agabilir (Kacar vd. 2002).

1.3.1 Bitkilerde kuraklik stresinin zararlar

Kuraklik stresinin mekanik etkisi belirgin su kaybi1 ger¢eklesmesi durumunda bitkide
turgor kaybiyla kendini gostermektedir (Levitt 1980). Su kaybina bagl hiicre 6zsuyu
konsantrasyonunun artmasiyla protoplazmada artan bir dehidrasyon meydana gelir.
Hiicrede ozmotik su kaybiyla birlikte protoplast hiicre c¢eperinden ayrilir ve stres
altindaki plazma membraninda gerceklesen ¢okme yirtilmalara, zarlar iizerindeki
hidrolitik enzimlerin serbest kalmasina ve sitoplazmanin otolizine sebep olur. Bu zarar
hiicresel metabolizmay1 geri doniissiiz olarak bozar ve neticede bitkide biiylime yavaglar

(Ozcan vd. 2004, Kalefetoglu ve Ekmekgi 2005).

Asirt su kaybi sonucunda bitkide hiicresel metabolizmanin bozulmasiyla gergceklesen
iyon birikimi, membranin yapisal biitlinliiglinlin ve protein yapilarinin bozulmasina
neden olur ve hiicreye zarar verebilir (Bray 1993, Ozcan vd. 2004, Kalefetoglu ve
Ekmekgi 2005). Hiicre biiylimesindeki gerileme yapraklarin kiigiilmesine, bununla
birlikte de fotosentez iiriinlerinin daha da azalmasina yol acar (Kalefetoglu ve Ekmekgi
2005). Su stresi bitkilerde enzim aktivitesi ve enzim miktar1 tizerine de énemli bir etki
yapar (Walton 1980, Salisbury ve Marinos 1985, Plaut 1995). Ayrica kuraklik stresi
bitki hiicrelerinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) birikmesine ve oksidatif stres

olusumuna yol agmaktadir.

1.3.2 Kurakhga kars: gelistirilen uyum mekanizmalari

Bitkiler kurak kosullarda hayatta kalabilmek icin stresten kacinma ve stres toleransi
olmak tizere iki ana savunma mekanizmasina sahiptirler (Levitt 1980, Laffray ve

Louguet 1990, Cruz de Carvalho vd. 1998). Stresten kacinma egilimindeki bitkiler



sadece orta siddetteki kuraklik kosullarinda hayatta kalabilirken strese toleransli bitki
gruplar1 ise savunma mekanizmalarini ¢aligtirararak ¢ok daha siddetli stres kosullarinda

yasamlarini siirdiirebilirler.

Bitkiler biinyelerindeki uygun su igerigini koruyabilmek amaciyla bitkinin
morfolojisine de yansiyan birtakim Onlemler almaktadirlar. Bu dnlemler topraktan su
alimimi, transpirasyon yiizeyinin azalmasi, yiiksek bir su iletim kapasitesi veya suyun

depolanmasi gibi fonksiyonel énlemlerdir (Cirak ve Esendal 2006).

1.4 Tuz Stresi

Tuzluluk o6zellikle kurak veya yar1 kurak bolgelerde ortaya c¢ikan ve iiretimi
sinirlandiran en Onemli ¢evresel sorunlardan biridir (Ashraf 1999). Genel olarak
saturasyon ekstraktinda 4 mmhos.cm™den fazla tuz igeren topraklar tuzlu topraklar
olarak tanimlanmaktadir (Karanlik 2001). Yagish bolgelerde toprak yikandigindan
tuzlar yer alt1 sularina karisir ve bu sayede tuzlulasma (salinizasyon) yagish bolgelerde
olusmaz. Ozellikle iilkemizde kurak ve yar1 kurak alanlarda drenajin iyi olmadig
topraklarda sulama sularindan gelen tuzlar zamanla topraklarin tuzlu hale gelmesine
neden olabilir (Uygan vd. 2006). Ayrica bazi bolgelerde evoporasyonun yiiksek olusu
nedeniyle sular beraberinde tasidiklar1 tuzlari toprak yiizeyinde birakirlar. Bu durum
bolgede tuzlulagmaya sebep olur ve tuzun varlifi topraktaki su tutma kapasitesini
diisiiriir (Shannon ve Grieve 1999). Tuzlu topraklarda genellikle Na*, Ca?*, Mg®* ve K*
katyonlart ile CI, 8042', HCO;3; ve COgZ' anyonlar1 bulunmaktadir (Kacar vd. 2002).

1.4.1 Bitkilerde tuz stresinin zararlar

Tuz stresine kars1 dayanikliliklarina gore bitkiler halofitler (tuzcul bitkiler) ve glikofitler
(yiksek tuz yogunluklarindan zarar goren bitkiler) olmak {lizere 2 grupta
toplanmaktadirlar. Deniz Boriilcesi (Salicornia herbacea L.) ve Kara Pazi (Atriplex
vesicaria Heward ex Benth.) halofit olan ve yiiksek tuz kosullari altina yasayabilme

yetenegine sahip bitkilerdir. Ayikulagi (Aster tripolium L.) ve Sinirotu (Plantago
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lanceolata L.) ise disiik tuz seviyelerinde normal gelisimlerini siirdiirebilen bitkiler
arasindadir. Yiksek bitkilerin ise tamami glikofitler grubunda yer almaktadir ve stres
kosullar1 altinda ozmotik regulasyon gergeklestirilememektedir (Levitt 1980,
Ellialtioglu ve Tipirdamaz 1998, Yasar 2003, Ashraf 2004, Kusvuran 2004).

Tuz stresi genel olarak bitkilerde biiylimede yavaslama, bitki yas ve kuru agirliklarinda
azalma, klorofil miktarinda azalma, meyve kalitesinde bozulma ve verimde diisiis
seklinde kendisini gostermektedir (Shannon ve Grieve 1999, Ashraf 2004). Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinin bitki hiicresinde meydana getirdigi olumsuzluklar ii¢ baslik altinda
toplanabilir. Bu olumsuzluklar su stresi, iyon toksisitesinin hiicrede meydana getirdigi
zararlar ve Na ve CI birikimi sonucunda Ca ve K iyonlarmin hiicre igerisindeki
dengesinin bozulmas1 seklindedir. Ayrica topraktaki tuz seviyesinde diisiisle birlikte
suyun ozmotik potansiyelinin diismesi sonucu bitkilerde fizyolojik olarak kuraklik

streside olugsmaktadir (Levitt 1980).

Bitkiler tuz stresine maruz kaldiklarinda transpirasyonu azaltarak su kaybini 6nlemek
icin stomalarin1 kapatir ve yaprak alanlarimi kiigiiltiirler. Ancak bu durum sonucunda
fotosentez azalmakta ve bitkide biiylime ve gelisme gerilemektedir (Karanlik 2001,

Yasar 2003).
1.4.2 Tuz stresine karsi gelistirilen uyum mekanizmalari
Abiyotik stres faktorlerinden olan tuz stresine karsi bitkiler ¢esitli savunma

mekanizmalarima sahiptirler ve genel olarak dort farkli mekanizma ile tepki

vermektedirler.

1.4.2.1 Na pompalan (disa verme)

Bazi bitkiler kendileri icin stres olusturabilecek diizeyde tuzlulukla karsilastiklarinda

kok hiicrelerindeki Na pompalari ile tolere edilemeyecek miktardaki Na’u ortama geri
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vermektedir ve bu sayede hiicre i¢i Na seviyesini dengede tutmaktadir (Schubert ve
Lauchli 1990).

1.4.2.2 VVakuollerde biriktirme

Na iyonlarmin vakuollerde biriktirilmesiyle bitkiye zarar vermesinin 6nlendigi ve tuz

toksisitesinden korunuldugu bildirilmistir (Munns 2002).

1.4.2.3 Hiicre zan gecirgenligi

Tuza toleransli olan bitkiler tuz stresinden kacinmak icin Na ve K iyonlarinin
gecislerinin engelleyerek tuzlari ya hi¢ iceriye almamakta yada enerji kullanarak

disariya pompalamaktadir.

Bitkilerin tuzdan kacinmak icin kullandiklart bir diger mekanizma ise hizli biiyiime
yoluna giderek alinan tuzun seyreltilmesidir. Bu sayede tuz miktari tolere edilebilir

diizeylerde kalmaktadir (Tal 1983).

Strese maruz kalan bitkilerde ozmotik dengenin saglanmasi i¢in sitoplazma ve
organellerinde ¢esitli ¢oziinebilir maddeler biriktirilmekte ve bu maddeler enzimler ve
membran biitinliigii tizerinde pozitif etki saglamaktadir. Birgok arastirici tarafindan
prolin gibi organik maddelerin stres toleransiyla iliskili oldugu gosterilmistir (Asraf ve
Foolad 2007).

1.5 Bitkilerin Stres Kosullarina Kars1 Molekiiler Cevap Mekanizmalar:

Halofitler (tuzcul), kserofitler (kurakg¢il) veya jipsikol (algitasl topraklarda yetigenler)
gibi bazi bitkiler stres kosullarina dogal olarak uyum saglayabilmektedirler ve bu
sayede Ozellesmis bitkiler canliligini siirdiirebilmekte ve bulunduklar1 ortamda yasam
dongiilerini tamamlayabilmektedirler. Strese dayanikliliklar1 dolayisiyla bu gibi bitki
tiirlerinde ve stres toleransi diisiikk Arabidopsis thaliana (model organizma) gibi bitkiler

kullanilarak bitkilerde strese karsi verilen fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
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cevaplar aydinlatilmaya g¢alisilmistir (Boscaui vd. 2008). Elde edilen veriler 1s1ginda
bitkilerde strese karsi gelisen molekiiler cevap mekanizmalart makromolekiillerin ve
iyonlarin homeostasisi, Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) olusumu ve detoksifikasyon

ve koruyucu molekiillerin sentezi olmak iizere ii¢ grupta toplanabilir.

1.5.1 Makromolekiillerin ve iyonlarin homeostazisi

Abiyotik ¢evresel faktorlerin cogu (tuzluluk, kuraklik, yiiksek ve diistik sicakliklar gibi)
bir ozmotik bilesen icermekte, hiicresel dehidrasyona yol agmakta ve i¢ dengeyi

(homeostazi1) bozmaktadir.

Bitkilerde tuz stresi esnasinda, membranlar aras1 potasyum (K*) ve sodyum (Na®) iyon
dengesinin saglanmasi olduk¢a onemlidir. Bu yiizden iyon taginimimin diizenlenmesi
gerekmektedir. Tuzluluk ile beraberinde gelen Na® stresi bitkilerde kok hiicreleri
tarafindan K* alimimi engeller. Ayn1 zamanda Na™’un hiicreye giris yaparak asiri
seviyede birikmesiyle birlikte toksik etki gosterdigi bilinmektedir (Hasegawa vd. 2000,
Wang vd. 2002). Biiyiimede meydana gelen azalis1 veya hiicre 6liimlerini engellemek
amaciyla bitkiler asir1 Na® iyonunu uzaklastirmali ya da vakuolde béliimlere
ayirmalidirlar. Hayvanlarin aksine, bitki hiicrelerinde Na-ATPaz veya Na/K-ATPaz
olmadigi i¢in tiim iyon ve metabolitlerin tasinimi H-ATPazlar ve H-pyrofosfatazlar ile
gerceklestirilir. Stres kosullar1 altinda bitkilerde birtakim diizenlemeler dahilinde H-
ATPazlar ve H-pyrofosfatazlar aracilig ile iyonlarin iletimine bagli olarak homeostaz

saglanir (Hasegawa vd. 2000).

Gorildigi tlizere bitkilerin dehidrasyona karsi olan temel cevap mekanizmasi su
iletimi ve 1iyon dengesinin kontrolii ile su gecisinde rol oynayan hidrofilik
transmembran kanallar olan aquaporinlerin ve iyon tagima sistemlerinin
aktivasyonunu/inaktivasyonunu kapsamaktadir (Zhu 2000, Munns 2002, Wang vd.
2002, Vinocur ve Altman 2005).
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1.5.2 Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve detoksifikasyon

ROT lar bitkilerde endojen olarak kloroplastlardaki fotosentez reaksiyonlarinda, plastit
ve peroksizomlarda, mitokondrilerdeki sitrik asit dongiisiinde NADPH oksidaz, hiicre
duvar peroksidazlari ve amino oksidazlar gibi enzimlerin etkisiyle olusan en yogun
serbest radikallerdir (Van Camp vd. 1998, Van Breusegem ve Dat 2006). Serbest
radikaller, radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla ya da
atom veya molekiile bir elektron ilavesiyle olusurlar. Diger molekiillere elektron
verebildiklerinden ya da onlardan elektron alabildiklerinden dolayr organizmada
indirgeyici veya yiikseltgeyici olarak davranirlar (Halliwell ve Gutteridge 1998, Flora
2007). Bitkinin normal gelisim siirecince de sentezlenirler ancak detoksifikasyon

mekanizmasi ile aralarindaki denge sayesinde zararh etki olusturmazlar. Hiicrelerde
1

bilinen baslica ROT’lar singlet oksijen ( 02), stiperoksit anyonu (O2 7), hidrojen peroksit

(Hzoz) ve hidroksil radikali (OH") olup normal kosullarda hiicredeki diizeyleri stirekli

denge halindedir (Halliwell ve Gutteridge 1998).

Bitkilerde stresin oncelikli etkilerinden biri olarak gosterilen lipid peroksidasyonun son
iriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) analizleriyle stresin oncelikli hedefi olan
membranlardaki etkileri yansitilmaktadir (Hodges vd. 1999). Giiniimiize dek
gerceklestirilmis olan galismalarda stresle birlikte Lycopersicon esculentum Mill.’de
(domates) (Krupa ve Baszynski 1989, Malik vd. 1992, Quariti vd. 1997, Ben Ammar
vd. 2005, Triticum aestivum L.’da (bugday) (Vassilev 2004), Hordeum vulgare L.’de
(arpa) (Gaur ve Grupa 1994), Brassica nigra (L.) K. Koch’da (hardal) (Nouairi vd.
2006) ve daha birgok bitkide MDA diizeyinin yani lipid peroksidasyonunun arttig1

gosterilmistir.

ROT lar olusturduklart membran hasarlarinin yani sira DNA, protein ve lipitlerle olan
etkilesimi ve bu yolla hiicrelerde meydana getirdikleri hasar bakimindan farklilik

gostermektedir.
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Bitkiler oksidatif stres altinda yasamlarim1 devam ettirebilmek ve stresle basa
cikabilmek igin ROT’un kontroli ve detoksifikasyonunu saglayan cesitli
antioksidanlara sahiptir. Antioksidanlar diisiik konsantrasyonlar da oksidasyon
yapabilen ve diger bir substratin oksidasyonunu azaltan (elektron aktarimiyla) veya

engelleyen yani oksidasyona karsi miicadele eden maddelerdir (Smirnoff 2005).

Antioksidanlar, enzimatik olmayan antioksidanlar ve enzimatik antioksidanlar olmak
tizere iki kisimda incelenmektedir. Enzimatik olmayanlar, askorbik asit (AsA),
tokoferoller (E-vitamini), karetenoidler, glutatyon ve fenolik bilesikler, enzimatik
antioksidanlar ise siiperoksid dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
peroksidaz (GPX) ve katalaz (CAT) olarak bilinmektedir. Enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar hiicredeki lokalizasyonlarina ve rollerine gore farklilik

gostermektedir.

1.5.3 Koruyucu molekiillerin sentezi

Bitkilerde strese karsi verilen cevaplardan bir digeri ise diisiik molekiiler agirlikli
¢Ozlinen maddeler veya ozmolitler (sekerler, polioller, prolin gibi aminoasitler), 1s1
soku proteinleri (Heatshock proteins) ve LEA proteinleri (Ge¢ Embriyogenez Bagimh
proteinler=Late Embryogenesis Abundant proteins) gibi farkli 6zel proteinlere

dayanmaktadir.

Koruyucu molekiillerden olan ozmolitler stres tarafindan olusturulan ROT’un
temizlenmesinde gorev yapan proteinlerdir. Ozmotik ayarlayici ve ozmoprotektan
olarak rol oynarlar. Sitoplazmada suyun alikonmasini saglar ve sodyumun apoplast ve
vakuollerde tutulmasini kolaylagtirarak hiicresel yapilar1 korumaktadirlar (Smirnoff ve
Cumbes 1989).

Is1 soku proteinleri; protein katlanmasi, hiicresel diizenlenmesi ve uygun olmayan
proteinlerin hiicrede birikiminin 6nlenmesi gibi bircok konuda islevsel olmalarinin

yant sira farkli stres kosullarinda da sentezlendigi bilinen molekiiler saperon gibi
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davranan yani proteinlerin katlanarak ti¢ boyutlu hale gelmesi isleminde yer alan
proteinlerdir (Henle vd. 1999). Hasarlanmis ve yanlis katlanmig polipeptitleri baglama
potansiyeline sahip olan 1s1 soku proteinleri bu sayede bu polipeptitlerin yikimini

Onleyerek potansiyel olarak hiicreyi strese karsi korumada rol oynarlar (Chiba vd.
2006).

Yapilmis olan g¢aligmalarda tuzluluk stresi altindaki bir¢ok bitkide toksik etkisi
olmayan ancak koruyucu role sahip ozmotin olarak adlandirilan katyonik proteinlerin
biriktigi gozlenmistir. Toplam hiicresel proteinin yaklasik olarak %12’sini olusturan
bu proteinler PR-5 (Patojen iliskili grup 5 = Pathogenesis related group 5) protein
ailesine ait 24kDa’luk stres iliskili koruyucu proteinler olarak bilinmektedir. Ozmotin
sentezinin absisik asit tarafindan kontrol edildigi ve osmotolerans1 sagladigi

gosterilmistir (Singh vd. 1985, Husaini ve Abdin 2008).

Ik olarak tohum embriyolarinda tanimlanmis LEA proteinlerinin de bitkilerde stres
savunmasinda koruyucu etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir (Holmberg ve Bulow
1998). Stres altinda LEA genleri tarafindan ifade edilen hidrofilik LEA proteinleri
suyu baglama kapasiteleri dolayisiyla su eksikligi etkilerini azaltmada ve hiicresel

biitiinliiglin korunmasinda etkin rol oynamaktadir (Sairam ve Tyagi 2004).

1.5.3.1 LEA proteinleri

LEA proteinleri kuruma (desiccation) toleransi ile ilgili oldugu diisiiniilen proteinlerdir.
Ge¢ embriyogenez esnasinda daha fazla goriildiikleri i¢in ‘Late embriyogenesis
abundant’ olarak adlandirilmaktadirlar ve ilk olarak bugday (Triticum aestivum) ve
pamuk (Gossypium hirsutum L.) embriyolarinda tanimlanmiglardir (Dure vd. 1981,
Galau vd. 1986). Giinlimiize dek damarlidan damarsiza kadar bir¢ok bitkide yiizlerce
LEA proteini izole edilmistir (Dure vd. 1989, Honjoh vd. 1995, Close 1996, Cuming
1999). Sasirtict bigimde, LEA genlerinin ilk olarak gelisen tohumlarda tanimlanmasina
ragmen, bircok LEA benzeri genin sadece ABA veya diger ¢evresel streslere baglh
olarak indiiklendigi goriilmektedir (Bray 1993, Cuming 1999, Ingram ve Bartels 1996,
Wang vd. 2007). Ayrica mikroplarda (Mueller vd. 1992, Volker vd. 1994), mantarlarda
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(Eichinger vd. 2005, Abba vd. 2006), protozoalarda (Katinka vd. 2001), nematotlarda
(Browne vd. 2004, Gal vd. 2004), boceklerde (Kikawada vd. 2006) ve kabuklularda
(Hand vd. 2007, Wang vd. 2007) tanimlanmus gesitli LEA genleride bulunmaktadir.

