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Aspir (Carthamus tinctorius) bir yagli tohum olarak gida degeri yiiksek olan bir bitkidir.
Biinyesinde oleik ve linoleik yag asitleri olmak iizere 2 6nemli yag asidi barindirmaktadir. Bu
sebeple gida sanayi ve boya endiistrisi gibi alanlarda yaygin kullanima sahiptir. Ulkemizde ve
diinyada her gecen giin daha biiyiik bir problem olarak karsimiza ¢ikan ve bitkilerde verimliligi
olumsuz yonde etkileyen tuz ve kuraklik streslerine karsi bitkilerin sahip olduklart
mekanizmalarin aydinlatilmasi, gliniimiiz bitki molekiiler biyolojisinin en 6nemli konulari
arasindadir. Bu amagla gergeklestirilecek olan tez calismasinda, oleik asidin linoleik aside
cevriminden sorumlu oldugu diisiiniilen FAD2 genlerinin stres cevabindaki olasi rolleri
arastirilacak ve bu genlerin stresle olan iligkileri aydinlatilmaya ¢aligilacaktir. Elde edilecek
verilerin hem ulusal hemde uluslararasi literatiire katkisi olabilecegi kanaatindeyiz.

Bu kapsamda gerceklestirilmis olan tez ¢alismasinda 2 farkli Aspir bitkisi ( Carthamus
tinctorius L.) tiirtine ait toplam 2 ¢esit kullanilnilmistir. Kullanilan ¢esitlere TRE-ASO12/08
(Tirkiye) ve BDYAS-4 (ABD) NaCl ve tuz stresine es kuraklik (PEG) stresinin FAD2 geni
ifade seviyesine etkisinin arastirilmasi amaglanmigtir. Tarim perlitine ekimi gergeklestirilen
Aspir cesitleri 15 giinliik fideler haline gelinceye dek iklim ve gelistirme dolabinda Hoagland
besi ortami igerisinde yetistirilmis ve 3 ile 27 saat 100 mM tuz (NaCl) ve es kuraklik stresine
(PEG) maruz birakilmigtir. ¢esitlerin yaprak dokularindan uygun zamanlarda orneklemler
alinarak RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve Light Cycler Nano araciligiyla Real-Time PCR
analizi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda FAD2 geninin aspir bitkisinde hem tuz hem
kuraklik stresine karsi olan savunma mekanizmasinda rol oynadigi tespit edilmistir. Ayni
zamanda elde edilen tiim molekiiler

verilerin ortak degerlendirilmesiyle fad2 geni ifadesinin gesitlerin strese karsi direng
kabiliyetlerinin degerlendirilmesinde bir molekiiler belirte¢ olarak kullanilabilecegi tespit
edilmigtir. Gen ifadesi analizi sonuglart BDYAS-4 (ABD) cesiti diger ¢esite gore kuraklik strese
kars1 daha direngli oldugunu gostermistir.

Agustos 2015, 43 sayfa
Anahtar Kemilemer: Aspir, FAD2, qRT-PCR, kuraklik ve tuz stresi



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF FAD2 GENE mRNA LEVELS WITH gRT-PCR TECHNIQUE IN
SAFFLOWER PLANTS (CARTHAMUS TINCTORIUS) SUBJECTED TO SALT AND
DROUGHT STRESSES

Monireh HASANBAGLOU
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Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. E.Siimer ARAS

Safflower (Carthamus tinctorius) is a plant of high food value as an oilseed. the mentioned
oilseed contains 2 essential fatty acids, including oleic and linoleic fatty acids. This is why in
such fields as food industry and the paint industry has widely used. In our country and around
the world every day a bigger problem as we face the plants and in the efficiency of plants to salt
and drought stress adversely affecting the elucidation of the mechanisms that they have, are
among the most important issues of modern plant molecular biology. For this purpose, which
will be held in the working thesis, which is responsible for the conversion of linoleic acid, oleic
acid will be investigated for their possible role in stress response genes thought FAD2 and will
be illuminated in relation to the stress of these genes. We believe that the data obtained may
contribute to both national and international literature.

In this regard, we aimed to evaluate mRNA levels of FAD2 gene in 2 different ASPIR species
TRE-ASO12/08 (Turkey) and BDYAS-4 (ABD) ,subjected to NaCl and PEG stress
conditions.Aspir species which were grown in agricultural perlite for 15 days in a controlled
environmental growth chamber were exposed to 3 and 27 hours of salt (NaCl) and drought
(PEG) stress. RNA isolation, cDNA synthesis and Real Time PCR analysis using Light Cycler
Nano instrument were performed with leaf tissues which were sampled at 3 and 27 hours of
stress conditions. All results showed that FAD2 gene plays a key role in defence mechanism
against both salt and drought stress. At the same time, usefulness of FAD2 gene for detection of
tolerance capability of Aspir species against to salt and drought stress conditions was discovered
based on the results obtained by analysis. Results of gene expression showed that BDYAS-4
(ABD) species were more resistant to drought stress conditions than the other species.

August 2015, 43 pages

Key Words: Safflower, FAD2, gRT-PCR, drought and salinity stresses
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1. GIRIS

Tiirkiye gerek farkli iklimlere sahip olmasi gerekse ii¢ floristik bolgenin kesisme
noktasinda bulunmasindan dolayr bitki tiir ¢esitliligi bakimindan diinyanin zengin
iilkeleri arasinda yer almaktadir (Atalay 1994; Arslan vd. 2002). Tirkiye 11.000
civarinda tohumlu bitki tiirtine sahip bir bolgedir. Tiim Avrupa iilkelerindeki endemik
tiirlerin toplam1 2750 kadar iken, iilkemizde bu sayr 3000 civarindadir. Bitki tiirleri

acisindan iilmeiz %30 endemizm oranina sahiptir (Se¢men 2000).

Siv1 yag tiiketimi nufuzada bagli olarak giderek artmaktadir. Ulkemizde yillik siv1 yag
acigmin 700 bin ton oldugu diisliniilmektedir. Sivi yag tretimindeki yillik eksiklik
ithalat yoluyla kapatilmaktadir. Bu acigin kapatilabilmesi , yagli tohum iiretiminin
arttirlmas1 ve cesitlendirilmesine baghdir. Ulkemizde giderek artis gosteren yillik stvi
yag a¢181, alternatif yag arastirmalarina yonelmeyi 6n plana ¢ikarmaktadir. Sulanabilir
arazilere ihtiya¢ duymasi nedeniyle ekimi yapilan misir, ay¢icegi, zeytin, soya, pamuk,
susam v.b. yag bitkilerinin iiretim alanlar1 sinirlt kalmaktadir. Bu nedenden dolay1 daha
az yagis oranina gereksinim duyan ve toprak derinligi az, verimliligi diisiik topraklarda
bile yetisebilen aspir bitkisinin 6nemi artmaktadir. Aspir bitkisi, % 38’e kadar yag
icermesinden dolayr 6nemli bir yag bitkisi olarak 6n plana ¢ikmaktadir. (Cosge vd.
2007)

Aspir tohumlarindan elde edilen yag yiiksek oranda doymamis yag asitleri (% 78
linoleik asit) ve E vitamini icermektedir. Bu nedenle aspir bitkisinden elde edilen yagin

insan beslenmesindeki onemi her gegen giin artmaktadir (Arslan vd. 1999; Oztiirk vd.
2007)

Aspir bitksiinin, kuraga, soguga ve tuzluluga kars1 gostermis oldugu tolerans, diger yag
bitkilerine oranla daha yiliksek olmasi, aspir bitkisinin lilkemizdeki yag bitkilerinin
tarimi1 bakimimdan Onemini de arttirmaktadir. Aspir bitkisi, kurak bdlgelere karsi
gostermis oldugu yliksek adaptasyondan dolayr diinyada 6nemi gittik¢e artan degerli bir

yag bitkisidir. Olumsuz kosullara karsi gostermis oldugu yiiksek toleransa ragmen,



Tiirkiye’de aspir bitkisi yeterince taninmadig1 ve dneminin farkina varilamadig i¢in ma

bugiine kadar tariminda 6nemli bir gelisme olamamistir (Uysal vd. 2006).

