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OZET

BiCIM SONRASI KURAKLIK STRESINE MARUZ BIRAKILAN YAYGIN
YONCA (Medicago sativa L.) GENOTIPLERINDE KURAKLIK STRESINE
TOLERANTLIGI SAGLAYAN BAZI SPESiFiK GENLERIN iFADE
SEVIYELERININ BELIRLENMESI

Selcuk CETIN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisanstistii Egitim Enstitisi
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Iskender TIRYAKI
23/12/2020, 98

Bu calisma TUBITAK-TOVAG 1160417 numarali proje kapsaminda aseptik
sartlarda kuraga tolerantlig1 tespit edilen ve saksilarda kontrollii kosullarda yetistirilen 3
farkli mutant (M3) yonca genotipinin birinci bigim sonrasinda kuraklik stresine verdikleri
tepkilerin kuraklik stresine karsi tolerantliktan sorumlu lokus spesifik (MsProDH ve
MtRD2) genlerin ifade seviyelerinde meydana getirdigi degisimlerin belirlenmesi amaciyla
2017-2020 yillar1 arasinda Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Tarimsal  Biyoteknoloji  Bolimu, Bitki  Molekiler Genetik ve Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Calismada ayrica bigim oncesi (0. giin), kuraklik stresinin
18. ve 24. giinii baz1 agro-morfolojik 6zelliklerin yani sira bitki kanopy sicaklig1 ve total
Klorofil miktarlar1 da incelenmistir. Bicim sonrasi uygulanan kuraklik stresinin 0, 18 ve 24.
giinlerinde alinan yaprak orneklerinden total RNA’lar izole edilmis ve ardindan cDNA’lar
sentezlenmistir. Calismada Ms18S rRNA geni RT-qPCR analizlerinde referans gen (RG)
olarak kullanilmigtir. Her bir genotipe ait 6rneklerin RT-gPCR analizleri 3 teknik tekrar ile
gerceklestirilmigtir. Kuraklik stresine karsi tolerantliktan sorumlu lokus spesifik genlerin

ifade seviyeleri 2744

metodu kullanilarak hesaplanmistir. Bitki kanopy sicakligi ve total
klorofil miktarlarina ait veriler SAS istatistik paket programi kullanilarak varyans analizine
tabi tutulmus, ortalamalar en kiigiik asgari fark (LSD) %5 6énemlilik seviyesinde test
edilmistir. Calismada kullanilan X18, X20, X50 mutant bitkiler ile Z1 (sulu) ve Z2 (susuz)
kontrol bitkilerinin MsProDH relatif gen ifade seviyeleri kuraklik stresinin 18. giiniinde

sirastyla 0,81, 4,57, 14,80, 0,19, 20,65 olurken 24. giinde sirasiyla 0,19, 0,26, 1,78, 4,20,
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49,56 olarak belirlenmistir. X18, X20, X50, Z1 ve Z2 bitkilerinin MtRD2 relatif gen ifade
seviyeleri kuraklik stresinin 18. giinlinde sirastyla 0,28, 6,48, 14,84, 0,96, 1,23 olurken 24.
giinde sirasiyla 0,13, 0,25, 3,63, 5,33, 2,34 olarak belirlenmistir. X18, X20, X50, Z1 ve Z2
bitkilerinin total klorofil miktarlar1 0. giinde sirasiyla 58,48, 60,27, 65,55, 70,88, 58,08
mg/kg, 18. glinde sirasiyla 48,66, 53,98, 56,96, 38,95, 46,05 mg/kg ve 24. glinde sirasiyla
53,41, 49,22, 45,67, 46,21, 47,69 mg/kg olarak tespit edilmistir. Varyans analiz sonuglari
birinci bigim sonras1 kuraklik stresine maruz kalan mutant ve kontrol yonca bitkilerinde
incelenen agro-morfolojik ve fizyolojik &zellikler bakimindan &nemli farkliliklarin
oldugunu gostermistir. Sonuglar birinci bigim sonrasi uygulanan kuraklik stresinin,
kuraklik stresinin stiresi ve bitki genotipine bagl olarak ilgili lokus spesifik genlerin relatif
ifade seviyelerinde biiyiik degisikliklere neden oldugunu ve mutant bitkilerin kuraklik

stresini daha iyi tolere edebildigini gostermistir.

Anahtar sozcUkler: Yaygin yonca, Kuraklik stresi, Gen ifadesi, Gergek zamanl
kantitatif PCR
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME SPECIFIC DROUGHT RELATED GENE
EXPRESSION LEVELS OF ALFALFA (Medicago sativa L.) APPLIED DROUGHT
STRESS RIGTH AFTER CUTTING
Selcuk CETIN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Agricultural Biotechnology
Advisor: Prof. Dr. Iskender TIRY AKI
23/12/2020, 98

This study was carried out to determine the changes in expression levels of loci-
specific genes (MsProDH and MtRD2) responsible for drought stress tolerance on 3 alfalfa
mutants (M3) which were determined as drought tolerant in aseptic conditions at
germination stage in TUBITAK-TOVAG project (1160417). The experiment was carried
out in a growth chamber. The plants grown in pots and application of drought started right
after the cutting at first blooming stage in Canakkale Onsekiz Mart University, Faculty of
Agriculture, Department of Agricultural Biotechnology, Plant Molecular Genetics and
Biotechnology Laboratory between years of 2017-2020. The plant canopy temperatures
and total chlorophyll contents of plants were also determined along with some agro-
morphological characters on the 0", the 18™ and 24™ days of drought stress. The cDNAs
were synthesized from total RNAs isolated from leaf samples taken on the days of the 0™,
the 18" and 24" of drought stress. The Ms18S rRNA gene was used as a reference and 3
technical replications were used in RT-qPCR analysis for each sample. Relative gene
expression levels of drought related loci-specific genes were determined by using the 2744
method. The data of plant canopy temperatures and total chlorophyll contents were
analyzed by using the SAS statistical package program and the means were separated
based on the least significant difference (LSD) at 5% significance level. The MsProDH
relative gene expression levels of X18, X20, X50 mutants, Z1 (aqueous) and Z2
(anhydrous) control plants were determined as 0,81, 4,57, 14,80, 0,19, 20,65 and 0,19,
0,26, 1,78, 4,20, 49,56 on the 18" and 24™ days of drought stress, respectively while the
MtRD?2 relative gene expression levels of the same plants in given order were determined
as 0,28, 6,48, 14,84, 0,96, 1,23 and 0,13, 0,25, 3,63, 5,33, 2,34 18™ and 24" days of
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drought, respectively. The total chlorophyll contents of the plants ranged from 58,48 to
70,88 mg/kg, from 38,95 to 56,96 mg/kg, and from 45,67 to 53,41 mg/kg on 0", 18" and
24™ days of drought stress, respectively. The results of variance analysis showed
significant differences among the mutants and control plants for the morphological and
physiological parameters measured for drought stress which were applied to the mutants
grown in pots after cutting at first blooming stage. The results of this study revealed that
drought stress greatly changed the relative expression levels of drought related loci-

specific genes based on the duration of drought stress and the plant genotype used.

Keywords: Common alfalfa, Drought stress, Gene expression, Real-time

quantitative PCR
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BOLUM 1
GIRIS

Yem bitkileri, hayvan beslenmesi icin gerekli besin maddelerini blinyesinde
bulunduran, tiketildiklerinde hayvan saglhigina ve onlarin Urlnlerine zararli olmayan
bitkilerdir. Dogal alanlarda kendi kendilerine yetisebildikleri gibi tarimsal alanlarda da
yetistiriciligi yapilan yem bitkilerinin Uretimi tarla, ¢ayir ve mera gibi farkli alanlarda
yapilmaktadir (Avcioglu ve digerleri, 2000).

Kurak ve yari-kurak iklim sartlarinin hakim oldugu iilkemizde yem bitkilerinin
yetistirilmesini  kisitlayan en Onemli c¢evresel faktorlerden birisi yagislarin  yetersiz
olmasidir. Diger sorunlar ise kaliteli tohumluk {iretiminin yetersizligi, sulama imkanlarinin
yetersiz olmasi ve ekim nobetinin ¢iftgiler tarafindan heniiz tam olarak benimsenmemis
olmasi olarak siralanabilir (Avcioglu ve digerleri, 2000).

Yaygin yonca (Medicago sativa L.), Ulkemizin tum bolgelerinde rahatlikla
yetisebilen ve ekim alan1 giin gegtikge artig gosteren bir yem bitkisidir. Bu nedenle yaygin
yonca, Ulkemizde iizerinde Onemle durulmasi gereken ve daha fazla islah c¢aligmasi
yuruttlmesine ihtiya¢ duyulan yem bitkisi tiirlerinden biridir (Elgi, 2005). Yaygin yonca
uzun Omiirli ¢ok yillik bir yem bitkisi olmasina ragmen, yonca cinsi igerisinde ¢ok sayida
tek yillik tiir de yer almaktadir. Dikkat ¢eken renkli cicekleri ile baklagiller (Fabaceae)
ailesinin 6nemli bir cinsi olan yoncanmn 87 tiirii bulunmaktadir ve gicekli bir bitkidir
(Small, 2011; Gholami ve digerleri, 2014).

Yaygin yoncanin ¢icek yapisi salkim formundadir ve helezonik yapi sergileyen
meyvelerde bobrek sekline benzeyen tohumlar olusmaktadir (Avcioglu ve digerleri, 2009).
Yoncanin tarimsal agidan yiiksek 6neme sahip yaklasik 10 tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler
arasinda kiltliri yapilan c¢esitler birbirinin aynisi olan genomlardan olusmustur ve
autotetraploid (2n=4x=32) kromozom sayisina sahiptir (Li ve Brummer, 2012). Ayrica
diploid (2n=2x=16) ve tetraploid (2n=4x=32) kromozom yapisina sahip Medicago turleri
de bulunmaktadir. Bu tiirler taksonomik olarak kromozom sayisi, polen yapisi, tiyliiliik
durumu, tohum ve bakla yapis1 bakimindan farkli 6zellikler ortaya koymakta ve bu sekilde
birbirinden ayirt edilebilmektedir (Hanson ve digerleri, 1988).

Yabanci dollenen bir bitki olan yaygin yonca (Medicago sativa L.) Anadolu’da uzun
yillardir yetistirilmekte olup bitkinin M.O. 2000-1000 yillar1 arasinda kiiltiire alindig
diistiniilmektedir (Sabanci, 2009). Zengin ve uzun bir gegmise sahip olan yaygin yoncanin

gen merkezi Akdeniz havzasi - Giineybati Asya (Tiirkmenistan, iran, Afganistan ve
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civar1)’dir. Buna ek olarak diinya tizerinde ilk kiiltiirii yapilan yem bitkileri arasinda bas1
cekmektedir (Kir, 2003). Tim bu 0zellikler nedeniyle yaygin yonca cinsinin en taninmis
uyesidir (Avcioglu ve digerleri, 2009).

Genetik tabani olduk¢a zengin ve degisken olan yaygin yonca farkli arazi ve toprak
Ozelliklerine yliksek adaptasyon saglayabildigi icin genis alanlarda yetistiriciligi yapilan
bir yem bitkisi olma o6zelligindedir. Yiiksek verimin yani sira besin degerlerinin ve
kalitesinin yiliksek olmasi yaygin yoncayr cazip bir yem bitkisi konumuna getirmistir
(Radovic ve digerleri, 2009).

Diinya genelinde yesil ot bakimindan yaklasik 255 milyon ton olan yaygin yonca
{iretimin biiyiik bir kismini1 (%70) Bat1 Avrupa, Amerika ve Arjantin saglamaktadir. TUIK,
(2018) verilerine gore Turkiye’deki yaygin yonca iiretim miktari ise yesil ot olarak 17,5

milyon ton civarindadir.

Tablo 1
Turkiye’de 2010-2018 yillar1 arasi yaygin yoncanin ekim alani, hasat alani, yesil ot liretimi
ve kuru ot verim miktarlar1 (TUIK, 2018).

Yesil Ot Uretimi  Kuru Ot Verimi
Y1l Ekim Alam (Da) Hasat Alam (Da)

(Ton) (kg/da)
2010 5,688,107 5,648,422 11,676,115 2067
2011 5,585,525 5,545,763 12,076,159 2178
2012 6,741,832 6,620,705 11,539,382 1742
2013 6,286,419 6,264,502 12,616,178 2014
2014 6,923,055 6,874,768 13,432,968 1954
2015 6,620,459 6,595,357 13,949,958 2115
2016 6,501,107 6,482,615 15,714,381 2424
2017 6,594,319 6,594,319 17,561,190 2674
2018 6,351,052 6,351,052 17,544,964 2771

Tablo 1’de gorildiigii iizere Tirkiye’de yaygin yoncanin ekim, hasat ve verim
miktar1 yillara gore farklilik sergilemesine karsin 6nemli bir artis gostermektedir. Yaygin
yonca ekimi en ¢ok 2014 yilinda 6,923,055 dekarlik alanla gergeklesmesine ragmen
tiretilen yesil ot miktar1 17,561,190 ton ile en ¢ok 2017 yilinda gergeklesmistir. En ¢ok
kuru ot verimi ise 2771 kg/da ile 2018 yilinda elde edilmistir.



Yaygin yonca, ruminant (gevis getiren) ¢iftlik hayvanlarinin (koyun, keci, sigir
vesair) beslenmesi igin olaganiistii bir bitkidir ve iyi bir sekilde dengelenmis olan
aminoasit yapisi sayesinde Onemli bir protein kaynagidir (Soya ve digerleri, 2004).
Bununla birlikte yaygin yoncada vitamin ve mineral madde igerigi yiiksek diizeylerdedir.
Yaygin yonca %15-22 oraninda bitkisel ham protein igerigine sahiptir ve hayvanlar icin
onemli bir kaliteli kaba yem kaynagidir. Yaygin yoncanmn igerigindeki sodyum,
magnezyum, fosfor, kalsiyum, klor, potasyum, kikirt, bor, molibden, demir, bakir gibi
cesitli minerallere ek olarak zengin bir vitamin deposudur (Soya ve digerleri, 2004). Diger
yem bitkilerine kiyasla kiil (%9,2), nisasta (%38,8), yag (%1,9) ve sindirilebilir seliiloz
(%32,2) icerikleri daha yiksektir (Soya ve digerleri, 2004). Birgok bitki tarafindan direkt
olarak kullanilmasi miimkiin olmayan atmosferik gaz formundaki azotu, organik azot
formuna cevirebilmesi bir baklagil yem bitkisi olan yaygin yoncanin bir diger dnemli
ozelligidir (Conner, 2002). Tiim bu o&zelliklerinden dolay1 yaygin yonca, birgok farkli
kaynakta yem bitkilerinin kraligesi olarak isimlendirilmistir (Summers ve Putnam, 2008).

Hayvanlar tarafindan sindirilme oraninin yiiksek olmas1 ve yiiksek besin igerikleri ile
diinyada genelinde tarimi yapilan yaygin yonca, taze olarak tiiketildiginde hayvanlarda
sismeye sebebiyet vermektedir. Bu nedenle yaygin yonca hayvanlara genellikle kuru ot
olarak verilmekle birlikte pellet yem, silaj ya da ¢ok az miktarda otlatilarak da hayvanlara
yedirilir (Suttie, 2000; Radovic ve digerleri, 2009; Lacefield ve digerleri, 2009).

Cok yillik bir bitki olan yaygin yonca geliskin bir kok sistemine sahiptir ve derinlere
inen kokleri topragin biinyesini iyilestirmekte ve toprak erozyonun oOnlenmesine de
yardimer olmaktadir (Agikgoz, 2001). Diger baklagillerde oldugu gibi yaygin yoncanin
koklerinde nodiil yapisinda bulunan ve simbiyotik yasam sergileyen “Rhizobium”
bakterileri havadaki serbest azotu baglayarak topraktaki azot miktarim1 artirmaktadir
(Zhang ve Wang, 2015).

Giiney ve Bati Anadolu iklim kosullarinda yaygin yoncadan 7 ile 10 yil arasinda
tiriin alinabilirken, Orta ve Dogu Anadolu iklim kosullarinda ise bu siire 20 ile 30 yila
kadar ¢ikabilmektedir. Yaygin yoncada yillik bi¢im sayisi ise iklim, sulama ve yetistirme
kosullarina bagh olarak 4 ile 12 arasinda degisim gostermektedir (Avcioglu ve digerleri,
2009).

Yaygin yoncanin kuraga en hassas oldugu donemler, ¢cimlenme ve fide donemleri ile
bicim sonrasi yeniden gelisme dénemidir. Bitki bu ¢ donemde meydana gelebilecek
kuraklik stresinden ciddi oranda etkilenir (Kaplan ve digerleri, 2015). Geligkin bir yaygin

yoncanin Kkaliteli ve yiliksek bir verim olusturabilmesi i¢in 1-2 haftadan fazla susuz
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kalmamas1 gerekmektedir (Avcioglu ve digerleri, 2009).

Genel olarak yaygin yoncanin kurak kosullara karsi sergiledigi tolerantlik gelisen
kok sistemi sayesinde ekimden sonra gecen 3 ila 4 yillik bir siirecte kazanilmaktadir.
Ancak ekildigi yilda geliskin bir kok yapist olusturamayan bitkiler ekildigi yil ve
sonrasinda gecgen birkag yillik stiregte kuraklik stresine karsi tolerantlik seviyeleri bir hayli
diisiiktiir (Avcioglu ve digerleri, 2009).

Yaygin yonca gelisimini tamamladiginda olusturdugu derin kazik kokleri sayesinde
kuraklik stresine karst genel olarak tolerantlik sergilemektedir. Fakat bir yilda defalarca
bicilebilen yaygin yonca her bi¢im sonrasinda yeni ve zengin vejetatif aksamlar
olusturmaktadir. Bu nedenle diger kiiltiir bitkileriyle kiyaslama yapildiginda, 6zellikle
kurak bolgelerde daha ¢ok suya gereksinim duymaktadir. Iklimsel degisiklikler neticesinde
kurakliklarm ciddi oranda artmasi beklenmektedir ve bdylelikle atmosferdeki buharlasma
yoluyla su kaybinin daha da artacagi ongoriilmektedir (Wissuwa ve digerleri, 1997).
Buharlasma yoluyla meydana gelen su kayiplar1 6zellikle yetistirme sezonunda suya ¢ok
fazla ihtiya¢ duyan ve su kitliginda ciddi verim kaybi yasayan kiiltiir bitkilerini olumsuz
yonde etkilemektedir. Yaygin yonca gibi tarimsal agidan énem arz eden bitkilerin kuraga
tolerant hale getirilmesi veya tolerantlik seviyelerinin arttirilmasi igin acilen ciddi adimlar
atilmalidir (Carnicer ve digerleri, 2011; Peng ve digerleri, 2011; Williams ve digerleri,
2013; Vicente-Serrano ve digerleri, 2014).

Kuraklik genel olarak dort baslik halinde incelenmektedir. Meteorolojik kurakliklarla
baglayan bu seriiven tarimsal ve hidrolik kurakliklar olarak devam etmektedir (Mishra ve
Singh, 2010). Son olarak sosyo-ekonomik kuraklik insanlari ve ekonomiyi olumsuz
etkileyerek daha da belirgin hale gelmektedir. Meteorolojik kuraklikta yagiglarin mevsim
degerlerinin altinda olmasi ve bu durumun uzun bir siire devam etmesi olarak bilinir.
Tarimsal kuraklik, topraktaki su miktarmin bitkinin gereksinimlerini karsilayamayacak
seviyeye diismesi ve tarimsal iiriin kayiplarinin baglamasi olarak tanimlanmaktadir (Mengii
ve digerleri, 2011). Yer alt1 sulari, nehir ve gol gibi tath su kaynaklarindaki gézle goriiliir
azalmalar hidrolik kuraklik olarak tanimlanirken, sosyo-ekonomik kuraklik ise diger ii¢
kuraklik tipinin meydana gelmesi sonucu ekonomik dengenin altiist olmasi olarak
tanmimlanmistir (Mishra ve Singh, 2010).

Kurakliga kars1 yapilan 1slah ¢alismalarinin ilerlemesindeki yavasliklarin en dnemli
sebeplerinden birisi, kuraklik stresi mekanizmasinin olduk¢a karmasik bir yapida

olmasindan kaynaklanmaktadir (Verslues ve digerleri, 2006).



Genomik ve bitki fizyolojisi gibi alanlarda, son yillardaki elde edilen basarilar
sayesinde bu konu hakkinda yeni yontemlerin gelismesine ve bitkilerin kuraklik stresine
kars1 gelistirdikleri mekanizmalarin daha iyi bir sekilde anlagilmasini saglamistir
(Tuberosa ve Salvi, 2006).

Bitkiler; agro-morfolojik, fizyolojik ve gen ifade seviyelerindeki farkliliklar
sayesinde gelistirdikleri stratejilerle kurakliga kars1 yasamsal faaliyetleri i¢in adaptasyon
gelistirmeye ¢alismaktadir. Olusturulan stratejilerden biri kuraklik stresinden kagis olarak
adlandirilirken, diger bir strateji ise kuraga kars1 olusturulan tolerantlik mekanizmasidir.
Kuraklik kosullarinda gévde ve yapraklardaki su igerigini yiiksek seviyelerde tutabilme
kabiliyetine kuraklik stresinden kagis denilmektedir. Kuraga karsi tolerantlik ise bitkinin
sap ve yapraklarindaki su seviyesinin diisiik olmasina ragmen normal bitkisel
fonksiyonlarii gergeklestirebilme kabiliyeti olarak tanimlanmistir (Levitt ve Levitt, 1980).
Kurak kosullara maruz kalan bitkiler strese karsi farkli yanitlar vermektedir. Bu yanitlar
bitkinin tiirline ve genotipine, hiicrelerin kaybetmis oldugu suyun miktarina, kurakligin
siiresine, bitki yasina, gelisimine, organ ve hiicre tipine bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Bray, 1997). Bitkiler genellikle yaprak alanlarmin kiigiilmesi, kok
sistemlerinin yogunlastirilmasi, stoma sayisinin azalmasi, stomalardan gaz gecisinin
yavaslamasi gibi g¢esitli morfolojik ve fizyolojik ozelliklerini degistirerek kuraklik
stresinden kagmaktadir (Quan ve digerleri, 2016).

Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde, kurakliga kars1 tolerantliktan sorumlu olan
genlerin ifadelerinin gergeklesmesi ile birlikte olusan bazi 6zel proteinlerin birikmesi
sonucu fizyolojik, molekiler ve biyokimyasal mekanizmalar aktif hale gelmektedir
(Amtmann ve digerleri, 2005).

Kurakliktan kacinan bitkiler, orta siddetli bir kuraklik stresi meydana geldigi zaman
yasamlarint siirdiirebilmektedir fakat yiiksek siddetli kurakliga maruz kaldiklarinda
yasamsal fonksiyonlarini siirdiiremeyerek canliliklarini yitirirler. Kuraga tolerant olan
bitkilerde tolerantliktan sorumlu olan genlerin {iriinleri sayesinde koruyucu olan
mekanizmalar aktif hale gelerek kurak kosullarda canliliklarini siirdiirebilmektedir
(Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005). Kuraga tolerant bitki genotiplerinin gelistirilmesine
yonelik yapilacak olan 1slah ¢alismalarinda kullanilan genotiplerin kuraklik stresinden
olduke¢a az etkilenmesi ve stres altinda verim potansiyelini koruyabilen genotipler olmasi
istenmektedir. Ayrica kuraga tolerant olarak gelistirilen bitki genotiplerinin optimum
kosullar altinda, yiiksek verimli diger ¢esit ya da genotipler kadar iyi bir performans

gostermesi gerekmektedir (Tiryaki, 2016).