Biitin bu hayvansal LEA benzeri genler dehidre veya anhidrobiyoz sporlarda,
embriyo/fetus/larvalarda veya somatik dokularda ve sadece stres kosullar1 altinda ifade
olmaktadirlar. Bu ylizden kuruma toleransiyla ilgili olabilecekleri 6ne siiriilmektedir.
LEA proteinlerinin tanimlanmasma dayali ilk calismalar, kuruma toleransinin
kazanimindaki koruyucu rolleri iizerine yogunlasmistir. LEA proteinlerinin fizyolojik
karakterleri onlarin davranis sekilleri hakkinda bazi ipuglar1 vermektedir. Genel olarak,
LEA proteinlerinin ¢ogunlukla yiikli ve yiiksiiz polar aminoasit rezidileri igeren
birincil yapilari, LEA proteinlerinin kararli bir bigimde hidrofilik oldugunu
gostermektedir. Bu yiizden, LEA proteinlerinin su veya tuz baglama kapasitesi
olusturdugu ve subselular matriks ile iliski sagladigi ileri siiriilmektedir (Dure vd. 1989,
Dure 1993, Close 1996). Transgenik/transformasyon ¢alismalar1 da LEA proteinlerinin
kurumay1 onleyici fonksiyonlarina iliskin dogrudan kanit olusturmaktadir (Kazuoka ve
Oeda 1994, Imai vd. 1996, Xu vd. 1996, Nylander vd. 2001) LEA proteinlerinin
fonksiyonlarinin yaklagik 20 yildir bilinmesine ragmen detayli fonksiyonlar1 hakkinda

halen calisilmas1 gerektigi diistiniilmektedir.

1.5.3.2 LEA proteinlerinin siniflandirilmasi

Transkriptler tizerindeki ilk analizler, LEA genlerinin embriyogenez esnasindaki gegiCi
ifade desenlerine gore, LEA ve LEA-A altgruplan seklinde 2 farkli simif igerdigini
gostermistir. Bu siniflandirmadaki LEA-A genleri LEA’ya gore tohum gelisiminin biraz
daha erken evresinde ifade olmaktadir (Galau vd. 1986, Hughes ve Galau 1989, 1991).
Sonrasinda gerceklestirilen daha genel bir siniflandirmada ise, LEA proteininin
varsayllan yapisal domainleri veya kimyasal karakteristikleri dikkate alinmistir.
Gilinimiizde klasik degerlendirme ve POPP smiflandirmast olmak iizere iki
degerlendirme 6l¢iitli kullanilmaktadir. Klasik degerlendirme 6l¢iitii ilk olarak Dure vd.
(1989) tarafindan One siiriilmiistir ve bu degerlendirmeye gore aminoasit dizisi ve

korunmus motiflere dayali olarak, LEA proteinleri 6 altsinifa ayrilmaktadir (Dure vd.
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1989, Bray 1993, Cuming 1999, Bies-Etheve vd. 2008). ikinci degerlendirme &l¢iitii ise
peptit kompozisyonlarina bagli olarak proteinleri siniflandiran bir bilgisayar analizine,

““Protein or Oligonucleotide Probability Profile, POPP’’, dayali olarak ortaya ¢ikmistir
(Wise 2002, 2003).

1.5.3.2.1 Klasik siiflandirilma

1.5.3.2.1.1 LEA-I proteinleri

Bu grup bugday EM proteini ve onun homologu olan pamuk D-19 proteinini
igcermektedir ( Litts vd. 1987, Baker vd. 1988). Her iki protein de yiiksek dizi homolojisi
ve benzer protein karakteristiklerine sahiptir (Baker vd. 1988, Dure vd. 1989). Cesitli
bitki ve bakterilerden izole edilmis olan LEA-I proteinleri, Gly (yaklasik %20) ve yikli
amino asitler (%40) bakimindan zengindir. Yapilan ilk ¢alismalarda LEA-I proteinleri,
karboksil ~ ucun  yakimindaki  hidrofilik 20  bazlik  korunmus  dizilerin
((RIG)S(RIK)GGQTRKEQLGXEGTXEM) tekrar sayilarina gore 2 alt gruba
ayrilmaktadir (Gaubier vd. 1993, Espelund vd. 1995). Ornegin, Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. 20 bazlik motifin 4 tekrarindan olusan AtEm1 ve 20 bazlik tek motif i¢eren
AtEmM6 olmak iizere 2 adet Em geni i¢cermektedir (Gaubier vd. 1993). Ayrica Bacillus
subtilis’te bir stres proteini kodlayan gsiB geninde benzer 20 bazlik bir motife
(GRKGGEATSKNHDKEFYQEI) rastlanmistir (Mueller vd. 1992, Volker vd. 1994,
Stacy ve Aalen 1998).

LEA-I proteinlerinin ortalama molekiil agirliklart 11.5 kDa (maksimum 20.3 ve
minimum 6.8) olarak belirlenmistir. Net elektrik yiikii bakimindan, bu proteinlerin
%58’inde pI<6 iken, %26 ve %16’sinda sirasiyla pl 6-9 arasi ve >9 olarak saptanmustir.
Bu gruptaki proteinlerin ¢ogu kiigiik ve asidikten notiire dogrudur (Volker vd. 1994,
Stacy ve Aalen 1998).
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1.5.3.2.1.2 LEA-II proteinleri

D-11, RAB veya dehidrin proteinleri olarak ifade edilen LEA -I1 proteinleri, ilk olarak
gelisen pamuk embriyolarinda tanimlanmistir (Baker vd. 1988, Mundy ve Chua, 1988,
Close 1996). Bazi sogukla iligkili (COLD) proteinlerin LEA -I1 proteinlerine benzer
oldugu gosterilmistir (Gilmour vd. 1992). Giiniimiize dek, ¢esitli taksonlara ait bir¢ok
bitkide 100°den fazla sayida LEA-II proteini tamimlanmistir (Rorat 2006, Saavedra vd.
2006). LEA-II proteinleri sadece bu protein sinifinda bulunan 3 spesifik, karakteristik
diziye sahiptir. Ilki, biitiin LEA -II proteinleri C ucunun yakiminda 15 bazlik lizince
zengin K domain olarak tasarlanmis korunmus diziler (EKKGIMDKIKEKELPG)
igerirler (Galau ve Close 1992). Ikinci motif N ucunun yakininda yer almaktadir ve
DEYGNP konsensus dizisiyle Y domaini olarak tasarlanmistir. Bu motif bitki ve
bakterilerdeki saperonlarda bulunan niikleotit baglanma domainine benzer bir amino
asit dizisi igermektedir (Martin vd. 1993). S segmenti olarak isimlendirilen 3. 6zellik
protein fosforilasyonu i¢in bir bolge olusturur. S segmentinin CK2 veya diger Ser/Thr
protein kinazlar tarafindan fosforile edildigi ve nukleus veya nukleolus yerlesimi igin

gerekli bir sinyal ile iligkili oldugu ileri siiriilmektedir (Vilardell vd. 1990).

Y, S ve K domainlerinin bulunusu, siras1 ve sayisina gore LEA-II proteinleri 5 altgrupta
simiflandirilmaktadir. Bu alt gruplar sirasiyla Y,SK; Ky, K,S, SK;, ve Y K, proteinlerini
icermektedir (n tekrar sayisidir) (Close 1996). LEA -II proteinlerinin molekiiler agirligi
18.3 kDa ortalamasiyla 5.3’ten 66.3 kDa’a kadar degismektedir. LEA-II proteinlerinin
genis molekiiler agirligr araligi K segmentlerinden ileri gelmektedir. Net elektrik ytiki
bakimindan, bu proteinlerin %7’sinde pI<6, %58’inde pl 6 ile 9 arasinda ve %35’inde
pI>9’dur ve bu durum LEA-II proteinlerinin nétiirden bazige dogru oldugunu

gostermektedir.

1.5.3.2.1.3 LEA-I11I proteinleri

LEA-I proteinleri gibi, D-7 proteinleri olarak da adlandirilan LEA-III proteinleri bitki,
mantar, mikrobiyal ve hayvan alemlerinde bulunmaktadir (Tunnacliffe ve Wise 2007).

Giiniimiize dek halka agik veritabanlarinda 100’den fazla LEA-IIl proteini
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tanimlanmistir. Net elektrik yiikii bakimindan, bu proteinlerin %20’sinde pl<6,
%37’sinde pl 6 ile 9 arasinda ve %43’nde ise p[>9 dur ve bu durum LEA-III
proteinlerinin nétiirden bazige dogru oldugunu gostermektedir. LEA-III proteinlerinde
bulunan istisnai 6zellik igerdikleri 11 bazlik ardisik tekrar (TAGAAKEKAXE) dizisidir
(Dure vd. 1989). LEA-III proteinlerinin molekiiler agirliklar1 arasinda gozlenen
cesitlilik, 5’den 30’a kadar degisen ardisik tekrar sayisindan kaynaklanmaktadir. LEA-
Il proteinlerinin molekiiler agirligi 25.5 kDa ortalamasiyla 7.2’den 67.2 kDa’a kadar
degismektedir. Bu 11 bazlik motifin iyonik kopriilerle iliskili oldugu ve onemli
fizyolojik rollerde gorev aldigi varsayilmaktadir. Ayrica LEA-1Il benzeri proteinlerin
bir¢ok organizmada dehidrasyona karsi olusturulan cevapta rol aldigi bilinmektedir

(Hand vd. 2007, Wang vd. 2007).

1.5.3.2.1.4 LEA-1V proteinleri

D-113 proteinleri olarak adlandirilan bu grup, pamukta D-113, domates ve onun yabani
akrabasinda Le25, aygiceginde Ha dsll, soya fasulyesinde GmPM1 ve GmPML16,
Arabidopsis’te AtLEA4-1 ve AtLEA4-5 ve fasulyede PVLEA-18 olmak tiizere farkli
cesitlerden izole edilmistir (Baker vd. 1988, Cohen vd. 1991, Almoguera ve Jordano
1992, Kahn vd. 1993, Parcy vd. 1994, Shih vd. 2004). Giiniimiize dek, gesitli taksonlara
ait bircok bitkide 100°den fazla LEA-IV proteini tanimlanmistir. LEA IV proteinlerinin
ortalama molekiiler agirhigr 12.6 kDa olup 84 kDa ile 18.8 kDa arasinda
seyretmektedir. LEA 1V proteinlerinde LEA-I, LEA-II ve LEA-III proteinlerinde olugu
gibi konsensus motif ve diziler yoktur. Net elektrik yiikii bakimindan, bu proteinlerin
%22’sinde pl<6, %22’sinde pl 6 ile 9 arasinda ve %56 sinda ise pI>9 dur ve bu durum
LEA-III proteinlerinin bazik oldugunu gostermektedir. LEA-I, Il ve 11 proteinleri gibi,
LEA-IV proteinleri 1siyla ¢oziinlirdiir ve bu yiizden 10 dakika kaynatiktan sonra
presipite edilemezler. Dizi hizalamasina dayali olarak bu grup D113, GmPM16, PVLEA-
18 ve GmMPM28 olmak iizere en az 4 altgrup i¢ermektedir.
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1.5.3.2.1.5 LEA-V proteinleri

Pamuk LEA D-34 ve D-95 proteinleri grup V LEA proteinlerine bir 6rnektir. Pamuk
(D-95, D-73), misir (RAB28), havu¢ (ECP31), Arabidopsis thaliana (AtECP31 ve
AtRAB28) gibi birgok bitki tiirlerinde bazi homologlar1 tanimlanmistir (Baker vd. 1988,
Galau ve Close. 1992). LEA V proteinlerinin ortalama molekiil agirligi 18.1 kDa olup
5.3 ile 38.5 kDa arasinda seyretmektedir. Net elektrik yiikii bakimindan, bu proteinlerin
%87’sinde pl<6, %6’sinde pl 6 ile 9 arasinda ve %7 sinde ise pI[>9 dur ve bu durum
LEA-V proteinlerinin ¢ogunun asidik oldugunu gostermektedir. Bu grubun iiyeleri diger
4 LEA protein grubundan hidrofobik olusuyla ayrilmaktadir. Diger 4 LEA protein
grubu hidrofilik olarak adlandirilmaktadir.

1.5.3.2.1.6 Atipik LEA proteinleri

Atipik LEA proteinleri diger LEA protein gruplari gibi ge¢ embriyogenez esnasinda
tohumda birikim gostermekte ve ¢imlenmenin ilk saatlerinden sonra kaybolmaktadir
(Shen vd. 1993, Gosti vd. 1995, Breton vd. 2003). Ayni1 zamanda gesitli stres kosullar
altinda diger organlarda da birikebilmektedirler. Bu grup diger LEA proteinlerinde

oldugu gibi herhangi bir motif veya protein karakteristigi icermez.

1.5.3.2.2 POPP simiflandirmasi

POPP proteinlerin peptit kompozisyonlarina dayali olarak siniflandirilmasinda ve
bilinmeyen bir proteinin kompozisyonundaki olagandisiligin istatistiksel kesfinde rol
oynayan bir yazilim aracidir (Wise 2002, Wise 2003, Tunnacliffe ve Wise 2007). POPP
tarafindan LEA proteinleri Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 olmak {iizere 4 gruba
ayrilir.

1.5.3.3 LEA proteinlerinin yapisi ve fizyolojik rolleri

Kuruma toleransindaki onemleri sebebiyle LEA proteinlerinin yapisini saptamaya

yonelik bircok calisma gerceklestirilmistir. Circular dichroism (CD), nuclear magnetic
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resonance (NMR), veya Fourier transform IR (FTIR) spectroskopi kullanilarak bazi
LEA proteinlerinin ikincil yapilar1 karakterize edilmistir. Ek olarak, D-95 (LEA-V)

proteinlerinin 3 boyutlu yapisi1 belirlenmistir.

Giiniimiize dek yapilan ¢alismalara gore LEA proteinlerini kodlayan genlerin asir1 ifade
oldugu durumlarda transgenik bitkilerin  stres toleransm  gelistirebilecegi
diistiniilmektedir. Arpa HVA1 geninin arpa ve bugdaydaki ifadesinin bitkilerin kuraklik
toleransin1 ve bugday PMA8SO ve PMA1959 genlerinin ifadesinin transgenik piringte
dehidrasyon toleransini arttirdigi gézlenmistir (Sivamani vd. 2000, Xu vd. 1996, Cheng
vd. 1959). Transgenik tiitlindeki soguk toleransinin LEA proteini kodlayan bir limon
geninin (CuCOR19) ifadesiyle arttigi saptanmistir (Hara vd. 2003). Diger taraftan,
bugday WCS19 ve Arabidopsis thaliana COR15A genlerinin ifadesiyle Arabidopsis
thaliana’da donma toleransinin arttig1 belirlenmistir (Ndong vd. 2002, Artus vd. 1996,
Puhakainen vd. 2004). Cilek yapraklarindaki donma toleransinin bugday dehidrin
geninin (WCORA410) ifadesinin artmasiyla birlikte gelistigi bulunmustur (Houde vd.
2004). Diger taraftan, i1spanakta 2 sogukla indiiklenen LEA proteinin transgenik
bitkilerde soguk veya kuraklik toleransiyla ilgili olarak istatistiki herhangi bir degisiklik
gostermedigi belirlenmis ve bu durum biitiin LEA proteinlerinin bitkilerde stress
toleransina katkida bulunamayabilecegini gostermistir (lturriaga vd. 1992, Puhakainen
vd. 2004).
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2. KAYNAK OZETLERI

Arpa HVAL geninin pirince transforme edildigi Xu vd. (1996)’nin ¢alismasinda elde
edilen transgenik piringlerin su eksikligi ve tuz streslerine karsi toleransinin énemli
Olgiide arttig1 gozlenmistir. Bu agidan LEA genlerinin bitki biyoteknolojisinde strese

kars1 6nemli birer molekiiler arag¢ olarak kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Zegzouti vd. (1997)’nin g¢alismasinda domateste tanimlanms LEA benzeri protein
kodlayan ERS geninin kuraklik, ABA ve yaralanma altindaki ifade diizeyleri
smanmugtir. Stres kosullarinin ERS mRNA birikimini arttirdigi gozlenmis ve bu genin

stres savunmasinda rol oynadig1 bulunmustur.

Shen vd. (2001)’nin ¢alismasinda, LEA genleri ile homoloji gosteren HVA22 geninin
arpada (Hordeum vulgare L.) stres savunmasinda rol oynayan bir gen oldugu

belirlenmistir.

Goyal vd. tarafindan (2005) gergeklestirilmis olan ¢alismada LEA proteinlerinin su
stresine karsi proteinlerin agregasyonunu onledigi ileri stiriilmistiir. Bu kapsamda bir
grup 3 LEA proteini olan AavLEAL proteininin (Aphelenchus avenae) ve grup 1 LEA
proteini olan Em’nin rekombinant formlar1 fonksiyonel analizlere tabi tutulmustur.
Sicaklik stresi denemeleri sonucunda LEA proteinlerinin klasik molekiiler saperonlar
gibi davranmadigi, ancak kimyasal saperon olarak adlandirilan trehaloz’un bulunmasi
durumunda sinerjistik etki ederek koruyucu rol iistlendikleri varsayilmistir. Bu calisma
LEA proteinlerinin su stresine karsi olan anti agregasyon aktivitelerinin ilk kaniti

niteligindedir.

Ali-Benali vd. (2005) dehidrasyon, diisiik sicaklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres
kosullarina maruz kalmis 2 farkli bugday cesidinde 5 adet LEA geninin ifadelerini
analiz etmislerdir. Stres tipi ve gene bagl olarak ifadelerinde artislar gozlemlemisler ve

stresle iliskili olduklarini 6ne siirmiislerdir.
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Barrera-Figueroa vd. (2007) kurakliga toleransli Meksikan fasulye c¢esidi olan
Phaseolus vulgaris cv. Pinto Villa’da gerceklestirdikleri calismada kuraklik stresi
altinda koklerde ifadesi artis gosteren genleri taranmis ve yeni bir grup 3 LEA geni olan
PVLEA3 geni tanimlanmistir. Bu genin fasulye koklerinde stresle ilgili olarak ifadesinin

arti gosterdigi ve stres savunmasinda etkili bir gen oldugu saptanmustir.

Xiao vd. (2007)’nin ¢alismasinda LEA genlerinin ifadesindeki artisla birlikte piringte
kuraklik direncinin de arttigr bulunmustur. Bu kapsamda OsSLEA3-1 geni tanimlanmis
ve tarla kosullarinda kuraklik, tuz ve absisik asit stresi altinda transgenik hatlardaki
ifadesi incelenmistir. Uygun promotorlarla OSLEA3-1 geninin ifadesinin arttirildig

transgenik piringte kuraklik toleransinin arttigi belirlenmistir.