BU tez calismasinda, 100 mM tuz (NaCl) ve kuraklik (PEG) stresine maruz birakilmig 2
farkli aspir ¢esidinde (TRE-ASO12/ 08 VE BDYAS-4) stresin 2 ve 27. saatlerinde
FAD2-8 geninin mRNA diizeyleri qRT-PCR teknigi kullanilarak tespit edilmistir.
Calismada stresle iligkili olabilecegi diisiiniilen FAD2-8 geni aspir bitkisinde oleik
asidin linoleik aside ¢evriminden sorumlu oldugu diisiiniilen FAD2 gen ailesine dahil

bir gendir.



2. GENEL BILGILER

Sistematik olarak Aspir bitkisi (Carthamus tinctorius L.), Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
smifi, Asterales takimi, ¢igekli bitkilerin en biiyiik ailesi olan Asteraceae (papatyagiller)
familyasi, Carduoideae alt familyas1 Carthamus cinsi igerisinde yer alan bir bitki

tirtidir.

2.1 Aspir Bitkisinin Sistematik Yeri

Simif : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim :Asterales
Familya :Asteraceae (Papatyagiller)

Alt Familya :Carduoideae
Cins :Carthamus

Tir :Carthamus tinctorius

Ulkemiz florasinda Asteraceae (Compositae) familyasina bagli 130 cins ve 1130 tiir
bulunmaktadir. Bu familyaya mensup olan Carthamus L. cinsi diinyada 25 kadar tiir ile
temsil edilmektedir. Ayrica Carthamus L. cinsinin Anadolu florasinda C. lanatus L., C.
dentatus Vahl., C. persicus Willd, C. glaucus Bieb, C. tenuis (Bois ve Balansa)
tiirlerinin de i¢inde bulundugu 8 tiirtin Anadolu florasinda bulundugu belirtilmektedir

(Sekil 2.1.) (Davis 1975).

Aspir, yetistirildigi cografyalarda, bolge halki tarafindan farkli  sekillerde
isimlendirilmektedir (Dajue ve Miindel, 1996). Aspir bitkisi lilkemizde yalanci safran
olarak bilinmesinin yani sira dikenli ay¢icegi, zerdecal, haspir, kir safrani, papagan
yemi, Amerikan safrani ve boyaci aspiri gibi isimlerle de anilmaktadir. Kayitlarda gecen
diger yalanci safran adlari: ,,aspir®, ,,agnisikha®, ,,asfiore®, ,,assfore , ,,kahil”, ,,asfrole®,
,orarta®, “hebu”, carthami flos™, flase™, ghurtom®, golzardu®, kajena-goli*, kamal

lotarra™, kar*, karar”, kazhirak™, khariah“,  kharkool”, khartum®, khasdonah®,



ee

»kouchan-gule”, ma“, maswarh®, ostur”, saffiore” , snecus®, su®, suban®, zaffrole",

zaffrone®.

Aspir  bitkisinin  koken aldigi  bolgenin  Gliney Asya oldugu tahmin
edilmektedir(Babaoglu,2006). Tiirklerin Orta Asya'dan Anadolu'ya gogl ile de,
Anadolu cografyasinin aspir bitkisi ile tanismis oldugu diistinmektedir. Aspir bitkisinin
tarimina Avrupa kitasinda orta ¢ag doneminde baslanirken, Amerika cografyasinda ise

ancak Amerika kitasinin kesfinden sonra baslanabilmistir (Babaoglu, 2006).

2.2 Aspir Bitkisinin Biyolojisi

Aspir bitkisinin de dahil oldugu Compositae familyasinin ¢igek yapist genel olarak
birlesik toplu bir yap1 sergiler. Aspir bitkisi 25-45 cm boylarinda, gévdesi ise tiiysiiz
parlak yapidadir. Dikenli ve dikensiz formlari olan aspir bitkisinin, dikenli formlarin
dikensizlere gore daha fazla yag orani icermektedir. Diken yapilar1 genellikle bitkinin
ilk yapraklarinda bulunmaz, ancak bitkinin daha {ist kisimlarin da 6zellikle tomurcuk
olusumu sathasinda govde dikenleri gelisir ve gelisen bu dikenler bitkinin ¢igeklenme
asamasinda oldukca gii¢lii ve sert bir yap1 haline gelirler (Dajue ve Miindel, 1996).
Govde yapraklan tiiysliz, yesil, yumurtamsi, sapsiz, kenarlar1 diizglin ya da sivri
yapidadir. Dallanma gosteren ¢alims tipteki yapiya sahip olan aspir tek yillik dikotil bir
bitkidir. Yaprak yapis1 ise, govde lizerinde sarmal dizilis gosterir ve her noddan bir
yaprak ¢ikar. Kazik kok yapisina sahip olan aspir bitkisinin kokleri yaklasik olarak 2.5-
3.0 m derinliklere kadar gidebilmektedir. Fillariler sivri, yumurtamsi, agsi tiylidiir.
Cigekler sari-turuncu renklidir. Ortalama bir ceviz bilyiikligiinde olan normal gigek
tablast (1.5-3.5 cm) lizerinde bulunan ¢igeklerin sayis1 20-180 arasinda degismektedir
(Knowles 1982). Kurumus ciceklerde en sik rastlanan renkler sari, turuncu, kirmizi,
beyaz ve krem renklerinin farkli tonlaridir (Esendal 1988, Knowles 1982). Aspir
yiiksek oranda kendine dollenen bir kiiltiir bitkisidir. Fakat, c¢esitlerin genotipine ve
iretiminin yapildig1 ¢evre kosullarina bagli olarak, yiiksek oranda yabanci dollenme de
olabilir. Hatta bu yabanci déllenme orani zaman zaman % 60-70’lere varabilir (Li ve

Miindel 1996).
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Sekil 2.1 Carthamus tinctorius L.’un iilkemizdeki yayilis alanlari

2.3 Aspir Bitkisinin Kullanim Alanlar:

Aspir bitkisinin c¢icekleri ¢ay olarak Cin’de siklikla tiiketilmektedir. Aspir bitkisinin
ciceginde bulunan bazi amino asitler, mineral maddeler ve vitaminler (B1, B2, B12, C
ve E) nedeniyle faydali bir igecektir (Wang 1999, Rahammatalla 1998). Aspir bitkisi
tibbi olarak, kadmnlarin regl donemlerinin yani sira, kalp-damar rahatsizliklarinda ve
travma sonucu meydana gelen sisliklerin tedavisinde agri kesici olarak kullanilmistir
(Hotta 2002, Bocheva 2003). Bu kullanimlarin dogrulugu, yapilan klinik ve laboratuar

caligmalari ile de desteklenmistir.

Ortadogu ve Afrika iilkelerinde, Hindistan da aspir bitkisi, zehirlenmelerde panzehir
olarak kullanilmistir (Kneusel 1994) . Iran’da, aspir tohumlarindan elde edilen salga
kivamindaki madde, peynirin mayalanmasint hizlandirmak i¢in kullamilmistir. Bu
maddenin, beyaz peynire hos bir koku ve yumusaklik verdigi bildirilmektedir (Okamoto
2005). Banglades’te,  aspir tohumlar1 ogitiillip hardal yagi ile karigtirilarak
romatizmaya karsi ila¢ olarak kullanilmaktadir (metinbabaloglu@ttae.gov.tr). Aspir
bitkisinin ¢icekleri bazi Ortadogu ve Asya iilkelerinde pilav, corba, sos, ekmek ve

tursulara katilarak yemeklerin sar1 ve parlak turuncu renk almalar1 saglanmastir.



Yag alindiktan sonra geriye kalan kisim ortalama %25 oraninda protein igermesinden
dolay1 hayvancilik alaninda yem olarak kullanilabilmektedir. Aspir bitkisinin tohum
kabuklar1 daha yogun ve sert yiizeyli kagit yapiminda; hafif ve gézenekli firinlanmis
tugla ve seramik yapiminda; yalittm islerinde dolgu maddesi olarak da

kullanilabilmektedir (metinbabaloglu@ttae.gov.tr).