Kurak kosullara kars1 gelistirilen kuraga tolerantlik mekanizmasi1 kantitatif olarak
kalitim sergilemektedir (Ghandilyan ve digerleri, 2009). Kantitatif dzellik lokusu (QTL)
kromozom tiizerindeki kurakliga karsi tolerantliktan sorumlu olan gen bolgelerinin tespit
edilmesinde basartyla kullanilmasinin yani sira kuraklik sartlarinda morfolojik ve
fizyolojik farkliliklarla birlikte bitkide meydana gelen gelisimsel farkliliklar1 da kontrol
etmektedir (Teulat ve digerleri, 1997). Buna karsilik kuraklik stresinden sorumlu olan gen
lokasyonlarinin belirlenmesi amaciyla yapilmakta olan QTL analizleri i¢in tolerant ve
hassas Ozellikler sergileyen iki farkli genotip kullanildiginda, QTL analizleriyle tespit
edilmis gen lokasyonlarimin elit bitki ¢esidine aktarilmasi tarimsal olarak birka¢ sorunu
tetiklemektedir. Bu sorunlardan birincisi, analizler sonucunda tespit edilmis QTL
bolgelerinde istenmeyen bitkisel 6zellikleri barindiran gen bdlgelerinin elit bitki ¢esidine
transfer olmas1 durumudur. ikinci sorun ise QTL analizleri sonucunda ilgili genlerin
bulunduklar1 lokasyonlar1 ve bu lokasyonlarin kromozom iizerindeki konumunu tespit
etmede kullanilan DNA markérleri arasindaki linkage (gen bagliligi)’in markoére dayali
seleksiyon (MAS) ¢alismalarinda genetik rekombinasyonlar nedeniyle segregasyona
ugramasi gercegidir (Lanceras ve digerleri, 2004). Ilgili karaktere etki eden genlerin ¢ok
sayida olmasiin yani sira bu genler kendi aralarinda (espistatik) etkilesim igerisindedir.
Bu durum bitkilerde kuraklik stresine karsi gerceklestirilen 1slah ¢alismalarini igeren QTL
caligmalarin uygulamaya koyulmasini oldukg¢a zorlagtirmaktadir (Francia ve digerleri,
2005; Akar ve digerleri, 2009). Fakat bitki boyu, bitki ozmotik dengesi, ¢iceklenme
zaman1 ve siiresi gibi farkli bitkisel karakterlerden sorumlu olan genler bitkinin kurak
sartlara karsi uyum saglamasinda olduk¢a 6nemli bir rol Ustlenmektedir (Bhatnagar-
Mathur ve digerleri, 2008).

Farkl1 bitki tlirlerinde giinlimiize kadar stresle iligkili ¢ok farkli genler tespit edilmis
ve bu genler bitkilerden izole edilmistir. Kuraklik stresine karsi bitkilerin vermis olduklari
yanitlar ¢ok karmasiktir. Bu karmasikligin detayli bir sekilde arastirilmasi ve anlagilmasi
yakin tarihte gelistirilmis olan transkriptom ¢alismalari sayesinde olanak bulmustur (Hazen
ve digerleri, 2005; Verslues ve digerleri, 2006; Verslues ve Juenger, 2011).

Molekiiler diizeyde kuraklik stresi ve kuraklik stresine karsi tolerantlik sisteminin
anlasilabilmesi adina ilgili genlerin bitki dokularindaki ifade seviyelerinin tespit edilmesi,
sonraki yapilacak olan ¢aligmalar adina biiyiik 6nem arz etmektedir. Kuraklik stresi ile
aktif hale gelen LEA (Late-Embryogenesis Abundant) ve DREB (Dehydration Response
Element Binding) gibi transkripsiyon faktorlerinin yani sira olusan gen iirtinleri kurakliga

kars1 cevabin olusmasinda biiyiik bir goreve sahiptir. Boylece ilgili genlerin sinyalizasyon
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mekanizmas1 aktif hale gelmektedir. Akabinde hiicre ve organelleri stresin olumsuz
etkilerine kars1 koruma altina alinir ve bdylece kuraklik stresine tolerantlik saglanmis olur
(Romo ve digerleri, 2001; Zhu, 2002). Protein uriind, fonksiyonel proteinler ve dizenleyici
proteinler olmak tizere iki bolime ayrilmaktadir. Abiyotik stres tolerantligi, her iki protein

tiirliniin birlesik etkisinin (Sekil 1) sonucudur (Akhtar ve digerleri, 2012).

Kuraklik Stresi

Stresin Algilanmasi

Sinyal Transdiksiyonu

Gen ifadesi

Spesifik Protein Sentezi
\_ J
Fonsiyonel Regiilator
Proteinler Proteinler
L Kuraklik Stresine J
Tolerantlik

Sekil 1. Bitkilerin kuraklik stresi gibi abiyotik stres faktdrlerine karsi olusturdugu stres
tolerantliginin sematik gosterimi (Akhtar ve digerleri, 2012)’den modifiye edilmistir

1.1. Gen ifade Analizleri ve Kullamlan Teknikler

Bitkiler kuraklik stresiyle karst karsiya kaldigi zaman fotosentez ve hiicre boliinmesi
gibi olaylar zarar gdrmeye baglar ve bu olaylarin neticesinde verimde azalmalar
gerceklesir. Kuraklikla birlikte hiicredeki enerji (ATP) iiretimi ve solunum olaylari
olumsuz etkilenmektedir. Stresle birlikte hicrede reaktif oksijen tirleri (ROS) gibi
birtakim metabolitler salgilanir ve bu metabolitler hiicrede birikmeye baslar. Buna ek
olarak kuraklik, gen ifadesindeki degisimler sonucu iiretilecek olan proteinin de

degismesine yol agmaktadir (Lawlor ve Tezara, 2009).
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Bilindigi tizere kuraklik, verim ve Kkalitenin azalmasina neden olan en onemli
abiyotik streslerden birisidir. Bu nedenle iiriin kayiplarini1 engellemek ya da minimum
seviyelere indirgeyebilmek igin stres mekanizmasimin ve yolaklarinin iyi bir sekilde
anlasilmas1 gerekmektedir. Bu mekanizmalarin anlasilabilmesi i¢in kuraga maruz kalmisg
bitkilerdeki kurakliktan sorumlu olan genlerin tespit edilmesi ve stres kosullarinda ilgili
genlerin ekspresyon seviyelerinin incelenmesi gerekmektedir (Chaves ve digerleri, 2009).

Gun gectikce yenilenerek ilerlemeye devam eden molekuler teknikler ve teknolojiler
sayesinde bircok fonksiyondan sorumlu olan genlerin kisa bir zaman zarfinda
degerlendirmesi yapilabilmektedir. Gelistirilen bu yontemler genlerin ekspresyonunda
meydana gelen farkliliklarin anlasilmasinda kullanilan molekiiler analiz yontemleridir
(Kémirci-Bayrak ve Erginel-Unaltuna, 2011).

Bitkilerin maruz kaldiklari stres, bitki tarafindan algilandig1 zaman birtakim tepkilere
ve degisimlere yol agmaktadir. Olusan tepkinin ve degisimlerin sorumlusu olan gen ya da
genlerin ifade seviyelerinin belirlenmesi i¢in yapilan gen ifade analizleri stres
mekanizmasinin molekiiler olarak anlasilmas: adina oldukca o6nemlidir. Gen ifade

analizleri i¢in protein ve RNA tabanli molekiiler analiz yontemleri (Sekil 2) gelistirilmistir

(Bakir, 2012).
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Sekil 2. RNA temelli gen ifade analizi belirlemede kullanilan teknikler (Hess ve digerleri,
1989; Kémirci-Bayrak ve Erginel-Unaltuna, 2011)’den modifiye edilmistir




1.2. Ger¢ek Zamanh Kantitatif PCR (RT-gPCR)

Gergek zamanl Kantitatif (sayisal) PCR (RT-gPCR), DNA’nin zincirlerine baglanan
spesifik floresan boya ve isaretli problar kullanilarak amplifikasyonun anlik olarak bir
monitér yardimiyla izlenmesine imkan taniyan bir laboratuvar teknigidir. Kullanilan
floresan boya cift sarmalli DNA molekiiliine baglanir. DNA miktar1 artis gosterdikge
dogru orantili bir sekilde floresan 1gimanin da artis gosterdigi bir niikleik asit ¢ogaltim
yontemidir (Kubista ve digerleri, 2006). Bu yontem; PCR temelli ¢alismalarda en ylksek
verimin alinabilmesi amaciyla gelistirilmistir (Roche, 2015). Gergek zamanli kantitatif
PCR kullanilarak yapilan c¢aligmalarin yayginlasmasinin ana sebeplerinden birisi de
calismadaki hata paymin %1°den daha az seviyelerde olmasidir (Sanlidilek, 2009).

Abiyotik stres faktorleri (tuzluluk, 1s1 soku, soguk soku, kuraklik, CO; yogunlugu
vesair) tim bitkilerin olumsuz yonde etkilenmesine sebep olur ve bitkilerde baz1 6nemli
degisimlerden (bitki morfolojisindeki degisimler, metabolizmadaki degisimler ve
fizyolojik degisimler) sorumludur. RNA tabanli bir yontem olan RT-qPCR teknigi bu
degisikliklerin meydana gelmesini saglayan ilgili genlerin tespit edilmesi ve bu genlerin
ifade diizeylerini analiz etmek icin son yillarda kullanilan en giivenilir yontemlerden biri
oldugu kiiresel anlamda kabul edilmistir (Kozera ve Rapacz, 2013).

Aym anda birden ¢ok Ornegin analizine imkén saglayan RT-qPCR teknolojisi
sayesinde mutasyon, patojen, DNA kopya sayisi, tek niikleotid polimorfizmi (SNP), DNA
hasari, metilasyon ve kromozom bozukluklarinin belirlenmesine olanak saglayarak cesitli
calismalarda kullanilmaktadir ( Kubista ve digerleri, 2006).

Gergek zamanli kantitatif PCR’da ¢alisma yapabilmek i¢in Oncelikle {iizerinde
calisma yapilacak olan canli materyalin doku veya hiicreleri homojenize edilerek RNA
molekiilii izole edilir. Ardindan homojenizata DNaz enzimi eklenerek DNA kalintilarinin
uzaklastirilmas: saglanir. Elde edilen RNA’lar reverse (ters) transkripsiyon enzimiyle
cDNA (mRNA’ya eslenik olan DNA molekiilii) sentezlenmesi yapilmaktadir. Akabinde
cDNA’lar genlerin hizli, dogru ve hassas bir sekilde ifade edilebilmesi igin gerekli olan
reaksiyon bilesenleriyle birlikte cihaz markasina 6zel olarak {iretilen kuyucuklara
konularak bir RT-gPCR cihazina yerlestirilir ve analiz siireci baglar. Ardindan elde edilen

veriler analiz edilir ve sonuglar kiyaslanir (Giinel ve Aydinli, 2009).



1.2.1. SYBR Green Yontemi

Gergek zamanl kantitatif PCR calismalarinda bazi floresan boyalar (SYBR Green ve
TagMan) kullanilmaktadir. Bu boyalar DNA’ya baglanmak suretiyle floresan isimalar
yapar ve irlin olusumunun anlik olarak tespit edilmesine yardimci olur. Floresan i1sima
temeline dayali olan SYBR Green dizi spesifik bir boya degildir ve ¢ift zincirli DNA’ya
(dsDNA) baglanarak 497-520 nm dalga boyunda 1s1ma yapmaktadir (Monis ve digerleri,
2005). Reaksiyonun gerg¢eklesmesi igin c¢cDNA, genin amplifikasyonu igin spesifik
tasarlanmis primerler ve floresan boya gereklidir (Kozera ve Rapacz, 2013).

Reaksiyon icin gerekli karigim hazirlandiginda SYBR Green, cDNA ve primerler
heniiz tam olarak reaksiyona girmedigi icin floresan 1s1ma yok denecek kadar azdir.
Primerlerin kalip ¢cDNA’a baglanabilecegi optimum sicaklik (Ta) vardir ve bu sicaklik
verilen komut dogrultusunda cihaz tarafindan otomatik olarak ayarlanmaktadir. Primerler
tek zincire sahip olan cDNA’ya baglanmaya baslar ve ¢ift zincirli DNA yapis1 meydana
gelmektedir. DNA’daki iki zincirin arasina yerleserek 1sima yapan SYBR Green boyasi,
DNA miktarinin artisiyla dogru orantili olarak 1sima yapmaktadir. Meydana gelen 1s1ma
cihazdaki bir dedektor tarafindan algillanir ve olusan iirtin miktar1 anlik olarak bir
monitdrden gozlemlenebilmektedir (Sanhidilek, 2009).

Temel olarak RT-gPCR’da gergeklesen reaksiyon 3 adimda tamamlanmaktadir
(Sekil 3). Bunlardan ilkini yiikselme (exponensial) faz teskil etmektedir. Devaminda
dogrusal (linear) faz gelmektedir ve bunu duragan (plateau) faz takip etmektedir (Sekil 3).
Yiikselme fazi olarak bilinen exponensiyal faz, reaksiyon etkinliginin %100’e ulastig1
fazdir ve PCR firiinleri her dongiide iki kat olacak sekilde (2") artmaktadir. Uriin
miktarinda artis gerceklestikce SYBR Green tarafindan meydana gelen floresan 1s1ma da
artmaktadir. Linear fazda reaksiyonun gerceklesebilmesi igin hazirlanan karisimin
bilesenleri reaksiyon siiresi boyunca azalmaktadir. Bunun sonucunda {iriin olusumu
yavaslar ve iiretim durmaya baslar. Uretilen iiriin miktar1 azaldik¢a floresan 1s1ma da azalir
ve reaksiyon hizi diismeye baslar. Plateau fazda reaksiyon icin gerekli olan primerler ve
diger elzem bilesenler neredeyse bitme noktasina geldigi i¢cin yeni PCR urtnlerinin Gretimi
tamamen durur (Ginzinger, 2002; Kubista ve digerleri, 2006). Reaksiyonun basladig1 ve
trlinlerin ¢ogaldig1 sirada esik seviyesi ve floresans degerinin kesistigi nokta, Ct
(Threshold cycle) degerini vermektedir ve Ct degeri, gerceklesen 1simanin artmaya
basladigi noktay1 belirtmektedir. Bu nokta ayn1 zamanda exponensial faza ilk gecis
noktasint gostermektedir. Bir reaksiyonun exponensial faza erken ya da ge¢ baslamasi,

hedef DNA’nin ortamdaki miktarina gore degismektedir (Pfaffl, 2001).
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Sekil 3. Gergek zamanli kantitatif PCR’1n reaksiyon dongiisline ait bir gorsel (Heid ve
digerleri, 1996)’dan modifiye edilmistir

Farkli 0rneklerin reaksiyona girdigi ve 1simalarin baslangi¢ noktast olan Ct degeri
birbiriyle kiyaslanabilmektedir (Wong ve Medrano, 2005). Bu kiyaslama RT-qPCR
analizleri i¢in temel bilesendir. Bir diger temel bilesen ise verilerin analiz edilecegi
yontemin (absolute quantification/relative quantification) belirlenmesidir. Calismada iyi
bir ekspresyon gerceklestiren ve kontrol amaciyla kullanilacak olan &rnekler seri
seyreltmeler (serial dilution) sonucunda standart olarak belirlenebilmektedir. Standartlar
arasindaki 6nemli olan nokta, kalip oranlarinin Olgiilebilir ve tekrarlanabilir olmasidir
(Pfaffl, 2001).

Kontrol olarak kullanilan 6rneklerden elde edilen standart seyreltmeler hazirlanir ve
bu standart seyreltmelere varsayimsal olarak bir konsantrasyon miktar1 belirlenir.
Hazirlanan standart kullanilarak varsayimsal olarak belirlenen konsantrasyona karsilik
gelen seyreltmelerin Ct degeri tespit edilmektedir. Bu Ct degerleri sayesinde bir standart
egri olusturulmaktadir ve mutlak kantifikasyon (absolute quantification) ya da goreceli

kantifikasyon (relative quantification) hesaplanmaktadir (Dheda ve digerleri, 2004).
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Sekil 4. Floresan bir boya olan SYBR Green’in 1s1ma yapmasina iliskin basamaklar (Van
der Valden ve digerleri, 2003)’den modifiye edilmistir

Reaksiyonun ilk adimi olan denatiirasyon asamasi 95 °C sicaklikta baglar (Sekil 4).
Bu asamada floresans sifir oldugu i¢in herhangi bir okunma gerceklesmemektedir.
Annealing (baglanma) basamaginda primerler DNA’ya baglanmaktadir ve bu asamada
SYBR Green DNA’nin ¢ift zincir yapisina penetre olarak 1s1ma yapmaya baglamaktadir.
Fakat az miktarda baglanma oldugu i¢in giiglii bir 1s51ma s6z konusu degildir. Son adim
olan extention (uzama) basamaginda SYBR Green baglanma miktar1 belirli bir noktaya
kadar artarak maksimum 1sima ger¢eklesmektedir (Sekil 4).

Reaksiyon sonlandigi zaman deney sonuglarini analiz etmek igin relatif
kantifikasyon ve standart egri olmak {izere iki analitik yontem vardir (Ginzinger, 2002;
Kubista ve digerleri, 2006).

SYBR Green yonteminde bazen spesifik olmayan baglanmalar sonucu iiriin olusumu
ya da primer dimerleri olusabilmektedir. Istenmeyen baglanmalar sonucunda floresan
istma meydana gelir. Fakat floresan i1sima miktarindaki artis istenilen {riinlerin elde
edildigi anlamina gelmemektedir (Bustin ve Mueller 2005). Olusan triinlerin spesifik olup

olmadigini tespit etmek i¢in Oncelikle PCR yaparak elde edilen {irlinlerin agaroz jeldeki
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goruntuleri analiz edilmelidir. Bu yonteme ek olarak RT-qPCR cihazinin Sekil 5’teki gibi
vermis oldugu erime egrileri incelenerek spesifik olmayan baglanmalar ve primer dimerleri

tespit edilebilmektedir (Yiizbasioglu, 2008).

Erimenin Erimenin
basladig1 bittigi
sicaklik sicaklik
A

Floresans

15N

i 0 'S

Sekil 5. Erime egrisi grafigine drnek bir gorsel (Yiizbagioglu, 2008).

Cift zincir yapisina sahip olan her bir DNA’nin spesifik bir erime sicakligi (melting
temperature) vardir ve bu sicaklik degeri ““Tm’’ ile gosterilmektedir (Sekil 5). DNA’nin
denatiirasyonu sonucunda SYBR Green boyasi serbest kaldigi i¢in floresans seviyesi de
diismeye baglamaktadir. Bdylece amplifikasyonun dogrulugu erime egrisi grafiginden
faydalanilarak tespit edilmektedir. Erime sicakliklarimin (Tm) kesin bir sekilde tespit
edilebilmesi icin erime pikleri (melting peaks) ad1 verilen grafikten yararlanilmaktadir ve

bu yontem yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Yiizbasioglu, 2008).

1.2.2. Referans/Kontrol (Housekeeping) Genlerin Ger¢cek Zamanh Kantitatif
PCR Calismalarindaki Onemi

Farkli organizmalardan alinan doku ya da hiicre tiplerinde yapilacak olan gen ifade
analizi ¢alismalarinda referans genin Oncelikli olarak secilmesi gerekmektedir (Dheda ve
digerleri, 2004). Secilen referans genin biyotik ve abiyotik faktérlerce meydana gelen stres
kosullarinda ifade seviyesi degismeyen ya da ¢ok az degisen referans/kontrol
(housekeeping) gen olmasi, ¢alismalarin dogrulugu acisindan oldukg¢a onemlidir (Pfaffl,

2001; Bustin, 2002).
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Ifade seviyesi arastirilan bir geni incelemek icin; ayni organizmaya ait farkli
zamanlarda alinan doku o6rneklerinden izole edilen total RNA’lar ile sentezlenen cDNA
miktarlarmin diger Orneklere gore baslangig¢ farkliliklari oranlanarak ifade seviyesinin
degismedigi diisliniilen bir gen ile normalize edilir. Elde edilen CcDNA
konsantrasyonlarinin, kararli bir sekilde ifade oldugu varsayilan referans genlerle
normalize edilmesi, RNA konsantrasyonlarindaki farkliliklarin, biyolojik 6rnekler arasinda
transkript degisikliklerinin dogru belirlenmesini etkileyecek olan ters transkripsiyonun
etkinligi gibi kontrol edilemeyen faktdrlerin etkisini en aza indirmek i¢in gereklidir
(Castonguay ve digerleri, 2015).

Referans genleri segmek ic¢in cesitli istatistiksel yaklasimlar gelistirilmistir (Guénin
ve digerleri, 2009). GeNorm, BestKeeper ve NormFinder gibi istatistiksel algoritmalar,
belirli bir biyolojik 6rnek setinde RT-qPCR verilerinin normalize edilmesi i¢in en uygun
referans gen ya da hedef genlerin degerlendirilmesi igin gelistirilmistir (Vandesompele ve
digerleri, 2002; Pfaffl ve digerleri, 2004). Referans genlerin, RT-qPCR verilerinin
normalize edilmesindeki dnemini kabul ederek, cesitli referans genlerin bitkiler de dahil
olmak {izere farkli organizmalarda spesifik kosullar altinda ifade kararliliklari incelenmistir
(Andersen, 2004; Brunner ve digerleri, 2004; Radonic ve digerleri, 2004).

Gergek zamanl kantitatif PCR ¢alismalarinda normalizasyon igin gliseraldehid-3-
fosfat dehidrojenaz (GAPDH), p-aktin, p-tubilin, fosfogliserat kinaz (PKG), ribozomal
protein (RPL) ve 18S ribozomal RNA (18S rRNA) en yaygin kullanilan referans genlerdir
(Warrington ve digerleri, 2000).

Bu ¢aligsma, aseptik sartlarda kuraga tolerantligi ¢cimlenme evresinde tespit edilen ve
saksilarda kontrollii sartlarda yetistirilen mutant yonca genotiplerine, birinci bicim sonrasi
uygulanan kuraklik stresinin MsProDH ve MtRD2 genlerinin ifade seviyelerinde meydana
gelen degisimler ile bazi agro-morfolojik dzellikler, bitki kanopy sicaklig: ve total klorofil

miktarlarinin belirlenmesi amaciyla yiiriitilmiistiir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Ethylmethane sulfonate (EMS) ile Mutasyon Islahi

Klasik melezleme kullanilarak yapilacak olan bir 1slah programinda, kullanilmak
istenen bitki tiiriiniin arzu edilen bir 6zellik bakimindan 1slah edilebilmesi i¢in ilgili tiiriin
gen havuzunda istenilen 6zelligin bulunmasi1 gerekmektedir. Eger istenilen 6zellik ilgili
bitki tirinin gen havuzunda yoksa melezleme ve seleksiyonlar ile basar1 elde etmek
mUmkiin degildir. Bu gibi istenilen 6zellik veya 6zellikler bakimindan varyasyon yaratmak
gerekmektedir. Mutasyon uygulamalari bu amagla kullanilabilecek en uygun yontemlerden
biridir. Ayrica mutasyon 1slahiyla yeni 6zellikler kazandirilmis bitkiler, transgenik bitki
kategorisinde degerlendirilmedigi i¢in mutant bitkilerin yetistirilmesi ve hammadde olarak
kullanilmasinda herhangi bir sinirlama bulunmamaktadir (Dobres, 2008).