Tsai vd. (2008) soya fasulyesinde bir LEA-II geni olan GmPM6’y1 ele almislar ve bu

genin ozmotik strese karsi bir diizenleme yolaginda rol oynayabilecegini saptamislardir.

Capsicum annuum L. 'da bir hidrofobik LEA protein geni olan CaLEA6 nin molekiiler
ve fonksiyonel karakterizasyonunun yapildigi bir c¢alismada Kim vd. (2005),
CaLEA6 nin dehidrasyon ve yiiksek tuzluluga bagl su eksikligine kars1 koruyucu bir

rolii oldugunu saptanmagtir.

Hundertmark ve Hincha (2008) yapmis olduklar1 ¢aligmada RT-PCR yontemiyle
Arabidopsis thaliana’da LEA proteinleri ve kodlayan genlerini analiz etmisler ve 9
farkli gruba ayrilabilen 51 adet LEA proteini tanimlamiglardir. Farkli gelisimsel
stireclerde, farkli bitki organlarinda ve farkli stres kosullar1 altinda tiim genler analiz
edilmistir. LEA proteini kodlayan genlerin biiyiik ¢ogunlugunun absisik asit, soguk
veya kuraklikla indiiklendigini bulmuslardir. LEA proteinlerinin stres savunmasindaki

olast rollerinin arastirilmasi gerektigini ileri siirmiislerdir.

Rajesh vd. (2008) mas fasulyesinde (Vigna radiate (L.) Wilczek) gergeklestirmis
olduklar1 ¢alismada, LEA proteini kodlayan emv2 geninin su stresiyle iligkili oldugu

ileri stirtilerek bu genin uygun promotor kullanilarak ifadesini arttirmay1 basarmiglardir.
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Cortez-Baheza vd. (2008) yapmis olduklar1 g¢alismada, Capsicum annuum L.’de
kuraklik stresi altinda indiiklenen yeni bir LEA geni (Calea 73) tanimlamislardir.
Ayrica tanimlamis olduklar1 bu genin o zamana dek tanimlanmis en kisa LEA geni

oldugunu ileri stirmiislerdir.

Chen vd. (2009) fasulye bitkisinde PvPSCS geninin tuz, kuraklik ve soguk stresleri
altindaki ifade diizeylerini incelemislerdir. Sonu¢ olarak PvP5CS geninin bitkilerde

prolin birikimini diizenleyen ve stresle indiiklenen bir gen oldugunu saptamislardir.

Kavar vd. (2008) yilindaki ¢alismasinda farkli fasulye (Phaseolus vulgaris) gesitlerinde
DREB, DD5, CG18, CA7, CAl, CC3 ve DDI19 genlerinin su stresine karsi cevaptaki
ifade profillerini ¢ikarmislardir. Bir LEA III grup iiyesi olaran DDS5 geninin ve caligilan

diger genlerin ifadelerinin Stres savunmasiyla iliskili oldugunu bulmuslardir.

Yang vd. (2012) fasulye bitkisinde aliminyum ve kuraklik stresine karst olan
savunmada iliskili olabilecegini diisiindiikleri baz1 genlerin analizini yapmislar ve ABA
bagimli genlerden olan SUS, VLEA18, KS-DHN ve LTP gibi genlerin kuraklik ve metal

strest ile iligkili olabilecegini ortaya koymuslardir.

Gao vd. (2012) tarafindan Tamrix androssowii’de yapilmis olan ¢alismada agir metal
stresine karst TaLEAL geninin fonksiyonu sinanmistir. Calisma sonucunda TalLEAl
geninin kadmiyum stresine karsi savunmada rol oynadigi ve lipit peroksidasyonunu

diisiirdligii ortaya konmustur.

Amara vd. (2013) tarafindan yapilmis olan ¢alismada Rab28 LEA geninin ifadesinin
arttirlldig transgenik misir bitkisinin su stresine olan toleransi analiz edilmistir. LEA
Rab28 geninin ifadesindeki artigla birlikte misirda su stresi toleransinin arttigi

gozlenmistir.
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Bhagi vd. (2013) galismasinda LEA genlerinin 2 bugday ¢esidinde tuz ve su stresi
altindaki ifade diizeyleri ve antioksidan cevaplart arastirilmistir. Her iki cesitte taranan

10 LEA geninin stres kosullar1 altinda ifadesinin arttig1 gozlenmistir.

Savitri vd. (2013) soya fasulyesinde LEA-II grubuna ait bir dehidrin proteini kodlayan
LEA-D11 geninin karakterizasyonunu yapmislar ve bu genin kuraklik toleransiyla
iligkili oldugu, gen aktarimi yoluyla direngli ¢esitlerin gelistirilebilmesi igin yol

gosterici nitelikte oldugunu saptamiglardir.

Sasaki vd. (2013) bugdayda (Triticum aestivum) soguk toleransiyla ilgili yeni bir LEA
proteini tanimlanmislardir. WC16 proteininin stres kosullar1 altinda hem protein hemde

DNA’y1 korudugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyalinin Temin Edilmesi

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda ‘T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1r Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligi, Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma
Enstitiisti Miidiirliigii-Eskisehir’ den temin edilen 7 farkli fasulye (Phaseolus vulgaris)
¢esidi kullanilmistir. Calisilan bu fasulye ¢esitlerinin Gegit Kusagi Tarimsal Aragtirma

Enstitiisii Miidiirliigii’nden bildirilen morfolojik 6zellikleri asagida sunulmustur.

3.1.1 Yunus-90 (Kuru Fasulye)

1990 yilinda tescil ettirilmistir. 115-120 giinde olgunlasan bodur kuru fasulye tiirtidiir.
Bitkileri dik gelisir, boylar1 60-65 cm. kadardir. Yaprak rengi yesil ve sekilleri ovaldir.
Cicek rengi beyaz, bakla uglar1 hafif kivriktir. Bakla rengi agik yesil, baklada tane sayisi
4-5 tir. Tane rengi beyaz, T.S.E standartlarina gore sekli horozdur. Tanelerin eni 7.0-7.5
mm, boyu 14.5-15.0 mm, kalinlig1 5.5-6.0 mm\' dir. Bin tane agirligi 405-410 gr.
arasindadir. Tanelerde protein orant % 23-26 arasinda degismektedir. Pigsme siiresi
wslatilarak 35 dakika dolayindadir. Pistikten sonra dagilmasi yoktur. Diger cesitlere
nazaran biraz gecci bir ¢esit olmasina ragmen normal yetistirme sartlarinda ortalama
verimi 200-250 Kg/Da dolayindadir. Cesidin en énemli 6zelligi ise bakteriyel ve viriis
hastaliklarina toleransli olmasidir. Cesidin kademeli tohumluk iiretimi yapilmakta olup,
genis tarla tarimi seklinde kuru fasulye yetistiriciligi yapilan bdlgelere tavsiye

edilmektedir (Anonim 2013).

3.1.2 Sehirali-90 (Kuru Fasulye)

1990 yilinda tescil ettirilmistir. 110-115 giinde olgunlasan bodur kuru fasulye tiirtidiir.
Bitkiler dik gelisir, boylar1 55-60 cm kadardir. Yaprak rengi yesil ve sekilleri ovaldir.
Cicek rengi beyaz, bakla uclari hafif kivriktir. Bakla rengi agik yesil, baklada tane sayisi
4-5 dir. Tane rengi beyaz, T.S.E standartlarina gore tane sekli \"Horoz\" dur. Tanelerin
eni 7.6-7.8 mm, boyu 14.4-14.6 mm, kalinlig1 5.8-6.0 mm dir. Bin tane agirlig1 450-460
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gr. arasindadir. Tanelerin protein oram1 % 22-23 arasinda degismektedir. Pisme siiresi
islatilarak 30 dakika civarindadir. Taneler pistikten sonra dagilmamaktadir. Diger
cesitlere gore biraz daha erkenci bir ¢esit sayilmakla birlikte verimi normal yetistirme
kosullarinda ortalama 220-260 Kg/Da arasinda olabilmektedir. Cesidin en Onemli
ozelligi ise bakteri ve viriis hastaliklarina toleransli olmasidir. Olgunlagsma esnasinda az
miktarda tane dokme goriilmektedir. Cesidin kademeli tohumluk iiretimi yapilmakta

olup, yine genis tarla tarimi yapilan bélgelere 6nerilmektedir (Anonim 2013).

3.1.3 Karacasehir-90 (Kuru Fasulye)

1990 yilinda tescil ettirilmistir. 110-115 giinde olgunlasan yar1 sarilict bitki formunda
bir cesittir. Bitkiler yar1 yatik gelisir, yerden 45-50 cm. yiiksekliginde bir goriintii
verirler. Yapraklar sik, acik yesil ve kiiclik, uclari sivri ve ovaldir. Cigek rengi beyaz,
bakla rengi agik yesil, uglar kivriktir. Baklada tane sayisi 6-7 dir. Tane rengi Kirli beyaz
ve tane sekli T.S.E. standartlarina gore \"Tombul\" dur. Tanelerinin eni 5.3-5.5 cm,
boyu 8.7-8.9 mm, kalmhigi 4.6-4.8 mm\dir. Bin tane agirhig 180-200 gr.
arasindadir. Tanelerin protein oran1 % 28-30 arasindadir. Pisme siiresi 1slatilarak 20-25
dakika civarinda ve pistikten sonraki dagilma ¢ok azdir. Konservelik 6zelligi de tagiyan
bu cesit lezzet yoniinden oldukg¢a begenilmektedir. Normal yetisme sartlarinda verimi
220-260 Kg/da olabilmektedir. Bakteriyel ve viriis hastaliklarma karsi toleranshdir.
Cesidin kademeli tohumluk tiretimi yapilmakta olup genis tarla tarimi seklinde kuru

fasulye yetistiriciligi yapilan bolgelere tavsiye edilmektedir (Anonim 2013).

3.1.4 Goyniik-98 (Kuru Fasulye)

1998 yilinda tescil ettirilmistir. 110-120 giinde olgunlasan bodur kuru fasulye tiirtidiir.
Bitkileri dik gelisir, boylar1 45-55 cm. kadardir. Yaprak rengi yesil ve sekilleri ovaldir.
Cicek rengi beyaz, bakla uclari hafif kivriktir. Bakla rengi agik yesil, baklada tane sayisi
3-5 tir. Tane rengi beyaz, T.S.E standartlarina gére sekli horozdur. Tanelerin eni 7.2-7.5
mm, boyu 15.4-15.8 mm, kalinligr 5.5-5.9 mm\' dir. Bin tane agirhigi 535-550 gr.
arasindadir. Tanelerde protein orant % 23-26 arasinda degismektedir. Pigsme siiresi

1slatilarak 34-37 dakika dolayindadir. Pistikten sonra fazla dagilma yoktur. Verimi 220-
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250 Kg/da dolayindadir. Cesidin en 6nemli 6zelligi ise bakteriyel ve viriis hastaliklarina
toleransli olmasidir. Cesidin kademeli tohumluk iiretimi yapilmakta olup, genis tarla
tarimi seklinde kuru fasulye yetistiriciligi yapilan bdlgelere tavsiye edilmektedir

(Anonim 2013).

3.1.5 Akman-98 (Kuru Fasulye)

1998 yilinda tescil ettirilmistir. 115-125 giinde olgunlasan bodur kuru fasulye tiiriidiir.
Bitkiler dik gelisir, boylar1 60-70 cm kadardir. Yaprak rengi yesil ve sekilleri oval ve
uclart sivridir. Cigek rengi beyaz, bakla uglar1 hafif kivriktir. Bakla rengi acik yesil,
baklada tane sayisi 3-5 dir. Tane rengi beyaz, tane sekli kiigiik dermason\' dur. Tanelerin
eni 7.8-7.1 mm, boyu 11.9-12.2 mm, kalinlig1 4.6-4.9 mm dir. Bin tane agirlig1 340-350
gr. arasindadir. Tanelerin protein oran1 % 23-26 arasinda degigsmektedir. Pigme siiresi
islatilarak 26-28 dakika civarindadir. Taneler pistikten sonra fazla dagilmamaktadir.
Diger cesitlere gore biraz daha gegei bir ¢esit sayilmakla birlikte verimi normal
yetistirme kosullarinda oldukca yiiksektir. Ortalama 250-300 Kg/da arasinda
olabilmektedir. Cesidin en 6nemli 6zelligi ise bakteri ve viriis hastaliklarina toleransh
olmasidir. Cesidin kademeli tohumluk iiretimi yapilmakta olup, yine genis tarla tarimi

yapilan bolgelere 6nerilmektedir (Anonim 2013).

3.1.6 Onceler-98 (Barbunya)

1998 yilinda tescil ettirilmigtir. 105-115 giinde olgunlasan bodur tipli tescilli ilk
barbunya ¢esididir. Bitkiler dik gelisir, boylar1 40-50 cm kadardir. Yaprak rengi yesil ve
sekilleri oval ve uglart sivridir. Cicek rengi beyaz, bakla uglart hafif kivriktir. Bakla
rengi agik yesil, baklada tane sayis1 3-5 dir. Tane rengi diiz bej zemin iizerinde ¢izgili
yada lekeli alacali, sekli yuvarlaga yakin oval ve taneler orta iriliktedir. T.S.E
standartlarina gore tane sekli \"Barbunya\"dir. Tanelerin eni 5.8-6.2 mm, boyu 11.8-12.2
mm, kalinligi 5.8-6.2 mm dir. Bin tane agirligt 405-410 gr. arasindadir. Tanelerin
protein oranit % 23-26 arasinda degismektedir. Pisme siiresi 1slatilarak 30-35 dakika
civarindadir. Taneler pistikten sonra dagilmamaktadir. Verimi ortalama 200-220 Kg/da

arasinda olabilmektedir. Cesidin en 6nemli 6zelligi ise bakteriyel ve viriis hastaliklarina
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kars1 orta derecede toleransli olmasidir. Cesidin kademeli tohumluk iiretimi yapilmakta

olup, yine genis tarla tarimi yapilan bolgelere 6nerilmektedir (Anonim 2013).

3.1.7 Eskisehir-855 (Kuru Fasulye)

1980 yilinda tescil ettirilmistir. 110-115 giinde olgunlasan bodur kuru fasulye tiiriidiir.
Bitkiler dik gelisir, 50-60 cm. kadardir. Cok yaprakli, yaprak rengi yesil, yaprak
sekilleri ovaldir. Cigek rengi beyaz, baklalar1 diiz rengi yesil, baklada tane sayisi1 4-
5’dir. Tane rengi beyaz, T.S.E. standartlarina gore tane sekli horozdur. Tanelerin eni
7.0-7.5 mm, boyu 16.0-16.5 mm, kalinlig1 6.0-6.5 mm’dir. Bin tane agirligi 640 gr
kadardir. Tanelerinde protein oran1 %24-37 arasinda degisebilmektedir. Orta gegci bir
¢esit sayilmakta, verimi normal sartlarda 220-260 kg/da olabilmektedir (Anonim 2013).

Yukarida morfolojik 6zelliklerine yer verilmis 7 fasulye ¢esidine ait tohumlar yiizey
sterilizasyonunun ardindan steril tarim perliti ile doldurulmus 40x25x5 cm
boyutlarindaki plastik viyollere ekilmistir. Her ¢esitten 3 farkli viyole 10’ar adet ekim
yapilmistir. Ekimi gergeklestirilen fasulye gesitleri 15 giinliik fideler haline gelinceye
dek, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuari’na ait iklim ve
gelistirme odasinda (25 OC sicaklik %70) asagida igerigi verilen Hoagland besi ortami

igerisinde gelistirilerek stres agsamasina gegilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuarina ait Iklim
ve gelistirme odasinda (25 °C sicaklik %70 nem) steril perlit igeren viyollere
ekimi gergeklestirilmis 15 giinliik fasulye ¢esitleri

Ekim sirasina gore soldan saga dogru; Yunus-90, Akman-98, Sehirali-90, Karacasehir-90, Eskisehir-855,
Goyniik-98, Onceler-98
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3.2 Hoagland Besi Ortaminin Hazirlanmasi

7 farkli Phaseolus vulgaris g¢esidine ait tohumlar 15 giin siire ile asagida igerigi bulunan
1/10 luk Hoagland besi ortami igerisinde gelistirilmistir. Hoagland besi ortami igerigi
cizelge 3.1 - 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Hoagland besi ortami makro besin ¢ozeltisi igerigi

Makro besin ¢ozeltisi

K3SO4 15.7¢

KH,PO, 2.79 2 L saf su
MgSO,.7H,0 24 g igerisinde
Ca (NO3),. 4H,0 47239  ¢oziilir
KCI 0.0746 g

Cizelge 3.2 Hoagland besi ortam1 mikro besin ¢ozeltisi igerigi

Mikro besin ¢ozeltisi

H3BO:s. 0.124 ¢

MnSQO, 0.066 g 2 L saf su
CuS0,4.5H,0 0.100 ¢ icerisinde
NH.Mo 0.048 ¢ ¢Oziiliir
ZnS0O,4.7H,01 0.1553 ¢

Hoagland besi ortamini hazirlamak igin, 10 L 10X makro besin ¢6zeltisi igine 50 ml
mikro besin ¢ozeltisi eklendikten sonra hazirlanan bu ¢ozelti 1/10 seyreltilmistir. Elde
edilen 1L 1X konsantrasyonundaki c¢ozeltiye 1 ml 1000 X FeEDTA c¢ozeltisi
kullanimdan hemen 6nce eklenerek kontrol ¢calisma ortami olarak kullanilmistir. 1000 X

FeEDTA 365 g FEEDTA 1 L dH,0 igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.
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Cizelge 3.3 Hoagland besi ortaminda bulunan iyonlarin son konsantrasyonlari

Cozelti icerisinde iyonlarin son
konsantrasyonlari

Ca 2mM Mn 10°M
NO; 4mM Cu® 10'M
Mg 1mM NH, 10°M
K 2mM Zn 10°M
P 02mM  Fe 10" M
B 10°M

Tuz gibi kat1 ortamlar, bitkilerin iyon alimini engellediginden bu tip olumsuz etkileri
ortadan kaldirmak ve bitkileri direkt olarak strese sokmak amaciyla, bitki yetistirme ve
uygulamalar1 hidroponik sistemlerde gergeklestirilmistir. Hidroponik sistemlerde
bitkiler ihtiya¢ duyduklar1 mineralleri toprak yerine bir besin soliisyonundan alirlar. Tuz
ve kuraklik stresini ayn1 anda gorebilmek ve inceleyebilmek amaciyla hidroponik
sistemlerde tuz uygulamalar1 6n degerlendirmelerle gerceklestirilirken, uygulanacak tuz
miktarma benzer kuraklik stresini yaratmak amaciyla PEG 6000 (polietilen glikol)
kullanilmistir. Tuz ve PEG konsantrasyonlar1 Viescor marka Vapro (Vapor Pressure
Osmometer) 5520 model osmometre cihazi ile belirlenerek  birbirlerine
denklestirilmistir. Oncelikle 290, 1000, 100 mmol/kg basing olusturan standartlar ile

osmometre cihazinin Kalibrasyonu yapilmistir.