Cizelge 2.1 Diinyada aspir iiretimi yapan iilkelerin, ekim, iiretim ve verim durumu

(2002) tlkeler
Diinyada Aspir Uretimi yapan | Ekim Alam Uretim Verim (Kg/da)
Ulkelerin (2002) (Ha) (Ton)
Hindistan 404.100 226.000 55.9
Meksika 52.758 52.855 100.2
ABD 79.320 135.160 170.4
Etiyopya 72.000 38.000 52.8
Avustralya 35.000 26.000 74.3
Tiirkiye 30 15 50
Diinya 756.055 577.555 76.4

2.4 Bitkilerde Stres

Bitkiler, kurak ve tuz stres kosullarinmi tolere etmek ve olumsuz kosullarda hayatta
kalabilmek i¢in ¢esitli adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Bartels ve Sunkar

2005). Bu adaptasyon mekanizmalart:

1)Homeostasi; iyon homeostasi (temel olarak tuz stresi ile ilgidir), ozmotik homeostasi

veya ozmotik uyum,

2) Stres hasar kontrolii ve tamiri veya detoksifikasyon,

3) Biiylimenin kontrol altina alinmasi olmak iizere li¢ grupta incelenmektedir (Zhu
2001b).




Buna gore kurak ve tuz stres sinyali ise; hiicresel homeostasinin yeniden diizenlenmesi
icin iyonik ve ozmotik stres sinyali, stres hasarinin kontrolii ve tamiri igin
detoksifikasyon sinyali, hiicre boliinme ve uzamasi i¢in koordinasyon sinyali olmak

tizere ti¢ fonksiyonel gruba ayrilabilir (Zhu 2002).

Bitkinin tuz ve kuraklik stresi karsisinda olusturdugu hiicresel cevap olduk¢a kompleks
bir yapida olmakla birlikte pek ¢cok molekiiler mekanizmay1 da icermektedir (Wang vd.
2003). Kuraklik ve tuz stresi toleransi ile ilgili molekiiler kontrol mekanizmalarinin
ortaya c¢ikartilmast da stres ile 1ilgili genlerin ifadelerinin aydinlatilmasina

dayanmaktadir. Stres yolaklarinda olan bu genler temel olarak;

1- MYC, MAP kinaz, SOS kinaz, fosfolipazlar ve HSF, CBF/DREB, ABF/ABAE
(Stockinger ve ark. 1997; Choi ve ark. 2000; Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki 2000)

2- Is1 sok proteinleri ve saperonlar, LAE proteinleri, osmoprotektanlar ve serbest radikal
uzaklastiricilart gibi membranlarin ve proteinlerin korunmasinda dogrudan fonksiyonu
olan genler (Vierling 1991, Ingram ve Bartels 1996, Bray vd. 2000, Thomashow 1998,
Thomashow 1999),

3-Akuaporin ve iyon tastyicilari gibi su ve iyon alimi1 ve taginmasinda rol alan proteinler
(Maurel 1997, Serrano vd. 1999, Tyerman vd. 1999, Zimmermann ve Sentenac 1999,
Blumwald 2000)

olmak iizere ii¢ grupta incelenebilir.

2.4.1 Bitkilerde kurak ve tuz stresinin fizyolojisi

Kuraklik ve tuzluluk kosullar1 tarimsal alanlarda iiriin verimini ve {iriinlin kalitesini
onemli Ol¢iide etkileyen cevresel faktorlerdendir. Bitkiler kuraklik ve tuzluluk stresine
kars1 morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler olmak iizere ¢esitli uyumsal
mekanizmalar gelistirerek, strese karsi dayaniklilik gostermektedirler. Strese karsi
gosterilen mekanizmalar birbirleriyle iliskili olup, stres proteinlerinin tretilmesi,

antioksidanlarin ifadesinde meydana gelen artig, osmolitlerin birikmesi gibi hiicresel
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cevaplar meydana getirerek, strese karsi cevap vermeye calisirlar (Shinozaki ve

Yamaguchi-Shinozaki 2000, Knight ve Knight 2001, Zhu 2001a, Zhu 2002).

2.4.2 Kuraklik stresi

Bitkilerde kuraklik stresine karst gelistirilmis en Onemli mekanizma olarak
transpirasyon yoluyla su kaybinin azaltilmasi gelmektedir. Bitki hormonu absisik asit
(ABA) araciligiyla bitkilerdeki stomalarin kapatilmasi gergeklestirilir (Mahajan ve
Tuteja 2005). Absisik asit ile stomalarin kapatilmasmin yani sira kalsiyum
konsantrasyonundaki degisim ilede stomalarin kapatilmasi gergeklestirilmektedir
(Wilkinson vd. 2001). Stomalarin kapanmasi Rubisco aktivitesinde diisiis meydana
gelirken, bu azalmaya bagli olarak da CO; aliniminda diisiis yasanmakta ve gerceklesen

fotosentez oraninda azalma meydana gelmektedir (Bota vd. 2004).

Hiicre i¢i CO; seviyesindeki diisiis, sonucunda elektron tasima sistemindeki bilesiklerin
fazla oranda azalmasina neden olur ve elektronlar oksijeni fotosistem 1’e transfer eder
(Medrano vd. 2002). Bu durum sonucunda hiicrede siiperoksit, hidrojen peroksit (H,05)
ve hidroksil radikallerini igeren ROS’lar meydana gelir (Mahajan ve Tuteja 2005).
Kloroplast zarlari, ROS’un asir1 miktarda {iretimi nedeniyle oksidasyon stresinin neden
oldugu hasara kars1 oldukga hassastir. ROS, membranlarda yer alan lipitlerde de 6nemli
Olciide peroksidasyon ve de-esterifikasyona neden olabilir ve protein denatiirasyonuna
ve niikleik asitlerin mutasyonuna yol acabilir (Bowler vd. 1992). Bitkilerde kuraklik
stresinin yol actig1 diger olumsuz bir etmen ise siirgiin gelisiminin yavaglamasidir.
Kuraklik kosullarinda bitki yaprak ylizeyini kiiciilterek transpirasyonu azaltir, boylece
kuraklik stresine karsi tolerans oranini yiikseltmis olur. Bir¢ok bitki kurak sartlarda
yaslanma stirecini ve yasl yapraklarin absisyonunu (ayrilma) hizlandirirken, kokler ise
topragin derin katmanlarindaki suya ulasabilmek i¢in kok sisteminin gelistirilmesi

seklinde adaptasyon saglar (Mahajan ve Tuteja 2005).

Bitkilerin kuraklik stresine karsi gdstermis oldugu morfolojik degisimlerin yani sira

strese karst molekiiler diizeyde de gelistirilen mekanizmalar bulunmaktadir.



Fosfolipitlerin hidrolizi, denatiire proteinleri uzaklastiran LEA (late embryogenesis
abundant)/dehidrin genleri ile molekiiler saperonlarin ve proteinazlarin ifade
diizeylerindeki degisiklikler, ROS’larin {iretilmesi gibi genlerin ifadesi ve protein
diizeyinde meydana gelen degisimler, strese karsi gelistirilen molekiiler mekanizmalar
arasindadir (Zhu 2002). Ayrica kuraklik stresine karsi bitkide ozmotik dengenin
saglanmasinda, membranlarin ve makromolekiillerin korunmasinda anahtar rol oynayan
prolin, glutamat, glisin-betain, karnitin, mannitol, sorbitol, fruktan, poliol, trehaloz,
siikroz, oligasakkarit gibi ¢ok sayida bilesik sentezleyerek su kaybina karsi hiicrenin

direng kazanmasini saglamaktadir (Hoekstra vd. 2001, Ramanjulu ve Bartels 2002).

2.4.3 Tuz stresi

Bitkinin biiylimesi ve gelismesi iizerinde dnemli bir etki meydana getiren diger faktor
ise tuz stresidir. Tuz stresi bitkinin gelismesini iki farkli sekilde etkilemektedir. ilk
olarak; bitkinin topraktan su alma yetenegini azaltarak biiyiimeyi yavaslatir. ikinci
olarak; tuz stresinin iyon dengesine olan etkisidir (Munns 2005). Tuz stresi iyon
dengesini (Na’, CI") bozarak hiicrenin Olmesine neden olmaktadir. Bitkide iyon
dengesinin bozulmasi sonucunda Na® oraninda meydana gelen asir1 diizeydeki arts,
fotosentezin azalmasina, membran poransiyelinin bozulmasi, ROS {iretimi gibi olumsuz
etkilerin meydana gelmesine sebep olmaktadir (Mahajan ve Tuteja 2005). Tuz stresinde
aynt zamanda ozmotik homeostasiyi etkilemektedir. Bozulan homeostasi, turgor

basincinin diismesine ve hiicre hacminin degismesine sebep olmaktadir (Chinnusamy ve

Zhu 2004).