Mutasyon 1slahi, kuraga karsi tolerant bitki cesitlerinin gelistirilmesinde énemli bir
1slah yontemi olarak kullanilmaktadir (De Oliveira ve digerleri, 2005). Bitki 1slah¢ilarinin
mutasyon 1slahina bagvurmalarinin temel amaci, olusturulan mutant bitkiler arasindaki
varyasyonu artirarak ticari agidan onemli olan bitkisel karakterleri barindiran genotipleri
ortaya ¢ikarmaktir (Ndou, 2012).

Mutasyon 1slah1 uygulamasi sonrasinda istenilen 6zellikleri sergileyen mutant bitki
hatlarinin iiretilmesi miimkiindiir. Bu durum klasik melezlemeyle kiyaslandiginda hem
zamansal hem de finansal olarak tasarruf saglayarak aragtirmacilari sonuca ulastirmaktadir.
Istenilen bir &zelligi meydana getirebilecek olan mutasyonlarin dogal olarak olusma
ihtimali oldukga diisiiktiir. Bu nedenle, bitki 1slahgilar1 yaptiklari ¢alismalarda mutasyon
thtimalini artirmak icin kimyasal ya da fiziksel mutajenik maddeleri kullanmaktadirlar
(Hewawasam ve digerleri, 2004).

Uygulanmak istenen mutasyon islahinda kullanilacak olan mutajenin 6zellikleri ve
uygulama sekli oldukca oOnemlidir. Bunlarin yanm1 sira mutajenin bitki materyaline
uygulama dozu, olusacak olan nokta mutasyon sikligi, mutasyon tipi tiirlere gore
farkliliklar sergilemektedir. Uygulanan mutajenin bitkilerde diisiik fizyolojik hasar vermesi
ve yiiksek genetik cesitlilik olusturmasi 6nemli bir noktadir. Kromozomda degisikliklere
neden olarak bir genin allelini diger bir allel yapisina doniistiirebilir (Aberathne ve
digerleri, 2004; Saleem ve digerleri, 2005).
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Kimyasal bir mutajen olan Ethylmethane sulfonate (EMS) bitki ve hayvan gibi
canlilarda karsinojenik ve mutajenik etki gosteren bir madde olmasindan dolay1 genetik
calismalarda yogun olarak kullanilmaktadir (Hoftman, 1981; Konen ve Cavas, 2008).

Jenks ve digerleri (2007), mutajenin konsantrasyonu ve uygulama siresi mutasyonu
aciga cikarmadaki en 6nemli faktorler olarak gosterilmektedir. Mutajenin uygulama dozu
belirli bir seviyeye kadar mutasyon olusumunu artirmaktadir. Fakat ¢ok yiiksek dozda
uygulanan mutajen genetik gesitliligi artirirken bitki hiicrelerindeki enzim aktivitelerinin
degismesi sonucu M, ve M3 jenerasyonlarinda yaprakta sar1 lekelerin (kloroz) olusmasi,
klorofil eksikligi, kotiledonlarda bozukluklar, erken ya da ge¢ ciceklenme ve anormal
yaprak ¢ikisi gibi fizyolojik zararlara neden olabilecegini tespit etmislerdir.

Griffiths ve digerleri (1996), EMS mutajeni DNA’nin yapisina katilmak yerine tek
bir bazda degisime neden olan nokta mutasyonunu meydana getirdigini ve boylece
DNA’da spesifik yanlis eslesmeye sebep oldugunu bildirmislerdir.

Brown (2002), EMS nokta mutasyonlarinin olusabilmesi i¢in yeterli ve gucli bir
kimyasal oldugunu belirtmistir. DNA (zerindeki nukleotidlere alkil grubu ekleyerek
mutasyona yol agtigin1 ve eklenen alkil grubun etkisi alkil grubunun tlrine ve nikleotidin
diizenlendigi lokasyona gore degisiklik gosterdigini bildirmistir.

Luan ve digerleri (2007), EMS gibi kimyasal mutajenlerin uygulanmasi oldukga
kolay oldugunu, pahali ve 6zel alet-ekipmanlara ihtiya¢ duyulmadigini bildirmislerdir.
Ayrica daha kolay tahmin edilebilen 6zel mutasyonlarin olusturulmasinda kullanildigini
bildirmislerdir.

Ndou (2012), farkli ekmeklik bugday cesitlerine farkli dozlarda EMS mutajeni
uygulamis ve uygulama konsantrasyonunun artisiyla birlikte fide boylarindaki azalmalarin
yani1 sira mutant ve kontrol ¢esitlere ¢cimlenme giin sayis1 bakimindan kiyaslama yapmustir.
Elde ettigi bulgularda mutant tohumlarin kontrol tohumlarina nazaran daha az ¢imlendigini
ve konsantrasyon artisina bagli olarak fide ¢ikis siirelerinin uzadigini tespit etmistir.

FAO ve IAEA (2019), Mutant Cesitliligi Veritaban1 (MVD) verilerine gore 1950
yilinda sadece 3 adet olan mutant bitki sayis1 2000 yilinda 2641 adet olmustur.
Giintimiizde 3303 adet mutant bitki ¢esidinden sadece 107 adedi kimyasal mutajen olan
EMS ile mutant hale getirilmistir. Mutant bitki genotiplerinin gelistirilmesine basta Asya
(Cin, Hindistan ve Japonya) olmak iizere Avrupa ve Kuzey Amerika iilkeleri katki
saglamaktadir. Tiirkiye’de ise 2019 yili itibariyle toplamda 10 adet mutant bitki ¢esidi

bulunmaktadir ve bu mutant bitkiler arasinda yaygin yonca bulunmamaktadir.
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2.2. Polietilen glikol (PEG) Kimyasal ve Yapay Kuraklk Stresi

Molekiil agirligi yiiksek bir madde olan polietilen glikol (PEG), tohum igine su
alimimi azaltip ortam sartlarin1 ayarlayarak kuraklik stresini olusturmakta ve boylelikle
kurak kosullara tolerant hatlarin se¢imine olanak saglamaktadir. Bitki i¢in herhangi bir
toksik etkiye sahip olmayan PEGsgogo, bitkinin kok sistemi tarafindan alinmamaktadir.
Fakat zaman igerisinde ¢ozeltinin oksijen derisimini azaltarak tolerant tohumlarin bile
¢imlenmesini olumsuz etkilemektedir. Eger yapilan ¢alisma ¢imlendirme k&gidi gibi bir
malzeme tizerinde yapiliyorsa, kagidi sik sik yenileyerek oksijen derisimi normal
seviyelere getirilebilmektedir (Semerci ve digerleri, 2008). Polietilen glikol kullanilarak
farkli bitkiler iizerinde yapilan c¢alismalarin, kontrollii ortamlarda basariyla kurak sartlar
yaratarak bitkileri strese soktugu bildirilmistir (Chen ve digerleri, 2010).

Tilaki ve digerleri (2009), farkli yonca gesitlerine ait tohumlara farkli seviyelerde
PEGeooo uygulamasiyla strese maruz birakarak tohum ¢imlenmesi iizerine ciddi
farkliliklarin oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan ¢calismada elde edilen sonuglara gore -0,2
MPa PEG uygulanan tohumlara ait ¢cimlenme oranlar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda
arttigini, -0,4 MPa degerinde azaldigimi ve -0,8 MPa seviyesinde ise tohum ¢imlenmesini
durdurdugunu gozlemlemistir.

Moussa ve Abdel-Aziz (2008), yaptiklar1 ¢alismada kuraga tolerant (Giza 2) ve
kuraga hassas (Trihybrid 321) musir ¢esitlerini PEG igeren ortamda 21 giin boyunca
kuraklik stresine maruz birakarak iki ¢esit arasindaki Olglimlerde bazi ciddi farkliliklar
oldugunu belirlemislerdir.

Wang ve digerleri (2009), yaptiklar1 ¢alismada 6 farkli yonca ¢esidine ait tohumlarin
tuz ve kuraklik stresi altinda ¢cimlenme oranlar1 karsilastirilmistir. Calismada tuzluluk stresi
olarak 0 (kontrol), 200 mM NaCl konsantrasyonu kullanilirken kuraklik stresi i¢in %0
(kontrol), %35 PEG konsantrasyonu kullanilmistir. Tuzluluk ve kuraklik bakimindan
karsilastirilan cesitler arasinda Xinmu No.1 ¢esidi tolerantlik sergilerken Northstar ¢esidi
hassas olarak belirlenmistir. NaCl veya PEG isleminden sonra Xinmu No.1, Northstar ile
karsilagtirildiginda daha fazla fide biliylimesi gostermistir. Yoncada PEG kimyasali
kullanarak kuraklik stresinin suni bir sekilde olusturulabilecegini ve stres sonucu olusan
farkliliklardan elde edilen dl¢iimlerin belirlenerek kuraga hassas ya da kuraga tolerantlik
ozelligine sahip genotiplerin seleksiyonunda kullanilabilecegini tespit ederek sonuglarin

basarili oldugunu ortaya koymustur.
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Hamidi ve Safarnejad (2010), farkli ozmotik basinglar altinda 6 yonca gesidinin
cimlenme yuizdesi ile kok ve slrgiun buyidmesini 6lgmek icin in-vitro kosullarda
gerceklestirdikleri ¢aligmada, bitkilerin polietilen glikol (PEGegggo) kullanilarak olusturulan
farkli siddetlerdeki kuraklik stresine (0 (kontrol), -3, -6, -9 bar) kars1 tepkilerini test
etmiglerdir. Olusturulan ozmotik basingta strese maruz birakilan yonca (Yazdi, Simmer
Chenskaya, CUF-101, Hamedani, Maupa, Qareh Yonjeh) tohumlarinda 6nemli farkliliklar
meydana gelmistir. Calisma sonuglarina gore, kiiltlir ortaminin ozmotik potansiyeli
azaltilarak yiiksek kuraklik stresine maruz birakilan yonca ¢esitlerinde ¢imlenme orani ve
hizi, kok ve siirglin uzunlugu ve tohum canlilik indeksi gibi parametrelerde 6nemli bir
diisiis oldugu bildirilmistir.

Carmen ve Nadalea (2012), yaptiklar1 ¢alismada yoncaya ait 6 adet ¢eside farkli
seviyelerde kuraklik stresi (0, -2,95, -4,91 ve -10,27 bar) uygulanmis ve bitki tohumlarinin
stres altinda c¢imlenme oranlari arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore tohumlarin
cimlenme performansi ve oraninda ciddi azalmalar meydana geldigi bildirilmistir.

Castroluna ve digerleri (2012), yonca tohumlariin kuraklik stresi altinda ¢gimlenme
oranlarint belirlemek amaciyla yapilan calismada {ic ayr1 yonca c¢esidine PEGgooo
kullanarak sirasiyla 0, -0,5, -1 ve -1,5 MPa seviyesinde kuraklik stresi uygulamistir. Elde
edilen sonuclar dogrultusunda -1,5 MPa seviyesindeki kuraklik stresi altinda tohum
¢imlenmesinin 6nemli dl¢iide azaldig1 belirlenmistir. Buna ek olarak cesitlerin sapgik ve
kokeiik uzunluklariin gesitlilik gosterdigi bildirilmistir.

Carpic1 ve Erdel (2015), Bilensoy-80, Gozlii-1, Prosementi, Alsancak ve Iside yonca
gesitlerine ait tohumlart ve farkli PEGgooo (0, -2,95, -4,91 ve -10,27 bar) seviyeleri
kullanarak bitkilerin kuraklik stresine karsi verdikleri tepkiler incelenmistir. Diisiik
seviyelerde uygulanan kuraklik stresi, c¢esitlere ait tohumlarin ¢imlenmesini fazla
etkilememis fakat -10,27 bar stres altinda ¢imlenme oranlar1 6nemli 6l¢lide azalmis ve bazi
cesitlerin (Gozlii-1, Prosementi, Iside) ¢imlenmeleri tamamen durmustur. Cesitlerin sapgik
uzunlugu ve vigor indeksi -2,91 bar seviyesinden itibaren olumsuz etkilenirken kokguk
gelisimi -4,91 bar seviyesinden itibaren etkilenmeye baslamistir. Calisma sonuglarina gore
cimlenme potansiyeli ve orani, kok¢iik uzunlugu, sap¢ik uzunlugu ve fide vigoru (giicii)
bakimindan ¢esitlere gore Onemli farklar oldugunu belirlemistir. Bununla birlikte
Bilensoy-80 ve Alsancak gesitlerinin diger cesitlere gére ¢imlenme doneminde kuraga

kars1 daha tolerant oldugunu tespit etmislerdir.
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2.3. Yoncada Morfolojik Ozellik Cahismalari

Bitkilerin maruz kaldig1 kuraklik stresine karsi olusturdugu kuraklik tolerantligini
tespit edebilmek icgin fizyolojik ve morfolojik karakterlerin rutin olarak o6lgilmesi
gerekmektedir. Bitki boyu, bitki kanopy sicakligi, yapraktaki klorofil a/b ve SPAD
Olcimleri kuraga karsi tolerantligi arastirmak igin Onemli parametrelerdir. Bu veriler
1s1g¢inda kontrol bitkisi ve strese maruz kalmis bitkiler arasindaki farklar hem fizyolojik
hem de morfolojik olarak karsilastirilmalidir. Ayrica stres uygulanan bitkiler ile kontrol
bitkilerinin gorsel olarak kiyaslanmasi da miimkiin olabilmektedir. Sonu¢ olarak her iki
bitki grubunun verim miktarlarindaki farkliliklar ve degisimler degerlendirilebilmektedir
(Lopez ve digerleri, 2014).

Seker (2003), iki fakli yonca ¢esidinin (Kayseri ve Bilensoy-80) morfolojik 6zellik
bakimindan incelendigi ¢aligmada, Kayseri yoncasinin sap kalinligi ortalama 4 mm
Olculirken Bilensoy-80’de ortalama 3,70 mm oOlgiilmiistiir. Ana dal sayist bakimindan
Kayseri yoncasi ortalama 16,80 adet/bitki, Bilensoy-80 ise ortalama 12,30 adet/bitki olarak
bulunmustur.

Seker ve digerleri (2003), Dogu Anadolu dogal florasindan toplanan yonca
genotipleri, kontrol olarak kullanilan Kayseri ve Bilensoy-80 c¢esitleriyle kiyaslanarak bazi
morfolojik ve fizyolojik ¢zellik parametreleri incelenmistir. Calisma sonuglarina gore sap
kalinlig1 2,87 - 4,00 mm araliginda ¢ikmistir ve dogal floradan toplanan yoncalarin saplari,
Kayseri ve Bilensoy-80 ¢esitlerine gore daha ince oldugu tespit etmistir. Yaprak¢ik eni
bakimindan incelenen yoncalar 6,33 - 10,58 mm arasinda degiskenlik gostermistir.
Calismada bulgular1 ¢esitlerin genotiplere gore daha genis ve uzun yaprakciklara sahip
oldugunu ortaya koymustur. Belirlenen ana dal iizerindeki yan dallarin sayis1 ortalama
olarak 12,3 - 27,4 adet/bitki arasinda tespit etmislerdir.

Kavut (2004), Izmir-Bornova ekolojisinde yetismis olan 4 farkli yonca genotipinin
kullanildig1 ¢alismada bitkilerin 22,0 - 24,3 giinde ¢igeklendigi tespit edilmistir. Buna ek
olarak kullanilan bitkilerin ana dal sayisinin 12,14 - 12,41 adet/bitki, bitki boyu 61,7 - 65,8
cm, sap kalinligi 2,78 - 2,90 mm oldugunu belirlemistir.

Powell ve Bork (2005), nemli kosullarin yonca iizerindeki etkisini belirlemek igin
farkl1 nem degerlerinde yonca bitkilerini yetistirmislerdir. Nem miktar1 yliksek seviyelerde
olan ortamlarda bitkilerin daha iyi gelisim gosterdigi belirlemislerdir. Bu dogrultuda sap
kalinligr %17 - 42, yaprak alam1 %24 - 30, bitki boyu ise %23 - 24 oraninda artis

gosterdigini tespit etmislerdir.
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Annicchiarico (2006), yoncaya ait farkli ekotip ve gesitlerin soguk kosullara
dayanma, morfolojik 6zellik ve genetik yapinin belirlenmesine yonelik yaptigi calismada
bitki boyu 54,5 - 61,9 cm olarak tespit edilirken, ana dal sayis1 4,5 - 8,02 adet/bitki olarak
tespit edilmistir. Calismada kullanilan 7 gesidin 2 tanesinin farkli dallandigi belirlenmistir.
Diger 5 cesit yakin bolgelerdeki c¢esitlerle yakin olarak kiimelendigi ve cesitlerin kendi
aralarinda 6nemli 6lglide genetik gesitlilik sergiledigi bildirilmistir.

Demiroglu ve digerleri (2008), yaptiklar1 calismada kullandiklar1 farkli yonca
genotiplerinin hem agronomik hem de morfolojik Ozelliklerini arastirmislardir. En uzun
ana dal 80,24 cm ile Bacana c¢esidinde gozlenirken en kisa ana dal 59,73 cm ile Elgi
cesidinde tespit edilmistir. Cesitlere gore farklilik gosteren ana dal kalinligi 2,33 - 3,07 mm
araliklarinda deger sergilemistir. Ana dal sayist 11,00 - 11,88 adet/bitki araliginda
cikmigtir. Yapilan istatistik analizler sonucu ¢esitler arasinda ana dal sayis1 bakimindan
Onemli bir cesitlilik gozlenmedigini bildirmislerdir.

Yesil ve Sengiil (2009), yoncanin 20 farkli ekotipinden elde edilen tohumlari
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, gelistirilen bitkilerin %61°i dik, %19’u yatik ve %20’si
yart yatik sekilde gelisim gosterdigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte yapilan
Ol¢iimlerde ortalama bitki boyu 67,7 cm olan bitkilerin arasinda 6nemli varyasyonlarin
oldugu tespit edilmistir. Ana dal iizerindeki ortalama yan dal sayis1 10 adet/bitki olarak
belirlenirken ortalama ana dal sayis1t en az 5,2 en ¢ok 12,0 adet/bitki, sap kalinlig
bakimindan ise en az 2,08 en ¢ok 6,04 mm olarak belirlemislerdir. Yaprak boyu ortalama
19,96 mm, genislik ise 7,68 mm olarak kaydetmislerdir.

Tucak ve digerleri (2009), farkli yonca gesitleri kullanilarak ana bilesen analiziyle
bitkilerin dis goriintisiine iliskin ozellikleri belirledikleri ¢alismada bitki boyu, ana dal
sayist, yaprak ozellikleri, kuru ve yas ot agirliklari, gelisim durumu ve bitkilerin bigildikten
sonra sergiledikleri gelisimleri incelemislerdir. Bitkiler bigildikten iki hafta sonra bitki
boylar1 ol¢iilerek bigim sonrasi bitki performansi belirlenmistir. Bitkilere ait 6zellikler
arasinda onemli farklilik tespit edemediklerini bildirmislerdir. Iki ana bilesen %58,21
oraninda farklilik olusturmustur. Buna gore ot verimi, bitkilerin gelisme durumu, bi¢imden
sonra yeniden gelisme ve bitkilere ait orta yaprak¢ik uzunluklarmin g¢esitliligin

saglanmasinda etkili 6zellikler oldugu tespit etmislerdir.
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Oten ve digerleri (2016), Antalya dogal vejetasyonundan topladiklar1 yaygin yonca
(M. sativa), yaygin yabani yonca (M. polymorpha), mini yonca (M. minima), sar1 ¢icekli
yonca (M. falcata), diigmeli yonca (M. orbicularis), kirpi yoncast (M. ciliaris), pitirakli
yonca (M. hispida) ve dikenli fig1 yoncas1 (M. turbinata) tirlerinde bitki boyu, fizyolojik
olgunlasmaya gelene kadar gegen giin sayisi, ¢igek olusumu igin gegen gilin sayisi, salkim
basina olusan ¢igek sayisi, ¢igek rengi ve bindane agirligi gibi morfolojik 6zellikleri
incelemislerdir. Yapilan bitki boyu Ol¢limlerinde en uzun bitki boyu 120 cm ile M.
sativa’da gozlemlenirken en kisa bitki boyu 20 cm ile M. orbicularis’de gézlemlemislerdir.
M. polymorpha 238 giin, M. ciliaris 155 gun, M. sativa ise 184 ila 192 giin araliginda
fizyolojik olum gergeklestigini tespit etmislerdir. Cigeklenme icin gecen giin sayisina en
erken ulasan tiir 120 giin ile M. turbinata olurken en ge¢ ciceklenen bitki 155 gun ile M.
sativa oldugunu bildirmislerdir. Salkimdaki ¢igek sayist en fazla 5 - 20 adet ile M.
sativa’da gozlemlenirken en az ¢gicek 1 - 5 adet ile M. polymorpha’da gozlemlenmistir.
Cicek rengi M. sativa’da mor ve lila olarak kaydedilirken diger yonca tiirlerinde sar1 olarak
kaydetmislerdir. Tohumlarin bindane agirliklar1 kiyaslandiginda; M. sativa 2,1 - 3,7 g, M.
polymorpha 0,8 - 6,2 g, M. minima 0,6 - 2,7 g, M. falcata 1,9 - 2,3 g, M. orbicularis 2,2 -
3,8 g, M. ciliaris 1,2 - 1,8 g, M. hispida 1,2 - 4,0 g ve M. turbinata 0,8 - 1,1 g olarak
belirlenmistir. Arastirmacilar, incelenen ozellikler bakimindan yonca (Medicago sp.)

tirlerinde 6nemli farkliliklarin oldugunu tespit etmislerdir.

2.4. SPAD Olciimii ve Total Klorofil icerigi

Sadeghi-Shoae ve digerleri (2014), Kklorofil a, klorofil b ve klorofil a+b degerleri
bitkinin total klorofil miktarini olusturdugu ve bu degerlerin bitki tiiriine ve genotipe bagli
olarak onemli 6lglide varyasyon gosterdigi bildirmistir.

Fischer (2001), bugday bitkisi tizerinde SPAD-502 klorofilmetre cihazinin etkinligini
test ettigi calismada en ideal 6l¢iim zamaninin bitkinin klorofil miktarinin ylksek oldugu
ciceklenme sonrast donem oldugunu belirlemistir. Ayrica SPAD-502 Klorofilmetre
cihazinin yaprak yapisini hasara ugratmayan ekonomik bir yontem oldugunu bildirmistir.