3.3 Bitki Stres Kosullarinin Olusturulmasi

3.3.1 100 mM tuz (NaCl) stresi

5 It 1/10 Hoagland besi ortamina NaCl son konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde
29,22 g NaCl eklenmistir. Elde edilen 100 mM NacCl soliisyonunun osmotik basinci
yaklasik olarak 190 mmol/kg olarak belirlenmistir. 15 giinliik bitkiler her kap igerisinde
10 fide olacak sekilde 100 mM NacCl iceren 3 kap igerisine alinmis, iklim ve gelistirme

odasinda tutularak 0., 3., ve 27. saatlerde Orneklem alimi gergeklestirilmistir. Stresin
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erken ve ge¢ etkilerini gozlemlemek amaciyla 3 ve 27. saatler secilmistir. 2 zaman
dilimi arasinda (3 ve 27) 24 saat birakilmasinin sebebi gen ifadesi diizeylerinde
sirkadiyan saat kontroliiyle olusabilecek istenmeyen degisiklikleri Onlemektir.
Orneklem alimlar1 yaprak ve kok olmak iizere 2 farkli dokudan gerceklestirilmis olup
hedef Ornekler sivi azot ile muamele edilerek RNA izolasyonu asamasina kadar

muhafaza edilmek tizere -80’e kaldirilmistir.

3.3.2 100 mM tuz (NaCl) stresine es kuraklik (PEG) stresi

100 mM tuz (NaCl) stresine es kuraklik stresi olusturmak amaciyla; 1/10 kontrol
Hoagland besi ortamina 100 mM NacCl ile es osmotik basing olusturacak sekilde, yapay
kuraklik olusturmak amaciyla gerekli PEG 6000 miktarlar1 tespit edilmistir. Bu sayede
tuz ve kuraklik stresleri dengeli olarak uygulanmistir. Besi ortamima PEG 6000 belirli
araliklarla ve diisiik miktarlarda ilave edilerek osmotik basinci 6l¢tilmiis, 100 mM NaCl
ile es osmotik basing olusturan madde miktar1 tespit edilmistir (%15,955) (Sekil 3.2).
100 mM tuz (NaCl) stresine es kuraklik stresi i¢in hazirlanan PEG 6000 soliisyonlari
benzer sekilde iki gercek yaprakli bitkilere 27 saat siire ile uygulanarak 6rneklem alimi
tuz stresi ile ayni saatlerde (0., 3. ve 27. saatlerde) yapilmistir. Orneklem alimlari
yaprak ve kok olmak tizere 2 farkli dokudan gerceklestirilmis olup hedef drnekler sivi
azot ile muamele edilerek RNA izolasyonu asamasina kadar muhafaza edilmek tizere -

80’e kaldirilmistir.
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Sekil 3.2 Viescor marka Vapro (Vapor Pressure Osmometer) 5520 model osmometre
cihazi ve standartlari

3.4 Arastirma Basamaklarn I¢in Cahsma Kodlarinin Olusturulmasi

Calismanin aragtirma basamaklarinda herhangi bir karigiklik olusmamasi igin fasulye
cesitleri, stres tipleri, uygulama siireleri ve doku tipi parametreleri igin birer sembol ve
bu sembollerin biraraya gelmesiyle kodlar olusturulmustur. Bu kodlamada ilk olarak
¢esit adin1 sembolize eden bir harf kullanilmistir. Her bir fasulye ¢esidi ¢esit isminin
ilk harfi ile sembolize edilmistir (YUNUS-90 ¢esidi icin Y, SEHIRALI-90 cesidi i¢cin
S gibi).

Kodlamadaki 2. sembol stresin uygulama siiresini ifade etmektedir. Caligmada 3. ve
27. saatlerde 6rneklem alimi gerceklestigi igin ¢esit semboliiniin yaninda uygulama
stiresine gore 3 veya 27 sembolleri yazilmistir (A3PK ve A27PK gibi). Kodlamadaki
3. sembol stresin tiiriinii ifade etmektedir ve bunlar PEG (kuraklik) stresi i¢in P, tuz
stresi igin T olarak se¢ilmistir (G27TY, A3PY gibi). Kodlamadaki son sembol ise
fasulye gesitlerinin 6rneklem olarak alinan kok ve yaprak dokularini ifade etmektedir.
Kok i¢in K yaprak i¢in ise Y sembolleri kullanilmistir (A27TK, E3PY gibi). Calisma

kodlar1 ve karsiliklar1 olan 6rnek adlari ¢izelge 3.4’°te verilmistir.
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Cizelge 3.4 Arastirma basamaklar1 i¢in olusturulan ¢alisma kodlar1 ve karsiliklar1 olan
ornek adlari

Calisma Ornek adi Calisma Ornek adi
kodu kodu
1  Yunus-90 K-0  Yunus-90 ¢esidi kok 37 G3TK GOyniik-98 ¢esidi 3
kontrol 6rnegi saat tuz stresi kok
ornegi
2 Yunus-90 Y-0  Yunus-90 gesidi 38 G3TY GOyniik-98 ¢esidi 3
yaprak kontrol saat tuz stresi yaprak
ornegi ornegi
3  Karacasehir-90 Karacasehir-90 39 E3PK Eskisehir-855 cesidi 3
K-0 cesidi kok kontrol saat PEG stresi kok
ornegi ornegi
4  Karacasehir-90 Karacasehir-90 40 E3PY Eskisehir-855 ¢esidi 3
Y-0 cesidi yaprak saat PEG stresi yaprak
kontrol 6rnegi Ornegi
5 GOyniik-98 K-0 Goyniik-98 ¢cesidi 41 E3TK Eskisehir-855 cesidi 3
kok kontrol 6rnegi saat tuz stresi kok
ornegi
6 GOyniik-98 Y-0 GoOyniik-98 cesidi 42 E3TY Eskisehir-855 ¢esidi 3
yaprak kontrol saat tuz stresi yaprak
ornegi Ornegi
7  Akman-98 K-0 Akman-98 ¢esidi 43 Y27PK Yunus-90 ¢esidi 27
kok kontrol 6rnegi saat PEG stresi kok
ornegi
8 Akman-98 Y-0 Akman-98 ¢esidi 44 Y27PY Yunus-90 ¢esidi 27
yaprak kontrol saat PEG stresi yaprak
ornegi ornegi
9  Onceler-98 K-0 Onceler-98 cesidi 45 Y27TK Yunus-90 cesidi 27
kok kontrol 6rnegi saat tuz stresi kok
ornegi
10 Onceler-98 Y-0 Onceler-98 gesidi 46 Y27TY Yunus-90 ¢esidi 27
yaprak kontrol saat tuz stresi yaprak
ornegi ornegi
11 Sehirali-90 K-0 Sehirali-90 ¢esidi 47 A27PK Akman-98 ¢esidi 27
kok kontrol 6rnegi saat PEG stresi kok
ornegi
12 Sehirali-90 Y-0 Sehirali-90 ¢esidi 48 A27PY Akman-98 ¢esidi 27
yaprak kontrol saat PEG stresi yaprak
ornegi ornegi
13 Eskisehir-855  Eskisehir-855 49 A27TK Akman-98 cesidi 27
K-0 ¢esidi kok kontrol saat tuz stresi kok
ornegi ornegi
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Cizelge 3.4 Arastirma basamaklari i¢in olusturulan ¢alisma kodlar1 ve karsiliklar1 olan
ornek adlar1 (devam)

Calisma Ornek adi Calisma Ornek adi
kodu kodu
14 Eskisehir-855 Eskisehir-855 50 A27TY Akman-98 ¢esidi 27
Y-0 cesidi yaprak saat tuz stresi yaprak
kontrol 6rnegi ornegi
15 KB3PK Karacasehir-90 51 G27PK GOyniik-98 ¢esidi 27
cesidi 3 saat PEG saat PEG stresi kok
stresi kok drnegi ornegi
16 K3PY Karacasehir-90 52 G27PY GOyniik-98 ¢esidi 27
cesidi 3 saat PEG saat PEG stresi yaprak
stresi yaprak ornegi
ornegi
17 K3TK Karacasehir-90 53 G27TK GOyniik-98 ¢esidi 27
¢esidi 3 saat tuz saat tuz stresi kok
stresi kok ornegi ornegi
18 K3TY Karacasehir-90 54 G2ITY Goyniik-98 ¢esidi 27
cesidi 3 saat tuz saat tuz stresi yaprak
stresi yaprak ornegi
ornegi
19 S3PK Sehirali-90 ¢esidi 55 E27PK Eskisehir-855 c¢esidi
3 saat PEG stresi 27 saat PEG stresi kok
kok 6rnegi Ornegi
20 S3PY Sehirali-90 ¢esidi 56 E27PY Eskisehir-855 cesidi
3 saat PEG stresi 27 saat PEG stresi
yaprak drnegi yaprak ornegi
21 S3TK Sehirali-90 ¢esidi 57 E27TK Eskisehir-855 ¢esidi
3 saat tuz stresi 27 saat tuz stresi kok
kok ornegi ornegi
22 S3TY Sehirali-90 ¢esidi 58 E27TY Eskisehir-855 ¢esidi
3 saat tuz stresi 27 saat tuz stresi
yaprak drnegi yaprak drnegi
23 Y3PK Yunus-90 ¢esidi 3 59 S27PK Sehirali-90 ¢esidi 27
saat PEG stresi saat PEG stresi kok
kok ornegi ornegi
24 Y3PY Yunus-90 ¢esidi3 60 S27PY Sehirali-90 ¢esidi 27
saat PEG stresi saat PEG stresi
yaprak drnegi yaprak ornegi
25 Y3TK Yunus-90 ¢esidi 3 61 S27TK Sehirali-90 ¢esidi 27

saat tuz stresi kok
ornegi

saat tuz stresi kok
ornegi
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Cizelge 3.4 Arastirma basamaklari i¢in olusturulan ¢alisma kodlar1 ve karsiliklar1 olan
ornek adlar1 (devam)

Calisma Ornek adi Calisma Ornek adi
kodu kodu

26 Y3TY Yunus-90 ¢esidi 3 62 S27TY Sehirali-90 ¢esidi 27
saat tuz stresi saat tuz stresi yaprak
yaprak ornegi ornegi

27 A3PK Akman-98 cesidi 3 63 027PK Onceler-98 ¢esidi 27
saat PEG stresi saat PEG stresi kok
kok ornegi ornegi

28 A3PY Akman-98 ¢esidi 3 64 O27PY Onceler-98 ¢esidi 27
saat PEG stresi saat PEG stresi yaprak
yaprak drnegi ornegi

29 A3TK Akman-98 ¢esidi 3 65 O27TK Onceler-98 cesidi 27
saat tuz stresi kok saat tuz stresi kok
ornegi ornegi

30 A3TY Akman-98 cesidi 3 66 O27TY Onceler-98 cesidi 27
saat tuz stresi saat tuz stresi yaprak
yaprak ornegi ornegi

31 O3TK Onceler-98 cesidi 67 K27PK Karacasehir-90 ¢esidi
3 saat tuz kok 27 saat PEG stresi kok
ornegi Ornegi

32 0O3TY Onceler-98 ¢esidi 68 K27PY Karacasehir-90 ¢esidi
3 saat tuz yaprak 27 saat PEG stresi
ornegi yaprak drnegi

33 0O3PK Onceler-98 cesidi 69 K27TK Karacasehir-90 ¢esidi
3 saat PEG kok 27 saat tuz stresi kok
ornegi ornegi

34 O3PY Onceler-98 ¢esidi 70 K27TY Karacasehir-90 ¢esidi
3 saat PEG yaprak 27 saat tuz stresi
ornegi yaprak ornegi

35 G3PK GOyniik-98 ¢esidi
3 saat PEG stresi
kok ornegi

36 G3PY GOyniik-98 ¢esidi

3 saat PEG stresi
yaprak drnegi

3.5 Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi (MDA Analizi)

Bitkide stres etkisini gostermek ve gen ifadesi diizeyleriyle karsilastirmak amaciyla

malondialdehit (MDA) analizi ile lipit peroksidasyonu belirlenmistir (Hodges vd.
1999).
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Malondialdehit (MDA) Analizi

1- 100 mg yaprak 6rnegi %80’lik 1 ml alkol ile homojenize edilir. 3000 g de +4
°C’de 10 dk santrifiij edilir.

2- Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant ikiye boliiniir;

a. 1 hacim alinir + 1 hacim %?20’lik TCA (trichloroaceticacid) + 1 hacim
%0,01°1ik BHT (butylated hydroxytoluene) eklenir. (-TBA)

b. 1 hacim alinir + 1 hacim %0,65 TBA (2-thiobarbituric acid) igeren %20’lik
TCA + 1 hacim %0,01°lik BHT eklenir. (+TBA)

3- a ve b seklinde ayrilmis ve yukaridaki sekilde hazirlanmis olan tiipler 95 °C’de
25 dk inkiibasyon sonrast ani bir sekilde sogutma amaciyla buza alinir.

4- Soguyan 6rnek 3000 g’de 10 dk santrifiij edilir ve slipernatant alinir.

5- Birinci asamada 532-600 nm’de, ikinci asamada ise 532-600-440 nm’de Ol¢iiliir.

Spektrofotometrede okunan degerler ile yiizde MDA seviyelerinin hesaplanmasinda

asagidaki formiiller kullanilmistir.

ABS=Absorbans
MDA=Malondialdehit

1-  ((ABS532+TBA)-(ABS 600+TBA)-(ABS 532-TBA)-(ABS 600-TBA)= A
2-  ((ABS 440+TBA)-(ABS 600+TBA)x0,0971=B
3-  nmolMDA/mI= (A-B/157000)x10°

3.6 Total RNA izolasyonu

Stres uygulamalar1 sonrasinda alinan tim bitki O6rnekleri, RNA izolasyonu islemine
kadar —80 °C’lik buzdolabinda muhafaza edilmistir. Calismada her bir stres kosulu i¢in
3 biyolojik tekrar ele alinmistir. Bitki Orneklerinden RNA izolasyonu Trizol
protokoliine gore gerceklestirilmis, RNA miktar1 spektrofotometrik Ol¢limlerle
Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazinda belirlenmistir (Chomczynski ve Mackey
1995).
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Trizol Protokolii:

1-  Ornekler porselen havan iginde s1v1 azotta ezilir.

2- 2 ml’lik eppendorf tiipe 1 ml trizol eklenir.

3-  Uzerine 300-500 mg &rnek eklenir.

4- Tip kuvvetli bir sekilde elle sallanarak karisim saglanir, vortekslenir ve 6rnekler
oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

5-  Uzerine 250 pl kloroform eklenir, karistirilir.

6- Oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

7-  14.000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilir ve {ist s1v1 yeni tiipe aktarilir.

8- Uzerine 250 ul 1.2 M NaCl, 250 ul 0.8 M Na-citrate ve 250 ul isopropanol eklenir.
9- -20°C’de 10 saat bekletilir.

10- 14.000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilir, iist siv1 atilir, pellet tiip dibinde

gozlenir.
11- Pellet %70 EtOH ile yikanir ve dikkatlice buz ile temas1 kesilmeden kurutulur.
12- 20-50 ul DEPC ile muamele edilmis suda ¢oziiliir.

Izole edilen RNA’larin saflik ve miktarlarmin kontrol edilmesi, daha sonra yapilacak
islemlerin optimizasyonu ve standartlastirilmasi i¢in gereklidir. Bu nedenle izole edilen
RNA’lar hem % 1,2’lik FA (formaldehit agaroz) jelde yiiriitiilerek, hem de Nanodrop
ND-Spectrometer 1000 cihaz1 ile spektroskopik olarak olciilerek saflik ve miktarlar

kontrol edilmistir.

3.7 RNA Piirifikasyon (Saflastirma) Yontemi

Trizol protokolii ile izole edilen RNA’lardan 50-70 pg alinip Rnaeasy Mini Kit (Qiagen,
Cat No: 74104) kullanilarak piirifiye edilmis, cDNA sentezi i¢in gerekli RNA miktarini
belirlemek iizere saflik ve miktarlar1 Nanodrop ND-Spectrometer 1000 cihazi ile
Olclilmiistiir. Piirifikasyon sonrasinda 260/280 oraninin 1,9 — 2,1; 260/230 oraninin ise

2,0 — 2,5 arasinda olmas1 RNA safliginin iyi oldugunun gostergesidir.
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Rneasy Mini Kit Protokolii

1.
2.

N o g s~ w

10.

10 pl beta merkapto etanol 1 ml RLT ile karistirilir (1 ay i¢in kullanlabilir)

50-70 pg RNA alinarak Rnase’it uzaklastirilmis su ile hacim 100 upl’ye
tamamlanir.

Uzerine 350 ul RLT eklenip pipetle karistirilir.

Uzerine 250 ul saf alkol eklenip pipetle karistirilir.

Yaklagik 700 ul karisim 2 ml tiip igerisine yerlestirilen RNeasy kolonuna aktarilir.
15 sn 10.000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilir.

Kolona 500 pl RPE eklenerek 15 sn 10.000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilir, alt
stiziintii atilir.

Kolona 500 pl RPE eklenerek 2 dk 14.000 rpm’de (maksimum hizda) 4 °C’de
santrifiij edilir, alt siiziintii atilir.

Kolon yeni bir 2 ml tiipe alinarak maksimum hizda 1 dk 4 °C’de santrifiij edilir.
Kolon 1.5 ml eppenndorf tiipe yerlestirilir, kolon membranina 30-50 ul RNase’1
uzaklastirilmis su eklenerek 1 dk 10.000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilir. Bu asama
iki defa yapilir.

3.8 Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

%1,2 FA agaroz jel DEPC ile muamele edilmis su (igerigi asagida verilmistir) ile 100

ml’ ye tamamlanarak hazirlanir. Agaroz kaynatilip 65 °C’ye sogutulur, iizerine 1,8 ml
%37 formaldehit (12.3 M) ve 1 pl etidyum bromiir (EtBr) eklenerek dokiiliir. Donmasi
icin 30 dk bekletilir. 1 hacim 5x jel yiikkleme boyasi ve 4 hacim RNA karistirilip 3-5 dk
65 °C’de inkiibe edildikten sonra buz iizerine alinir. Ornekler 1x FA buffer icinde 70-80

voltta 1 saat kosturulur. FA jel hazirlamada kullanilan bufferlarin igerigi cizelge
3.5’deki gibidir.