Stomalarin kapanmasinda rolii olan Ca*? iyonu ve ABA tuz stresinde de énemli rol
oynamaktadir. Kalsiyum baslangi¢c sinyalinde rol almakta (Albrecht vd. 2003) ve
tuzstresi durumunda 5-10 saniye icinde sitozolik Ca*? miktarinda artis meydana
gelmektedir (Chinnusamy ve Zhu 2004). ABA ise, tuz stresi durumunda daha uzun
stirede artarak cesitli ozmotik stres cevap genlerini ve iyon tastyicilarin regiile
etmektedir (Munns, 2002, Uno vd. 2000, Shen vd. 2001, Hoth vd. 2002, Chinnusamy ve

Zhu 2004). Bitkiler ozmolit tiretimi gerceklestirerek, iyon homeostas1 degistirilerek



dengelenmesi, ROS’larin ortamdan uzaklastirilmast gibi degisimler olusturularak tuz
stresine kars1 koymaya c¢alisirlar (Maggio vd. 2003).Tuz stresi ile ifadesi degisen genler
ise, iyon transportirlart ve iyon kanallari, uyumlu ¢oziinenler ve ozmoprotektanlarin
tiretiminde rol alan enzimlerin yani sira, transkripsiyon faktorleri, detoksifikasyon
enzimleri ve sinyal yolaklarindan olusmaktadir (Zhu 2001b, Kreps vd. 2002, Seki vd.
2003; Gu vd. 2004, Takahashi vd. 2004, Munns 2005, Rensink vd. 2005, Sahi vd.
2006).

2.4.4 Kuraklik ve tuz stresinin molekiiler mekanizmasi

Stres toleransinin olugmasi sirasinda meydana gelen molekiiler degisimlerin ortaya
konulmasi, stresle ilgili molekiillerin genom diizeyinde ifadesine dayanmaktadir ( Wang
vd. 2003). Stresle ilgili genler erken devreye giren genler ve ge¢ devreye giren genler
olmak ftizere iki grupta toplanabilirler. Erken devreye giren genler, stres sinyali hiicre
tarafindan algilandiginda baskilanirlar. Genel olarak transkripsiyon faktorii bu grubun
icerisinde yer almaktadir. Ayrica erken devreye giren gen gruplarinin ifadeleri
genellikle kisa siirelidir. Geg¢ devreye giren gen gruplarinda ise gen ifadeleri siireklidir
(Mahajan ve Tuteja 2005). LEA benzeri proteinler,hiicresel biitiinliigiin
stirdiiriilmesinde sorumlu olan genler ve molekiiler saperonlar ise gen devreye giren gen
gruplar arasinda gosterilebilir (Zhu 2002, Mahajan ve Tuteja 2005, Cramer vd. 2007).
Bitkilerin ozmotik stresi algilama mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla birlikte
molekiillerin  birbir1 ile etkilesimi sonucunda sinyal iletiminin gerceklestigi
belirlenmistir. Fosfolipit sinyali, protein kinazlar, fosfatazlarin pek ¢ok smifi gibi
ozmotik stres sinyal ileticileri, sinyal iletiminde rol oynayan bilesenlerdir (Bartels ve

Sunkar 2005).

2.4.5 Fosfolipit sinyal yolag:

Membran fosfolipitleri inositol 1,4,5 trifosfat (IP3), diagilgliserol (DAG), fosfotidikasit

(PA) gibi ¢oklu sinyal molekiillerinden olusan bir sistemdir (Zhu 2002). Fosfolipaz C
eznimi aktifleserek , fosfotidilinositol 4,5 bifosfat1 (PIP2) hidroliz eyoluyla IP3 ve
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DAG’a Ki protoplastlarda ikincil mesajci olarak gorev sahipler kataliz eder. IP3 yiiksek
+2 +2
miktarda protoplasta birikir ve, Ca ’u serbest birakir. Sitozolik Ca miktar

+2
degismesinden dolay1r, Ca sensorlari (kalsiyum baglayici proteinler) tarafindan
algilanir vesensor proteinleri yani, kinazlar ve fosfatazlar gibi fosforilasyon kaskadlar
aktif hale gelir ve bdylece temel stres cevap genleri veya bu genlerin transkripsiyon

faktorleri ile etkileserek strese cevap olusmasi saglanir (Mahajan ve Tuteja 2005).
2.4.6 MAPK (mitogen activated protein kinase) dizileri

MAPK (mitogen activated protein kinase) dizileri (Bartels ve Sunkar 2005),
hiperozmotik stres ile aktifleserek, hiicredeki ozmolit miktarinda yiikselmeye sebep
olurlar (Gustin vd. 1998). Ozmolitlerin birikimi ile LEA tip stres genleri baskilanarak
tamir mekanizmasinin diizenlenmesinde gorev alirlar. Diizenlenme gorevinin yani sira
ozmotik dengenin yeniden diizenlenmesini saglayarak stres baskisi altindaki hiicreyi
stresin yol ac¢tig1 hasardan korurlar (Mahajan ve Tuteja 2005). Bitkilerde hiperozmotik
stres sonucunda aktivasyonu gerceklesen ¢ok sayida MAPK kaskadlari bulunmaktadir.
Yonca bitkisi lizerinde yapilan ¢aligmada tuz stresi ile indiiklenen (salt-stres-inducible)
SIMK (MAPK (46 kD)’nin (Munnik ve ark. 1999), tiitiin bitkisi (Nicotiana sp.)
izerinde yapilan bagka bir calismada ise, MAPK benzeri SIPK (salicylic-induced
protein kinase)’nin hiperozmotik stres sonucunda aktivasyonunun gerceklestigi
belirlenmistir (Mikotajczyk vd. 2000). Mayalarda bulunan diger bir protein kinaz ailesi
SNF1/AMP-aktive protein kinazlar (SNF = sucrose-nonfermenting) analizi sonucunda
ATP/AMP oraninina bakilarak karbohidrat metabolizmasi ile ilgili enzimleri kodlayan
genlerin transkripsiyonu ile anabolizma ve katabolizmanin arasindaki degisimin
kontrolii gerceklestirilir. Bazi kinazlar bitkilerde dehidrasyona ve ABA’ya cevap olarak
indiiklenebilmektedirler (Bartels ve Sunkar 2005). CDPKlar (calcium dependent
protein kinases=kalsiyum bagimli protein kinaz), ozmotik stresin yani sira kalsiyum

sinyalinin de iletilmesini saglayan kinazlardir (Zhu 2002).
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2.4.7 Fosfatazlar

Protein kinaz enzimlerinin aktivasyonu fosfatazlarin modiilasyonu ve fosforegiilator
mekanizmanin doniisiimii sonucunda olusmaktadir.Fosfatazlar etki ettikleri maddelere

gore, fosfoproteinler ve fosfotirozinler olmak {izere iki ana gruba ayrilabilirler (Cohen

1989).

2.4.8 Bitki hormonu olan ABA(absisik asit)

Cimlenmenin engellenmesi, tohum dinlenme doneminin tesviki, biiylimenin
diizenlenmesi, meyvenin olgunlagsmasi gibi bitki gelisiminin bir¢ok siirecinde dnemli bir
bitki hormonu olan ABA diizenleyici rol oynamaktadir. (Finkelstein vd. 2002, Parent
vd. 200, Raghavendra vd. 2010). Ayrica ABA diizenleyici hormonu, bitkilerde abiyotik
strese cevapta i¢sel (endojen) mesajci olarak gorev listlenmesinden dolay1 ayn1 zamanda
stres hormonu olarak da isimlendirile bilmektedir. Fizyolojik c¢alismalar, bitki
metabolizmasinda kurak ve tuz stresi kosullarinda gen ifadesi degisimlerine paralel
olarak yiiksek miktarda ABA birikiminin oldugunu goéstermektedir (Fujii vd. 2009; Ma
vd. 2009; Park vd. 2009; Kang vd. 2010; Kuromori vd. 2010).ABA-noksan (ABA.-
deficent) ve ABA-duyarli (ABA-insensitive) mutant bitkilerle yapilan ¢aligsmalarda,
kurak ve tuz stresi kosularina maruz birakilmis bitkilerdeki sinyal iletiminin hem
ABA’ya bagli, hem de ABA bagimsiz metabolik yolaklarla enzim spesifik fosfatazlar
mayalarda MAPK metabolik yolaginda 6nemli rol oynarlar (Shiozaki ve Russell 1995).