Genotipten kaynaklanan farkliliklarin, kuraklik ya da diger cevresel faktorlere gore
bitki total klorofil miktarin1 daha fazla etkilemektedir (Li ve digerleri, 2006). Kuraklik,
tuzluluk yiiksek sicaklik gibi abiyotik streslere karsi bitkilerin vermis oldugu tepkilerin

belirlenmesinde bitki SPAD degerinin énemli oldugu bildirilmistir (Efeoglu ve Terzioglu,
2009).
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Balkan (2011), yaptig1 calismada kuraga tolerant ve kuraga hassas bugday
cesitlerinin SPAD degerlerini karsilastirmig ve tolerant gesitlerin total klorofil miktarinin
hassas ¢esitlere gore daha yliksek oldugu belirlemistir.

Talebi (2011), yaptig1 ¢alismada kurak kosullar altinda yetistirilen bitkilerin verim ve
SPAD degerleri arasinda 6nemli bir iliski oldugunu belirlemistir. Ancak arastirict bu
iliskinin sulu sartlarda yetistirilen bitkilerde gdzlenmedigini belirtmistir.

Zhang ve digerleri (2016), CsSLEA genleri transfer edilen transgenik yonca
genotiplerinin kuraklik ve tuz stresine karsi vermis olduklari tepkilerin belirlenmesine
yonelik yaptiklar1 ¢alismada 0, 10 ve 15 giin kuraklik stresi uygulanmustir. Kuraklik
stresine maruz birakilan transgenik yonca hatlar1 ve kontrol bitkilerinin toplam klorofil
iceriginde kuraklik stresinin siddetine bagli olarak azalmalar meydana geldigini
belirlemiglerdir. Bunun yaninda net fotosentetik oranin ve klorofil igeriginin kuraklik stresi
boyunca tiim bitkilerde azaldigini1 fakat transgnik olmayan (WT) bitkilerin klorofil
seviyelerinin transgenik bitkilere gdre daha blyuk bir azalma sergiledigini bildirmislerdir.

Singh ve digerleri (2017), kuraga hassas (JL-3) ve kuraga tolerant (PDL) olmak
uzere iki mercimek (Lens culinaris M.) genotipi kullanmis ve fide asamasinda kuraklik
stresi uygulanarak transkriptom analizleri gergeklestirmislerdir. Calismada yapilan total
klorofil miktar1 6lglimlerine gore kuraklik stresi altinda her iki mercimek genotipinin de

klorofil igeriginin ¢ok dnemli oranda azaldigini belirlemislerdir.

2.5. Kurakhk Stresiyle Ilgili Secilen Genler

2.5.1. Prolin Dehidrojenaz Geni (ProDH)

Verbruggen ve Hermans (2008), yaptiklar1 arastirmalarda ProDH aktivitesi ve
ProDH gen ekspresyonunun bitkinin gelisimi sirasinda modifiye edilerek meristemler,
polen, pistil ve cicek gibi hiicre gelisimini destekleyen dokularda meydana geldigini
belirlemislerdir.

Szabados ve Savouré (2010), dehidrasyon, asirt sicaklik, kuraklik stresi ve diger
abiyotik stres faktorleri altinda ProDH geninin ifade seviyesinin diistiigli ve prolin
sentezinin uyarilarak prolin birikimini tesvik ettigini belirlemislerdir. Stres faktoriiniin
ortadan kalkmasiyla ProDH geninin stres sirasinda biriken prolini tiiketmek i¢in tekrar
aktif hale gelerek ifade seviyesinin artig gosterdigini tespit etmislerdir.

Verslues ve digerleri (2006), kuraklik, tuzluluk ve dehidrasyonun gibi abiyotik stres
faktorlerinin ProDH gen ifade seviyesini disiirerek asagi-regile (down-regulation) ettigini

bildirmislerdir.
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Peng ve digerleri (1996), ayn1 Arabidopsis thaliana bitkisinde kuraklik stresi altinda
P5CS ve ProDH genlerinin zit gen ifadesi sergiledigini belirlemislerdir. Kuraklik stresi
altinda P5CS geninin ifade seviyesi yukari-regulasyon (up-regulation) sergilerken ProDH
geninin ifade seviyesi asagi-reglilasyon goOstermistir. Kuraklik stres sartlar
sonlandirildiginda ise ProDH geninin ifade seviyesinde artis gdzlemlenirken P5CS geni
down-reglle olmustur. Calisma sonuglarina gore stres sartlarinda biriken prolin igeriginin
hem P5CS hem de ProDH genlerinin ifade seviyeleri tarafindan kontrol edildigini
belirlemiglerdir.

Nakashima ve digerleri (1998), Arabidopsis thaliana ProDH gen ifade seviyesinin
dehidrasyon, rehidrasyon ve hipoozmolarite tarafindan etkilenerek degisim gosterdigini
bildirmislerdir. ProDH geni rehidrasyon ve hipoozmolarite kosullarinda yukari-regtlasyon
sergilerken dehidrasyon sonucu biriken prolin nedeniyle asagi regiilasyon sergiledigini
tespit etmiglerdir. Buna ek olarak ProDH geninin kotiledon, kok uglari, stigma, polen
taneleri ve oviil gibi hiicre boliinmesinin yiiksek oldugu kisimlarda diistik seviyelerde ifade
oldugunu belirlemislerdir.

Hayashi ve digerleri (2000), Arabidopsis thaliana’da aydinlik ve karanlik
dongulerinde P5CS ve ProDH gen ifadelerinin prolin Uretimini ve dizenlenmesini
belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada stres uygulanmayan Arabidopsis bitkilerinde
stirekli aydinlik ve siirekli karanlik ortamda prolin birikimi oldugunu bildirmislerdir. Hem
aydinlik hem de karanlik kosullarda P5CS geninin ifade oldugu belirlenirken ProDH
geninin siirekli 151k kosullarinda neredeyse hi¢ gen ifade profili sergilemedigini tespit
etmislerdir.

Miller ve digerleri (2005), yoncanin tuzluluk stresi altinda ve stres sonrasi prolin
birikimiyle prolin dehidrojenaz (MsProDH1 ve MsProDH2) genlerinin ifade seviyesi
arasindaki iligskiyi belirlemeye yonelik yaptiklar ¢calismada tuzluluk stresi altinda ve stres
sonras1 bitkilerin serbest prolin igerigindeki degisimlerin MsProDH1 ve MsProDH2
genlerinin ifade seviyeleriyle ters orantili oldugunu belirlemislerdir. Buna ek olarak stres
uygulamasinin ardindan MsProDH genlerinin ifade seviyelerinde carpict bir disiis
gozlenirken stres sonrasi hizl bir artis meydana geldigini belirlemislerdir.

Quan ve digerleri (2016), iki farkli yonca ¢esidinin (Longdong ve Algonquin)
kuraklik stresine karsi vermis olduklar1 tepkileri transkripsiyonel seviyede karsilastirmali
olarak test ettikleri ¢alismada, MtProDH geninin iki bitkide de koklerde, yapraklara gore
daha yiiksek ekspresyon sergiledigini belirlemislerdir. Buna ek olarak kuraklik stresi

altinda Longdong ¢esidinde, Algonquin ¢esidine gore MtProDH geninin diisiik ekpresyon
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sergiledigini belirlemislerdir.

2.5.2. Kurakliktan Sorumlu RD2 Geni

Tang ve digerleri (2013), kuragi tolere edebilen transgenik yonca genotiplerinin
gelistirilmesine yonelik yaptiklar1 ¢alismada Glycine soja bitkisinden izole edilen GsZFP1
(Cinko Parmak Protein 1) genini Agrobacterium araciligiyla yoncaya transfer etmislerdir.
GsZFP1 geninin asir1 ifadesi sonucu yoncanin gelismis tuzluluk ve kuraklik tolerantligi
sergiledigi belirlenmistir. Elde ettikleri transgenik hatlar (20 ve 41 nolu genotipler) 0, 1, 3,
6 ve 12 saat boyunca %20’lik PEGegogo ile muamele edilmis ve yapay kuraklik stresi altinda
MtRD2, MtP5CS, MtRAB18 ve MtCOR47 genlerinin ifade seviyeleri arastirilmistir. Bu
genlerin ifadeleri hem transgenik olmayan hem de transgenik bitkilerde kuraklik tarafindan
uyarildigini ve zaman igerisinde benzer gen ifade profilleri gosterdigini tespit etmislerdir.
MtCORA47 geninin ifade seviyesi GSZFP1 asir1 ifade (over-expression) transgenik hatlarda
(#20 ve #41) transgenik olmayana gore yapay kuraklik stresinin 0. ve 3. saatlerinde yiksek
ifade olurken MtRAB18, MtP5CS ve MtRD2 genleri yapay kuraklik stresinin 3. ve 6.
saatlerinde yiiksek ifade profilleri sergiledigini belirlemislerdir. Calisma sonuglarina gore
GsZFP1’in kurakliktan sorumlu genlerin ifade seviyelerini artirdigi ve bu genlerin ifade
durumlarinin kuraklik tolerantlhigiyla baglantili oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar MtRD2
geninin yan1 sira MtRAB18 ve MtCOR47 genlerinin Arabidopsis RD2, RAB18 ve COR47
genleri ile homolog genler oldugunu ve bu genlerin kuraklik stresiyle iliskili markdr gen
olarak kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Quan ve digerleri (2016), kuraga hassas (Algonquin) ve kuraga tolerant (Longdong)
olmak (izere iki yonca (Medicago sativa L.) gesidi {izerinde yaptiklari ¢aligmada kuraklik
stresi altinda MtRD2 gen ifade seviyesinin Longdong ¢esidinde Algonquin ¢esidine gore
hem koklerde hem de yapraklarda yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Her iki bitkinin kok
ve yapraklarindaki MtRD2 gen ifade seviyesini inceleyen arastirmacilar bu genin yaprak
dokularinda kok dokularina gére daha yiiksek seviyede ifade oldugunu tespit etmislerdir.

Samota ve digerleri (2017), kuraga tolerant (Nagina-22) ve kuraga hassas (Pusa
Sugandh-5) olmak fizere iki farkli ¢eltik (Oryza sativa L.) genotipine ait tohumlara metil
jasmonat (JA-Me), salisilik asit (SA) ve paclobutrazol (PB) uygulanarak kuraklik stresine
olan etkilerinin  biyokimyasal ve molekiler dizeyde belirlenmesine yonelik
gerceklestirdikleri caligmada, tohum priming uygulamasinin AP2/ERF
(APETALAZ/Ethylene-Responsive Factor) transkripsiyon faktorii familyasinda yer alan

RD1 ve RD2 genlerinin kuraklik stresi altindaki gen ifade seviyelerini incelemislerdir.
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Calisma sonuglara gore priming uygulanan her iki genotipte kuraklik stresi altinda RD1
ve RD2 genlerinin kuraklik tolerantliginda ¢ok 6nemli rol oynaklarin1 ve genlerin yukari
regiilasyon sergileyerek ifade seviyelerinde artis meydana geldigini tespit etmislerdir.

Hou ve digerleri (2018), pamukta (Gossypium hirsitum L.) kurakliktan sorumlu
genlerin belirlenmesine yonelik yaptiklar1 ¢alismada RD2 geninin kuraga tolerantlik i¢in

oldukga 6nemli bir gen oldugunu bildirmislerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak TUBITAK-TOVAG 1160417 numarali proje
kapsaminda Bilensoy-80 ¢esidine ait yaygin yonca tohumlarina kimyasal bir mutajen olan
EMS (Ethylmethane sulfonate) uygulandiktan sonra 2. jenerasyonda (M:) kendileme
yapilarak elde edilen M3 yonca tohumlariin in-vitro sartlarda ¢imlenme evresinde yapilan
kuraga tolerantlik testleri sonucu kuraga tolerant oldugu belirlenen mutant yonca

genotipleri kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

In-vitro sartlarda kuraga tolerantlig1 tespit edilen aday mutant yonca genotipleri fide
asamasina kadar viyollerde torf igerisinde kontrollii sartlarda gelistirilmis ve belirlenen
genotip koduna etiketlenerek 3:1 (v/v) oraninda torf ve perlit karisimi1 bulunan 20 litrelik
plastik saksilara transfer edilmistir.

Bitkilerin transfer edildigi saksilar 25+0,5 °C sicaklik, %65 nem ve 18 saat aydinlik /
6 saat karanlik (350 umol m* S'l) sartlarina sahip iklimlendirme odasina transfer edismis
ve bitkilerin yetistirilmesine bu ortamda devam edilmistir (Sekil 6).

Rutin olarak kontrol edilen bitkiler ihtiyaca goére gerekli miktarlarda sulanarak

yetistirilmistir.
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Sekil 6. Inkiibasyon siiresi sona ermis olan petrilerde kokciik gelisimi gdsteren aday
mutant (M3) genotiplerin belirlenmesi ve bitkilerin gelisim siireci a-b. PEG infiltrasyon
yontemiyle yar1 kuvvetli MS ortamda kokciik gelisimi gosteren aday mutant genotiplerin
belirlenmesi ve petrilerden alinmasi, c-d. Fidelerin viyollere dikilmesi ve gelistirilmesi, e.
Viyollerde yetistirilen fidelerin saksilara transfer edilmesi, f-g-h. Saksilara transfer edilen
fidelere ait genel gorseller

3.2.2. Bitkilerin Bi¢im Oncesine Iliskin Bazi Agro-morfolojik Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Tomurcuklanma Giin Sayillarinin Belirlenmesi

Iklimlendirme odas1 kosullarinda yetistirilen yaygin yonca bitkileri rutin olarak
kontrol edilerek fidelerin saksiya transfer tarihi ve ilk tomurcuk olusturma giin sayisi arasi
gecen siire kaydedilmistir.

Cicek tomurcugu olusum agamasina gelen bitkiler tarla kapasitesine kadar sulanmis
ve saksilardaki suyun 24 saat boyunca drene olmasi beklenmistir. Ardindan aday mutant
genotipler ile kontrol bitkilerinin bigim 6ncesi diger bazi agro-morfolojik 6zellikleri
belirlenmistir. Agro-morfolojik 6zelliklerine gore se¢ilmis olan aday mutant (M3) yonca

genotiplerinin genel goriintiileri Sekil 7’de verilmistir.
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Sekil 7. Baz1 agro-morfolojik Ozellikler ve SPAD (toplam Klorofil) verilerine gore
secilerek caligmada kullanilan aday mutant yonca genotiplerinin bigim Oncesine ait genel
gorunumleri a. X18, b. X20, c. X50, d. Z1 (sulu kontrol), e. Z2 (susuz kontrol)

Ana Dal Sayis1 (Bitki/Adet)
Hasat zamani1 gelen her bir bitkinin torf seviyesinden itibaren olusturduklar1 ana

dallar sayilarak tespit edilmistir.

Bitki Boyu (cm)
Her bir bitkinin boyu torf seviyesinden itibaren en tepedeki strgiine kadar olacak

sekilde serit metre yardimiyla Sl¢iilmiistiir.

Ana Govde Kalinhgi (mm)
Bitkilerin ana govde kalinligini belirlemek igin bir onceki adimda (bitki boyu)
6lctlen en uzun ana goévdeye ait kalinlik 0,1 mm’ye duyarh dijital kumpas kullanilarak torf

seviyesinden itibaren yaklagik 10 cm yukarisindan 6lgtim alinarak tespit edilmistir.

28



Yan Dal Sayis1 (Bitki/Adet)
Her bir bitki icin bitkiye ait hem boy hem de kalinlik bakimindan en gelismis ana
govde belirlenmis ve bu ana gdvde baz alinarak ana govde Uzerindeki yan dallar sayilarak

tespit edilmisgtir.

Cicek Rengi (1-4)
Ciceklenen bitkilerin cicek renkleri 1-4 skalasi,
(1: Acik pembe, 2: Pembe, 3: Ac¢ik mor, 4: Mor) kullanilarak tespit edilmistir.

Cicek Salkim Durumu (1-3)
Bitkilerin ¢icek salkim durumlari 1-3 skalasi,

(1: Tek gigek, 2: Seyrek salkim, 3: Sik salkim) kullanilarak tespit edilmistir.

Yaprak Rengi (1-3)
Yaprak rengi bitkinin alt, orta ve iist kisimlar1 gozlemlenerek yogun bir sekilde
hakim olan yaprak rengi 1-3 skalast,

(1: Acik yesil, 2: Yesil, 3: Koyu yesil) kullanilarak tespit edilmistir.

Yaprakgikta Dislilik Durumu (1-3)

Ilgili bitkiye ait yaprak¢iklarin dislilik durumunu belirlemek igin bitkinin alt, orta ve
iist kismindaki yapraklar incelenmis ve genel olarak hakim olan dislilik durumu 1-3
skalasi,

(1: Yok, 2: Hafif belirgin, 3: Cok belirgin) kullanilarak tespit edilmistir.

Yapraktaki Kulak¢ik Sekli (1-4)

Her bir bitkinin alt, orta ve Ust bdlgelerindeki yapraklara ait kulakgiklar incelenmis
ve ilgili bitkinin kulakeik sekli 1-4 skalasi,

(1: Mizrakvari belirgin kiigiik, 2: Mizrakvari belirgin biiyiik, 3: Midyevari belirgin
kicuk, 4: Midyevari belirgin blyik) kullanilarak tespit edilmistir.

Kulakeikta Antosiyanin (0-1)
Bitkilerin kulakgiklar1 genel olarak incelenmistir ve antosiyanin maddesinin olup
olmadig 0-1 skalas,

(0: Antosiyanin yok, 1: Antosiyanin var) kullanilarak tespit edilmistir.
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Koltuk Strgununde Antosiyanin (0-1)
Bitkilerin koltuk siirgiinleri incelenerek antosiyanin maddesinin olup olmadigi
olusturulan 0-1 skalasi,

(0: Antosiyanin yok, 1: Antosiyanin var) kullanilarak tespit edilmistir.

Govdede Antosiyanin (0-1)
Bitkilerin olusturdugu ana goévde torf seviyesinden itibaren en ug¢ kisma kadar
incelenerek gévdede antosiyanin maddesinin olup olmadigi 0-1 skalasi,

(0: Antosiyanin yok, 1: Antosiyanin var) kullanilarak tespit edilmistir.

Govdede Tuyluluk (0-1)
Bitkilerin ana saplar1 buylte¢ (2X) yardimiyla incelenerek tlylenmenin olup
olmadigi 0-1 skalas,

(0: Yok, 1: Var) kullanilarak tespit edilmistir.

Yaprak Boyu (cm)
Bitkiden rastgele secilen 4 adet yapraga ait yaprak boyu 0,1 mm hassasiyete sahip

olan seffaf cetvel kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Orta Yaprakcik Boyu (cm)
Bitkiden rastgele secilen 4 adet yapragin orta yaprakg¢ik boylar1 0,1 mm hassasiyete

sahip olan seffaf cetvel kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Orta Yaprakc¢ik Eni (mm)
Bitkiden rastgele segilen 4 adet yapragin orta yaprake¢ik enleri 0,1 mm hassasiyete

sahip olan seffaf cetvel kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

3.2.3. Total Klorofil Miktar1 Ol¢iimii

Ik ¢igek tomurcugu olusum evresine gelen (Sekil 9a) ve birinci bicim 6ncesine ait
baz1 agro-morfolojik 6zellikleri belirlenen aday mutant yonca genotiplerinin bi¢im 6ncesi
ve kuraklik stresi altinda yapraklarindaki toplam klorofil miktarini belirlemek igin Minolta
marka SPAD-502 model klorofilmetre cihazi kullanilmistir (Sekil 8a). Total klorofil
Olgtimleri her bir bitkiye ait rastgele segilen 10 adet yapragin orta yaprakg¢iklarindan 3’er
Ol¢tim alnarak toplam 30 tekerriirlii olacak sekilde gergeklestirilmistir (Sekil 8b-8c).
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Olclimler sabah 9-12 saatleri arasinda gerceklestirilmistir.

Sekil 8. Bitkilerin bi¢im oncesi (B.0O.) ve kuraklik stresi altinda yapraklardan total klorofil
miktarlarmin 6l¢tilmesi a. Total klorofil 6l¢iimiinde kullanilan Minolta SPAD-502 marka
klorofilmetre cihazina iligkin bir gorsel, b-c. Aday mutant genotiplerin orta yaprakgiklar
kullanilarak klorofil miktarlarinin 6l¢iilmesine iliskin gorseller

3.2.4. Yaprak Orneklerinin Alinmas: ve Bitkilerin Bicimi

Cicek tomurcugu olusum evresine gelen bitkilerden (Sekil 9a) gen ifade analizlerinde
kullanilmak iizere yaprak oOrnekleri alinmistir. Yaprak oOrnekleri onceden hazirlanan
aliminyum folyolara bitki kodu, orneklerin alinma tarihi ve bitkinin hangi déneminde
yaprak drnegi alindigina dair gerekli bilgiler etiketlenmistir. Orneklerin alinmasi sirasinda
folyolarin altina -80 °C’de dondurulan buz akiileri yerlestirilmistir. Bir makas yardimiyla
yaprak ornekleri yaprakciklarin yaprak sapiyla birlestigi noktadan kesilerek alinmistir ve
ilgili kodlarla etiketlenmis folyolarin igine yerlestirilmistir (Sekil 9b). Bigim 6ncesine
iligkin spesifik gen ifade seviyelerinin belirlenmesi igin bitkinin timund homojen olarak
temsil edecek sekilde saglikli yapraklar 6rnek olarak alinmistir. Folyolara alinan yaprak
ornekleri dikkatlice kapatildiktan sonra hizli bir sekilde -80 °C sicakliga sahip olan dolaba
yerlestirilmistir ve analiz giiniine kadar depolanmastir.

Gerekli agro-morfolojik 6zellik parametreleri ve yaprak Ornekleri alinan bitkiler
saksidaki torf seviyesinden 10 c¢m yukaridan olacak sekilde bir makas yardimiyla
bigilmistir (Sekil 9¢). 11k kez bigilen bitkilere 24 giin kuraklik stresi uygulanmustir. Sulu

kontrol olarak kullanilan bitki diizenli olarak sulanmugtir.
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Sekil 9. Cicek tomurcugu olusum evresine gelen aday mutant genotiplerin bi¢im dncesi
yaprak orneklerinin alinmasi ve bitkilerin bigilmesi a. Tomurcuklanma dénemi, b. Bigim
Oncesi yaprak orneklerinin alinmasina iligkin bir gorsel, c. Bitkilerin bi¢ilmesine iliskin bir
gorsel

3.2.5. Bitkilerin Yas Ot Agirhiklarimin Belirlenmesi
Bigilen her bir bitkinin yas ot agirligt HANA HC-30W dijital terazi kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 10).

Sekil 10. Bigilen bitkilerin yas ot agirliklarinin belirlenmesine iliskin bir gorsel
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3.2.6. Bitkilerin Kuru Ot Agirhiklarimin Belirlenmesi
Kese kéagitlarina yerlestirilen yaygin yoncaya ait yag otlar sicakligi dnceden 70 °C’ye
ayarlanmig olan etiiviin igerisine yerlestirilmistir ve 48 saat boyunca tamamen kurumasi

saglanmistir (Sekil 11a-11Db). Bitkilerin kuru ot agirliklarini belirlemek i¢in HANA HC-

30W dijital terazi kullanilmistir ve veriler kaydedilmistir (Sekil 11c).