DEPC (Dietilpirokarbonat)’ 1i su: 0,1 ml DEPC 100 ml saf suda ¢dziiliir. 37 °C’de 12
saat inkube edildikten sonra 121°C ’de 20 dakika otoklavlanir.
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Cizelge 3.5 FA jel hazirlamada kullanilan bufferlarin igerigi

10x FA jel buffer 1x FA jel buffer 5x jel ylikleme boyasi

200 mM MOPS 100 ml 10x FA jel buffer 1,6 ul bromofenol blue

50 mM NaAc 20 ml %37 formaldehit 8 ul 500 mM EDTA pH 8.0
(12.3 M)

10 mM EDTA 880 ml DEPC muamele 72 ul %37 formaldehit (12.3 M)
edilmis su

NaOH ile pH: 7.0 200 ul %2100 gliserol

300 pl formamide
400 pl 10x FA jel buffer
17,4 ul DEPC muamele su

3.9 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi first-strand cDNA sentez kiti (Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit - Roche) kullanilarak gerceklestirilmistir. LEA-3 ve aktin
(ACT), gen bolgelerinin 400 bp’nin {izerinde olmasi nedeni ile anchored-oligo(dT)ys ile
calisilmistir. Cizelge 3.6’da ¢cDNA sentezinin ilk asamasinda hazirlanan total RNA —

primer karigimi igerisinde bulunan bilesenler ve son konsantrasyonlar1 gériilmektedir.

Cizelge 3.6 Total RNA - primer karigimi

Bilesen Son Konsantrasyon

Total RNA 10 ng — 5 pg total RNA
Anchored-oligo(dT)18 Primer, 2.5 uM

50 pmol/pl

Saf su, PCR-grade Toplam hacim 13 pl’ye ayarlanir

Total RNA — primer karisimi Biorad marka 1s1 dongii cihazinda 65 °C’de 10 dakika

bekletilerek RNA’nm ikincil yapisinin denatiirasyonu saglanmistir. Inkiibasyon
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sonrasinda ornekler hemen buz iizerine alinmis olup ters transkripsiyon reaksiyonunu
gerceklestirecek diger bilesenler ¢izelge 3.7°de belirtilen sira ile buz tizerindeki 0,2 ml

eppendorf tiip i¢ine eklenmistir.

Cizelge 3.7 Ters transkripsiyon (RT-PCR) reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Son Konsantrasyon

Transcriptor Reverse Transcriptase 1% (8 mM MgClI2)

Reaction Buffer, 5% conc.

Protector RNase Inhibitor, 20U

40 U/nl

Deoxynucleotide Mix, 10 mM her 1 mM her birinden
birinden

Transcriptor Reverse Transcriptase, 10U
20 U/

Ters transkripsiyon reaksiyonu ¢izelge 3.8’de belirtilen programda, Biorad marka 1s1

dongii cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.8 Ters transkripsiyon reaksiyonunun gergeklestirildigi program

Primer Hedef RT Reaksiyonu Inkiibasyon
MRNA Siiresi

Anchored-oligo(dT)18 4 kb a kadar 55 °C’de 30 dk

primer 85°C’de 5 dk

Elde edilen cDNA’lar Real time PCR reaksiyonu gerceklestirilene kadar -20 °C’de derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.
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3.10 Primer Dizayni

LEA-3 ve Actin (ACT) genlerine ait diziler ile primer tasarimi gerceklestirilmistir.
Ayrica ¢alismanin 6n denemelerinde ACT’ye alternatif bir housekeeping gen olarak B-
Tubulin geninden faydalanilmistir.  Calisilan genlere ait diziler NCBI’dan temin

edilmistir.

LEA-3 genine ait 2711 baz uzunlugundaki dizi (NCBI, Entrez Gene ID: DQ196430.1)

asagidaki gibi belirlenmis ve bu diziye uyan primer dizileri tespit edilmistir.

ACTGTTTGTGTATTTCGAAATTGGAGTACATAAATAGAAAGAAACACGGAA
ATGGAAAAAAAGTTATATCTGTTTTCAAAAAATAAATAATATCGAGTCTGT
GAAAAATGCCTTCATACTAAACTATAACAGGAGAAAAGAAAAAACATGAA
TAAGTCTCTCGTAAAGAAAAGCTTATAACAGGAGAAAAGAAAAAACATGA
ATAGAAGTCTCTGGTAAAGAAAAGCTTAGAGAAAAATGTTTGTGATCCTCT
GCTATGTAGAGTTAAACAAGAATGTATATAATAGTGATAAGAGGGATCGTT
TGACTCTTCGATTTGGTTACTCCTTCACCTAACATCATGCCACGATTTAGAGT
TACCTATAGGCAGGTTCATGAAACATGTGATGATGTCAGGTTCTAGGGGAC
CGAACAACCACTTAATACTCATATACCTTAGTTTAATCCAAATACATGCACA
TCATCATATCATTTACGTAACATTAGATGTCACCACCAAGAACCATCTCCTG
CTAACGTGTCACACCTTGCAACCATGCCTGCATCCACATGTCCACCTCCACT
GCTCTTGCTCTCCCTTGCACCCACGTGTCACTCTACCCCCTCCTTTCCCTTTT
CCATTTCTCATTCCATTCACTCATATAAACCATCAACTCCTGCTTCCACTCCT
CAACATCTCCATATCATATCCTATACACAGATCAAACTTCCAACTCAAAGTG
CAAATACTGTCACAAAACCAAACAGATTTTCAATGGCATCGAGGCAACACG
AGGAACGAGCTGAGGCAGCTTCGAAAATTGCTGCCAAAGAGCTTGAACAAG
CCAACAGAGAGAGAGATCGTGAAGATGTGGGCGTTGTGGACCAGCTAAAC
AATGAAGAAAAGCGTGGTGTGATAGGGTCCATGTTGAGGGCGGTGCAAGA
AGCGGTGGTTGGGAAGAAAGATTCAGTTCCTGCGAAATCATGCACCACAGA
GGTGATTCATGATGTTAATATCAAACCTGATGACGTGACAACCGGGGAAGT
GAGAGACATATCCGTCGCCAAGTCTCCTGGGATCTACGATTCTCCTGCCACG
GACGAAACCGGTTCCAAGGTTGGTGAATATGCAGATTGTGCTTCTCAGAAG
GCGAAGGAAGCAAAGGATGCAGCAATGGCAAAAGCTGGGGACTACGCAGA
TTATGCTTCTCAGAAGGCGAAGGAAGCGAAGGACAAGACTCTGGAGAAGG
GTGGGGAGTATAAGGACTATGCTGCTGAGAAGGCTAAGGAAGGAAAAGAT
GCTACAGTGAATAAGCTGGGAGAGTACAAGGATTACACTGCGGAGAAGAC
GAAAGAAGGGAAGGACACTGCTATGGAGAAGCTTGGGGAGCTGAAGGATT
CTGCTACGGAAGCTGCTAAGAAAGCTGTGGAATACTTGAGCGGCAAGACAG
AGGAAACCAAAGAGAAGGTCTCGGAATCCGCAGTGATTGCCAAGAACAAG
GCAGCGGAGACGGCAGAGACCGCGAAGGATAGAGCGGCGGAGATGAAGGA
TGCGGCGAAGGACAAGGCTGCTGAAGCTGCCGAGGCAACAAAGAACAAGA
CCGCTGAGACGACTGAGGCAGCAAAGAATAAGGGTAGGGGGATGAAGGAC
AAGGCTGCAGAAACTGCGGAGGCAATAAAGAACAAGACTGCTGAGATGAC
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TGAGGCAGCAAAGAAGAAGGCTGCAGAAACTGCTGATGCAACAAAGAACA
AGACTGCTGAAACGACCGAGGCAGCGAAGAATAAGGCTGCGGAGATGAGG
GACAAGACCTGGGATGCAACTGAAGCAGCAAAGAACAAGACCTGGGAAGC
AACTGAGGCAGCAAAGAACAGGACTGCGGAGATGAAGGACAAGGCTGCAG
AAACCACAGAAGCAGCAAAACAGAAAACTGCACAGGCAAGGGACAAAACC
AAGGTCTCACTCTCTCTTTTAAATTTGTTGAGCCTAACATGTCTTAGAATCTG
TTCAAGTTCTATTGAAGTTTTCGTATTCTTTTTTTCAATCACAAGGATCAAAA
TCACTTTAAGAATGGAACACATTATATGCATTTGTGAATTTAGGGACTAAAA
CTTTGATTTGGAGCAAATCTGGAAGCCAAAACACATTGCATTGGCACCTTAT
GTGGGTGCAGTTTTGTGTATATGTGACTAATTGTGAATGTTTGAGAAAAATT
GACAAGTTATGGATGTGATATGATGTGACACAGGGGAATGTGAGAGGTGAA
GATGAAGATGCAAGGAGGAAACTGGAGGATCTAAAGCTACAAGGGTACAA
AGATATATCTGAGGGGCGTGCAGATAAGGTGGTGATGAAAGTGGAAGAGA
CTCGACCAGGGGCAATAGCGGATACACTGAAAGCCGCGGATCAGAATGCG
GGACAGACCTTCAACGATGTGGGACGCTTCCATGATGAGGAGATCGTAAAA
AAGAAATAATGTGATACTTAGTATATAGTATCATATTATGTGCAATGCACAA
TATCTATATATATGTGCAGTTTATGTAGTGTGTTTGGAGTATATGTTATGTGA
TCAAAAGTTGTTTGTTTAAATTTTGGTTTTCTTGTTTTGATTCTCTTCAAAAT
GTGTATTGGTTCTAGAGGTTCATATGGTGACCATGGTACCATTACAACAACA
ATAAACATTGTGCCCGTTCTTTGTGCAACACTTCAATGCAAGCTCTTCATCT
CATCT

Actin (ACT) genine ait 774 baz uzunlugundaki dizi asagidaki gibi belirlenmis ve bu
diziye uyan primer dizileri tespit edilmistir (NCBI, Entrez Gene I1D: CV537379).

GGTACCTCAGCCACACACATACACACACAAATTTCACAAACTTCGAAAAAA
CACGACACACTCTCATACACACACGTTGTCGCACACACATTCCTTCTTTCCG
CAGCAACAAACGTCCTTACCTTAAACGACAATGGCCGATGCCGAGGATATT
CAACCCCTAGTCTGCGATAATGGAACTGGAATGGTCAAGGCTGGTTTTGCC
GGAGATGATGCTCCGAGGGCGGTGTTTCCTAGCATTGTGGGACGCCCACGT
CACACTGGGGTGATGGTTGGGATGGGGCAGAAGGATGCGTATGTTGGGGAC
GAGGCTCAATCGAAGAGGGGTATTTTGACTCTGAAATACCCTATTGAGCAT
GGGATTGTGAGTAATTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACTTTC
TACAATGAGCTTCGTGTGGCTCCTGAAGAACACCCCGTGCTTCTCACCGAGG
CACCGCTTAATCCTAAGGCTAATCGTGAGAAAATGACTCAGATCATGTTTGA
GACCTTCAACACTCCTGCTATGTATGTTGCCATCCAAGCTGTGCTTTCCCTTT
ACGCTAGTGGCCGTACAACTGGTATTGTTCTGGACTCCGGAGACGGTGTCA
GTCACACGGTTCCTATCTATGAAGGCTATGCCCTCCCGCATGCAATCTTGCG
TTTGGACCTTGCAGGGCGTGATCTCACCGATGCCCTCATGAAAATCCTGACC
GAGCGTGGTTACTCTTTCACCACATCTGCAGAGCGGGAAATTGTGAGGGAC
AT

B-Tubulin genine ait 845 baz uzunlugundaki dizi asagidaki gibi belirlenmis ve bu diziye
uyan primer dizileri tespit edilmistir (NCBI, Entrez Gene ID: CVV530631).
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AACCCTAATTCCCTTTCTCCCACACTCTTGCACACTCTCCGATCGAAAATGA
GAGAAATCTTGCACATCCAGGGAGGGCAATGCGGGAACCAGATCGGAGCC
AAGTTCTGGGAGGTGATCTGCGACGAGCACGGCATCGACCACACCGGGAAG
TACAGCGGCGATTCCGAGCTCCAACTCGAACGCATCAACGTCTACTATAAT
GAAGCCAGCGGCGGAAGGTACGTTCCACGCGCCGTCCTCATGGATCTTGAA
CCCGGCACCATGGACTCCGTCAGATCCGGCCCCTACGGCCAGATCTTCCGCC
CCGACAATTTCGTCTTTGGCCAGTCCGGCGCCGGCAACAACTGGGCCAAAG
GCCACTACACTGAAGGTGCCGAACTCATCGACTCAGTCCTCGACGTCGTTCG
CAAAGAAGCCGAAAATTGCGATTGCTTGCAAGGGTTTCAGGTGTGCCATTC
TCTTGGGGGAGGAACGGGTTCTGGCATGGGGACGCTTCTGATTTCAAAGAT
TCGTGAGGAGTATCCAGATCGGATGATGTTGACGTTTTCAGTGTTTCCTTCT
CCTAAGGTTTCTGACACCGTTGTGGAGCCTTACAATGCTACGCTCTCTGTTC
ACCAGCTTGTAGAGAACGCTGATGAGTGTATGGTTCTGGACAATGAGGCTC
TCTACGACATTTGTTTCAGGACCCTCAAGCTCGCTACACCGACGTTTGGTGA
CCTTAACCACCTGATTTCCGCCACCATGAGTGGAGTTACTTGCTGTCTACGT
TTCCCTGGGGCACTGAACTCCGATCTTCGCAAGCTTGCTGTTAATCTTATCC
CATTTCCCCGGGTCCAT TTCTT

Calisma  doneminde LEA-3  (group 3 late  embryogenesis  abundant
protein), housekeeping gen olan Aktin ve alternatif olarak B-Tubulin’e ait diziler ile
primer tasarimi gercgeklestirilmistir. Buna gore bu gen bdlgeleri i¢in tasarlanan primer

dizileri asagidaki gibidir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9 Real-Time PCR primer dizileri

Primer Sekans (5°—3’) Primer Baglanma
uzunlugu Sicakhigr
(be) (Tm)

LEA-3 F CACAGAGGTGATTCATGATGTT 22 58 °C

LEA-3 R ACCCTT CTC CAG AGT CTT 18 58 °C

ACTF TGA GCA AGG AGA TTA CAG CAT 24 56 °C

TGG

ACTR CAT ACT CTG CCT TCG CAATCC AC 23 56 °C

B-Tubulin CCGTTG TGG AGC CTT ACAA 19 57 °C

F

B-Tubulin GCT TGA GGG TCCT GAA ACA A 19 57 °C

R

(F: Forward/ileri, R: Reverse/Geri)
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3.11 Real-Time PCR reaksiyonu

Uygun miktar ve kalitede cDNA sentezini takiben calismada taramasi yapilacak hedef
gen olan LEA-3 (DQ196430.1) ve housekeeping olarak segilmis ACT (CV537379) ve
B-Tubulin (CV530631) genlerinin reaksiyon optimizasyonlar1 ve On denemeleri
yapilmistir. Real-Time PCR uygulamalar1 Light Cycler Nano (Roche) (Sekil 3.3) cihaz
aracilifiyla SYBR Green I Master boyasi kullanilarak gerceklestirilmigtir. SYBR Green
I boyas1 kullanilarak gerceklestirilen kantitasyonu takiben PCR’1n etkinligini saptamak
ve herhangi bir dimer olusumu olup olmadigini gézlemlemek amaciyla Erime Egrisi

Analizi yapilmigtir. Housekeeping gen olarak ACT’in kullanilmasina karar verilmistir.

Sekil 3.3 Yeni nesil Real-Time PCR cihazi, Light Cycler Nano (Roche)

Bu kapsamda oOncelikle reaksiyon kosullarinin optimizasyonu icin 6n denemeler
kurulmustur. Kurulan reaksiyon denemelerinde uygun primer (0,2 ile 1 uM arasinda
taranmistir) ile cDNA konsantrasyonlari taranmis ve en ideal olanlar1 secilmistir. RT-
PCR uygulamalarinda taramasi yapilan kosullar arasinda en erken cq (quantification
cycle) degerini veren reaksiyon kosullar1 optimal kosullar olarak segilmektedir. Sonug
olarak asagida verilen kosullarda RT-PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir (Cizelge
3.10 - 3.11).
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Cizelge 3.10 Calismada optimize edilen ve kullanilan Real-Time PCR Protokolii

Bilesen Son Konsantrasyon
cDNA 2 ug

Forward Primer 0.7 uM

Reverse Primer 0.7 uM

Light Cycler ® SYBR 1X

Green 1 Master

Toplam hacim 20 pl’dir.

Cizelge 3.11 Real Time PCR reaksiyonunun gergeklestigi program

Program Sicaklik Siire Dongii
sayisl

On 95°C 10 dk 1

denatiirasyon

Denatiirasyon 95°C 10s

Baglanma 60°C 30s 45

Uzama 72°C 15s

Erime 58-95 °C Stirekli 1

okuma

Egrisi Analizi

Real Time PCR islemi sonrasinda her iki gen i¢in de, her stres kosuluna ait farkli
zamanlarda alinmis 6rneklerde polimeraz zincir reaksiyonu es zamanh olarak izlenmis
ve pik profili olarak kaydedilmistir. Cq degeri polimeraz zincir reaksiyonuna ait pik
profilinde logaritmik artis fazina gecilen dongiiyii (ilk noktay1) ifade eder. Cq degerleri
pik profilleri aracilig1 ile belirlenmistir. Belirlenen bu Cq degerleri ve her iki gen i¢in de
olusturulmus olan standart egri grafikleri araciligi ile sentezlenen gen {iriinlerinin

MRNA seviyeleri kantitatif olarak tespit edilmistir.
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Orneklerin konsantrasyonlar1 cDNA seri diliisyonlar1 ile olusturulan LEA-3 ve aktin

(ACT) standart egri grafikleri ile hesaplanmistir (Sekil 3.4).

S5pl S5pl S5pl S5pl S5pl

RO TR O T

0 0 0 B f

. \ | -, -, -,
\ / \ / \ / \ / \ / \ /

AV W S v LV AV
108 10¢ 104 10° 102 10t
(Ana Stok)

Sekil 3.4 cDNA seri diliisyonlari

cDNA seri diliisyonlar1 1/10 sulandirma ile ana stok 6 kat diliie edilerek yapilmistir. lk

sulandirma

1/10 =5 pL cDNA + 45 puL su seklinde yapilmistir.

Standart egri grafigi olustururken dikkat edilmesi gereken ozellikler:

1.  Target (hedef gen) ve referans (house keeping gen) i¢in ayr1 ayri standart egriler
olusturulmalidir.

2. PCR etkinligi’'nin 2’ye yakin olmas1 gerekir, 1,85-2,00 uygundur, bu deger 2’ye
yaklastik¢a giivenilirligi artar, 2’nin ilizerine ¢iktigi zaman o O6rnek iptal edilir. PCR
etkinliginin en fazla 2 olma nedeni her déngiide PCR ile olugsan amplikon miktarinin 2
katina ¢ikmasidir.

3. En disiik konsantrasyondan daha diisiik bir konsantrasyon ¢iktiginda formiile
yerlestirilir.

4. Dogru bir standart egri grafigi olusturabilmek i¢in olusturulan grafik en az 3

cDNA dillisyonuna karsilik gelen logaritmik konsantrasyon degerinden ge¢melidir.