2.4.9 Kurak ve tuzluluk stresi ABA bagimh ve ABA bagimsiz yolaklar

Kurak ve tuzluluk stresi ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolaklardaki, ABF (ABRE
binding factor))AREB (ABA responsive element binding protein), MYC
(myelocytomatosis)/MYB (myeloblastosis), DREB2 (drought responsive element
binding) ve NAC (NAM, ATAFI1,2, CUC) transkripsiyon faktorlerine ait gen
anlatimlarii aktive olmasina sebep olur. Bu transkripsiyon faktorleri tiiz ve kuraklik
streslerine kars1 degisik diizeylerde transkript diizenlenmesi gosterir (Agarwal ve Jha

2010). AREB/ABF ve MYC/MYB gibi transkripsiyon faktorleri ve bZIP (basic leucine
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zipper factor), ABRE, MYCR, MYBR transkripsiyon faktorleri iki farklt mekanizma ile
ABA’ya bagh olarak strese cevap verirler. Ayrica, bagli olmayan durumlarda ise
DREB proteinleri, ABA’ya DRE aracilig1 ile strese cevap yolagini aktivasyonunu
gergeklestirirler (Sekil 2.2)

KURAKLIK
/ -
ABA ABA-bagimsiz
MYB/MYC '“ak"f CBF4

sentezi @ sente2|
\ \ aktif

MYBRI DREICRT DREICRT
MYCR

Sekil 2.2 Kurak ve tuz stresine karst ABA bagimli ve ABA bagimsiz yolaklarda gen
ifadesinin belirlenmesi (Boudsocq ve Lauriére 2005)

ABA’nin stresle indiiklenen metabolitlerin diizenlenmesinde goérev aldigi ABA ve
abiyotik stres ile ilgili yapilan son ¢aligmalar ile ortaya konulmustur. ABA veya yiiksek
tuzluluga maruz  birakilmis  Arabidopsis  bitkisinde = metabolit  profilleri
karsilastinlldiginda ABA bagimli ve ABA bagimsiz basamaklarda tuz stresi ile
indiiklenen metabolitlerin yeniden diizenlendigi bulunmustur. (Kempa vd. 2007, Urano
vd. 2009).

2.4.10 Iyon homeostasi ve SOS (Salt Overly Sensitive) sinyal iletimi

Tuzluluk stresi boyunca hiicredeki iyon homeostasinin (dengesi) diizenlenmesi bitkinin
tuza kars1 gostermis oldugu tolerans agisindan biiylik 6nem tagir. Tuz stresi hiicrede
bulunan Na" ve CI" yonlarinin derisimlerinin bozulmasina sebep olur. Ayrica hiicredeki
K* ve Ca*? iyonlarimin da kararhgmninin de bozulmasma neden olmaktadir. (Niu vd.

1995). Hiicre diginda bulunan Na+ iyonlari, hiicre disinda bulunan K* iyonunun hiicre
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icine akisini olumsuz etkiledigi gibi hiicrenin temel besin maddelerinin de alimini
azaltir (Knight vd. 1997).Tuz stresine maruz kalmig bitkide hiicrede bulunan iyon
tastyicilar Na+ yonunun asir1 derecede hiicre icerisinde birikmesini 3 farkli mekanizma

ile diizenler. Bu mekanizmalari su sekilde 6zetleyebiliriz.

1) Na" tastyicilar1 Na’un bitkiye girisi ve hiicre igine birikimini sinirlayarak hiicre zari

gecirgenligini azaltirlar.
2) Na"’un vakuolde biriktirilmesi ile iyon diizenlenmesi gergeklestirilir.

3) Sitozolik Na* iyonunun membran Na*/H" tasiyicilari ile hiicre disina tasinmast ile

gerceklestirilir (Bartels ve Sunkar 2005).

Tuz stresine karst hiicrenin gostermis oldugu yanitlardan biri sitozolik Ca*?
miktarindaki artis ve Ca*? sensor proteinlerinin aktiflesmesidir (Knight vd. 1997).
Kalsiyum sensorii olan SOS3 tarafindan sitozolik Ca*® miktar1 algilanir. SOS2 ile (bir
serin/treonin protein kinaz ) etkilesir ve boylece SOS2 yolagini aktif eder (Halfter vd.
2000; Liu vd. 2000). SOS2-SOS3 protein kinaz bilesimi, SOSI(membran Na*/H"
antiportu) aktive ederek hiicredeki fazla Na™u hiicre disma aktarir(Shi vd. 2002).
SOS2-SOS3 kompleksinin meydana getirdigi bir diger etki ise HKT1 geninin ifadesinde
azalma meydana getirerek HKT1 proteini inaktif konuma getirmektir. Bdylece Na*un
hiicreye girisini engellemis olur (Zhu 2002). SOS2, NHX (vakuol Na*/H" antiportu) ile
etkilesime girerek, NHX’i aktif hale getirir ve asir Na™un vakuolde birikimini
saglayarak hiicresel iyon homeostazisine katki saglamis olur (Mahajan vd. 2008).Na"
homeostazisinin yam sira,SOS2geni CAX1 (bir Ca**/H" antiportu olan) ile de
etkilesime girerek CAX1’in aktivitesini diizenler. Boylece SOS2, hiicresel Ca*?
homeostazisinin de korunmasini saglar ( Sekil 2.3) (Cheng vd. 2004).
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Sekil 2.3 Tuz stresi altinda SOS yolagi ile iyon homeostasinin diizenlenmesi (Mahajan

vd. 2008)

2.5 Yag Asitleri

Aspir bitkisinin tohumu yliksek oranda yag icermektedir. Aspir bitkisinin soguk,
kuraklik ve tuzluluk gibi faktorlere karsi gostermis oldugu yiiksek tolerans nedeniyle

ozellikle diinyanin kurak ve yar1 kurak cografyalarinda yetistirilmektedir.

Aspir bitkisi biinyesinde igerik olarak oleik (C18:1) linoleik (18:2) ve linolenik asit
(C18:3) barindirmaktadir (Camas ve Esendal, 2006). Linoleik asit kandaki kolesterol
diizeyini azaltic1 etki meydana getirmektedir. Aspir bitkisinin yagi igerik olarak % 6-8
oraninda palmitik asit, % 2-3 oraninda steraik asit, % 16-20 oraninda oleik asit ve % 71-
75 oraninda linoleik asit'den meydana gelmektedir. Yagli tohuma sahip bir bitkinin
icerdigi yag asiti kompozisyonu, o bitkinin yag kalitesinin gostergesidir (Velasco ve
Fernandez-Martinez 2001).

Aspir bitkisinin barindirdig1 yag asitlerinin kompozisyonu ve sahip oldugu yag asidi
icerigi, tarimsal uygulamalarda onemli sonuglar meydana getirmektedir (Cosge vd.

2007, Irving vd. 1988). Ayni1 sekilde aspir bitkisinin yag asidi igerigi ve kompozisyonu,
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bitkinin ¢evre kosullarina karsi toleransini da etkilemektedir (Knowles ve Ashri 1995).
Genotip ve yag asitlerinin bilesimi iizerindeki c¢evresel etkilerin iyi anlagilmasi,
kisitlayic1 ¢evresel faktorlerin yag kalitesini {lizerindeki etkisinin belirlenmesinde son

derece Onemlidir.

Lipidler, hiicre zarinin hayati yapisal bilesenlerinde bulunabildikleri gibi hiicrenin
depolama {iriinii olarak da goreve yaparlar. Plazma zarlarinin lipid kompozisyonu ¢evre
sartlar1 degistik¢e farklilagmaktadir. Bu degisiklikler dis diizensizliklere karsi direng
gostermek, zarin membran akiskanligini korumak ve islevselligini siirdiirmek ig¢in
hayati dneme sahiptir. Tuzluluk orani, yag asidi bilesimini degistiren 6nemli gevresel
faktorlerden biridir (Smaoui ve Chérif 2000). Bazi arastirmalara goére membran
doymamis yag asitlerinin orani, tuz stresine karsi fotosentez mekanizmasinin

islevselligini korumada 6nemli rol almaktadir (Allakhverdiev vd. 2001).