Sekil 11. Yonca bitkilerine ait yas otlarin kurutulmasi ve kuru ot tarttimina iliskin gorseller
a-b. Yas otlarin kurutulmasi isleminde kullanilan etiive iliskin gorseller, c. Bitkilerin kuru
ot agirliklarinin belirlenmesi

3.2.7. Ger¢cek Kurakhk Stresinin Uygulanmasi ve Yaprak Orneklerinin
Alnmasi

Ik kez bigilen bitkiler iklim odasina 24 giin boyunca kuralik stresi altinda gelismeye
birakilmigtir (Sekil 12a-12b). Kuraklik uygulanan bitkilerden kuraklik stresinin 18. ve 24.
giinlerinde bazi1 agro-morfolojik 6zellikler belirlenmis ve kuraklik stresi boyunca her 6
ginde bir SPAD degerleri Olciilmiistiir. Bitkilerden bigim 0Oncesi (0. gun), kuraklik
stresinin 18. ve 24. glnlerinde yaprak 6rneklerinin alim islemi 3.2.4’te belirtilen yonteme

gore gergeklestirilmistir (Sekil 12c).
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Sekil 12. Bigilen bitkilerin iklim odasinda kuraklik stresi sartlarinda yetistirilmesi ve
yaprak Orneklerinin alinmasi a. Bigilen bitkilerin iklim odasindaki genel gorintiileri, b.
Kuraklik stresi altinda yeniden gelisim gosteren aday mutant genotiplere ait genel goriintii,
c. Kuraklik stresi altinda gelisen bitkilerden yaprak Orneklerinin alinmasina iligkin bir
gorsel

3.2.8. Saksilarin Tartilmasi

Bitkiler bigildikten sonra kuraklik stresinin uygulanmaya basladig: ilk giinden (Sekil
13a) son gine kadar saksilarda meydana gelen agirlik degisimlerin tespit etmek igin
HANA HC-30W dijital terazi kullanilarak kuraklik stres uygulamasi boyunca her 3 giinde
bir tartilmistir (Sekil 13b-13c).

Sekil 13. Saksi tartimlarina iliskin gorseller a. Bitkilerin bigim giinii saks1 tartimina iliskin
bir gorsel, b-c. Kuraklik stresi uygulanan aday mutant genotiplerin farkli zaman
araliklarinda saks1 tartimlarina iliskin gorseller
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3.2.9. Bitki Kanopy Sicakliklarimin Belirlenmesi

Kuraklik stresi sartlarinda yetistirilen aday mutant yonca genotiplerinin her 3 ginde
bir olmak {izere bitkinin alt, orta ve st kisimlarindan bitki kanopy sicakliklar
belirlenmistir. Bitki kanopy sicakliklari Oncomeds® marka infrared dijital termometre
kullamilarak bitkiye yaklasik 5 cm uzakliktan &lciilmiistiir. Olglimler giiniin ayni saat

araliklarinda ve %65 nem kosullarinda gerceklestirilmistir (Sekil 14).

Sekil 14. Stres sartlarinda yetistirilen bitkilerin farkli zaman araliklarinda bitki kanopy
sicakliklarinin belirlenmesi a-b-c. Kuraklik stresinin 18. giinii alt, orta ve iist kisimlardan
bitki kanopy sicakliklarinin belirlenmesine iligkin gorseller, d-e-f. Kuraklik stresinin 24.
glinii alt, orta ve iist kisimlardan bitki kanopy sicakliklarinin belirlenmesine iligskin
gorseller
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3.2.10. Kuraklik Stresinin 18. ve 24. Giinii Incelenen Baz1 Agro-morfolojik
Ozellikler
Bigimden sonra kuraklik stresine maruz birakilarak gelisim gosteren bitkilerin

kuraklik stresinin 18. ve 24. giinii asagidaki agro-morfolojik 6zellikleri belirlenmistir.

Ana Dal Uzunlugu (cm)
Kuraklik stresinin 18. ve 24. gunlerinde bitkiye ait en geliskin ana dal uzunlugu torf

seviyesinden itibaren serit metre ile dl¢lilmistiir (Sekil 15Db).

Ana Govde Kalinhgi (mm)

Kuraklik stresi altinda gelisim gosteren bitkilerin ana govde kalinhigin1 belirlemek
Igin en uzun ana govdeye ait kalinlik 0,1 mm’ye duyarli dijital kumpas kullanilarak torf
seviyesinden itibaren yaklasik 10 cm yukarisindan ol¢iim alinarak belirlenmistir (Sekil

15a).

Dogal Bitki Boyu (cm)
Hicbir sekilde destek uygulanmayan bitkilerin dogal vejetasyondaki gelisimleri baz
alinarak torf seviyesinden itibaren en tepedeki siirgiine kadar olacak sekilde serit metre

yardimiyla dogal bitki boylar1 6l¢iilmiistiir.

Yan Dal Sayis1 (Adet)
Kuraklik stresi altinda yetistirilen her bir bitki icin bitkiye ait hem boy hem de
kalinlik bakimindan en gelismis ana govde belirlenmis ve bu ana gévde baz alinarak ana

govde Uzerindeki yan dallar sayilarak tespit edilmistir.

Bitkideki Toplam Yaprak Sayis1 (Adet/Bitki)
Kuraklik stresi altinda yetistirilen bitkilerin olusturduklar1 toplam yaprak sayisi

adet/bitki olacak sekilde sayilarak belirlenmistir.

Orta Yaprakcik Boyu (mm)
Kuraklik stresi altinda yetistirilen bitkilerin rastgele secilen 4 adet yapragin orta
yaprakcik boylar1 0,1 mm hassasiyete sahip olan seffaf cetvel kullanilarak 6l¢iilmiistiir

(Sekil 15¢).
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Orta Yaprakeik Eni (mm)
Kuraklik stresi altinda yetistirilen bitkilerin rastgele segilen 4 adet yapragin orta
yaprake¢ik enleri 0,1 mm hassasiyete sahip olan seffaf cetvel kullanilarak olgiilmiistiir

(Sekil 15c).

a r’\

Sekil 15. Kuraklik stresinin 18. ve 24. gilinli aday mutant genotiplerin (M3) baz1 agro-
morfolojik ozelliklerinin belirlenmesine iligkin gorseller a. Ana govde kalinliginin
belirlenmesi, b. Bitki boyunun Olgulmesi, c. Orta yaprak¢iklarin en ve boylarnin
belirlenmesi

Cicek Rengi (1-4)
Kuraklik stresi altinda ¢i¢eklenen bitkilerin cicek renkleri 1-4 skalasi,
(1: Agik pembe, 2: Pembe, 3: Ag¢ik mor, 4: Mor) kullanilarak tespit edilmistir (Sekil

16).

Cicek Salkim Durumu (1-3)

Kuraklik stresi altinda bitkilerin ¢i¢ek salkim durumlar1 1-3 skalasi,

(1: Tek cigek, 2: Seyrek salkim, 3: Sik salkim) kullanilarak tespit edilmistir (Sekil
16).
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Sekil 16. Bitkilerin cicek rengi ve g¢igek salkim durumlarinin belirlenmesine iliskin
gorseller a. X18, b. X20, ¢. X50, d. Z1, e. Z2

3.2.11. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu ticari RNA izolasyon kiti (Vivantis GF-1) kullanilarak
firmanin sunmus oldugu protokol uygulanarak gergeklestirilmistir.

Total RNA izolasyonu igin Onceden steril edilerek -80 °C’de sogutulan porselen
havan ve havaneli steril kabine yerlestirilmistir. Ardindan -80 °C’de depolanan yaklasik
100 mg ilgili donmus yaprak 6rnegi (Sekil 17a) 400 pl TR buffer + 5 pl 2-mercaptoethanol
karisimi eklenerek homojenize edilmistir (Sekil 17b). Ogiitiilen homojenizatlar 2m
santrifiij tiiplerine almarak vorteks yardimiyla giiclii bir sekilde g¢alkalanmustir. lyice
calkalanan ornekler oda sicakliginda (20 - 25 °C) 3 dakika boyunca maksimum hizda
(13000 RPM) santrifiij edilmistir.

Supernatant, kit tarafindan saglanan homojenizasyon kolonuna (#1) aktarilarak oda
sicakliginda maksimum hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi homojenizasyon
kolonunun alt kismindaki toplama tiipiine biriken supernatant (sivi kisim) kullanilmak

tizere tutulmustur. Supernatantin igerisine 350 pl %80°lik etanol (EtOH) ilave edilmistir ve
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elde edilen karigim bir mikropipet yardimiyla karigtirilmistir.

Karistirma isleminden sonra numune maksimum 650 upl olacak sekilde bir
mikropipet yardimiyla RNA baglama kolonuna bosaltilarak alt kistmdaki toplama tiipiinde
birikmesi saglanmistir ve ardindan 9500 RPM’de 1 dakika santrifuj yapilmistir. Arta kalan
supernatantin igerisine 350 pl %80’lik etanol ilave edilmis ve elde edilen karigim bir
mikropipet yardimiyla karistirtlmistir.

Karigtirma isleminden sonra numune maksimum 650 pl olacak sekilde RNA
baglama kolonuna bosaltilarak alt kisimdaki toplama tiipiinde birikmesi saglanmistir ve
ardindan 9500 RPM’de 1 dakika santrifiij edilerek bu islem kalan supernatantin islenmesi
icin bir kez daha tekrar edilmistir. Santrifiijjleme isleminden sonra 30 ml saf etanol
eklenerek hazir hale getirilen inhibitor removal bufferdan 500 pl ilave edilmistir ve oda
sicakliginda 1 dakika boyunca 13000 RPM satrifiij edilmistir. Ardindan toplama tiipiinde
biriken s1vi kisim atilmustir.

Izole edilen total RNA’lardan DNA’y1 uzaklastirmak amaciyla DNase | digestion
(parcalama) buffer hazirlanmigtir. Bir 6rnege ait RNA’lar1 ayristirmak i¢in 7 pl DNase |
enzimi, 56 pl digestion buffer ve 7 pl enhancer (giclendirici) buffer gerekmektedir ve bir
ornek i¢in total hacim 70 pl olacak sekilde DNase I digestion karisimi hazirlanmstir.
Hazirlanan karisim olast RNA bozulmalarini engellemek igin buz Uzerine yerlestirilerek
(Sekil 17¢) kullanilmistir ve bir mikropipet yardimiyla 70 pl DNase I Digestion enzimi,
RNA baglama kolonunun merkezine birakilarak yaklasik 15-20 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Ardindan RNA baglama kolonuna 500 pl wash (yikama) buffer
eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika 9500 RPM’de santrifiij yapilarak tiipiin alt kisminda
biriken siv1 atilmistir. Bu islem bir kere daha tekrar edilmistir. RNA baglama kolonundaki
buffer kalintilarin1 tamamen uzaklastirmak i¢in oda sicakliginda 1 dakika boyunca 9500
RPM’de ek bir santrifiij yapilmistir. Bu islemin ardindan RNA baglama kolonlarinin iist
kismi yeni bir 2 ml hacmindeki santrifiij tiiptine yerlestirildikten sonra filtrenin merkezine
40-60 pl RNase igermeyen (RNase Free) su eklenerek oda sicakliginda 1 dakika
bekletilmistir ve 9500 RPM’de santrifiij edilmistir.

Izole edilen total RNA’lar %2’lik agaroz jele yiklenerek 80 voltluk bir gerilim
altinda 30-40 dakika elektroforez yapilarak kosturulmustur (Sekil 17d). Ardindan total
RNA’lar cDNA sentezi yapilana kadar -20 °C’de depolanmustir.
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Sekil 17. Total RNA izolasyon agamasina iligskin gorseller a-b. Yaprak orneklerinin steril
ortamda porselen havan igerisinde homojenizasyonu, c. izole edilen total RNA 6rnekleri,
d. Total RNA’larin %2’lik agaroz jele yiiklenmesi ve elektroforez yapilarak kosturulmasi

3.2.12. Total RNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Yaprak dokularindan izole edilen total RNA’larin miktar ve saflik tayini Thermo
Scientific™ NanoDrop™ One Microvolume UV-VIS (ultraviyole-griiniir bdlge 1s1k)
Spektrofotometre cihazi kullanilarak o6lg¢iilmiistiir. Cihazda o6l¢iim yapilmadan once
yukleme haznesi 2 pl dH,0 ile temizlenerek kurulanmistir. Ardindan 6rnek bagina 2 ul
yiikleme yapilarak A2e0/A280 V€ Aze0/A230 NM UV absorbans degerlerinde total RNA saflik
ve kalitesinin dogru bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in spektral Olglimler yapilmistir.
Aze0/Azgo nm absorbans degerinin 1,8 - 2,2 degerlerinde olmast RNA’nin yiiksek saflikta

oldugunu gostermektedir.
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Azs0/Azzp nm dalga boyundaki absorbans degerindeki saf niikleik asit degerleri
Azeo/Azgo nm absorbans degerinden yiiksektir ve RNA igin beklenen deger 2,0 - 2,2
arasinda degisiklik gostermektedir (Tablo 2).

Tablo 2
Izole edilen total RNA’nin spektral olarak konsantrasyon ve safliklarinin tayini

Yikleme Hacmi

Ornekler (1000ng) A260/A280 A260/A230 Konsantrasyon (ng/pl)
B.O.Z1 2,51 2,2 2,4 398
B.O.Z2 0,59 2,2 2,5 1681
B.O. X18 0,41 2,2 2,3 2437
B.O. X20 0,56 2,2 2,2 1784
B.O. X50 0,57 2,2 2,5 1748
18. Giun Z1 0,58 2,2 2,3 1736
18. Giin Z2 0,69 2,2 1,8 1455
18. Giin X18 0,43 2,2 2,4 2343
18. Giin X20 0,56 2,2 2,4 1773
18. GUn X50 0,39 2,2 2,4 2540
24. Gun Z1 0,59 2,2 1,8 1703
24. Gun Z2 0,73 2,2 2,4 1373
24. Gin X18 0,42 2,2 2,4 2386
24. Gun X20 2,08 2,2 2,4 480
24. Gun X50 0,77 2,2 2,4 1292

(B.O: Bigim 6ncesi, Z: Kontrol bitkileri, X: Aday mutant yonca genotipleri)

3.2.13. Total RNA Agaroz Jel Elektroforezi

Total RNA’lan1 kosturmada kullanilan agaroz jeli %2’lik hazirlamak ic¢in hassas
terazide 2 gram agaroz tartilmis ve 100 ml 1X DEPC Water eklenerek hafif bir sekilde
calkalanmistir. Hazirlanan ¢6zelti mikrodalga firina yerlestirilerek yaklasik 2 - 2,5 dakika
boyunca kisa araliklarla ¢ikarilip g¢alkalanmak suretiyle agaroz ¢ozeltisinin tamamen
homojen olmasi saglanmistir.

Homojenize olan agaroz ¢ozeltisine stoktan (10mg/ml konsantrasyon) alinan 1 ul
Etidyum Bromur (EtBr) eklenerek tamamen karisana kadar hafif¢e c¢alkalanmustir. Jelin
dokiilecegi kiivet dengeye getirildikten sonra taraklar yerlestirilmistir ve dokiim i¢in uygun
sicakliga gelen agaroz ¢Ozeltisi yavas bir sekilde kiivete dokiilmiistiir. Olusan baloncuklar
pipet ucu yardimiyla uzaklastirildiktan sonra jelin 20-30 dakika polimerize olmasi

beklenmistir.
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Elektroforez tankina 1X DEPC Water koyulduktan sonra jel kiivet ile birlikte tankin
icine yerlestirilmistir. ilk kuyucuga 2 pl 100 bp DNA Ladder yiiklendikten sonra diger
kuyucuklara her bir 6rnek igin 1 pl total RNA + 5 pl Bromofenol blue yiikleme boyasindan
olusan karisim yiiklenmistir. Jele yiiklenen ornekler 80 voltluk bir gerilim altinda 25-30
dakika boyunca kosturulmustur ve ardindan UV transilluminatorde gorsellestirilmistir

(Sekil 18).

IRl &2 513 9. 141y 15

L

Sekil 18. Total RNA o6rneklerinin elektroforetik jel gortntiist 1: DNA ladder (2 ul), 2: Z1
bicim 6ncesi, 3: Z1 kuraklik stresinin 18. giinii, 4: Z1 kuraklik stresinin 24. giinii, 5: Z2
bicim Oncesi, 6: Z2 kuraklik stresinin 18. giinii, 7: Z2 kuraklik stresinin 24. giinii, 8: X18
bigim 6ncesi, 9: X18 kuraklik stresinin 18. giinii, 10: X18 kuraklik stresinin 24. giinii, 11:
X20 bigim oncesi, 12: X20 kuraklik stresinin 18. giinii, 13: X20 kuraklik stresinin 24.
glinli, 14: X50 bicim oncesi, 15: X50 kuraklik stresinin 18. giinii, 16: X50 kuraklik
stresinin 24. giind, Z1: Sulu kontrol, Z2: Susuz kontrol

3.2.14. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Reverse (ters) transkriptaz enziminin mRNA ile reaksiyonu sonucunda mRNA
tizerindeki bazlara eslenik olacak sekilde DNA molekiilii sentezlendiginde cDNA sentezi
gerceklesmis olur. Sentetik oligoniikleotitler mRNA’nin 3’ ucundaki poli A kuyruguna
baglanarak ters transkriptaz enziminin aktivitesi sonucunda tek iplikli cDNA molekili
olugmaktadir. PCR reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in gerekli olan Taq DNA Polimeraz
enzimi, tek iplikli cDNA molekiiliinii ¢ift iplikli yapiya (Sekil 19) doniistiiriir (Tobin ve
Dusheck, 2001).
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Tablo 3
cDNA sentez agsamalar1 ve reaksiyon icin gerekli bilesenler

Bilesen Miktar (Her bir 6rnek icin)
Total RNA 1l
Oligo (dT)1g primer 1l
Steril H,0 (nuclease free) 10 pl
65 °C sicaklikta 5 dakika inkiibasyon
5X Reaksiyon Buffer 4 ul
RiboLock Rnase inhibitor (20U/pl) 1yl
10 mM dNTP 2 ul
ReverAid M-MuLV (200U/ul) 1l
Total hacim 20 ul

42 °C sicaklikta 60 dakika inkiibasyon
70 °C sicaklikta 5 dakika inkiibasyon

Komplementer DNA sentez protokoliine gore ilk adimda total hacim 12 ul olacak
sekilde niikleaz i¢cermeyen tiiplin icerisine 1 pl (~1000 ng) total RNA, 1 ul oligo (dT)ss
primeri ve 10 pl niikleaz igcermeyen steril saf su eklenmistir. Elde edilen karigim, GC
bakimindan zengin RNA orneklerinin ve RNA’nin sekonder yapisini denatiire etmek i¢in 5
dakika boyunca 65 °C sicakliktaki su banyosunda inkiibe edilmistir. Karigimi tiipiin
dibinde biriktirmek i¢in ¢ok kisa (2 sn) santrifiij yapilmistir ve akabinde buzun {izerine
yerlestirilmistir. Hazirlanan karigima sirayla 4 pl 5X Reaksiyon Buffer, 1 pl mRNA harig
diger RNA molekiillerini inhibe etmeye yarayan Rnase inhibitor (20U/ul), 2 ul 10 mM
dNTP ve 1 pl ReverAid M-MuLV (Moloney-Murin Lésemi Virisl) reverse transkriptaz
enzimi (200U/ul) eklenerek total hacim 20 pul olarak ayarlanmistir (Tablo 3).

Tim karisim vortekste ¢ok kisa bir siire (2 sn) galkalandiktan sonra ¢ok kisa bir
santrifiijleme islemi (2 sn) yapilmistir. Ardindan reverse transkriptaz enziminin galismasi
icin optimum sicaklik olan 42 °C’de 60 dakika su banyosunda inkiibe edilerek uzama
gerceklestirilmistir. Hemen sonrasinda reverse transkriptaz enziminin aktivitesini
durdurmak igin 70 °C sicakliga ayarlanmig olan 1s1 blogunda 5 dakika inkiibasyona
birakilmistir (Tablo 3). Sentezlenen cDNA molekdlleri 1/20 oraninda seytreltilerek
kullamigmistir. Komplementer DNA &rnekleri gradient PCR ve gercek zamanli kantitatif
PCR analizleri yapilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Komplementer DNA sentezi Sekil 19°da gosterilen reaksiyon adimlarina gore sentez

edilmektedir.

mRNA
5 3’
5’ 3* Oligoniikleotitlerin

H. mRNA’ya baglanmasi.

5,* .,,,Tcrs transkriptaz enziminin
s s . .
3 Ters transkriptazh 5> mRNA’daki bilgiyi cDNA'ya
l doniistiirmesi.
3’ mRNA

3 — 5’ Tek zincirli cDNA olusur.

S’ﬁlDNApolimcraz 3- DNA  polimeraz,  polimeraz
3 < —— 5 "¢’ rerksiyonuyla cDNA'y

kopyalar.

> ' 3 Cift zincirli cDNA olusur.

Sekil 19. mRNA’dan cDNA sentezlenmesine ait adimlari temsil eden bir gorsel (Tobin ve
Dusheck, 2001)’den modifiye edilmistir

3.2.15. Referans ve Hedef Genlere Ait PCR Testleri

Kuraga tolerant aday mutant yonca genotipleri ve kontrol bitkileri olmak uzere
toplamda 5 bitkiden birinci bigim 6ncesi (0. giin), kuraklik stresinin 18. ve 24. giinii alinan
yaprak oOrneklerine ait cDNA’lar Ms18S rRNA referans genininin ileri ve geri primeri
(Tablo 7) kullanilarak Tablo 4’deki PCR protokoliine gore test edilmistir.

Tablo 4
Ms18S rRNA ileri ve geri primerleriyle cDNA &rneklerinin test edilmesinde kullanilan
PCR protokolii

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

PCR-Grade H,0O 22 ul
5X Reaksiyon tamponu 10 pl
MqgCl, 3ul
dNTP 1pl
Ms18S rRNA ileri primer 1l
Ms18S rRNA geri primer 1l
Taq DNA Polimeraz 0,125 pl
cDNA 06rnegi 1l

Total hacim 39,125 ul olarak ayarlandi.
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PCR reaksiyonunun gerceklesebilmesi i¢in gerekli olan reaksiyon bilesenleri ve
hacimleri Tablo 4’de verilmistir. Calismada kullanilan hedef genlerin PCR testleri, ilgili
genlere ait (MsProDH ve MtRD2) ileri ve geri primer ciftleri (Tablo 7) kullanilarak ayni
protokol dogrultusunda gergeklestirilmistir (Tablo 4).

Tablo 5
Termal cycler cihazina ait PCR kosullari
Basamaklar Uygulanan Sicakhk  Zaman Dongii Sayisi
ik denatiirasyon asamas1 95 °C 10dk  1donga
Denatirasyon 95°C 15sn
Baglanma (Annealing) 55°C 45 sn } 35 doéngu
Uzama (Extention) 72°C 45 sn
Son uzama 72°C 3dk 1 doéngu

Reaksiyon kosullarinda ilk olarak bir dongiiliik 95 °C 10 dakika 6n denatlirayon
asamasiyla cDNA’larin ¢ift sarmal yapisinin ayrilmasi saglanmistir. Ardindan 95 °C 15
saniye denatiirasyon, kullanilan primerlerin baglanma sicakligi (Ta) olan 55 °C’de 45
saniye baglanma ve 72 °C’de 45 saniye uzama basamaklari olmak iizere toplam 35 dongii
uygulanmistir. En nihayetinde 72 °C’de 3 dakika boyunca son bir uzama basamagi
gerceklestirilerek reaksiyon tamamlanmistir (Tablo 5).