3.12 Normalizasyon ve Istatistiksel Analiz

Farkli siirelerde tuz ve kuraklik stresi uygulanmis bitkilerde LEA-3 genine ait transkript

profilleri kontrol profilleri ve aktin ile karsilastirilmistir. Elde edilen verilerin
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222CT metoduna

istatistiksel olarak degerlendirilmesi Livak ve Schmittgen (2001)’in
gore ve One Way ANOVA (Dunnett) ile yapilmistir. Arastirmacilarin bir kontrol
grubunu birden fazla deney grubu ile karsilastirmasi gerektiginde Dunnet testini
kullanmalar1 6nerilmektedir (Dunnet 1955). Post-Hoc testi ise (Multiple Comparisons
Dependent Variable: Expression Dunnet T3) eger varyans analizi sonucunda gruplar
arasinda bir fark bulunmussa, farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek

i¢in kullanilmaktadir (Roscoe 1975).

Cq degeri olarak belirlenen gen ekpresyonu sonuglart housekeeping gen olarak
calismada kullanilan ACT (aktin) ve kontrol sartlar1 dikkate alinarak normalize
edilmistir (Livak ve Schmittgen 2001). Bu verilerin ortalama, standart sapma, standart
hata ve istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri istatistik programi (SPSS 15) ile
hesaplanmistir. Bu sekilde tuz (NaCl) ve kuraklik (PEG) stresi altinda gelistirilmis olan
orneklerde LEA-3 geni mMRNA ifade seviyesi tespit edilmeye ¢alisilmustir.
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4. BULGULAR

4.1 Fasulye Cesitlerinde Stres Uygulamalari

7 farkli ¢eside ait Phaseolus vulgaris tohumlari 15 giin siire ile 1/10 luk Hoagland besi
ortami icerisinde gelistirilmistir. Gelistirilen bitkilere 100 mM NaCl ve 100 mM tuz
stresine es ozmotik basinci olusturacak PEG stresi uygulanmig, farkli zamanlarda (0. 3.
ve 27. saatlerde) alman Srnekler sivi azota batirilarak -80 °C’lik derin dondurucuda
saklanmigtir. Her iki stres kosullarinin 3. saatindeki fasulye cesitlerinin goriintiisii

asagidaki gibidir.

Goyniik-98 3. saat PEG Goyniik-98 3. saat Tuz

Sekil 4.1 Onceler-98 ve Goyniik-98 ¢esitlerinin 3 saat tuz ve PEG stresi sonrasi
goriintiileri
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Karacasehir-90 3. saat Tuz

Yunus-90 3. saat PEG Yunus-90 3. saat Tuz

Sekil 4.2 Karacagehir-90 ve Yunus-90 gesitlerinin 3 saat tuz ve PEG stresi sonrasi
gorlntiileri
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Sehirali-90 3. saat Tuz

Akman-98 3. saat PEG Akman-98 3. saat Tuz

Sekil 4.3 Sehirali-90 ve Akman-98 ¢esitlerinin 3 saat tuz ve PEG stresi sonrasi
gorintiileri
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Eskisehir-855 3. saat PEG Eskisehir-855 3. saat Tuz

Sekil 4.4 Eskisehir-855 ¢esidinin 3 saat tuz ve PEG stresi sonrasi goriintiileri
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Her iki stres kosullarinin 27. saatindeki fasulye ¢esitlerinin goriintiisii asagidaki gibidir.

Onceler-98 27. saat PEG Onceler-98 27. saat Tuz

%
{8 c.;!
» ,&‘ L3
Eskisehir-855 27. saat PEG Eskigehir-855 27. saat Tuz

Sekil 4.5 Onceler-98 ve Eskisehir- gesitlerinin 27 saat tuz ve PEG stresi sonrast
goriintiileri
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Goyniik-98 27. saat PEG Goyniik-98 27. saat Tuz

Karacasehir-90 27. saat PEG Karacasehir-90 27. saat Tuz

Sekil 4.6 Goyniik-98 ve Karacasehir-90 gesitlerinin 27 saat tuz ve PEG stresi sonrasi
gorilntiileri
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Yunus-90 27. saat PEG Yunus-90 27. saat Tuz

Sehirali-90 27. saat PEG Sehirali-90 27. saat Tuz

Sekil 4.7 Yunus-90 ve Sehirali-90 ¢esitlerinin 27 saat tuz ve PEG stresi sonrasi
gorilntiileri
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Akman-98 27. saat PEG Akman-98 27. saat Tuz

Sekil 4.8 Akman-98 ¢esidinin 27 saat tuz ve PEG stresi sonrasi1 goriintiileri
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4.2 Lipit Peroksidasyonu (Malondialdehit analizi) Sonugclari

Tez c¢aligmasinda gergeklestirilen MDA analizi sonuglarina iligkin grafikler asagida

sunulmustur.
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Sekil 4.9 Onceler-98 fasulye gesidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve 27.
saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.10 Goyniik-98 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve 27.
saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.11 Karacasehir-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve
27. saatlerinde gézlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.12 Yunus-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve 27.
saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.13 Sehirali-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve 27.

saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.14 Akman-98 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve 27.

saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.15 Eskisehir-855 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda PEG stresinin 3. ve 27.
saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.16 Onceler-98 fasulye gesidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.

saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.17 Goyniik-98 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.
saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.18 Karacasehir-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.
saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.19 Yunus-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.
saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.20 Sehirali-90 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.
saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.21 Akman-98 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.
saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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Sekil 4.22 Eskisehir-855 fasulye ¢esidinin kok ve yapraklarinda tuz stresinin 3. ve 27.

saatlerinde gozlenen MDA diizeyleri
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4.3 RNA izolasyonu

Stres uygulamalarmin ardindan alinan tiim 6rnekler RNA izolasyonuna kadar -80 °C’lik
soguk dolaplarda saklanmis ve RNA izolasyonu Trizol protokoliine gore
gerceklestirilmistir. Izole edilen RNA’lar %1,2’lik FA (formaldehit agaroz) jelde
gorlntiillenmis ve ND 1000 Spekrofotometre araciligr ile miktar ve saflik tayini
yapilmistir ve piirifikasyon igin yeterli olan 50-70 pg araliginda oldugu belirlenmistir.

Izole edilen RNA ‘lara ait 6rnek formaldehit agaroz jel goriintiisii asagidaki gibidir.

Sekil 4.23 RNA izolasyonu 6rnek goriintiisii

4.4 cDNA Sentezi

cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanilarak ve
calisilacak LEA-3 ve housekeeping gen olan ACT’in uzunluklarinin 400 b¢’den biiyiik
olmast nedeniyle Anchored-oligo(dT);s ile c¢alisilmistir. Bu sekilde elde edilen

c¢DNA’larin saflik ve miktar tayinleri ¢izelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Sentezlenen cDNA’lara ait saflik ve miktar tayinleri

Sira Ornek ismi ng/ul 260/280  260/230

1a Yunus-90 K-0 2229,22 1,89 1,84
1b 2122,23 1,85 1,84
1c 2153,72 1,85 1,85
2a Sehirali-90 Y-0 2112,62 1,9 1,85
2b 2166,01 1,85 1,84
2c 2176,98 1,85 1,88
3a Karacasehir-90 Y-0 2347,91 1,88 1,84
3b 2182,04 1,85 1,89
3c 2153,06 1,85 1,89
4a Goynik-98 K-0 2167,84 1,89 1,84
4b 2137,91 1,85 1,89
4c 2131,75 1,84 1,84
5a GOynik-98 Y-0 2236,48 1,9 1,88
5b 2080,58 1,85 1,84
5c 2086,63 1,85 1,88
6a Karacasehir-90 K-0 2138,79 1,89 1,89
6b 1993,39 1,89 1,80
6¢ 2123,79 1,84 1,91
7a Akman-98 K-0 2541,29 1,87 1,89
7b 2135,12 1,84 1,91
7c 2214,85 1,85 1,64
8a Onceler-98 Y-0 2188,19 1,88 1,89
8b 2144,88 1,85 1,65
8c 2166,43 1,85 1,79
9a Akman-98 Y-0 2130,67 1,87 1,84
9b 2177,74 1,85 1,79
9c 2159,18 1,85 1,9
10a Eskisehir-855 K-0 2340,21 1,87 1,84
10b 2166,83 1,85 1,89
10c 2127,96 1,85 1,89
11a Sehirali-90 K-0 2145,09 1,88 1,88
11b 2140,24 1,85 1,89
11c 2149,69 1,84 1,92
12a Eskisehir-855 Y-0 2034,71 1,89 1,80
12b 2144,53 1,84 1,92
12¢ 2153,14 1,84 1,83
13a Onceler-98 K-0 2247,87 1,88 1,91
13b 2154,75 1,85 1,83
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Cizelge 4.1 Sentezlenen cDNA’lara ait saflik ve miktar tayinleri (devam)

Sira Ornek ismi ng/ul 260/280  260/230

13c 2135,42 1,84 1,88
14a Yunus-90 Y-0 2275,66 1,88 1,91
14b 2131,75 1,84 1,88
14c 1981,17 1,85 1,93
15a K3PK 2750,73 1,84 1,64
15b 1904,58 1,89 1,85
15c¢ 2047,56 1,87 1,89
16a K3PY 3938,29 1,82 1,65
16b 2252,84 1,89 1,87
16¢ 1996,39 1,87 1,81
17a K3TK 2052,08 1,88 1,79
17b 1933,65 1,89 1,86
17¢ 2000,08 1,87 1,91
18a K3TY 3532,22 1,83 1,79
18b 2225,22 1,9 1,77
18c 1985,92 1,87 1,72
19a S3PK 3575,98 1,81 1,9
19b 1930,24 1,89 1,84
19c 1978,47 1,86 1,89
20a S3PY 4443,47 1,84 1,89
20b 1936,17 1,89 1,85
20c 1973,99 1,87 1,73
21a S3TK 3512,98 1,81 1,89
21b 1936,17 1,89 1,85
21c 2009,37 1,86 1,87
22a S3TY 4325,13 1,83 1,89
22b 2168,29 1,9 1,85
22c 1980,56 1,86 1,81
23a Y3PK 3423,96 1,8 1,92
23b 1933,65 1,89 1,86
23c 2009,01 1,87 1,9
24a Y3TY 3329,77 1,85 1,92
24b 2190,77 1,89 1,87
24c 1999,41 1,87 1,84
25a Y3TK 3367,42 1,82 1,83
25b 1885,02 1,89 1,85
25¢ 2010,06 1,87 1,7
26a Y3PY 2815,09 1,48 1,83
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Cizelge 4.1 Sentezlenen cDNA’lara ait saflik ve miktar tayinleri (devam)

Sira Ornek ismi ng/ul 260/280  260/230

26b 2222,07 1,89 1,87
26¢ 2001,31 1,87 1,72
27a A3PK 5071,57 1,62 1,84
27b 2198,63 1,89 1,87
27c¢ 2014,13 1,87 1,88
28a A3PY 3992,96 1,86 1,85
28b 2164,38 1,89 1,86
28c 1958,29 1,89 1,85
29a A3TY 4793,55 1,79 1,84
29b 1936,17 1,89 1,85
29c 1929,79 1,89 1,86
30a A3TK 3362,7 1,83 1,84
30b 1933,65 1,89 1,86
30c 1895,22 1,88 1,85
31a 03TK 3875,72 1,84 1,88
31b 1885,02 1,89 1,85
31c 1926,2 1,88 1,87
32a 0O3PY 1443,01 1,84 1,89
32b 1896,94 1,88 1,87
32c¢ 1885,02 1,89 1,85
33a O3PK 1795,13 1,9 1,89
33b 1900,4 1,88 1,8
33c 1918,45 1,89 1,85
34a 0o3TY 1795,13 1,9 1,89
34b 2000,08 1,89 1,86
34c 1981,17 1,86 1,87
35a G3TY 3514,84 1,84 1,84
35b 1980,56 1,89 1,86
35¢ 1885,02 1,89 1,87
36a G3PK 1738,19 1,86 1,84
36b 2198,63 1,89 1,87
36¢ 2131,75 1,84 1,88
37a G3PY 4473,17 1,78 1,88
37b 1958,29 1,88 1,87
37c 1918,45 1,89 1,85
38a G3TK 2461,3 1,86 1,80
38b 1930,24 1,87 1,72
38c 1980,56 1,87 1,72
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Cizelge 4.1 Sentezlenen cDNA’lara ait saflik ve miktar tayinleri (devam)

Sira Ornek ismi ng/ul 260/280  260/230

39a E3TK 4579,79 1,8 1,84
3% 1933,65 1,89 1,85
39c 2190,77 1,87 1,84
40a E3PK 3920,1 1,78 1,85
40b 2122,23 1,85 1,84
40c 2153,72 1,85 1,85
41a E3TY 3255,37 1,82 1,84
41b 2153,72 1,86 1,84
41c 2166,01 1,85 1,84
42a E3PY 1986,38 1,86 1,79
42b 2176,98 1,85 1,88
42c 2182,04 1,85 1,89
43a Y27PK 2213,06 1,84 1,88
43b 2153,06 1,85 1,89
43c 2137,91 1,85 1,89
44a Y27TY 1565,03 1,82 1,89
44b 2131,75 1,84 1,84
44c 2080,58 1,85 1,84
453 Y27PY 943,12 1,88 1,89
45b 2086,63 1,85 1,88
45c¢ 1993,39 1,89 1,80
46a Y27TK 1740,73 1,83 1,89
46b 2123,79 1,84 1,91
46¢ 2135,12 1,84 1,91
47a A27PY 1766,43 2,13 1,85
47b 2214,85 1,85 1,64
47c 2144,88 1,85 1,65
48a A27TK 1240,68 1,97 1,84
48b 2166,43 1,85 1,79
48c 2177,74 1,85 1,79
49a A27PK 1832,11 1,81 1,84
49b 2159,18 1,85 1,9
49c 2166,83 1,85 1,89
50a A27TY 1567,56 1,83 1,80
50b 2127,96 1,85 1,89
50c 2140,24 1,85 1,89
51a G27TK 1971,23 1,8 1,91
51b 2144,53 1,84 1,92
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Cizelge 4.1 Sentezlenen cDNA’lara ait saflik ve miktar tayinleri (devam)

Sira Ornek ismi ng/ul 260/280  260/230

51c 2153,14 1,84 1,83
52a G27TY 2013,66 1,85 1,91
52b 2164,38 1,89 1,86
52c 1958,29 1,89 1,85
53a G27PY 1863,4 1,82 1,64
53b 1936,17 1,89 1,85
53c 1929,79 1,89 1,86
54a G27PK 3625 1,48 1,65
54b 1933,65 1,89 1,86
54c 1895,22 1,88 1,85
55a E27TY 1459,99 1,62 1,79
55b 1885,02 1,89 1,85
55¢ 1926,2 1,88 1,87
56a E27PY 1986,38 1,86 1,79
56b 1926,07 1,89 1,85
56¢ 1896,94 1,88 1,87
57a E27PK 2396,48 1,79 1,9
57b 1885,02 1,89 1,85
57¢ 1900,4 1,88 1,8
58a E27TK 1600,65 1,83 1,89
58b 2144,88 1,85 1,65
58c¢ 2166,43 1,85 1,79
59a S27PY 2759,6 1,84 1,89
59b 2153,14 1,84 1,83
59c¢ 2154,75 1,85 1,83
60a S27TK 1855,47 1,84 1,89
60b 1900,4 1,88 1,8
60c 1918,45 1,89 1,85
61a S27PK 1599,89 1,9 1,92
61b 2164,38 1,89 1,86
61c 1926,2 1,88 1,87
62a S27TY 2126,27 1,83 1,92
62b 1896,94 1,88 1,87
62c 1885,02 1,89 1,85
63a 027PY 1357,98 1,84 1,83
63b 1929,79 1,89 1,86
63c 1933,65 1,89 1,86
64a 027TY 2100,95 1,86 1,83
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Cizelge 4.1 Sentezlenen cDNA’lara ait saflik ve miktar tayinleri (devam)

Sira Ornek ismi ng/ul 260/280  260/230

64b 1958,29 1,89 1,85
64c 1936,17 1,89 1,85
65a 027TK 2336,15 1,78 1,84
65b 1895,22 1,88 1,85
65c 1885,02 1,89 1,85
66a 027PK 1628,46 1,86 1,85
66b 1926,2 1,88 1,87
66¢C 1926,07 1,89 1,85
67a K27TY 5356,54 1,8 1,84
67b 1933,65 1,89 1,86
67c 1895,22 1,88 1,85
68a K27PK 2429,03 1,78 1,84
68b 1936,17 1,89 1,85
68c 1929,79 1,89 1,86
69a K27TK 2284 1,82 1,88
69b 1900,4 1,88 1,8
69c 1918,45 1,89 1,85
70a K27PY 2161,36 1,81 1,89
70b 2164,38 1,89 1,86
70c 1958,29 1,89 1,85

4.5 Real-Time PCR Uygulamasi

Real-time PCR uygulamasi Light Cycler Nano (Roche) cihazinda gergeklestirilmistir.
CcDNA seri diliisyonlarindan hem LEA-3 hem de ACT genleri i¢in olusturulan standart
egri grafikleri ve bu grafiklere ait validasyon degerleri asagida gosterilmistir (Sekil 4.24
- 4.27).
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primasity (N

Sekil 4.24 LEA-3 geni standart egri grafigi olusturmak tizere PCR’1 yapilan cDNA seri
diliisyonlar1 pik goriintiisii

Sekil 4.25 LEA-3 standart egri grafigi

Efficiency: 2.001 Error: 0.051 Slope: -3.32

80



30

Sekil 4.26 ACT geni standart egri grafigi olugturmak tizere PCR’1 yapilan cDNA seri
diltisyonlar1 pik goriintiisii

Sekil 4.27 ACT standart egri grafigi

Efficiency: 2.003 Error: 0.033 Slope: -3.31

Dogru bir standart egri grafigi olusturabilmek i¢in olusturulan grafigin en az iic cDNA

dilisyonu ile ¢alismak gereklidir. Olusturulan egrinin yine en az 3 logaritmik
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konsantrasyon degerinden gecmesi ve efficiency (etkinlik) degerinin 1,7 ile 2 arasinda
olmasi gerekmektedir. Bu deger 2’ye yaklastik¢a gilivenilirligi artar. Bu tez kapsaminda
LEA-3 ve ACT geni standart egrilerini olusturabilmek amaciyla 5 logaritmik
konsantrasyon kullanilmustir. Sekillerde goriildiigi gibi LEA-3 ve ACT standart egri
grafikleri kullanilabilir nitelikte birer standart egri grafigidir.

4.6 RT-PCR Sonuglari, Sonuclarim Normalizasyonu ve Istatistiksel Analizi

Cq degeri olarak belirlenen LEA-3 ve ACT gen ekpresyonu sonuclart ¢izelge 4.2°de

sunulmustur.