Cevresel degiskenlerden olan kuraklik stresi iiriin elde edilmesinde negatif etki
olusturmaktadir. Kuraklik stresine kars1 bitkide tepki olarak tolerans ve duyarlilik gibi
davranig degisiklikleri olusabilmektedir. Bitkiler kuraklik stresine karsi ti¢ farkli

adaptasyon gelistirmislerdir.

1-Yasam siirelerini kisa siire tutarlar.
2-Dehisdasyondan korunarak depoladiklart su seviyesini yiiksek tutarlar.

3-dehidratasyon toleransi saglamak i¢in genis bir 6l¢iide fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikler olusturulmasi bitkiye diisiik su potansiyeline (mekanik direnci, membran

parcalanma mekanizmalar1 gibi) kars1 izin vermektedir.

Tuz stresi, oleik asit (C18:1) miktarinda 6nemli bir artisa neden olmaktadir. Bunun yani
sira linoleik asit (C18:2) ve linolenik asit (C18:3) asit oranlarinda 6nemli azalmalar
meydana getirmistir. Yapilan ¢alismalarda, tuzluluk stresine maruz birakilmis bitkilerde
oleik asit desatiiraz inhibasiyonu ve tuz diizeyine kars1 tolerans ve duyarlilik gdsteren
genotiplerin vermis oldugu cevaplar arastirilmistir. Bitkiler, abiyotik ve biyotik strese

uyum saglamak i¢in membran yapilarinda degisiklik yaparlar ve membran da a-
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linolenik (C18:3) asit igeren lipit artis meydana gelir. yag asit desaturaszlarin etkisi
sonucun da Membranin akiskan yapisindaki degisimlere yol agip yani doymamis yag
asit seviyesinde degisiklikler ortaya c¢ikar ve bu fonksiyon yag asit desatiirazlar
aktivitesinde diizenleme meydana getirir. Membran akigskanligi ayarlamasi stres
sirasinda kritik integral proteinlerin fonksiyonu i¢in uygun bir ortam saglar. a-linolenik
asit igeren membran lipidinin yiikseltilmesi diizenlenmis lipaz aktivitesinin

diizenmesiyle ger¢eklesir (Upchurch 2008) .

2.6 FAD Geni

Yag asiti biyosentezi yolaginda yag asidi desaturazlar (FAD) ve elongazlar 6nemli
gorevleri olan enzimlerdir (Warude vd. 2006). Yag asitlerinin desatiirasyonu, bitkilerin
yag biyosentezi esasinda dnemli bir siire¢ olusturmaktadir. Meydana gelen bu siireg,
doymus ve doymamis yag asit miktarlarinin belirlendigi bir siire¢ olup, sinai
uygulamalarda kullanilan yagin son kullanim tarihinin belirlenmesine yol agar (Knutzon
vd.1992, Mikkilineni ve Rocheford 2003). Yag asitlerinde bulunan hidrokarbon
zincirindeki ¢ift baglarin olusumunda yag asit desatiirazlar1 gérev alir. FAD2 ve FAD3
yag asit desatiirazlari, enzim aktivitesinden sorumludurlar (Shanklin ve Cahoon 1998,
Los ve Murata 1998).

Bitkisel yaglarin kullanim1 ve besin degeri biiylik olclide yag asid kompozisiyonuna
baghdir. Ozellikle oleik asit ve linoleik asitin nisbi orani bitkisel besin degerini ve
bitkisel yaglarin kullanimimi etkilemektedir. Mikrozomal oleyol, fosfatidil kolin
desatiiraz, FAD2 genleri tarafindan kodlanir ve fosfatidilkolinin oleik asitinin A 12

pozisyonunda bir ¢ift bag yaparak onii linoleic asite ¢evirilmesinde rol oynarlar.

Bilinen bitki fad2 enzimleri, 1-4 iiyeden olusan kii¢ikk bir gen ailesi tarafindan
kodlanirlar. Ayrica, klasik oleat A12 desatlirazin aktivitesine ek olarak smirli sayida
FAD2'nin fonksiyonel varyasyonlarina alternatif yada acyl modifikasiyonlar edilebilen
gorevleri bilinmektedir. Bitki hiicrelerinde zarin yiiksek diizeyde doymamis yag asidi
icermesi yaygin olarak goriilen bir 6zelliktir. Doymamis yag asitlerinden iki tip yag

asidi desatiiraz enzimi sorumludur. Endoplazmik retikulumda FAD2 geni ve
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plastidlerde FADG6 geni iki -6 desatiirazlarin kodlanmasindan sorumludurlar.
Bunlar o-6 pozisiyonda ¢ift bag yaparak oleik asit (18:1) linoleic aside (18:2)
dontistiirmede gorev alirlar. Ayrica endoplasmik retikulumda bulunan FAD3 geni ve
pelastidlerde bulunan FAD7 ve FADS8 geni ii¢ tane ®-3 desatiiraz kodlanmasindan
sorumludurlar. desatiirazlar, linoleik asidin (C18:2) -3 pozisiyonunda c¢ift bag
meydana getirerek, linolenik asite (18:3) doniistiiriirler. FAD2 geni, tohum gelisiminde
doymams yag asidi sentezinden sorumlu oldugu i¢in temel bir enzimdir. (Cao vd. 2013).
FAD2 geninde meydana gelen mutasyon sonucunda olusan ve fonksiyonlarini
kaybetmis olan mutant formlarinda tuz stresine kars1 gosterilen asirt duyarlilik, vakiiolar
/ plazma Na+/H+ antiporter aktivitesinde azalmaya sebep olmaktadir. Ayrica mutant
formlarda sitolosik Na+ birikimi de meydana gelmektedir. FAD2, tuz ve osmotik strese
kars1 asir1 hassas bir gendir. Arabidopsis thaliana da FAD2 geni vakiioler ve plazma
membranmin Na +/H+ degistiriciler aktivitesinde yliksek diizeyde rol oynar ve sitosol
de Na+ konsantrasyonunu azaltir boylece tohum ¢imlenmesi ve erken fide biiylimesi

sirasinda tuza dayaniklilik kazandirilmasi saglanir (Zhang vd. 2012)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitkisel Materyalin Temini

Arastirmada bitkisel materyal olarak Aspir (C. tinctorius) tiiriine ait toplam 2 gesit
kullanilnilmigtir. Kullanilan ¢esitler TRE-ASO12/08 (Tiirkiye) ve BDYAS-4 (ABD)

cesitleridir. Calisilacak cesitlerin temini Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii (TRE-

ASO12/08 gesitleri) ve Bahri Dagdas Uluslaras1 Tarimsal Arastirma Enstitlisii’nden

BDYAS-4 (ABD) saglanmustir.

Cizelge 3.1 aspir tiirline ait 2 farkl ¢esitlerin 6zellikleri

Morfolojik ve teknolojik 6zellikler BDYAS-4 TRE-ASO12/08
Bitki Boyu 80-100 cm 90-100 cm
Dallanma Yiiksek Iyi
Yapraklar Orta Orta
Dikenlilik Dikenli Dikenli
Cigek Rengi Once sar1 sonra turuncuya | Sari
doner
Tohum Rengi Beyaz Krem
Protein (%): 14-16 14
Yag Orani (%) 34-36 39-41

3.2 Aspir Cesitlerinin Yetistirilmesi

Arastirmamizda temin edilmis olan aspir tohumlar1 ylizey sterilizasyonunun ardindan

steril perlit iceren bitki yetistirme kaplarina ekilmistir (Sekil 3.2). 2 farkl aspir ¢esidi

fide haline gelinceye dek iklim ve gelistirme dolabinda giinliik 16 saat (25 °C) giindiiz,

8saat (22 °C) gece dongiisiinde yetistirilmistir.
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Sekil 3.1 Bitki biiylitme kabininde uygun ortam kosullarinda yetistirilmek tizere steril
tarim perlitine ekimi yapilmis aspir ¢esitleri