PCR reaksiyonu icin Applied Biosystems® Veriti® 96 Well termal cycler cihazi
kullanilmistir (Sekil 20a).

PCR dirtinleri, 100 ml TBE buffer kullanilarak hazirlanan %2’lik agaroz jelde 80
voltluk bir gerilim altinda yaklasik 30-40 dakika boyunca kosturulmustur (Sekil 20b).
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Sekil 20. Bitkilere ait cDNA 6rneklerinin Ms18S rRNA, MsProDH ve MtRD2 genlerine ait
ileri ve geri primer dizileri kullanilarak PCR testi a. Caligmada kullanilan Termal Cycler
cihazina iliskin bir gorsel, b. PCR firiinii cDNA’larin %2’lik agaroz jele yiiklenmesi ve
elektroforez yapilmasi

Ardindan UV transilluminator Bio-Print ST4 (Vilber Lourmat, France) cihazi ile jel

gorsellestirilerek cDNA’larin varliklart belirlenmistir (Sekil 21).

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Sekil 21. Ms18S rRNA ileri ve geri primerler kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu
sonucunda elde edilen cDNA o6rneklerine ait %2’lik elektroforetik jel gorintisi 1: DNA
ladder (2 pl), 2: Z1 bigim 6ncesi, 3: Z1 kuraklik stresinin 18. giinii, 4: Z1 kuraklik stresinin
24. giinii, 5: Z2 bigim 6ncesi, 6: Z2 kuraklik stresinin 18. giinii, 7: Z2 kuraklik stresinin 24.
gund, 8: X18 bigim oOncesi, 9: X18 kuraklik stresinin 18. giinii, 10: X18 kuraklik stresinin
24. gilinti, 11: X20 bi¢im Oncesi, 12: X20 kuraklik stresinin 18. giinii, 13: X20 kuraklik
stresinin 24. giinii, 14: X50 bi¢im oncesi, 15: X50 kuraklik stresinin 18. giinii, 16: X50
kuraklik stresinin 24. glnd, Z1: Sulu kontrol, Z2: Susuz kontrol
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Hedef genlere iliskin (MsProDH ve MtRD2) PCR testlerinin %2’lik agaroz jeldeki

elektroforetik jel goriintiileri Sekil 22°de verilmisir.

Sekil 22. Tiim 6rneklere ait mix cDNA’larin hedef genlerle PCR’da test edilmesi sonucu
ortaya ¢ikan elektroforetik jel goriintiisii 1: DNA ladder (2 ul), 2: MtRD2 geni, 3: DNA
ladder (2 pl), 4: MsProDH geni

3.2.16. Gercek Zamanh (Real-Time) Kantitatif PCR Ile Gen ifade Analizleri

Genlerin ifade seviyelerini  belirlemede kullanilan RT-qPCR analizlerini
gerceklestirmek icin Ampliqgon RealQ Plus SYBR Green/ROX Master Mix kiti
kullanilmigtir. Reaksiyon protokolii iiretici firmanin tarif ettigi sekilde Tablo 6’da
gosterildigi gibi gerceklestirilmigtir.

E?F?QOP%R analizleri i¢in gerekli olan reaksiyon bilesenleri ve miktarlar
RT-qPCR Reaksiyon Bilesenleri Miktar (Her bir 6rnek icin)
RealQ Plus 2X Master Mix 5 ul
PCR-Grade H,0 4 ul
cDNA (1/20 Seyreltilmis) 1pl
[leri Primer 0,5 pl
Geri Primer 0,5 ul

Total Hacim 11 pl olarak ayarlandi.
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Her bir cDNA 0rneginin RT-qPCR analizlerini gergeklestirmek i¢in 5 pl SYBR
Green Master Mix’e 4 pl PCR suyu eklenerek kisa siireli vorteks ve santrifiij yapilmistir.
Ardindan 1 pl 1/20 oraninda ddH,O seyreltilmis olan ilgili cDNA 6rnegi, ifade seviyesi
arastirilan gene ait 0,5 pl ileri ve 0,5 pl primer dizileri (Tablo 7) ilave edilerek kisa siireli
vorteks ve santrifiij yapilmistir (Tablo 6). Raksiyonun tiim asamalari, gen ifadelerinde

degisimlerin yasanmamasi i¢in buzun iizerinde gergeklestirilmistir.

Tablo 7

[fade seviyeleri arastirilan hedef ve referans genlere ait ileri/geri primer dizileri ve Ta (°C)
bilgileri

Gen Adi 5'-3' ileri (F) ve Geri (R) Primerler Ta (°C)

F: GGCTGCTGCAAAAGCAGG
MsProDH 55
R: GCCCTTCTCAAGAGGTATGG

MIRD2 F: GCAGCTGTGGTTCTGGGGACC e5
R: AGCAATACTCACCGACGCTTCCT

F: GGGCTCGAAGACGATCAG
R: AGCCTTGCGACCATACTCC

Ms18S rRNA 55

Tablo 7’de Medicago sativa Proline Dehydrogenase (MsProDH), Medicago
trancatula Responsive to Drought 2 (Quan ve digerleri, 2016) ve Medicago sativa 18S
ribosomal RNA (Chang ve digerleri, 2012) genlerine ait ileri/geri primer dizileri ve primer
baglanma sicakliklar1 (Ta °C) gorilmektedir.

Yapilan ¢alismada aday mutant yonca genotiplerine (X18, X20 ve X50) ve kontrol
bitkilerine (Z1: sulu kontrol ve Z2: susuz kontrol) ait Orneklerin spesifik gen ifade
analizleri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Bolimii Laboratuvari’nda bulunan Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR
cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 23a-23b).

Calismada kullanilan kontrol ve aday mutant yonca genotiplerinin bicim 6ncesi (0.
giin), kuraklik stresinin 18. giinii ve 24. giiniine ait cDNA 6rneklerinin RT-gPCR analizi 3
teknik tekrar kullanilarak gergeklestirilmistir. Reaksiyon i¢in hazirlanan karisim ilgili
cihaza 0©zel olarak dGretilen plakanin kuyucuklarina dikkatli bir sekilde baloncuk
olusturulmadan aktarilmistir ve ger¢ek zamanl kantitatif PCR cihazina yerlestirilmistir.
Gergek zamanli kantitatif PCR cihazinda gergeklestirilecek olan reaksiyonda kullanilan
kuraklik spesifik primerlerin baglanma sicakliklarina (Ta) ait bilgiler (Tablo 7) gdz 6niinde

bulundurulmustur ve cihaz bu bilgilere gore programlanmustir.
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Sekil 23. Calismada kullanilan Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR cihazi a. Gergek
zamanh Kantitatif PCR cihazina iliskin genel bir gériintii, b. Orneklerin yiiklendigi

plakalarin cihaza yerlestirildigi hazne

Tablo 8
Gergek zamanli kantitatif PCR reaksiyon kosullari
RT-gPCR Kosullar: Sicakhik (°C) Zaman Dongu
Initial Denaturation 95 15 dk 1 Dongl
Amplification
Denaturation 95 15sn
Baglanma (Annealing) 55 40 sn 35 Dongu
Uzama (Extention) 72 40 sn
Melting Curve 95 20 sn
67 60 sn 1 Dongu
97 0 sn

Gergek zamanlh kantitatif PCR kosullarinda ilk olarak bir dongii 95 °C 15 dakika

baslangic denatiirasyonu uygulanmigtir. Reaksiyonun amplifikasyon yani iiriinlerin

¢ogalma asamasinda 95 °C’de 15 saniye denatlrasyon, 55 °C’de 40 saniye baglanma ve 72

°C’de 40 saniye uzama basamaklar1 olmak iizere toplam 35 dongii uygulanmistir. Melting

curve asamasi toplamda bir dongii olacak sekilde 95 °C’de 20 sn, 67 °C’de 60 sn ve 97

°C’de 0 sn olarak ayarlanmigtir. Kullanilan primerlerin erime egrilerinin olustugu melting

curve asamasinin tamamlanmasiyla reaksiyon sonlandirilmistir (Tablo 8).
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Kuraklik stresi uygulanan aday mutant genotiplerin ve kontrol bitkilerinin analiz
edilen her bir gen icin bigcim 6ncesi (0. glin), kuraklik stresinin 18. ve 24. giliniine ait pik
profilleri RT-qPCR cihaz1 ile tespit edilmistir. Elde edilen piklerden faydalanilarak
floresan 1s1manin logaritmik olarak artmaya basladigt nokta olan Ct degerleri
belirlenmistir. Ger¢ek zamanl kantitatif PCR 6n denemeleri neticesinde analizlerde daha
kararl1 ve teknik tekrarlar arasinda daha az varyasyon gosterdigi tespit edilen Ms18S rRNA
geni RT-gPCR amplifikasyonlarinda referans (housekeeping) gen olarak segilmistir ve bu
genin ifade seviyesi temel alinarak ilgili kuraklik spesifik genlerin (MsProDH ve MtRD2)

kuraklik stresi altindaki relatif ifade seviyeleri belirlenmistir.

3.2.17. Verilerin Analizi

Baz1 agro-morfolojik 0Ozellikler, bitki kanopy sicakligi ve total klorofil miktari
verileri SAS paket programinda tek yonli varyans analizi (One-Way ANOVA) yapilmistir
ve ortalamalar en kicuk asgari fark (LSD) %5 oOnemlilik seviyesinde (p<0,05) test
edilmistir.

Referans olarak kullanilan gen ile kurakliktan sorumlu lokus spesifik genlerin Ct
degerlerini ¢ikarinca ACT degeri elde edilirken, strese maruz birakilan bitkiler ile kontrol
bitkilerinin Ct degerlerini ¢ikarinca AACT degeri elde edilmektedir. Her bir 6rnegin Ct
degerinde meydana gelen standart sapmalar Microsoft Office Excel programiyla
hesaplanmistir. ACT ve AACT hesaplamada kullanilan formiiller asagidaki gibidir;

ACT = CTornek — CTRrereraNs,
AACT = ACTsrtres — ACTkontroL (Livak ve Schmittgen, 2001).
(Calisma sonucunda ilgili genlerin relatif ifade seviyeleri arasindaki farkliliklar 2°

AACT formiilii kullanilarak hesaplanmustir (Livak ve Schmittgen, 2001).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tomurcuklanma Giin Sayilar1
Bitkilerin viyollerden saksilara transfer edilme tarihleri, saksilarda yetistirilen
bitkilerin ilk tomurcuk olusturduklari tarihler ve saksiya transfer edilmesinden itibaren

cicek tomurcugu olusumuna kadar gecen giin sayilar1 Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9
Aday mutant yonca (M3) genotipleri ile kontrol bitkilerinin saksiya transferinden itibaren
cicek tomurcugu olusturma tarihleri ve giin sayilari

Saksiya Transfer ve

_ Saksiya Ik Tomurcuklanma
Genotip o . Tomurcuklanma Arasi
Transfer Tarihi Tarihi
Gegen Sire
X18 26.12.2017 05.02.2018 41 Gin
X20 26.12.2017 31.01.2018 36 Gun
X50 12.01.2018 27.02.2018 46 Gin
Z1 12.01.2018 24.03.2018 71 Giin
Z2 12.01.2018 20.03.2018 67 Gin

Tablo 9’da goriildiigii lizere aday mutant yonca genotiplerinin kontrol bitkilerine
gore daha erken surede tomurcuklanma dénemine geldigi belirlenmistir. Tomurcuklanma
donemine en kisa siirede gelen bitki 36 giin ile X20 genotipi olurken en uzun siirede gelen

bitki ise 71 gun ile Z1 sulu kontrol bitkisi olmustur.

4.2. Bicim Oncesi Belirlenen Agro-morfolojik Ozellikler

Iklimlendirme odasinda kontrollii sartlarda yetistirilen aday mutant yonca genotipleri
genel olarak tomurcuklanma dénemine geldiklerinde 6nemli olan bazi agro-morfolojik
ozellikleri incelenmistir. incelenen agro-morfolojik ézellikler ve elde edilen bulgular Tablo

10’da verilmistir.
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Tablo 10
Aday mutant yonca (M3) genotipleri ile kontrol bitkilerinin bi¢im oncesine iligkin
belirlenen baz1 agro-morfolojik 6zellikleri

BO Orta Yaprakeik Boyu Ortalamasi (mm)
BO Orta Yaprakeik Eni Ortalamasi (mm)

T
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X18 2 148 39 16 2 2 1 1 0 O 535b 315a 9,75b
X20 8 125 36 14 2 3 2 0 O O 6,75a 30,7a 135ab
X50 2 142 40 15 3 2 2 0 1 1 527b 322a 125ab
Z1 6 125 25 19 3 2 2 0 0 O 385c 242b 147a
Z2 2 127 22 16 3 2 2 0 0O O 492bc 27,0ab 150a

LSDgs 1,31 6,65 4,05
n=4 n=4 n=4

4.2.1. Ana Dal Sayis1 (adet/bitki)

Bitkilerin bi¢cim dncesi ana dal sayilar1 incelendiginde en ¢ok ana dal olusturan bitki
8 adet ile X20 genotipi oldugu goriilmektedir. Ana dal olusumu en az olan bitkiler ise X18,
X50 mutant yonca genotipleri ile Z2 susuz kontrol bitkisi olmustur ve her birinin 2 adet

ana dal olusturdugu tespit edilmistir (Tablo 10).

4.2.2. Bitki Boyu (cm)
Bitki boyu bakimindan bitkiler incelendiginde en uzun boylanma gdsteren bitki 148
cm ile X18 genotipi olurken en kisa boylanma gdsteren bitkiler ise 125 cm ile X20 gnotipi

ve Z1 sulu kontrol bitkisinin oldugu tespit edilmistir (Tablo 10).

4.2.3. Ana Govde Kalinhg (mm)
Ana govde kalinligi bakimindan bitkiler incelendiginde en kalin gévdeye sahip olan
bitki 4,0 mm ile X50 genotipi olurken en ince gdvdeye sahip bitki 2,2 mm ile Z2 susuz

52



kontrol bitkisi oldugu tespit edilmistir. Tablo genel olarak incelendiginde aday mutant
genotiplerin kontrol bitkilerine gére daha kalin bir ana gévde yapisi sergiledigi
gorulmektedir (Tablo 10).

4.2.4. Yan Dal Sayis1 (adet/bitki)
Bitkilere ait en gelismis ana dal (zerindeki yan dal sayist bakimindan bitkiler
incelendiginde en ¢ok yan dal olusturan bitki 19 adet ile Z1 sulu kontrol bitkisi olurken en

az yan dal olusturan bitki 14 adet ile X20 genotipi oldugu tespit edilmistir (Tablo 10).

4.2.5. Cigek Salki Durumu (1-3)
Bitkiler bigim 6ncesi tomurcuklanma dénemine yakin zaman araliklarinda geldigi ve
tomurcuklanma doneminde bitkiler bi¢ildigi i¢in ¢icek olusturamamistir. Dolayisiyla bu

ozellik incelenememistir.

4.2.6. Cicek Rengi (1-5)
Bitkiler bigim 6ncesi tomurcuklanma donemine yakin zaman araliklarinda geldigi ve
tomurcuklanma doneminde bitkiler bigildigi i¢in ¢icek olusturamamistir. Dolayisiyla bu

Ozellik incelenememistir.

4.2.7. Yaprak Rengi (1-3)

Bitkilerin yaprak renkleri incelendiginde X18 ve X20 genotipleri yesil (2) yaprak
rengi Ozelligi sergilerken X50 genotipi ile Z1 ve Z2 kontrol bitkilerinin koyu yesil (3)
yaprak rengi sergiledigi belirlenmistir (Tablo 10).

4.2.8. Yaprakta Dislilik Durumu (1-3)

Her bir bitkinin yaprakg¢iklart genel olarak incelendiginde X20 genotipinin
yaprakgiklarindaki dislilik durumu gok belirgin (3) olarak tespit edilirken X18, X50, Z1 ve
Z2’de belirgin (2) olarak belirlenmistir (Tablo 10).

4.2.9. Kulakeik Sekli (1-4)

Bitkilerin kulake¢ik sekilleri incelendiginde X18 genotipinin kulak¢ik sekli
mizrakvari belirgin biiylik (1) olarak belirlenirken X20, X50, Z1 ve Z2 bitkilerinde ise
kulakg¢ik sekli mizrakvari belirgin kiigiik (2) olarak belirlenmistir (Tablo 10).
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4.2.10. Kulak¢ikta Antosiyanin (0-1)

Bitkilerin kulakg¢iklarinda antosiyanin maddesi belirlenememistir.

4.2.11. Koltuk Strgininde Antosiyanin (0-1)

Bitkilerin koltuk stirgiiniinde antosiyanin maddesi belirlenememistir.

4.2.12. Govdede Antosiyanin (0-1)

Bitkiler genel olarak incelendiginde X18 genotipinin govdesinde antosiyanin
maddesi var (1) iken diger bitkilerin gévdelerinde antosiyanin maddesi belirlenememistir
(Tablo 10).

4.2.13. Yaprakta Tayluluk (0-1)
Bitkiler genel olarak incelendiginde X50 genotipinin yapraklarinda tiyliiliik var (1)
iken diger bitkilerin yapraklarinda tiiyliiliikk belirlenememistir (Tablo 10).

4.2.14. Govdede Tuylaluk (0-1)
Bitkiler genel olarak incelendiginde X50 genotipinin gdvdesinde tiiyliiliik var (1)
iken diger bitkilerin gévdelerinde tiyliiliikk belirlenememistir (Tablo 10).

4.2.15. Yaprak Boyu (cm)
Bitkilerin yaprak boyuna (cm) ait ortalama, minimum ve maksimum degerler Tablo

11°de verilmistir.

Tablo 11
Bitkilerin birinci bicim 6ncesi yaprak boylarina (cm) iliskin ortalama, minimum ve
maksimum degerleri (n=4)

Genotip Ortalama* Minimum Maksimum

X18 535D 4,2 6,0
X20 6,75 a 5,7 7,6
X50 527D 4,8 57
Z1 3,85¢ 3,1 52
Z2 4,92 be 4,1 6,1

* 5,22

LSD: 1,31

Alpha: 0,05

Varyasyon Katsayisi (%): 16,34

Aym harf atanan ortalamalar arasindaki farklar onemli degildir.
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Tablo 11 incelendiginde tiim bitkilerin ortalama yaprak boyu uzunlugunun 5,22 cm
oldugu, ortalama en uzun yaprak boyunun 6,75 cm ile X20 genotipinden, ortalama en kisa
yaprak boyunun 3,85 cm ile Z1 sulu kontrol bitkisinden elde edildigi goriilmektedir.
Minimum yaprak boyu uzunlugu 3,1 cm ile Z1 sulu kontrol bitkisinden elde edilirken,
maksimum yaprak boyu uzunlugu 7,6 cm ile X20 genotipinden elde edildigi

gorulmektedir.

4.2.16. Orta Yaprake¢ik Boyu (mm)
Bitkilerin orta yaprak¢ik boyuna (mm) ait ortalama, minimum ve maksimum

degerler Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12
Bitkilerin birinci bigim 6ncesi orta yaprakgik boylarina (mm) iligkin ortalama, minimum
ve maksimum degerleri (n=4)

Genotip Ortalama* Minimum Maksimum
X18 315a 26 34
X20 30,7 a 30 31
X50 322a 26 37
Z1 24,2 ab 21 29
Z2 270b 20 35
*29,15
LSD: 6,75
Alpha: 0,05

Varyasyon Katsayisi (%): 15,04

Ayni harf atanan ortalamalar arasindaki farklar 6nemli degildir.

Tablo 12 incelendiginde tiim bitkilerin ortalama orta yaprak¢ik boyunun 29,15 mm
oldugu, ortalama en uzun orta yaprak¢ik boyunun 32,2 mm ile X50 genotipinden, ortalama
en kisa orta yaprak¢ik boyunun 24,2 mm ile Z1 sulu kontrol bitkisinden elde edildigi
goriilmektedir. Minimum orta yaprak¢ik boyu 20 mm ile Z2 susuz kontrol bitkisinden elde
edilirken, maksimum orta yaprak¢ik boyu 37 mm ile X50 genotipinden elde edildigi

gorulmektedir.
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4.2.17. Orta Yaprakcik Eni (mm)
Bitkilerin orta yaprake¢ik enine (mm) ait ortalama, minimum ve maksimum degerler

Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13
Bitkilerin birinci bi¢im Oncesi orta yaprak¢ik enine (mm) iligkin ortalama, minimum ve
maksimum degerleri (n=4)

Genotip Ortalama* Minimum Maksimum
X18 9,75b 9 12
X20 13,5ab 12 15
X50 12,5ab 12 14
Z1 14,7 a 10 20
Z2 150 a 9 21
*13,10
LSD: 4,05
Alpha: 0,05

Varyasyon Katsayisi (%): 20,11

Ayni harf atanan ortalamalar arasindaki farklar 6nemli degildir.

Tablo 13 incelendiginde tiim bitkilerin ortalama orta yaprakcik eninin 13,10 mm
oldugu, ortalama en uzun orta yaprak¢ik eninin 15 mm ile Z2 susuz kontrol bitkisinden,
ortalama en kisa orta yaprak¢ik eninin 9,75 mm ile X18 genotipinden elde edildigi
goriilmektedir. Minimum orta yaprak¢ik eni 9 mm ile X18 genotipi ve Z2 susuz kontrol
bitkisinden elde edilirken, maksimum orta yaprak¢ik eni 21 mm ile Z2 susuz kontrol

bitkisinden elde edildigi goriilmektedir.

4.3. Bitkilerin Yas ve Kuru Ot Agirhiklar:
Iklim odasinda sulanarak kontrollii sartlarda yetistirilen bitkilerin yas ve kuru ot

agirliklar1 Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14
Bitkilere ait yas ve kuru ot agirliklar (g/bitki)
Genotip Yas Ot Agirhg: (g/bitki) Kuru Ot Agirh@ (g/bitki)
X18 52 9
X20 65 13
X50 64 12
Z1 31 7
Z2 13 2
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Tablo 14 incelendiginde tomurcuklanma doénemine kadar sulanarak yetistirilen
bitkilerin yas ot agirliklar1 karsilastirildiginda aday mutant yonca genotiplerinin kontrol
bitkilerine gére daha fazla yesil ot tirettikleri goriilmektedir.

Yas ot agirlig1 bakimindan en iyi performansi 65 g/bitki ile X20 ve 64 g/bitki ile X50
genotipleri sergilerken en diisiik performansi 13 g/bitki ile Z2 susuz kontrol bitkisinin
sergiledigi belirlenmistir. Kuru ot agirligi en fazla 13 g/bitki ile X20 ve 12 g/bitki ile X50
genotiplerinden elde edilirken, kuru ot agirligi en az 2 g/bitki ile Z2 susuz kontrol
bitkisinden elde edilmistir (Tablo 14).