Cizelge 4.2 LEA-3 ve ACT genine ait Real-Time PCR Nano cihazindan alinan tiim cq
degerleri (Calisma 3 biyolojik ve 2 teknik tekrar i¢erdigi igin her bir 6rnek
icin 6 adet cq degeri bulunmaktadir)

Sira  Ornek Ismi ACT cq degerleri LEA-3 cq degerleri

1 YUNUS K-0 21,313 21,521 34,288 34,105
21,521 21,325 34,595 34,113
21,223 21,748 34,123 34,328

2 SEHIRALI Y-0 19,344 19,45 29,447 29,85
19,04 19,28 29,954 29,74

19,662 19,03 29,88 29,338

3 KARACASEHIR Y-0 20,126 20,88 28,947 28,89
20,8 20,143 28,472 28,425

20,153 20,002 28,84 28,443

4 GOYNUK K-0 21,001 21,09 33,166 33,154
21,37 21,085 33,391 33,89

21,317 21,14 33,084 33,681

5 GOYNUK Y-0 23,642 23,19 30,203 30,188
23,522 23,55 30,228 30,24

23,866 23,89 30,134 30,441
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Cizelge 4.2 LEA-3 ve ACT genine ait Real-Time PCR Nano cihazindan alinan tiim cq
degerleri (Calisma 3 biyolojik ve 2 teknik tekrar igerdigi i¢in her bir 6rnek
i¢in 6 adet cq degeri bulunmaktadir) (devam)

Sira Ornek Ismi ACT cq degerleri LEA-3 cq degerleri
6 KARACASEHIR K-0 20,25 20,189 29,582 30,12
20,078 20,09 29,081 29,242
20,179 20,114 29,139 29,021
7 AKMAN K-0 22,218 22,181 25,848 25,5
22,137 22,084 25,864 25,71
22,148 22,32 25,689 25,99
8 ONCELER Y-0 24,269 24,388 33,101 33,189

24,144 24,185 33,161 33,165
24,166 24,585 33,242 33,279

9 AKMAN Y-0 21,052 21,87 32,479 32,282
21,826 21,55 32,138 32,379

21,591 21,46 32,185 32,239

10 ESKISEHIR K-0 17,881 18,87 26,871 26,681
18,506 18,65 26,834 26,589

18,512 18,575 26,654 26,526

11 SEHIRALI K-0 20,179 20,83 27,036 26,818
20,946 20,324 26,737 26,61

20,149 20,424 27,092 26,26

12 ESKISEHIR Y-0 19,344 19,59 23,231 23,50
19,04 19,24 23,389 23,32

19,21 19,32 23,114 23,183

13 ONCELER K-0 22,621 22,288 29,2 29,291

22,375 22,345 29,186 29,223
22,335 22,334 29,053 29,088

14 YUNUS Y-0 20,661 20,388 27,656 27,41
20,724 20,662 27,821 27,486

20,456 20,464 27,753 27,43

15 K3PK 22,64 22,14 27,579 27,71
22,53 22,456 27,578 27,65

22,51 22,287 27,146 27,39

16 K3PY 20,57 20,82 25,733 25,65
20,75 20,49 25,292 25,487

20,96 20,47 25,452 25,381

17 K3TK 23,25 22,88 29,575 29,79
22,81 22,59 30,25 29,67
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Cizelge 4.2 LEA-3 ve ACT genine ait Real-Time PCR Nano cihazindan alinan tiim cq
degerleri (Calisma 3 biyolojik ve 2 teknik tekrar igerdigi i¢in her bir 6rnek
i¢in 6 adet cq degeri bulunmaktadir) (devam)

Sira  Ornek Ismi ACT cq degerleri LEA-3 cq degerleri
22,43 22,77 29,765 29,85
18 K3TY 22,29 21,83 29,506 29,479
21,96 21,91 29,661 29,37
21,859 21,87 29,411 29,72
19 S3PK 22,08 22,181 28,464 28,344
22,22 22,09 28,291 28,245
22,178 22,36 28,244 28,312
20 S3PY 21,19 21,084 23,932 23,589
20,76 20,89 23,008 23,285
21,197 21,117 23,356 23,473
21 S3TK 21,76 21,51 25,834 25,98
21,34 21,49 25,41 25,53
21,19 21,26 25,45 25,47
22 S3TY 20,47 20,283 26,997 26,489
20,11 20,29 26,589 26,643
20,198 20,386 26,432 26,552
23 Y3PK 22,47 22,14 27,647 27,432
22,03 22,52 27,585 27,255
22,245 22,45 27,563 27,115
24 Y3TY 19,67 19,85 29,813 29,92
19,86 19,89 29,837 29,87
19,99 19,87 29,445 29,54
25 Y3TK 23,21 23,64 26,727 26,53
22,75 23,53 26,558 26,55
23,65 23,36 26,535 26,37
26 Y3PY 19,95 19,48 23,281 22,835
19,1 19,89 22,963 22,873
19,31 19,87 23,14 22,721
27 A3PK 23,75 23,62 29,599 29,834
23,32 23,89 29,621 29,455
23,56 23,487 29,423 29,488
28 A3PY 20,9 20,53 25,931 25,643
20,35 20,54 25,642 25,324
20,35 20,35 25,532 25,145
29 A3TY 20,81 20,79 29,774 29,834
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Cizelge 4.2 LEA-3 ve ACT genine ait Real-Time PCR Nano cihazindan alinan tiim cq
degerleri (Calisma 3 biyolojik ve 2 teknik tekrar igerdigi i¢in her bir 6rnek
i¢in 6 adet cq degeri bulunmaktadir) (devam)

Sira  Ornek Ismi ACT cq degerleri LEA-3 cq degerleri
20,49 20,89 29,422 29,853
20,45 20,59 29,24 29,436

30 A3TK 23,75 23,83 33,852 33,584

23,66 23,489 33,919 33,446
23,89 23,788 33,144 Boi6Es

31 O3TK 21,58 21,34 25,197 25,88
21,94 21,49 25,714 25,55
21,45 21,58 25,455 25,17
32 O3PY 21,85 21,84 26,519 26,364
21,96 21,858 26,187 26,532
21,64 21,49 26,332 26,65
33 O3PK 22,64 22,954 28,944 28,89
22,53 22,88 28,396 28,38
22,46 22,81 28,352 28,85
34 O3TY 21,58 21,149 29,33 28,89
21,65 21,489 28,913 29,186
21,53 21,686 29,014 29,22
35 G3TY 20,06 20,42 24,361 24,84
20,11 20,14 24,756 24,36
20,43 20,43 24,565 24,74
36 G3PK 22,34 22,846 22,481 22,584

22,12 22,139 22,674 22,557
22,131 22,114 22,115 22,848

37 G3PY 19,66 19,738 20,545 20,288
19,21 19,818 20,749 20,87

19,18 19,289 20,42 20,485

38 G3TK 21,91 21,86 25,197 25,8
21,16 21,67 25,506 25,72

21,80 21,42 25,542 24,92

39 E3TK 20,65 20,457 24,197 24,084
20,07 20,289 24,275 24,145

20,077 20,247 23,95 23,84

40 E3PK 22,14 22,68 28,004 28,82
22,07 22,25 28,674 28,34
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Cizelge 4.2 LEA-3 ve ACT genine ait Real-Time PCR Nano cihazindan alinan tiim cq
degerleri (Calisma 3 biyolojik ve 2 teknik tekrar i¢erdigi i¢in her bir 6rnek
i¢in 6 adet cq degeri bulunmaktadir) (devam)

Sira  Ornek Ismi ACT cq degerleri LEA-3 cq degerleri
22,537 22,85 28,532 28,25
41 E3TY 20,96 20,82 26,145 26,44
20,22 20,86 26,061 26,214
20,45 20,345 26,432 26,54
42 E3PY 20,96 20,86 23,021 23,079
21,32 21,25 22,827 23,188
21,02 21,085 22,983 23,21
43 Y27PK 24,96 24,84 34,561 34,132
24,37 24,65 34,241 34,245
24,13 24,85 34,053 34,545
44 Y27TY 19,41 19,39 32,05 32,356
19,43 19,47 32,067 32,774
19,55 19,52 32,32 32,453
45 Y27PY 18,87 18,68 24,722 24,568
18,82 18,55 24,36 24,667
18,993 18,789 24,87 24,623
46 Y27TK 22,35 22,74 32,064 32,24
22,15 22,83 32,452 32,26
22,42 22,45 32,326 32,54
47 A27PY 21,16 21,13 27,275 27,245
21,69 21,85 27,28 27,164
21,44 21,47 27,128 27,265
48 A27TK 22,44 22,29 34,723 34,336
22,14 2,35 34,743 34,477
22,177 22,45 34,567 34,42
49 A27PK 22,83 22,81 34,626 34,42
22,5 22,85 34,34 34,39
22,668 22,78 34,53 34,59
50 A27TTY 19,21 19,33 24,869 24,80
19,28 19,25 24,55 24,12
19,214 19,45 24,84 24,50
51 G27TK 23,91 23,8 29,528 29,51
23,86 23,84 29,57 29,32
23,54 23,67 29,31 29,33
52 G27TY 20,02 20,085 29,528 29,24
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Cizelge 4.2 LEA-3 ve ACT genine ait Real-Time PCR Nano cihazindan alinan tiim cq
degerleri (Calisma 3 biyolojik ve 2 teknik tekrar igerdigi i¢in her bir 6rnek
i¢in 6 adet cq degeri bulunmaktadir) (devam)

Sira  Ornek Ismi ACT cq degerleri LEA-3 cq degerleri
20,05 20,19 29,468 29,26
20,14 20,14 29,51 29,14
53 G27PY 20,01 20,11 29,528 29,23
20,05 20,22 29,427 29,34
20,14 20,18 29,43 29,31
54 G27PK 23,53 23,48 29,528 29,65
23,15 23,59 29,51 29,86
23,522 23,88 29,321 29,45
55 E27TTY 18,22 18,42 27,699 27,34
18,13 18,19 27,63 27,54
18,26 18,38 27,52 27,72
56 E27PY 22,84 22,86 34,529 34,379
22,81 22,789 34,25 34,55
22,896 22,588 34,73 34,387
57 E27PK 25,47 25,179 33,369 33,41
25,15 25,4 33,42 33,285
25,1900 25,388 33,19 33,18
58 E27TK 22,84 22,83 34,529 34,29
22,6 22,75 34,452 35,65
22,66 22,45 34,6 34,79
59 S27PY 19,82 19,84 27,789 27,69
19,58 19,34 27,564 27,83
19,54 19,45 27,522 27,44
60 S27TK 22,18 22,34 35,108 34,89
22,13 22,4 34,97 34,78
22,1 22,001 34,84 34,75
61 S27PK 21,53 21,9 29,705 21,92
21,6 21,67 29,65 29,86
21,62 21,55 29,52 29,63
62 S27TY 22,18 22,33 35,108 35,192
22,17 22,04 35,00 35,187
22,24 22,29 35,2 35,085
63 027PY 22,22 22,30 32,961 32,33
22,03 22,09 32,86 32,46
22,14 22,19 32,789 32,86
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Cizelge 4.2 LEA-3 ve ACT genine ait Real-Time PCR Nano cihazindan alinan tiim cq
degerleri (Calisma 3 biyolojik ve 2 teknik tekrar igerdigi i¢in her bir 6rnek
i¢in 6 adet cq degeri bulunmaktadir) (devam)

Sira  Ornek Ismi ACT cq degerleri LEA-3 cq degerleri
64 027TY 23,06 23,26 36,901 35,83
23,05 23,29 36,0 35,85
23,67 23,39 35,9 35,97
65 027TK 23,06 22,61 34,401 34,084
22,86 22,78 34,01 34,03
22,85 22,589 33,0 33,85
66 027PK 24,32 24,386 35,437 35,208
24,13 24,288 35,12 35,18
24,26 24,15 35,25 35,3
67 K27TY 23,15 23,08 35,405 35,125
23,18 23,04 35,2 35,186
23,2 23,188 35,18 35,25
68 K27PK 27,74 27,71 36,672 36,384
27,06 27,3 36,2 36,14
27,5 27,59 36,18 36,386
69 K27TK 23,15 23,182 35,405 35,058
23,56 23,48 35,23 35,28
23,18 23,189 35,321 35,185
70 K27PY 27,74 27,281 36,193 36,49
27,17 27,1 36,2 36,086
27,59 27,289 36,01 36,085

Hedef gen olan LEA-3 geni ifadesine ait sonuglar housekeeping gen olarak ¢aligmada

kullanilan ACT (aktin) ve kontrol sartlar1 dikkate alinarak prAACT

metoduna gore
normalize edilmistir (Livak ve Schmittgen 2001). Normalizasyon ile elde edilen gen
ekspresyonu verilerinin ortalama, standart hata ve standart sapmalar1 hesaplanmis ve
orneklerin kontrollerine gore farklilasan gen ekspresyonu seviyelerinin istatistiksel
olarak anlamli olup olmadigt One Way ANOVA (Dunnet) metodu kullanilarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.3). Tim o6rneklerin LEA-3 genine ait normalize edilmis gen

ekspresyonu verilerinin ortalamasi alinarak, elde edilen veriler ile LEA-3 gen ifadesi

diizeyini gosteren grafikler ¢izilmistir.
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Cizelge 4.3 Normalizasyon ile elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama,
standart hata, standart sapmalar1 ve kontrole gore olan istatistiksel analiz

sonugclari
No Ornek ismi Ortalama Standart Standart Anlamhhk
Cq Hata Sapma derecesi (p
degerleri degeri)
1 Kontrol 1 - - -
2 K3PK 18,37773085 0,14396 0,287 7,97.E°
3 O3PK 1,56115105 0,30535 0,610 0,547*
4 Y3PK 245,4986866 0,42274 0,8439 7,9744.E°
5 A3PK 0,191530465 0,16811 0,336 0,199*
6 G3PK 3931,108831 0,45245 0,906 7,13.E°
7 E3PK 5,520365754 0,24908 0,481 8,09.10
8 S3PK 3,309962931 0,042 0,496 2,106.E-5
9 K3PY 11,12751215 0,14396 0,181292 7,974456.E°
10 O3PY 21,53914694 0,30535 0,04991 7,9744.E°
11 Y3PY 142,202897 0,42274 0,21716 7,9744.E°
12 A3PY 52,14024415 0,16811 0,005 7,9744.E°
13 G3PY 174,5094575 0,42245 0,146401 8,2463.E°
14 E3PY 5,130327071 0,23997 0,1812 9,183.E°®
15 S3PY 37,55314498 0,24908 0,236291 7,9744.E°
16 K3TK 5,140403033 0,09065 0,0573 7,9744.E°
17 O3TK 8,220246804 0,02476 0,005 7,9744.E”
18 Y3TK 802,1004122 0,10830 0,024495 3,317.E°
19 A3TK 0,010984371 0,00231 0,005 7,9744.E°
20 G3TK 368,5806978 0,07377 0,0310 7,9744.E°
21 E3TK 28,78770128 0,09043 0,0282 7,9744.E”
22 S3TK 17,88963947 0,11823 0,005 7,9744.E”
23 K3TY 1,81610862 0,2749 0,01291 7,9744.E°
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Cizelge 4.4 Normalizasyon ile elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama,
standart hata, standart sapmalar1 ve kontrole gore olan istatistiksel analiz
sonuglar1 (devam)

No Ornek ismi Ortalama Standart Standart Anlamhhk
Cq Hata Sapma derecesi (p
degerleri degeri)
24 O3TY 2,58865635 0,00078 0,005 7,9744.E”
25 Y3TY 65,80264983 0,01235 0,014142 7,9744.E°
26 A3TY 3,995593685 0,00050 0,03304 7,9744.E°
27 G3TY 72,99462717 0,1657 0,005 7,9744.E°
28 E3TY 1,167704945 0,1425 0,005774 0,00347
29 S3TY 12,12512808 0,00228 0,03304 7,9744.E°
30 K27PK 0,913451074 0,02749 0,01291 0,273*
31 027PK 0,043941712 0,00078 0,0057 2,355.E
32 Y27PK 10,70762402 0,01235 0,005 2,47.E®
33 A27PK 0,003219729 0,00050 0,01443 5,295.E”
34 G27PK 69,01694681 0,01657 0,020616 3,68.E™
35 E27PK 1,560949106 0,01425 0,022174 0,00031
36 S27PK 0,295073547 0,00228 0,146401 9,37.E”
37 K27PY 0,754656364 0,00702 0,1812 0,00034
38 027PY 0,272287545 0,00076 0,236291 2,465 E®
39 Y27PY 34,45306144 0,00714 0,0573 3,1192.E™°
40 A27PY 2,252972345 0,00477 0,610 1,37.E°
41 G27PY 40,66869481 0,00723 0,8439 0
42 E27PY 0,005245901  0,000003 0,336 0
43 S27PY 3,985410193 0,01686 0,906 2,496 E®
44 K27TK 0,139336625 0,00132 0,03304 2,49.E®
45 027TK 0,006618486 0,00008 0,005 0
46 Y27TK 11,14308457 0,00099 0,005774 0
47 A27TK 0,002317608 0,0004 0,014142 0
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Cizelge 4.5 Normalizasyon ile elde edilen gen ekspresyonu verilerinin ortalama,
standart hata, standart sapmalar1 ve kontrole gore olan istatistiksel analiz
sonuglar1 (devam)

No Ornek ismi Ortalama Standart Standart Anlamhhk
Cq Hata Sapma derecesi (p
degerleri degeri)
48 G27TK 99,70472046 0,01480 0,03304 0
49 E27TK 0,115615565 0,00622 0,005 7,21.E°
50 S27TK 0,010515922 0,00082 0,181292 2,37.E°®
51 K27TY 0,065485305 0,00116 0,04991 2,46.E°
52 O27TY 0,03160396 0,00163 0,21716 2,65.E°®
53 Y27TY 5,020872018 0,00153 0,005 2,51.E®
54 A27TY 0,132585968 0,00888 0,146401 7,40.E°
55 G27TY 39,63244841 0,01088 0,1812 9,39.E-**
56 E27TY 0,023763356 0,00003 0,236291 0
57 S27TY 0,137698309  0,01152 0,0573 1,402.E°

* p>0.05 Istatistiki olarak anlamsiz

4.6.1 100 mM Tuz Stresiyle Es PEG Stresi Altindaki Fasulye Cesitlerinde LEA-3
Geni mRNA Diizeyleri

100 mM tuz stresiyle es PEG stresine maruz kalmis 7 farkl fasulye g¢esidi koklerinde

stresin 3. ve 27. saatlerinde LEA-3 geninin housekeeping gen ve kontrole gore

normalize edilerek elde edilmis olan ifade diizeyleri sekil 4.28’de gosterilmektedir.
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27 saat PEG stresine maruz kalmig farkh fasulye cesitleri

Sekil 4.28 LEA-3 geninin 3 ve 27 saat kuraklik (PEG) stresine maruz kalmig fasulye

cesitlerinin koklerindeki mRNA seviyeleri

Degerler kontrole gore olan kat artig ve azaliglarini ifade etmektedir. Ayrica her ¢eside ait Real-Time
PCR verileri kendi kontroliine gore normalize edilmistir.

100 mM tuz stresine es PEG stresine maruz kalmis 7 farkli fasulye cesidi yapraklarinda

stresin 3. ve 27.

gosterilmektedir.

saatlerinde LEA-3 geninin ifade diizeyleri sekil 4.29’da
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27 saat PEG stresine maruz kalmig farkh fasulye cesitleri

Sekil 4.29 LEA-3 geninin 3 ve 27 saat kuraklik (PEG) stresine maruz kalmis fasulye
cesitlerinin yapraklarindaki mRNA seviyeleri

Degerler kontrole gore olan kat artig ve azaliglarini ifade etmektedir. Ayrica her ¢eside ait Real-Time
PCR verileri kendi kontroliine gore normalize edilmistir.