3.3 Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Aspir (C. tinctorius) tohumlar1 25 giin siire ile asagida i¢erigi bulunan 1/10 luk Hogland
besi ortami igerisinde gelistirildi. Buna gore ¢ozeltideki son iyon konsantrasyonlari
2mM Ca, 10° M Mn, 4mM NO3, 2.107 M Cu, ImM Mg, 10° M NH,, 2mM K, 10°° M
Zn, 0.2 mM P, 10% M Fe ve10® M B olacak sekilde; makro besin igerikleri; K;SOy
(15.7 g), KHyPO4 (2.7 g), MgS0O,4.7H20 (24 g), Ca (NOs),. 4H20 (47.23 g) ve KCI
(0.0746 g) ayr1 ayr1 2’ser L dH»0 igerisinde ¢oziildii. Boylece 10 L 10X makro besin
elementi hazirlandi. Mikro besin igerikleri; H3BO3; (0.124 g) ,MnSO, (0.066 Q),
CuS04.5H,0 (0.100 g), NH4Mo (0.048 g), ZnSO,4.7H,0 (0.1553 g) 1 L dH20 igerisinde
¢Ozdiirdiik. Her 10 L 10X makro besin elementi i¢in 50 ml makro besin elementi
karistirdik ve hazirlanan bu ¢ozelti 1/10 seyreltilerek ve her 1L 1X konsantrasyondaki
soliisyona 1 ml 1000 X FeEDTA soliisyonundan eklenerek kontrol ¢alisma ortami
olarak kullandik (1000 X FeEDTA hazirlayabilmek icin 365 g FEEDTA 1 L dH0

igerisinde ¢ozdiirdiik).

3.4 Bitki Stres Kosullarinin Olusturulmasi

3.4.1 100 mM tuz (NaCl) stresi

5 It 1/10 Hoagland besi ortamina NaCl son konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde
29,22 g NaCl eklenmistir. Elde edilen 100 mM NacCl soliisyonunun osmotik basinci
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yaklasik olarak 190 mmol/kg olarak belirlenmistir. 15 giinliik bitkiler her kap icerisinde
10 fide olacak sekilde 100 mM NacCl igeren 3 kap igerisine alinmis, iklim ve gelistirme
odasinda tutularak 0., 3., ve 27. saatlerde 6rneklem alimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.4).
Stresin erken ve ge¢ etkilerini gozlemlemek amaciyla 3. ve 27. saatler se¢ilmistir. 2
zaman dilimi arasinda (3 ve 27) 24 saat birakilmasinin sebebi gen ifadesi diizeylerinde
sirkadiyan saat kontrolilyle olusabilecek istenmeyen degisiklikleri Onlemektir.
Orneklem alimlar1 yaprak ve kok olmak iizere 2 farkli dokudan gerceklestirilmis olup
hedef oOrnekler sivi azot ile muamele edilerek RNA izolasyonu asamasina kadar

korunmak {izere -80% derin dondurucuya kaldirilmustir.

3.4.2 100mM tuz (NaCl) stresine es kuraklik (PEG) stresi

100mM tuz (NaCl) stresine es kuraklik stresi olusturmak amaciyla; 1/10 kontrol
Hoagland besi ortamina 100 mM NaCl ile es osmotik basing olusturacak sekilde, yapay
kuraklik olusturmak amaciyla gerekli PEG 6000 miktarlar: tespit edilmistir. Bu sayede
tuz ve kuraklik stresleri dengeli olarak uygulanmistir. Besi ortamina PEG 6000 belirli
araliklarla ve diisiik miktarlarda ilave edilerek osmotik basinci 6l¢iilmiis, 100 mM NaCl
ile es osmotik basing olusturan madde miktar1 tespit edilmistir (% 15,955) (Sekil
3.5).100 mM tuz (NaCl) stresine es kuraklik stresi i¢in hazirlanan PEG 6000
soliisyonlar1 benzer sekilde iki gergek yaprakli bitkilere 27 saat siire ile uygulanarak
orneklem alimu tiiz stresi ile ayni saatlerde (0., 3. ve 27. saatlerde) yapilmistir. Orneklem
alimlar1 yaprak ve kok olmak iizere 2 farkli dokudan gerceklestirilmis olup hedef
ornekler siviazot ile muamele edilerek RNA izolasyonu asamasma kadar krunmak

tizere -80 e kaldirilmistir.
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Sekil 3.2 Bitki biiyiitme kabininde tuz ve kuraklik stresi uygulamasi

3.5 Total RNA izolasyonu

Muhafaza edilen bu 6rneklerden RNA izolasyonu Trizol protokoliine (Chomczynski ve
Mackey 1995) gore Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Bitki

Molekiiler Biyolojisi arastirma laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Buna protokole gore:

Alinan ornekler siv1 azotta ezilir.

2 mI’lik tiipe 1ml trizol eklenir.

Uzerine 300-500 mg 6rnek eklenir.

Elle tiip kuvvetli bir sekilde sallanarak karigim saglanir, vortekslenir ve ornekler oda
sicakliginda 10 dk bekletilir.

Uzerine 250 pl kloroform eklenir ve karistirilir.

Oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

14.000 rpm de 4°C de 10 dk santrifiij edilir ve tist s1v1 yeni bir tiipe aktarilir.
Uzerine 250 ul 1.2 M NaCl, 250 pl 0.8 M Na-sitrat ve 250 pl izopropanol eklenir.
tercihen -20 °C de 10 saat veya gece boyu bekletilir.
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14.000 rpm de 4 °C de 10 dk santrifiij edilir, tist siv1 atilir (pellet bu asamada tiip
dibinde goriilmelidir.)

Pellet %70’lik EtOH ile yikanir ve dikkatlice kurutulur.

20-50 ul DEPC muamele edilmis suda ¢ozdiirtiliir.

Trizol protokoliine gore izole edilecek olan RNA’larin Nanodrop spektrometre araciligi
ile saflik ve miktar tayini yapilmistir ve %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek safliklar1 teyit
edilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.3 RNA izolasyonu 6rnek goriintiisii

3.6 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanilarak,
liretici firmanmn 6nerdigi yonteme gére Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimi, Bitki Molekiiler Biyolojisi Arastirma laboratuarinda bulunan PCR cihazi
aracilig ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.7). Bu asamada farkli cDNA sentez primerleri
olan Random Hexamer Primer ve Anchored- oligo(dT)18 ayri ayri denenmis ve
Anchored- oligo (dT)18 primerinin kullanilmasma karar verilmistir. Ayrica saf RNA
miktar1 i¢in 1 ng ile 4 pg arasinda farkli miktarlar denenmis ve elde edilen cDNA

orneklerinde saflik ve miktar tayini yapilmistir.
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Cizelge 3.2 RNA orneklerinden sentezlenmis cDNA’larin saflik ve miktar tayinleri

1. BDYAS- Kontrol 1.84 1848.9

2. 100 mM Tuz BDYAS 1.85 1632.5

3. 100 mM PEG BDYAS 1.84 1629.9

4. TRE-ASO Kontrol 1.85 1621.3

5. 100 mM Tuz TRE-ASO 1.73 1111.2

6. 100 mM PEG TRE-ASO 1.84 1836.8
. NO satSwesUygulamast  AZ6OZ80  ngl
| 1. BDYAS-Kontol 18 15856

2. 100 mM Tuz BDYAS 1.85 1713.9

3. 100 mM PEG BDYAS 1.85 1631.8

4, TRE-ASO Kontrol 1.83 1659.8

5. 100 mM Tuz TRE-ASO 1.85 1741.8

6. 100 mM PEG TRE-ASO 1.85 1692.6

3.7 Real-Time PCR Uygulamasi

“Real-time PCR” teknolojisi DNA’nin ya da mRNA 6rneklerinin ¢ogaltimini ve iiriin
miktarini tek bir tiipte tespit edebilen son yillarda kullanilmaya baslamis bir yontemdir.
Floresan 1s1ma tekniklerinin molekiiler genetik yontemlerde kullanima girmesi ile
birlikte bilinen “PCR” gelistirilerek olusturulan teknik gen anlatim ¢alismalarinin hizina
ivme kazandirmistir (Klein,D. 2002). “PCR” c¢ogaltimimi goriiniir hale getiren ve
monitdrize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan
DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir cogaltma yontemi olmasi dolayisiyla “ Gergek
Zamanl —Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)”, “Izlenebilir Polimeraz Zincirleme
Tepkimesi (PZT)”, “Floresan RT-PZR” gibi farkli adlarla da isimlendirilmektedir
(Kubista 2008).