4.4. Saks1 Tartim Degerleri
Aday mutant yonca genotipleri ile kontrol bitkilerine birinci bigim sonrasi uygulanan
kuraklik stresinin ilk giiniinden son giiniine kadar saksi agirliklarinda kuraklik stresinin

stiresine gore meydana gelen degisimler Sekil 24°de verilmistir.

Saksi Agirliklar (kg)
10 8#
By P22
9 °° cooom '\'\m oo“"°\°'\N oc’°°oc>c>ooc> § °°oo$:o°"§
8
,\oor\
7 i
6
5 .
4
3
2
1
0
22

® Kurakhik Baslangici (Bi¢im) m KS-3. Gun

1 KS-6. Gun m KS-9. Gun

m KS-12. Gun 1 KS-15. Gin

m KS-18. Gun m KS-21. Gun

m KS-24. Gun

Sekil 24. Birinci bigim sonrasit uygulanan kuraklik stresi boyunca giinlere gore saksi
agirliklarinda (kg) meydana gelen degisimler (KS: Kuraklik stresi)
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Sekil 24 genel olarak incelendiginde her ii¢ giinde bir yapilan tartimlara gore Z1 sulu
kontrol bitkisinin bulundugu saksi hari¢ tiim saksilarda suyun uzaklasarak agirlik
azaliglarinin meydana geldigi goriilmektedir.

Saksilara su verme isleminin durduruldugu ve kuraklik stresinin baslatildigi giin
yapilan tartimlarda X18, X20, X50 mutant bitkileri ile Z1 (sulu) ve Z2 (susuz) kontrol
bitkilerinin saks1 agirliklar sirasiyla 8,61, 7,99, 8,59, 8,65, 9,28 kg olarak tespit edilmistir.
Kuraklik stresinin 18. giinii X18, X20, X50 ve Z2 bitkilerinin saks1 agirliklarinin sirasiyla
7,01, 5,47, 7,22 ve 8,21 kg oldugu belirlenirken kuraklik stresinin 24. giinii bu degerler
sirastyla 6,57, 4,22, 6,2 ve 7,87 kg olarak belirlenmistir. Kuraklik stresinin ilk giliniinden
son glnine kadar yapilan tartimlar sonucunda X18’de 2,04, X20’de 3,77, X50’de 2,39 ve
Z2’de 1,41 kg azalma oldugu tespit edilmistir. Z1 sulu kontrol bitkisi dizenli olarak
sulanmugtir (Sekil 24).

4.5. Bitki Kanopy Sicakhiklar:

Kuraklik stresinin farkli zamanlarinda 6lgiilen bitki kanopy sicakliklarina (°C) ait

ortalama, minimum ve maksimum degerler Tablo 15°te  verilmistir.
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Tablo 15
Kuraklik stresinin farkli zamanlarinda 6l¢iilen bitki kanopy sicakliklarina (°C) iligkin ortalama, minimum ve maksimum degerler (n=3)

KS 6. Gin KS 9. Gin KS 12. Gin KS 15. Gin KS 18. Gin KS 21. Gin KS 24. Giun
s e § % € §E % ¢ § s e § S e & S e & b e §
o e S I I S = e S = e S = e S = I S I e S =
Z c e = o e o o e ‘5 o e ‘a5 K IS ‘5 K e ‘> o e ‘a5
< = X < = X < = X < = X [ = X < = X T = X
S £ = < £ = © £ = S bt = < £ = S £ = © £ c <
o o) > = @) =z = O =z = O =z = ®) =z = @) =z = o) = p=
X18 1953¢ 19,1 20,1 21,40a 21,2 21,7 17,33c 17,8 18,2 21,46a 21,4 21,6 20,00bc 19,4 20,3 19,86b 19,7 20,0 20,63b 20,4 20,9

X20 19,73bc 19,6 19,8 21,80a 21,7 219 1833c 182 184 21,06b 209 21,2 1936c¢ 19,2 19,7 20,23ab 20,2 20,3 20,60b 20,4 21,0
X50 19,76 bc 19,5 20,1 20,06 c 19,6 20,5 1940b 191 19,6 20,73cd 20,7 20,8 2086a 208 21,0 20,63a 203 209 2140a 21,0 21,9

Z1 20,23ab 20,0 20,4 20,80b 20,8 20,8 20,50a 20,2 20,8 20,80c 20,7 209 20,50ab 20,3 20,6 2043a 20,1 209 2056b 204 209
Z2 20,56a 20,3 20,8 20,33c 20,2 20,5 20,40a 20,2 20,5 20553d 20,1 20,9 20,33ab 19,9 20,9 2056a 20,4 209 2056b 20,1 209
* 19,96 20,88 19,31 20,92 20,21 20,34 20,75

LSD 0,568 0,465 0,561 0,251 0,734 0,465 0,687

Alpha 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

V.K. (%) 1,51 1,18 1,54 0,63 1,93 1,81 1,75

Ayni harf atanan ortalamalar arasindaki farklar 6nemli degildir.

(KS: Kuraklik stresi, V.K: Varyasyon katsayisi).

59



Kuraklik stresinin 6. giinii tim bitkilerin ortalama kanopy sicaklikliginin 19,96 °C
oldugu belirlenmistir. En yiiksek ortalama bitki kanopy sicakligi (BKS) 20,56 °C ile Z2
susuz kontrol bitkisinden, en diisiik ortalama BKS 19,53 °C ile X18 genotipinden elde
edilmistir. Minimum BKS 19,1 °C ile X18 genotipinden elde edilirken, maksimum BKS
20,8 °C ile Z2 susuz kontrol bitkisinden elde edildigi goriilmektedir (Tablo 15).

Kuraklik stresinin 9. gunu tiim bitkilerin ortalama kanopy sicaklikliginin 20,88 °C
oldugu belirlenmistir. En yiksek ortalama BKS 21,80 °C ile X20 genotipinden, en diisiik
ortalama BKS 20,06 °C ile X50 genotipinden elde edilmistir. Minimum BKS 19,6 °C ile
X50 genotipinden elde edilirken, maksimum BKS 21,9 °C ile X20 genotipinden elde
edildigi goriilmektedir (Tablo 15).

Kuraklik stresinin 12. giinii tiim bitkilerin ortalama kanopy sicaklikliginin 19,31 °C
oldugu belirlenmistir. En yiiksek ortalama BKS 20,50 °C ile Z1 sulu kontrol bitkisinde, en
diisiik ortalama BKS 17,33 °C ile X18 genotipinden elde edilmistir. Minimum BKS 17,8
°C ile X18 genotipinden elde edilirken, maksimum BKS 20,8 °C ile Z1 sulu kontrol
bitkisinden elde edildigi goriilmektedir (Tablo 15).

Kuraklik stresinin 15. giinii tiim bitkilerin ortalama kanopy sicaklikliginin 20,92 °C
oldugu belirlenmistir. En yiiksek ortalama BKS 21,46 °C ile X18 genotipinden, en diisiik
ortalama BKS 20,53 °C ile Z2 susuz kontrol bitkisinden elde edilmistir. Minimum BKS
20,1 °C ile Z2 susuz kontrol bitkisinden elde edilirken, maksimum BKS 21,6 °C ile X18
genotipinden elde edildigi goriilmektedir (Tablo 15).

Kuraklik stresinin 18. giinii tiim bitkilerin ortalama kanopy sicaklikliginin 20,21 °C
oldugu belirlenmistir. En yiiksek ortalama BKS 20,86 °C ile X50 genotipinden, en diisiik
ortalama BKS 19,36 °C ile X20 genotipinden elde edilmistir. Minimum BKS 19,2 °C ile
X20 genotipinden elde edilirken, maksimum BKS 21,0 °C ile X50 genotipinden elde
edildigi goriilmektedir (Tablo 15).

Kuraklik stresinin 21. gilinii tiim bitkilerin ortalama kanopy sicaklikliginin 20,34 °C
oldugu belirlenmistir. En yiiksek ortalama BKS 20,63 °C ile X50 genotipinden, en diisiik
ortalama BKS 19,86 °C ile X18 genotipinden elde edilmistir. Minimum BKS 19,7 °C ile
X18 genotipinden elde edilirken, maksimum BKS 20,9 °C ile X50, Z1 ve Z2 bitkilerinden
elde edildigi goriilmektedir (Tablo 15).
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Kuraklik stresinin 24. giint tim bitkilerin ortalama kanopy sicaklikligimin 20,75 °C
oldugu belirlenmistir. En yiiksek ortalama BKS 21,40 °C ile X50 genotipinden, en diisiik
ortalama BKS 20,56 °C ile Z1 (sulu) ve Z2 (susuz) kontrol bitkilerinden elde edilmistir.
Minimum BKS 20,1 °C ile Z2 susuz kontrol bitkisinden elde edilirken, maksimum BKS
21,9 °C ile X50 genotipinden elde edildigi goriilmektedir (Tablo 15).

X18
22.0 214 215
21.0 20.6
20.0 19.9
20.0 19.5
19.0
17.9
18.0
17.0
16.0
KS6GUN KS9GUN KS12GUN KS15GUN KS18GUN KS21GUN KS24GUN

Sekil 25. X18 genotipinin kuraklik stresinin siiresine gore bitki kanopy sicakliginda (°C)
meydana gelen degisimler (n=3)
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X20
21.8
22.0
21.1
21.0 20.6
20.2
20.0 19.7
194
19.0
18.3

18.0

17.0

16.0

KS6GUN KS9GUN KS12GUN  KS15GUN  KS18GUN  KS21GUN  KS24GUN

Sekil 26. X20 genotipinin kuraklik stresinin siiresine gore bitki kanopy sicakliginda (°C)
meydana gelen degisimler (n=3)

X50
21.4
21.5
210 , 20.9
' 9.7 20.6
20.5
20.1
20.0 19.8
19.4

19.5
19.0
18.5
18.0

KS6GUN  KS9GUN  KS12GUN KS15GUN  KS18GUN  KS21GUN  KS24GUN

Sekil 27. X50 genotipinin kuraklik stresinin siiresine gore bitki kanopy sicakliginda (°C)
meydana gelen degisimler (n=3)
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Z1

20.8
20.6
20.5
I 204

KS6GUN KS9GUN KS12GUN  KS15GUN  KS18GUN  KS21GUN  KS24GUN

20.8

20.8

20.7

20.6

20.5

204

20.3

20.2

20.1

20.0

19.9

Sekil 28. Z1 sulu kontrol bitkisinin kuraklik stresinin siiresine gore bitki kanopy
sicakliginda (°C) meydana gelen degisimler (n=3)

Z2

20.6 20.6 20.6
20.5
20.4
20.3 l 20.3

KS6GUN KS9GUN KS12GUN KS15GUN  KS18GUN  KS21GUN  KS24GUN

20.6

20.6

20.5

20.5

204

20.4

20.3

20.3

20.2

Sekil 29. Z2 susuz kontrol bitkisinin kuraklik stresinin siiresine gore bitki kanopy
sicakliginda (°C) meydana gelen degisimler (n=3)
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4.6. Kurakhk Stresi Uygulanan Bitkilerden Belirlenen Agro-morfolojik
Ozellikler

4.6.1. Kurakhk Stresinin 18. Giinii Belirlenen Agro-morfolojik Ozellikler

Bigildikten sonra kuraklik stresi altinda yetistirilen aday mutant (M3) yonca
genotiplerin ve kontrol bitkilerinin kuraklik stresinin 18. giinii 6nemli baz1 agro-morfolojik

ozellikleri incelenmistir. Incelenen ozellikler ve elde edilen bulgular Tablo 16°da

verilmistir.
Tablo 16
Kuraklik stresinin 18. giiniine iligkin belirlenen bazi agro-morfolojik 6zellikler
: £ 2 & E
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= S 2 2 = S S
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r = = > = =
> oS -l 7)) < I I
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X18 36,6 3 15,8 3 36 325a 175b
X20 47,6 3,1 21,2 8 185 21,7b 22,7a
X50 50,3 2,9 48,1 4 42 255ab 18,0ab
Z1 42,1 2,3 31,3 2 53 27,7ab 18,0ab
Z2 38 0,8 19,7 0 27 22,7b 14,0b
LSDo.05 8,79 4,94

n=4 n=4

Bitki Boyu (cm)

Kuraklik stresinin 18. giliniine iliskin bitki boyu bakimindan bitkiler incelendiginde
en uzun boylanma gosteren bitki 50,3 cm ile X50 genotipi olurken en kisa boylanma
gosteren bitkinin 36,6 cm ile X18 genotipi oldugu belirlenmistir. Z1 sulu kontrol bitkisi
42,1 cm boylanma sergilerken Z2 susuz kontrol bitkisinin 38 cm boylandig: tespit
edilmistir (Tablo 16).

Ana Govde Kalinhigi (mm)
Kuraklik stresinin 18. giinii en kalin ana govdeye sahip olan bitki 3,1 mm ile X20
genotipi olurken en ince ana govdeye sahip bitkinin 0,8 mm ile Z2 susuz kontrol bitkisi

oldugu belirlenmistir. Genel olarak incelendiginde aday mutant genotiplerin kontrol
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bitkilerine gére daha kalin bir ana gévde yapisi sergiledigi gortilmektedir (Tablo 16).

Dogal Bitki Boyu (cm)

Kuraklik stresinin 18. giinii dogal bitki boyu bakimindan bitkileri kiyasladigimiz
zaman en uzun dogal bitki boyu 48,1 cm ile X50 genotipinde olurken en kisa dogal bitki
boyu 15,8 cm ile X18 genotipinde olmustur (Tablo 16).

Yan Dal Sayis1 (adet/bitki)
Kuraklik stresinin 18. giinii bitkilere ait en gelismis ana dal iizerindeki yan dal sayis1
bakimindan incelediginde en ¢ok yan dal olusturan bitki 8 adet ile X20 genotipi olurken Z2

susuz kontrol bitkisinin yan dal olusturamadigi tespit edilmistir (Tablo 16).

Yaprak Sayis1 (adet/bitki)

Kuraklik stresinin 18. giiniine iliskin bitkilerin olusturdugu yaprak sayilar
bakimindan incelediginde en ¢ok yaprak sayisina sahip bitki 185 adet ile X20 genotipi
olurken en az yaprak sayis1 27 adet ile Z2 susuz kontrol bitkisinde tespit edilmistir (Tablo
16).

Orta Yaprak¢ik Boyu (mm)
Kuraklik stresinin 18. giinii bitkilere ait orta yaprakc¢ik boyu (mm) ortalamas,

minimum ve maksimum degerleri Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17
Kuraklik stresinin 18. giinii bitkilerin orta yaprak¢ik boyuna (mm) iligkin ortalama,
minimum ve maksimum degerleri (n=4)

Genotip Ortalama* Minimum Maksimum
X18 325a 30 40
X20 21,7Db 20 24
X50 25,5 ab 16 33
Z1 27,7 ab 19 33
Z2 22,7b 20 25
*26,05
LSD: 8,79
Alpha: 0,05

Varyasyon Katsayisi (%): 21,90

Ayni harf atanan ortalamalar arasindaki farklar 6nemli degildir.
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Tablo 17 incelendiginde kuraklik stresinin 18. giinii tiim bitkilerin ortalama orta
yaprak¢ik boyunun 26,05 mm oldugu, ortalama en uzun orta yaprak¢ik boyunun 32,5 mm
ile X18 genotipinden, ortalama en kisa orta yaprak¢ik boyunun 21,7 mm ile X20
genotipinden elde edildigi goriilmektedir. Minimum orta yaprak¢ik boyu 16 mm ile X50
genotipinden elde edilirken, maksimum orta yaprak¢ik boyu 40 mm ile X18 genotipinden
elde edildigi goriilmektedir.

Orta Yaprake¢ik Eni (mm)
Kuraklik stresinin 18. gilinli bitkilere ait orta yaprakc¢ik eni (mm) ortalamasi,

minimum ve maksimum degerleri Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18
Kuraklik stresinin 18. giinii bitkilerin orta yaprak¢ik enine (mm) iliskin ortalama,
minimum ve maksimum degerleri (n=4)

Genotip Ortalama* Minimum Maksimum
X18 175b 16 20
X20 22,7 a 18 29
X50 18,0 ab 14 21
Z1 18,0 ab 15 21
Z2 14,0b 13 15
*18,05
LSD: 4,94
Alpha: 0,05

Varyasyon Katsayisi (%): 17,78

Ayni harf atanan ortalamalar arasindaki farklar 6nemli degildir.

Tablo 18 incelendiginde kuraklik stresinin 18. giinii tiim bitkilerin ortalama orta
yaprakeik eninin 18,05 mm oldugu, ortalama en uzun orta yaprak¢ik boyunun 22,7 mm ile
X20 genotipinden, ortalama en kisa orta yaprak¢ik boyunun 14 mm ile Z2 susuz kontrol
bitkisinden elde edildigi goriilmektedir. Minimum orta yaprak¢ik eni 13 mm ile Z2 susuz
kontrol bitkisinden elde edilirken, maksimum orta yaprak¢ik eni 29 mm ile X20

genotipinden elde edildigi goriilmektedir.
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4.6.2. Kuraklik Stresinin 24. Giinii Belirlenen Agro-morfolojik Ozellikler

Kuraklik stresi altinda yetistirilen aday mutant yonca genotiplerinin kuraklik
stresinin 24. giinii 6nemli bazi1 agro-morfolojik ozellikleri incelenmistir. incelenen
Ozellikler ve elde edilen bulgular Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 19
Kuraklik stresinin 24. giiniine iligkin belirlenen bazi agro-morfolojik 6zellikler
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X18 58,3 3,1 24,6 6 59 240a 120a 3 2
X20 55,3 3,3 38,6 9 116 21,2a 9,7 abc 4 2
X50 93 2,9 26 9 120 220a 8,0ch 3 2
Z1 75,3 3,1 53 8 370 25,2a 11,0ab 4 2
Z2 52 0,7 26 5 96 115b 65¢ 3 3
LSDgs 4,67 3,85
n=4 n=4

Bitki Boyu (cm)
Kuraklik stresinin 24. giiniine iliskin bitki boyu bakimindan bitkiler incelediginde en
uzun boylanma gdsteren bitki 93 cm ile X50 genotipi olurken en kisa boylanma gosteren

bitki 52 cm ile Z2 susuz kontrol bitkisi olmustur (Tablo 19).

Ana Gévde Kalnh@ (mm)
Kuraklik stresinin 24. giinii ana gévde kalinlig1 bakimindan bitkileri kiyasladigimiz
zaman en kalin gévdeye sahip olan bitki 3,3 mm ile X20 genotipi olurken en ince gdvdeye

sahip bitki 0,7 mm ile Z2 susuz kontrol bitkisi olmustur (Tablo 19).

Dogal Bitki Boyu (cm)

Kuraklik stresinin 24. giinii dogal bitki boyu bakimindan bitkiler incelendiginde en
uzun dogal bitki boyu 53 cm ile Z1 sulu kontrol bitkisinde olurken en kisa dogal bitki boyu
24,6 cm ile X18 genotipinde olmustur (Tablo 19).
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Yan Dal Sayis1 (adet/bitki)

Kuraklik stresinin 24. giinii bitkilere ait en gelismis ana dal iizerindeki yan dal sayisi
bakimindan bitkiler incelendiginde en ¢ok yan dal olusturan bitkiler 9 adet ile X20 ve X50
genotipleri olurken en az yan dal olusturan bitki 5 adet ile Z2 susuz kontrol bitkisi
olmustur (Tablo 19).

Yaprak Sayisi (adet/bitki)

Kuraklik stresinin 24. giiniine iligkin bitkilerin olusturdugu yaprak sayilar
bakimindan bitkiler incelendiginde en ¢ok yaprak sayisina sahip bitki 370 adet ile Z1 sulu
kontrol bitkisi olurken en az yaprak sayisi 59 adet ile X18 genotipi olmustur (Tablo 19).

Orta Yaprak¢ik Boyu (mm)
Kuraklik stresinin 24. giinii bitkilere ait orta yaprak¢ik boyu (mm) ortalamast,

minimum ve maksimum degerleri Tablo 20°de verilmistir.

Tablo 20
Kuraklik stresinin 24. giinii bitkilerin orta yaprake¢ik boyuna (mm) iliskin ortalama,
minimum ve maksimum degerleri (N=4)

Genotip Ortalama* Minimum Maksimum
X18 240a 20 27
X20 21,2 a 18 23
X50 220a 20 25
Z1 25,2 a 19 29
Z2 115b 10 15
*20,80
LSD: 4,67
Alpha: 0,05

Varyasyon Katsayisi (%): 14,58

Ayni harf atanan ortalamalar arasindaki farklar 6nemli degildir.

Tablo 20 incelendiginde kuraklik stresinin 24. giinii tim bitkilerin ortalama orta
yaprak¢ik boyunun 20,80 mm oldugu, ortalama en uzun orta yaprake¢ik boyunun 25,2 mm
ile Z1 sulu kontrol bitkisinden, ortalama en kisa orta yaprak¢ik boyunun 11,5 mm ile Z2
susuz kontrol bitkisinden elde edildigi goriilmektedir. Minimum orta yaprak¢ik boyu 10
mm ile Z2 susuz kontrol bitkisinden elde edilirken, maksimum orta yaprak¢ik boyu 29 mm

ile Z1 sulu kontrol bitkisinden elde edilmistir.
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Orta Yaprake¢ik Eni (mm)
Kuraklik stresinin 24. giinli bitkilere ait orta yaprakc¢ik eni (mm) ortalamasi,
minimum ve maksimum degerleri Tablo 21°de verilmistir.

Tablo 21

Kuraklik stresinin 24. giinli bitkilerin orta yaprakc¢ik enine (mm) iliskin ortalama,
minimum ve maksimum degerleri (n=4)

Genotip Ortalama* Minimum Maksimum
X18 12,0a 8 18
X20 9,7 abc 8 11
X50 8,0 bc 6 10
Z1 11,0 ab 9 13
Z2 6,5¢C 6 7
*9,45
LSD: 3,85
Alpha: 0,05

Varyasyon Katsayisi (%): 26,49

Ayni harf atanan ortalamalar arasindaki farklar 6nemli degildir.

Tablo 21 incelendiginde kuraklik stresinin 24. giinii tim bitkilerin ortalama orta
yaprakeik eninin 9,45 mm oldugu, ortalama en uzun orta yaprak¢ik boyunun 12 mm ile
X18 genotipinden, ortalama en kisa orta yaprak¢ik boyunun 6,5 mm ile Z2 susuz kontrol
bitkisinden elde edildigi goriilmektedir. Minimum orta yaprak¢ik eni 6 mm ile X50
genotipi ve Z2 susuz kontrol bitkisinde elde edilirken, maksimum orta yaprake¢ik eni 18

mm ile X18 genotipinden elde edilmistir.

Cicek Rengi (1-4)

Kuraklik stresinin 24. giinii ¢igek olusturan bitkilerin ¢igek renklerini belirlemek i¢in
kullanilan ¢igek rengi skalasina gore X18, X50 ve Z2 agik mor (3) rengine sahip ¢igekler
olustururken X20 ve Z1 mor (4) renginde ¢igekler olusturmustur (Tablo 19).