4.6.2 100 mM NacCl stresi altindaki fasulye cesitlerinde LEA-3 Geni mMRNA

diizeyleri

100 mM NacCl stresine maruz kalmis 7 farkli fasulye ¢esidi koklerinde stresin 3 ve 27.

saatlerinde LEA-3 geninin ifade diizeyleri sekil 4.30’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.30 LEA-3 geninin 3 ve 27 saat tuz (NaCl) stresine maruz kalmig fasulye

cesitlerinin koklerindeki mRNA seviyeleri

Degerler kontrole gore olan kat artis ve azaliglarini ifade etmektedir. Ayrica her ¢eside ait Real-Time
PCR verileri kendi kontroliine gore normalize edilmistir.

100 mM NaCl stresine maruz kalmis 7 farkli fasulye ¢esidi yapraklarinda stresin 3. ve

27. saatlerinde LEA-3 geninin ifade diizeyleri sekil 4.31°de gosterilmektedir.
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27 saat tuz stresine maruz kalmig farkh fasulye cegsitleri

Sekil 4.31 LEA-3 geninin 3 ve 27 saat tuz (NaCl) stresine maruz kalmis fasulye
cesitlerinin yapraklarindaki mMRNA seviyeleri

Degerler kontrole gére olan kat artis ve azaliglarini ifade etmektedir). Ayrica her geside ait Real-Time
PCR verileri kendi kontroliine gore normalize edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada; farkli siirelerde 100 mM tuz ve 100 mM tuz stresine es PEG stresi
uygulanmis 7 farkli fasulye bitkisinde (Phaseolus vulgaris) stres savunmasinda iliskili
oldugu diisiiniilen LEA-3 geninin kok ve yapraktaki mRNA seviyeleri belirlenmis ve bu
yolla genin strese karsi gelistirilen tolerans mekanizmasindaki etkisi aragtirilmistir.
Calisilan gesitlerdeki MDA diizeylerinin tespitiyle birlikte tuz ve PEG stresinin
cesitlerde olusturdugu oksidatif hasar saptanarak, MDA diizeyleri bakimindan gesitlerin
strese  karsi olan dayanikliliklar1 ortaya ¢ikarilmistir. Cesitlerin - morfolojik
ozelliklerinden de faydalanilmak suretiyle MDA diizeyleri ve LEA-3 geninin ifade
diizeyleri arasinda iligskilendirme yapilarak ¢esitlerin  tolerans kabiliyetleri

karsilastirilmistir.

Oksidatif strese neden olan serbest radikaller hiicreyi olusturan tiim yapilarla
reaksiyona girebilirler ancak bu etkilesime en hassas yapilar lipitlerdir (Cheeseman
1993). Serbest oksijen radikallerinin dokulara etkisi ile olusan, lipit peroksidasyonu
esnasinda bir dizi reaksiyon sonucu meydana gelen, oldukca reaktif olan metabolik
triinlerden bir tanesi malondialdehit (MDA)’tir (Rao vd. 2005). Plazma MDA
diizeyinin belirlenmesi dokulardaki lipit peroksidasyonunun ve dolayisiyla oksidatif
stresin hassas gostergelerinden biridir (Knight vd. 1988). MDA uzun 6miirlii olmasi ve
yiiksek reaktivitesi ile hiicre i¢i ve hiicre disinda bulunan protein, niikleik asit gibi
bircok biyomolekiile etki ederek geri doniisiimii miimkiin olmayan yapisal ve

fonksiyonel hasarlarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Rao vd. 2005).

Gergeklestirilen tez ¢calismasinda MDA analizinden elde edilen sonuglar incelendiginde,
GOyniik-98 ve Yunus-90 gesitleri hari¢ diger biitiin ¢esitlerde hem tuz hemde PEG stresi
altinda stresin 3. ve 27. saatinde MDA diizeylerinin ¢ogunlukla kontrole gore artis
gosterdigi gozlenmektedir (Sekil 4.9-4.22). Bu durum tuz ve PEG stresi altinda
Goyniik-98 ve Yunus-90 c¢esitleri disindaki tiim fasulye cesitlerinde stresin lipit
peroksidasyonu iizerinde etkili olduguna isaret etmektedir. Diger bir ifadeyle bu
cesitlerin stresten olumsuz etkilendikleri, membran lipitlerindeki peroksidasyon

seviyesinin arttigi yani membran biitliinligiiniin bozuldugu sdylenebilir. Calisilan
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cesitler arasinda Goyniik-98 ile Yunus-90 en toleransli, Karacasehir-90 ise en hassas
cesit olarak belirlenmistir. Diger ¢esitler ise araform olarak degerlendirilmektedir.
Giliniimiize dek gerceklestirilmis olan ¢alismalarda MDA miktarinin genotiplerin strese

kars1 olan toleranslarmin degerlendirilmesinde kullanilabildigi goriilmektedir (Yasar

2003, Terzi vd. 2010).

Calismada MDA analizleri sonucunda elde edilen bulgularin literatiirdeki caligsmalarla
uyumlu oldugu goziikmektedir. Terzi vd. (2010)’nin topraktaki kuraklik stresinin
Phaseolus vulgaris cesitlerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismasinda, Goyniik-98,
Karacasehir-90, Sehirali-90, Eskisehir-855 ve Yunus-90 g¢esitleri kullanilmustir.
Kuraklik stresi altindaki ¢esitlerde lipit peroksidasyonu analizi yapilmig ve bu
calismanin sonuglarini destekler nitelikte Yunus-90 cesidi kurakliga en toleransh gesit
olarak bulunmustur (Terzi vd. 2010). Terzi vd. (2010)’nin c¢alismasinda Yine
gerceklestirdigimiz ¢alisma ile benzer sekilde Karacasehir-90 g¢esidi MDA diizeyinin
diger ¢esitlere nazaran daha yliksek olmasi sebebiyle kurakliga karsi en hassas gesit

olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.11, Sekil 4.18).

7 farkli kuru fasulye cesidindeki gen ifadesi analizleri i¢in kantitatif Real-Time PCR
(Kantitatif ger¢ek zamanli PCR) yontemi kullanilmistir. Kantitatif ger¢ek zamanli PCR,
reaksiyon sirasinda her dongii sonunda olusan iiriin miktarinin, boya ya da problarin
hedef bolgeye hibridize olmasi sonucu olusan 1simanin (floresans) kamera ile
gorlintiillenmesiyle gercek zamanli olarak bilgisayar ekranindan izlenmesine olanak

taniyan bir yontemdir.

Kantitatif ger¢cek zamanli PCR, olusan {iriine baglanan 1sinim veren raportore
gereksinim duyar. Raportdr olusan {iirlin miktarini1 yansitan floresans sinyal olusturur.
PCR dongiileri sonucunda olusan kisa sekanslara amplikon adi verilir. Baslangic PCR
dongiilerinde kantitatif gergek zamanli PCR’da sinyal zayiftir. Sinyalin giiclenmesi
amplikonlarin artis1 ile olur. Sinyalin esik seviyeye ulasmasi i¢in gereken dongii
sayisina CT (threshold cycle = esik deder dongii) veya CQ (Cycle quantification) degeri

ad1 verilir. Amplifikasyon cevap egrileri CT veya CQ dederi asildiktan sonra logaritmik
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olarak artar (Kubista vd. 2006).

Ekponcnsiyal anis faz Plate faz
40 - ,—
w -
CT CT
20 4
Floresan
10 <
Esik gizgisi
0d o o P R B G SR T S TR
I ] ' L] || 1
0 10 20 30 40 50

Déngil numarasi

Sekil 5.1 Gergek zamanli PCR cevap egrileri (Kubista vd. 2006)

Gergek zamanlit PCR’da floresans raportorler kullanilmaktadir. Hedef bolgenin ¢ok
sayidaki kopyasinin olusturulabildigi anda floresans raportorlerden alinan sinyal artan
miktarda gozlenir. Kullanilan raportoérler molekiiler beacon, Tagman prob,
hibridizasyon probu, LightUp prob, simple prob, scorpion primer ya da SYBR Green ve
BOXTO gibi boyalar olabilir (Kubista vd. 2006).

Hedeflenen genlerin stres kosullar1 altindaki davraniglarinin Real-Time PCR yontemiyle
takip edilmesi genlerin fonksiyonlarinin sinanmasina ve stresle iliskili olan genlerin
tanimlanmasina olanak tanimaktadir. Bu kapsamda gerek ulusal gerek uluslararasi
diizeyde Real-Time PCR yontemi kullanilarak yapilmis bir¢cok ¢aligma mevcuttur (Wu
vd. 2004, Soydam vd. 2013).

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, MDA analizini takiben hedef gen olan LEA-3 geninin
farkli ¢esitlerin kok ve yaprak dokularinda her iki stres kosulundaki ifade diizeyleri
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Real-Time PCR yontemiyle SYBR Green I boyasi kullanilarak arastirilmistir. Kontrol
ve housekeeping gene gore gerceklestirilen normalizasyon sonucunda elde edilen
verilere bakildiginda biitiin kosullarda tiim fasulye ¢esitlerinde LEA-3 geninin
ifadesinde kontrole gore farkliliklar meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 4.28-4.31).

Kuraklik (PEG) stresine maruz kalmis fasulye ¢esitlerinde stresin 3. saatinde Akman-98
¢esidi haricindeki diger tiim gesitlerde LEA-3 geninin kokteki ifadesinin kontrole gore
istatistiki olarak anlamli bir artis gosterdigi gozlenmistir. En fazla artis Goyniik-98
(vaklasik 4000 kat) ve Yunus-90 (245 Kkat) gesitlerinde belirlenirken, Akman-98
cesidinin ifadesindeki diislisiin istatistiki olarak anlam ifade etmedigi saptanmigtir
(p>0.05) (Sekil 4.28). LEA-3 geninin ayni kosullar bakimindan yapraktaki ifadesine
bakildiginda ise tiim g¢esitlerde benzer sekilde genin ifadesinde kontrole gore istatistiki
olarak anlamli artiglar oldugu bulunmustur. Kokte oldugu gibi yaprakta da LEA-3
geninin ifadesi en fazla Goyniik-98 (174 kat) ve Yunus-90 (142 Kkat) cesitlerinde
artmistir (Sekil 4.29). Ancak LEA-3 geninin Goyniik-98 ve Yunus-90 gesitlerinde kok
ve yapraktaki ifade diizeyleri karsilastirildiginda kokteki ifadenin yapraga gore Yunus-
90 cesidinde yaklasik 2 kat Goyniik-98 cesidinde yaklasik olarak 20 kat daha fazla

oldugu goriilmektedir.

Kuraklik (PEG) stresine maruz kalmis fasulye cesitlerinin koklerinde stresin 27.
saatinde GOyniik-98, Yunus-90 ve Eskisehir-855 c¢esitleri haricinde diger tiim
cesitlerdeki LEA-3 geni ifadesinin kontrol seviyesinin altinda oldugu gézlenmektedir
(Sekil 4.28). Karacasehir-90 ¢esidi haricindeki diger tiim ¢esitlerde gen ifadesinde
kontrole gore meydana gelen farklilasmalar istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
LEA-3 geninin yapraktaki ifadesine bakildiginda ise yine kdkte oldugu gibi Goyniik-98
ve Yunus-90 cesitlerinde ifadenin en yliksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.29).

Tuz stresine maruz kalmis fasulye ¢esitlerinin koklerinde stresin 3. saatinde LEA-3 geni
ifadesinin tiim cesitlerde kontrole gore istatistiki olarak anlamli bir artis gdsterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.30). En yiiksek artiglar Goyniik-98 (368 kat) ve Yunus-90 (800
kat) ¢esitlerindedir. LEA-3 geni fasulye cesitlerinin yapraklarinda da benzer bir profil
sergilemistir. Tim fasulye gesitlerinin yapraklarinda LEA-3 geni ifadesi kontrol
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seviyesinden yiliksek bulunmustur. Koklerde oldugu gibi LEA-3 geni ifadesinin en
yiiksek oldugu gesitler yine Goyniik-98 (72 kat) ve Yunus-90 (65 kat) cesitleridir (Sekil
4.31). 3 saat tuz stresi altinda kok ve yapraklardaki gen ifadelerinin mukayese edilmesi
durumunda Goyniik-98 ve Yunus-90 c¢esitleri bakimindan kokteki artisin
yapraktakinden fazla oldugu dikkat ¢cekmektedir.

Tuz stresinin 27. saatinde GOyniik-98 ve Yunus-90 ¢esitleri haricindeki diger tim
cesitlerin koklerinde LEA-3 geni ifadesinin kontroliin altinda oldugu ve gen ifadesinde
istatistiki olarak anlamli ciddi diisiisler oldugu goériilmektedir (Sekil 4.30). Yapraklarda
da benzer bir durum s6z konusudur. Goyniik-98 ¢esidi haricinde tiim ¢esitlerin
yapraklarinda LEA-3 geni ifadesi kontroliin altinda diisiis sergilemistir (Sekil 4.31).
Diger tiim kosullardada oldugu gibi GoOyniik-98 ve Yunus-90 cesitlerindeki LEA-3
geninin ifadesinin diger ¢esitlere gore ve Ozellikle kokte daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Tiim Real-Time PCR verilerinin birlikte degerlendirilmesi durumunda stresle iligkili
oldugu diisiiniilen LEA-3 geninin Goyniik-98 ve Yunus-90 cesitlerinde siirekli olarak
kontrol seviyesinin iizerinde ifade oldugu gozlenmektedir. Goyniik-98 ve Yunus-90
cesitlerinin gen ifadelerinin mukayese edilmesi durumunda ise GOoyniik-98’deki LEA-3
geni ifadesinin tiim kosullar altinda hem yaprak hemde kokte Yunus-90 ¢esidinden daha

fazla oldugu belirlenmistir.

RT-PCR ve MDA verilerinin birlikte degerlendirilmeleri durumunda Gdoyniik-98 ve
Yunus-90 ¢esitlerinde stres kosullar altinda kontrole ve diger tiim cesitlere gore MDA
diizeylerinin diisiik, LEA-3 geninin ifade seviyesinin yiiksek oldugu dikkat
¢ekmektedir. Bu durum Goyniik-98 ve Yunus-90 ¢esitlerinin ¢aligilan diger cesitlere
oranla 100 mM tuz ve PEG streslerine karst daha toleransh olduklarinin gostergesi
olabilir. Literatiirde bu fasulye c¢esitleriyle ulusal ve uluslararasi dGlgekte
gerceklestirilmis gen ifadesi c¢alismasina rastlanmamistir ve dolayisiyla karsilastirma
yapilmasi miimkiin degildir. Ancak Terzi vd. (2010) gergeklestirdikleri ¢alismada
Goyniik 98, Karacasl[lehir 90, SCUehirali 90, Eskisehir 855 ve Yunus 90 kuru fasulye
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cesitlerinin kuraklik stresi altinda antioksidan enzim aktivitelerini ve MDA diizeylerini
incelemislerdir. Bu c¢alismada en disik MDA seviyesi Goyniikk 98 ¢esidinde
gozlenirken diger tiim parametreler degerlendirildiginde kurakliga en toleransh gesit
Yunus 90 ¢esidi olarak belirlenmistir. Gergeklestirdigimiz calismadan elde ettigimiz
MDA sonuglarinin tutarli bir sekilde Terzi vd.’nin (2010) c¢alismasiyla oOrtiistiigii

gozlenmektedir.

Barrera-Figueroa vd.’nin (2007) Meksikan Pinto Villa ¢esidinde blotlama yontemiyle
gerceklestirdikleri ¢alismada PVLEA3 geninin tuz, kuraklik ve soguk stresi altinda
koklerde yiiksek oranda ifade oldugunu belirlemislerdir. Bu genin 6zellikle kuraklikla
ilgili bir gen oldugunu ve bu konudaki molekiiler ¢aligmalarin devaminin gelmesi
gerektigini ileri slrmislerdir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinda elde ettigimiz
sonuclarda bu caligmayla benzer sekilde LEA-3 geninin tuz ve kuraklik stresine karsi
savunmada rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir. Ayni zamanda bu genin farkl
fasulye c¢esitlerinin tuz ve kuraklik tolerans yeteneklerinin saptanmasinda erken

seleksiyon ¢alismalart agisindan kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Colmenero-Flores vd. (1999) yilindaki ¢alismasinda, fasulye bitkisinde yeni bir LEA
proteini olarak PVLEA-18 proteinini tanimlamiglardir. Bu proteinin ve onu kodlayan gen
transkriptinin su stresi altindaki miktarlarina bakmislar ve bu proteinin ve kodlayan gen
transkriptlerinin stres altinda oOzellikle kok meristematik dokularinda daha fazla

oldugunu ispatlamiglardir.

Gergeklestirilmis olan tez calismasinda stresin LEA-3 geni iizerindeki erken ve geg
etkilerini arastirmak amaciyla 3 ve 27. saatler secilmistir. Tiim stres parametreleri goz
onilinde bulunduruldugunda LEA-3 geninin tiim ¢esitlerde 3. saatte 27. saate gére daha
fazla ifade oldugu goriilmektedir. Hatta GOoyniik-98 ve Yunus-90 cesitleri haricinde
diger tim fasulye cgesitlerinde 27. saatteki LEA-3 geni ifadesinin kontroliin altinda
diisiis sergiledigi belirlenmistir. Simdiye dek farkli bitkilerde tanimlanmis ve analiz
edilmis LEA genlerinin biiyiikk ¢ogunlugunun c¢alismamizda elde edilen sonuglarla

uyumlu olarak kuraklik periyodunun baglangicinda en {ist seviyelerde ifade oldugu ve
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ilerleyen saatlerde keskin diisiisler sergiledigine dair literatur bilgisi bulunmaktadir
(Brands ve Ho 2002, Wang vd. 2002, Barrera-Figueroa vd. 2007, Kavar vd. 2008).

Gergeklestirilen tez c¢alismasindan elde edilen bulgular LEA-3 geninin fasulye
cesitlerinde strese karsi olan savunmada rol oynayabilecegini gozler oniline sermektedir.
Ayrica LEA-3 geninin farkli fasulye ¢esitlerinin tuz ve kuraklik streslerine karsi olan
dayanikliliklarinin degerlendirilmesinde bir molekiiler markor olarak kullanilabilecegi
gorlsiinii ortaya koymaktadir. Bilindigi ilizere gelecekte artacagi tahmin edilen diinya
niifusunun besin ihtiyacini karsilamak icin gerekli temel besin maddelerinin {iretiminin
arttirtlmasina ihtiya¢ vardir. Markorler yardimiyla erken seleksiyon dnemli bir konu
olustururken, genetik manupulasyonlar kullanilarak strese karst dayanikli ¢esitler
gelistirmek de giiniimiiz bitki biyoteknolojisinin 6zel konular1 arasindadir. Genetik
manupulasyonlarin yapilmasi i¢in Oncelikle siipheli olan genlerin kontrollii sekilde
smnanmalar1 gerekmektedir. Bu ¢alisma ile LEA-3 geninin fasulye bitkisinde bu ileri

caligmalar i¢in iyi bir aday gen oldugu gosterilmistir.
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