Cicek Salkim Durumu (1-3)

Ciceklenen bitkilerin salkim durumunu belirlemek i¢in kullanilan c¢i¢ek salkim
durumu skalasina gore X18, X20, X50 ve Z1 bitkileri seyrek salkim (2), Z2 ise sik salkim
(3) formuna sahip ¢igek salkimlart olusturmuslardir (Tablo 19).
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4.7. Total Klorofil icerigi

Birinci bi¢im sonrasi kuraklik stresine maruz birakilan X18, X20 ve X50 aday
mutant (M3) yonca genotipleri ile Z1 (sulu) ve Z2 (susuz) kontrol bitkilerinin total klorofil
iceriginde (mg/kg) meydana gelen degisimler Minolta SPAD-502 Kklorofilmetre ile
Olclilmiistiir. Birinci bigim 6ncesi (0. giin), kuraklik stresinin 18. ve 24. giinii total klorofil

miktarlar1 (mg/kg) 6lcilen bitkilere ait bulgular Sekil 30°da verilmistir.

80.00 3
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Sekil 30. Aday mutant genotipler ile kontrol bitkilerinin bigim 6ncesi, kuraklik stresinin
18. ve 24. giinii total klorofil iceriginde meydana gelen degisimler (mg/kg)

Kuraklik stresinin 0. giinii (B.O), 18 ve 24. giinlerinde, X18 genotipinin total klorofil
miktar1 sirastyla 58,48, 48,64 ve 53,41 mg/kg olarak belirlenmistir. X18 genotipine iliskin
total klorofil miktarlart bi¢im Oncesine gore kuraklik stresinin 18. giiniinde %16,77
oraninda azaldigi belirlenmistir. Kuraklik stresinin 18. giiniine gore 24. giinde ise total
klorofil miktarinda %9,74 oraninda artis meydana gelirken bigim 6ncesine gore 24. gunde
%38,67 oraninda azaldigi tespit edilmistir (Sekil 30).

Kuraklik stresinin 0, 18 ve 24. giinlerinde, X20 genotipinin total klorofil miktar1
sirastyla 60,27, 53,98 ve 49,22 mg/kg olarak belirlenmistir. X20 genotipine iligkin total
klorofil miktarlar1 bicim 6ncesine gore kuraklik stresinin 18. giliniinde %10,43 oraninda
azaldig1 belirlenmigtir. Kuraklik stresinin 18. giiniine gore 24. giinde ise total klorofil
miktarinda %8,81 oraninda azalis meydana gelirken bigim Oncesine gore 24. giinde

%18,33 oraninda azaldig tespit edilmistir (Sekil 30).
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Kuraklik stresinin 0, 18 ve 24. giinlerinde, X50 genotipinin total klorofil miktari
strastyla 60,55, 56,96 ve 45,67 mg/kg olarak belirlenmistir. X50 genotipine iligkin total
klorofil miktarlar1 bigim Oncesine gore kuraklik stresinin 18. giliniinde %13,10 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. Kuraklik stresinin 18. giiniine gore 24. giinde ise total klorofil
miktarinda %19,82 oraninda azalis meydana gelirken bigim Oncesine gore 24. giinde
%30,32 oraninda azaldig: tespit edilmistir (Sekil 30).

Kuraklik stresinin 0, 18 ve 24. giinlerinde, Z1 sulu kontrol bitkisinin total klorofil
miktart sirasiyla 70,88, 38,95 ve 46,21 mg/kg olarak belirlenmistir. Z1 sulu kontrol
bitkisine iligkin total klorofil miktarlari bi¢im Oncesine gore 18. glinde %45,04 oraninda
azalmistir fakat 18. giine gore 24. giinde ise total klorofil miktarinda %18,63 oraninda artis
belirlenmistir. Bi¢im Oncesine gore 24. giinde ise %34,80 oraninda azaldigi tespit
edilmistir (Sekil 30).

Kuraklik stresinin 0, 18 ve 24. gunlerinde, Z2 susuz kontrol bitkisinin total klorofil
miktar1 sirasiyla 59,08, 46,05 ve 47,69 mg/kg olarak belirlenmistir. Z2 susuz kontrol
bitkisine iligkin total klorofil miktarlar1 bi¢im 6ncesine gore 18. giinde %22,05 oraninda
azaldig1 fakat 18. giine gore 24. giinde ise total klorofil miktarinda %3,56 oraninda artig
meydana geldigi belirlenmistir. Bigim Oncesine gore 24. giinde ise %19,27 oraninda
azaldig tespit edilmistir (Sekil 30).

Birinci bigim o6ncesi tomurcuklanma doneminde yapilan SPAD o&lgim degerleri,
kuraklik stresinin 18. ve 24. giiniline gore tiim bitkilerde daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Kuraklik stresi altinda yetistirilen bitkilerin total klorofil miktarindaki azalmalar Zhang ve
digerleri (2016)’nin elde ettigi bulgularla benzerlik géstermektedir. Buna ek olarak bitki
biciminin meydana getirmis oldugu stresin de klorofil miktarinda azalmalara neden
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan stres sartlarinda yetistirilen bitkilerden gerekli
analizler i¢in yaprak ornekleri toplanmistir ve yeni olusan geng yapraklardan SPAD
Olctimleri gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde bicim Oncesine gore
kuraklik stresinin 18. ve 24. giinlerinde SPAD degerlerinin diisiik ¢iktig1 tespit edilmistir.
SPAD degerlerindeki bu diisiis, klorofil sentezinin yeni olusan geng¢ yapraklarda tam olarak
gerceklesememesinden kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

Total klorofil miktar1 bakimindan tiim bitkilerde 6nemli varyasyonlarin oldugu
belirlenmistir. Kuraklik stresi ve kuraklik stresinin siiresi ile birlikte bitki genotipinden
kaynaklanan farkliliklarin bu varyasyonun olusmasinda biiylik etkisinin oldugu

distiniilmektedir.
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4.8. RT-gPCR Reaksiyonlarma Ait Amplifikasyon ve Erime Egrileri

Kullanilan hedef genlere (MsProDH ve MtRD2) ait ileri ve geri primerler ile
bitkilerden 3 farkli zamanda (0. gun, kuraklik stresinin 18. ve 24. giinii) alinan yaprak
orneklerine iliskin amplifikasyon ve erime egrilerine ait gorseller Sekil 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 ve 48’de verilmistir.
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Sekil 31. MsProDH primerleri ve X18 genotipine ait orneklere iliskin amplifikasyon
egrileri
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Sekil 32. MsProDH primerleri ve X18 genotipine ait drneklere iliskin erime egrileri
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Sekil 33. MsProDH primerleri ve X20 genotipine ait Orneklere iliskin amplifikasyon
egrileri
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Sekil 34. MsProDH primerleri ve X20 genotipine ait drneklere iliskin erime egrileri
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Sekil 35. MsProDH primerleri ve X50 genotipine ait Orneklere iliskin amplifikasyon
egrileri
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Sekil 36. MsProDH primerleri ve X50 genotipine ait drneklere iliskin erime egrileri
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ARnN vs Cycle (Linear)
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Sekil 37. MsProDH primerleri ve Z1 sulu kontrol bitkisine ait orneklere iliskin
amplifikasyon egrileri
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Sekil 38. MsProDH primerleri ve Z1 sulu kontrol bitkisine ait 6rneklere iliskin erime
egrileri
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Sekil 39. MsProDH primerleri ve Z2 susuz kontrol bitkisine ait Orneklere iliskin
amplifikasyon egrileri
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Sekil 40. MsProDH primerleri ve Z2 susuz kontrol bitkisine ait 6rneklere iliskin erime
egrileri
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Sekil 41. MtRD2 primerleri ve X18 genotipine ait drneklere iliskin amplifikasyon egrileri
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Sekil 42. MtRD2 primerleri ve X18 genotipine ait 6rneklere iligskin erime egrileri
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Sekil 43. MtRD2 primerleri ve X20 genotipine ait drneklere iliskin amplifikasyon egrileri
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Sekil 44. MtRD2 primerleri ve X20 genotipine ait 6rneklere iligkin erime egrileri
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Sekil 45. MtRD2 primerleri ve X50 genotipine ait drneklere iliskin amplifikasyon egrileri
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Sekil 46. MtRD2 primerleri ve X50 genotipine ait drneklere iliskin erime egrileri
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Sekil 47. MtRD2 primerleri
amplifikasyon egrileri

ve Z2 susuz kontrol bitkisine ait Orneklere iliskin
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Sekil 48. MtRD2 primerleri ve Z2 susuz kontrol bitkisine ait 6rneklere iliskin erime egrileri
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4.9. Kuraklik Spesifik Genlerin Relatif Gen Ifade Seviyeleri

Bilensoy-80 ¢esidine ait aday mutant (M3) yonca genotiplerinin birinci bigim sonrasi
uygulanan kuraklik stresi altinda MsProDH ve MtRD2 genlerinin relatif ifade
seviyelerinde meydana gelen degisimler Sekil 49 ve Sekil 50°de verilmistir.

MsProDH
100
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Sekil 49. Bi¢im oncesi (0. giin), kuraklik stresinin 18. ve 24. gilinii alinan yaprak
dokularinda MsProDH geninin relatif gen ifadesine iliskin grafik (n=3)

Birinci bigim sonrasi sulanarak yetistirilen Z1 sulu kontrol bitkisinin kuraklik
stresinin 18. ginunde MsProDH geninin relatif ifade seviyesi 0,19 olarak belirlenmis ve
asag1 regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24. guniinde ise bu genin
relatif ifade seviyesinin 4,20 oldugu ve kuraklik stresinin 18. giiniine gore 22 kat artarak
yukar1 regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 49).

Birinci bigim sonrasi kuraklik stresi uygulanarak yetistirilen Z2 susuz kontrol
bitkisinin kuraklik stresinin 18. giiniinde MsProDH genine ait relatif ifade seviyesi 20,65
olarak belirlenmis ve yukari regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24.
guninde ise bu genin relatif ifade seviyesinin 49,56 oldugu ve kuraklik stresinin 18.

ginlne gore 2,5 kat artarak yukari regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 49).
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Birinci bigim sonrasi kuraklik stresi uygulanan X18 genotipinin kuraklik stresinin 18.
gininde MsProDH genine ait relatif ifade seviyesi 0,81 olarak belirlenmis ve asagi
regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24. giiniinde bu genin relatif
ifade seviyesinin daha da diiserek 0,19 oldugu ve kuraklik stresinin 18. giiniine gére 4,6 kat
azalarak asagi regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 49).

Birinci bigim sonrasi kuraklik stresi uygulanan X20 genotipinin kuraklik stresinin 18.
gininde MsProDH genine ait relatif ifade seviyesi 4,57 olarak belirlenmis ve yukari
regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24. giiniinde bu genin relatif
ifade seviyesinin diiserek 0,26 oldugu ve kuraklik stresinin 18. giiniine gore 17,5 Kkat
azalarak asagi regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 49).

Birinci bigim sonrasi kuraklik stresi uygulanan X50 genotipinin kuraklik stresinin 18.
giniinde MsProDH genine ait relatif ifade seviyesi 14,80 olarak belirlenmis ve yukari
regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24. giiniinde bu genin relatif
ifade seviyesinin diiserek 1,78 oldugu ve kuraklik stresinin 18. giiniine gore 8,3 kat
azalmasina ragmen yukari regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 49).

Bitkiler abiyotik stres faktorlerinden biri veya birkagmma maruz kaldiklarinda
hicelerin oksidatif hasarlardan korunabilmesi icin prolin sentezlemektedirler. Prolin
birikimiyle ters orantili olarak ProDH geninin ifade seviyesinde azalis meydana
gelmektedir. Stresin ortadan kalkmasiyla birlikte prolin miktar1 azalirken ve ProDH
geninin ifadesi artmaktadir. Boylece bitkilerde strese karsi savunma cevabi olugmaktadir
(Szabados ve Savouré, 2010).

Bu c¢alismada MsProDH geninin strese maruz birakilan aday mutant yonca
genotiplerinde diisiik relatif ifade sergiledigi tespit edilmistir. Hem sulu hem de susuz
kontrol bitkilerinde ise bu genin relatif ifade seviyelerinde artislarin oldugu belirlenerek
onceki yapilan ¢aligmalara benzer sonuglar elde edilmistir.

Kuraga hassas ve tolerant olmak iizere iki farkli yonca iizerinde yapilan ¢alismada
MtProDH geninin kuraklik stresi altinda hassas ¢eside gore daha diisiik ifade profili
sergiledigi bildirilmistir (Quan ve digerleri 2016).

Bu calismada aday mutant (M3) yonca genotiplerinde kuraklik stresinin siddetine
bagli olarak MsProDH geninin relatif ifade seviyesinde azalmalar tespit edilerek benzer
sonuglar elde edilmistir ve bitki genotipi ile bigimin meydana getirmis oldugu strese bagli
olarak MsProDH geninin relatif ifade seviyelerinde Onemli varyasyonlarin oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 50. Bi¢im oncesi (0. giin), kuraklik stresinin 18. ve 24. giinii alinan yaprak
dokularinda MtRD2 geninin relatif gen ifadesine iliskin grafik (n=3)

Birinci bigim sonrasi sulanarak yetistirilen Z1 sulu kontrol bitkisinin kuraklik
stresinin 18. giintinde MtRD2 genine ait relatif ifade seviyesi 0,96 olarak belirlenmis ve
asag1 regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24. giiniinde ise bu genin
relatif ifade seviyesinin 5,33 oldugu ve kuraklik stresinin 18. giinliine gore 5,5 kat artarak
yukari regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 50).

Birinci bigim sonrasi kuraklik stresi uygulanarak yetistirilen Z2 susuz kontrol
bitkisinin kuraklik stresinin 18. glniinde MtRD2 genine ait relatif ifade seviyesi 1,23
olarak belirlenmis ve yukar regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24.
guninde ise bu genin relatif ifade seviyesinin 2,34 oldugu ve kuraklik stresinin 18. giiniine
gore 2 kat artarak yukari regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 50).

Birinci bigim sonrasi kuraklik stresi uygulanan X18 genotipinin kuraklik stresinin 18.
gininde MtRD2 genine ait relatif ifade seviyesi 0,28 olarak belirlenmis ve asagi
regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24. giiniinde bu genin relatif
ifade seviyesinin daha da diiserek 0,13 oldugu ve kuraklik stresinin 18. giiniine gére 2,2 kat

azalarak asagi regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 50).
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Birinci bi¢im sonras1 kuraklik stresi uygulanan X20 genotipinin kuraklik stresinin 18.
gininde MtRD2 genine ait relatif ifade seviyesi 6,48 olarak belirlenmis ve yukari
regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24. giiniinde bu genin relatif
ifade seviyesinin diiserek 0,25 oldugu ve kuraklik stresinin 18. giinline gore 26 kat azalarak
asag1 regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 50).

Birinci bigim sonrasi kuraklik stresi uygulanan X50 genotipinin kuraklik stresinin 18.
gininde MtRD2 genine ait relatif ifade seviyesi 14,84 olarak belirlenmis ve yukari
regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 24. giiniinde bu genin relatif
ifade seviyesinin diiserek 3,63 oldugu ve kuraklik stresinin 18. giniine goére 4 Kkat
azalmasina ragmen yukari regiilasyon sergiledigi belirlenmistir (Sekil 50).

Tang ve digerleri (2013), GSZFP1 geninin transfer edilmesiyle gelistirilen kuraga
tolerant transgenik yonca genotipleri yapay kuraklik stresine maruz birakarak MtRD2
geninin ifade seviyesi incelemislerdir. GSZFP1 geninin asir1 ifadesi sonucu MtRD2 geni
kuraklik stresi altinda 3. ve 6. saatlerde yiiksek ifade profili sergileyerek strese yanit veren
bir markor gen olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu genin ifadesinin hem WT
(yabanil tip) hem de transgenik bitkilerde kuraklik tarafindan uyarildigini ve zaman
icerisinde benzer gen ifade modelleri sergiledigini tespit etmislerdir.

Quan ve digerleri (2016), yaptiklar1 ¢alismada kuraklik stresine maruz birakilan iki
farkli yonca c¢esidinde MIRD2 geninin ifade seviyesini incelemislerdir. Calisma
sonuglarina gére MtRD2 geninin tolerant yonca cesidinde hassas ¢eside gore kok ve
yapraklarda daha yiiksek ifade profili sergiledigi belirlenmistir.

Bu ¢alismada ise aday mutant (M3) yonca genotiplerinde kuraklik stresinin siddetine
bagl olarak MtRD2 geninin relatif ifade seviyesinde azalmalarin meydana geldigi ve
onemli varyasyonlarin oldugu tespit edilmistir. Bu varyasyonlarin genotipler arasindaki
farkliliklardan kaynaklandigi ve bitki genotipi ile bicimin meydana getirmis oldugu strese
bagli olarak MtRD2 geninin relatif ifade seviyesinde azalmalara neden oldugu

belirlenmistir.
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BOLUMS5
SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, aseptik sartlarda kuraga tolerantlig1 tespit edilen ve saksilarda kontrollii
sartlarda yetistirilen aday mutant yonca genotiplerine, birinci bi¢gim sonrasi uygulanan
kuraklik stresinin MsProDH ve MtRD2 genlerinin relatif ifade seviyelerinde meydana
gelen degisimler ile bazi agro-morfolojik 6zelliklerin yani sira bitki kanopy sicakligi ve
total klorofil miktarlarinin belirlenmesi amaciyla yiritiilmistiir. Kontrollii sartlarda
yetistirilen aday mutant (M3) yonca genotiplerine ait fidelerin saksilara transfer
edilmesinden itibaren gigcek tomurcugu olusturma giin sayilar1 kayit altina alinarak aday
mutant genotiplerin kontrol bitkilerine gore daha kisa siirede ¢igcek tomurcugu evresine
geldigi tespit edilmistir. Bitkilerin bigim 6ncesi (0. gun) , kuraklik stresinin 18. giinii ve 24.
guind incelenen agro-morfolojik 6zellikler bitki genotipine ve uygulanan kuraklik stresinin
siresine bagli olarak 6nemli farkliliklar gostermistir.

Baz1 agro-morfolojik 6zellikler, bitki kanopy sicakligi ve total klorofil miktarlarina
ait veriler SAS istatistik paket programi kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus,
ortalamalar en kiiglik asgari fark (LSD) %5 onemlilik seviyesinde test edilmistir. Kuraklik
stresinin 6, 9, 12, 15, 18, 21 ve 24. giinlerinde OSl¢iilen bitki kanopy sicakliklarina ait
varyans analiz sonuglar1 degerlendirildiginde genotipler arasi dnemli varyasyonlar tespit
edilmistir.

X18, X20, X50 mutant genotipler ile Z1(sulu) ve Z2 (susuz) kontrol bitkilerinin
bicim Oncesi (0. giin) total klorofil miktarlar1 sirasiyla 58,48, 60,27, 65,55, 70,88, 58,08
mg/kg tespit edilmistir. Kuraklik stresinin 18. giiniinde X18, X20, X50 mutant bitkiler ile
Z1 ve Z2 kontrol bitkilerinin total klorofil miktar1 sirasiyla 48,66, 53,98, 56,96, 38,95,
46,05 mg/kg olarak tespit edilmisir. Kuraklik stresinin 24. guninde ise bitkilerin total
klorofil miktarlar1 sirasiyla 53,41, 49,22, 45,67, 46,21, 47,69 mg/kg olarak tespit edilmistir.
Bitkilerin total Klorofil miktarlar1 bi¢im 6ncesine (0. gun) kiyasla kuraklik stresinin 18.
guninde X18, X20, X50 mutant bitkiler ile Z1 ve Z2 kontrol bitkilerinde sirasiyla %16,77,
%10,43, %13,10, %45,04 ve %18,63 oraninda azaldigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinin
18. giiniine kiyasla 24. giinde X18, X20, X50 mutant bitkiler ile Z1 ve Z2 kontrol
bitkilerinde sirasiyla %9,74 artis, %8,81 azalis, %19,82 azalis, %18,63 artis, %3,56 artis
belirlenmistir ve her bir genotipin kuraklik stresine kars1 verdikleri tepkilerin farkli oldugu

tespit edilmigtir.
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Calisma kapsaminda tespit edilen agro-morfolojik 6zelliklerin yani sira bitki kanopy
sicakligt ve total klorofil miktarlar1 genel olarak degerlendirildiginde mutant yonca
genotiplerinin birinci bigim sonrasi ortaya c¢ikan 24 giinliikk kuraklik stresini kontrol
bitkilerine gore ¢ok daha iyi tolere edebildiklerini gdstermistir.

Birinci bicim sonrasi uygulanan kuraklik stresine maruz kalan mutant yonca

222t metoduna gore MsProDH ve MtRD2 genlerinin relatif ifade

genotiplerinde
seviyelerinde o6nemli degisimler meydana geldigi belirlenmistir. Bu degisimler bitki
genotipine ve uygulanan kuraklik stresinin siliresine bagli olarak Onemli farkliliklar
gostermistir.

X18, X20, X50 mutant bitkiler ile Z1 (sulu) ve Z2 (susuz) kontrol bitkilerinin
MsProDH relatif gen ifade seviyeleri kuraklik stresinin 18. giinlinde sirasiyla 0,81, 4,57,
14,80, 0,19, 20,65 olurken 24. giinde sirasiyla 0,19, 0,26, 1,78, 4,20, 49,56 olarak
belirlenmistir. Kuraklik stresinin 24. guninde 18. giine kiyasla MsProDH relatif gen ifade
seviyesi X18’de 4,6 kat artis ile yukari regulasyon, X20’de 17,5 kat azalis ile asagi
regilasyon, X50°de 8,5 kat azalis olmasina ragmen yukari regiilasyon, Z1’de 22 kat artis
ile yukar1 regiilasyon ve Z2’de 2,5 kat artis ile yukar1 regiilasyon gostermistir.

X18, X20, X50 mutant bitkiler ile Z1 (sulu) ve Z2 (susuz) kontrol bitkilerinin
MtRD2 relatif gen ifade seviyeleri kuraklik stresinin 18. giiniinde sirasiyla 0,28, 6,48,
14,84, 0,96, 1,23 olurken 24. giinde swrasiyla 0,13, 0,25, 3,63, 5,33, 2,34 olarak
belirlenmistir. Kuraklik stresinin 24. giiniinde 18. giine kiyasla MtRD2 relatif gen ifade
seviyesi X18’de 2,5 kat azalis ile asagi regilasyon, X20’de 26 kat azalis ile asagi
regulasyon, X50’de 4 kat azalis olmasina ragmen yukari regiilasyon, Z1’de 5,5 kat artis ile
yukari regiilasyon ve Z2’de 2 kat artis ile yukari regiilasyon gostermistir.

Calisma sonuglar1 birinci bigim sonras1 kuraklik stresine maruz birakilan mutant
yonca genotiplerinin kuraga tolerantlik seviyelerinin farkli sekillerde regiile oldugunu,
bicim stresi ile birlikte MsProDH ve MtRD2 genlerinin relatif ifade seviyelerinde mutant
bitki genetik geri planina (genetic background) bagli olarak ¢ok degisken tepkiler
verdiklerini gdstermistir. Sonuglar ayni zamanda kullanilan kuraklik ile iligkili lokus
spesifik genlerin kuraklik stresine yoOnelik c¢aligmalarda basariyla kullanilabilecegini

gostermistir.
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