Real-Time PCR uygulamas1 Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Bitki

Molekiiler Biyolojisi Arastirma laboratuvarinda yer alan Light Cycler Nano (Roche)
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cihaz1 araciligiyla SYBR Green I Master boyasi kullanilarak gerceklestirilmigtir

(Sekil3.7).

Sekil 3.4 Light Cycler Nano (Roche) gRT-PCR cihazi

Real Time PCR reaksiyonu komponentleri

Komponent Son Konsantrasyon
cDNA 2ug

Forward Primer 0.5 uM

Reverse Primer 0.5 uM

SYBR Green Master boyasi 4

Saf su, PCR-grade 14

Toplam hacim 20 pl’dir.

Real Time PCR reaksiyonunun gerceklestigi program

Primer Sicakhik Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95°C 15 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15s

Baglanma 65°C 20s 40
Uzama 72°C 20's
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Calismada hedef gen olan FAD2-8 genine ait primer dizisi NCBI veri tabanindan elde
edilmistir. Kullanilan primerlere ait diziler Tablo 3.7’ de verilmistir. Ayrica ekspresyon
calismalari i¢in gerekli sartlardan birisi olan normalizasyon isleminde housekeeping gen
olarak ACT geni kullanilmistir. Real-Time PCR yontemi ile kantitasyon (miktar
belirleme = gen ekpresyonu miktar1 belirleme) calismast SYBR Green I boyasi
kullanilarak gergeklestirilmis ve kantitasyonu takiben PCR’mn etkinligini saptamak ve
herhangi bir dimer olusumu olup olmadigini gézlemlemek amaciyla Melting Analizi

yapilmustir.

Cizelge 3.3 Caligmada kullanilan hedef ve referans gen primer dizileri

Primer ileri Geri
FAD2-8 GAGCAACGGAGAGAAGTAACC GAGGGATGATAGAAAGAGGTCC
ACT (Aktin) CAATGTTCCCGCCATGTAT CGACCACTGGCATAAAGAGAA

3.8 Istatistiksel Hesaplamalar

Verilerinin istatistiksel olarak degerlendirmesi Kenneth J. Livak ve Thomas D.
Schmittgen 2001°¢ ait 2 *“T yontemine gore ve One Way ANOVA (Dunnett)’a gore
yapilmistir. Bu yolla farklilasan gen ekpresyon (konsantrasyon ve Ct degeri olarak
belirlenecek) sonuglarinin housekeeping gen olarak secilen ACT genine gore

normalizasyonu yapilmistir.
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4. BULGULAR

Gergeklestirilmis olan tez ¢aligmasinda biri ulusal (TRE-ASO12/08) ve digeri Amerika
kokenli (BDY AS-4) iki farkli aspir bitkisi gesiti secilerek farkli siirelerde 100 mM NaCl
ve esdegerde kuraklik ( PEG ) stresi uygulanmistir. 2 farkli aspir bitkisi hattina ait
yaprak numunelerinde stres savunmasi ile iliskili olabilecegi diistiniilen FAD2-8 geninin
ifade seviyeleri belirlenmis ve genin strese karsi gelistirilen tolerans mekanizmasindaki

etkisi arastirilmistir.

Gen ifadesi seviyelerinin tespiti kantitatif es zamanli PCR (Quantitative Real-Time
PCR, qRT-PCR) yontemiyle gergeklestirilmistir. Bu PCR ¢esidi giinlimiizde yaygin
olarak kullanilan ve kesin sonuglar veren nicel bir PCR yontemidir. Kantitatif es
zamanli PCR, reaksiyon sirasinda her dongii sonunda olusan iiriin miktarinin, boya ya
da problarin hedef bolgeye hibridize olmasi sonucu olusan 1s1manin (floresans) kamera
ile goriintiilenmesiyle gercek zamanli olarak bilgisayar ekranindan izlenmesine olanak

tantyan bir metotdur.

Kantitatif es zamanli PCR, olusan {irline baglanan 1sinim veren raportdre gereksinim
duyar. Raportdr olusan {riin miktarin1 yansitan floresans sinyal olusturur. PCR
dongiileri sonucunda olusan kisa sekanslara amplikon adi verilir. Baslangic PCR
dongiilerinde kantitatif gercek zamanli PCR’da sinyal zayiftir.Sinyalin giliglenmesi
amplikonlarin artis1 ile olur. Sinyalin esik seviyeye ulagmasi i¢in gereken dongi
sayisina CT (threshold cycle = esik deger dongii) veya CQ (Cycle quantification) degeri
ad1 verilir. Amplifikasyon cevap egrileri CT veya CQ degeri asildiktan sonra logaritmik
olarak artar (Kubista vd. 2006). Es zamanli PCR’da floresans raportorler
kullanilmaktadir. Hedef bolgenin ¢ok sayidaki kopyasinin olusturulabildigi anda
floresan raportorlerden alinan sinyal artan miktarda gozlenir. Kullanilan raportorler
molekiiler beacon, Tagman prob, hibridizasyon probu, LightUp prob, simple prob,
scorpion primer ya da SYBR Green ve BOXTO gibi boyalar olabilir (Kubista vd. 2006).

Hedeflenen genlerin stres kosullar1 altindaki davraniglarinin Real-Time PCR yontemiyle
takip edilmesi genlerin fonksiyonlarinin sinanmasina ve stresle iligkili olan genlerin

tanimlanmasina olanak tanimaktadir. Bu kapsamda gerek ulusal gerek uluslararasi
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diizeyde Real-Time PCR yontemi kullanilarak yapilmis bir¢cok ¢alisma mevcuttur (Wu
vd. 2004, Soydam vd. 2013).

gRT-PCR reaksiyonlarindan elde edilen sonuglarin normalize edilerek analiz edilmis ve

primerlerin 6zgiinliigii erime egrisi analizi ile belirlenmistir (Sekil 4.1-.4.2).

0.9—:
0.8—:
0.7—:
0.6—:

0.5+

Intensity (RFU)

04+
0.3

024

Cycle

Sekil 4.1 gRT-PCR reaksiyonlarna ornek bir amplifikasyon egrisi analizi
goruntisu
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Sekil 4.2 gRT-PCR reaksiyonlarina 6rnek bir erime egrisi analizi goriintiisii

gRT-PCR analizleri sonucunda hem tuz hemde kuraklik stresinin her 2 aspir cesitinde
stresin 3. saatinde FAD2-8 geninin ifadesinde kontrole gore istatistiki olarak anlamli bir
artis meydana getirdigi goriilmektedir. Ulusal aspir ¢esiti olan TRE-ASO12/08 tiirkiye
de hem tuz hem kuraklik stresi altinda FAD 2-8 geni ifade diizeyinde kontrole gore
yaklagik 1.5 katlik bir artis oldugu goriilmektedir. Amerika kokenli olan BDYAS-4
cesitin de ise kuraklik stresinin 3. saatinde gen ifadesi artisinin kontrole gore yaklagik
2.8 kat kadar fazla oldugu goriilmektedir. Tuz stresinin 3. saati dikkate alindiginda FAD
2-8 geni ifade seviyesinin en yiiksek oldugu cesit TRE-ASOI12/08 olarak goze
carparken, kuraklik stresinde bu durumun tersi olarak gen ifadesinin en yiiksek oldugu
cesit BDYAS-4 (ABD) olarak belirlenmistir. Bu durumun Amerikan ¢esiti olan
BDYAS-4’(ABD)iin 3 saatlik kuraklik stresine karsi daha dayanikli olabilecegini

gosteren bir bulgu olabilecegi kanaatindeyiz.
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2,5

15 1,256
1

o8
0

Control TRE-A5012/08TRE A5012/08 BDYAS-4 PEG BDYAS 4 NacCl
PEG 3h NaCl 3h 3h 3h

seviyeleri

Normalize edilmis gene
FAD2-8 gennin expresiyon

Safflower gesitlerinin 3saat NaCl and PEG stresine maruz kalan bitkiler

Sekil 4.3 TRE-ASO12/08 ve BDYAS-4 aspir ¢esitlerinde tuz ve kuraklik stresinin 3.
saatinde gozlenen FAD2-8 geni mMRNA seviyeleri

27 saat tuz stresine maruz birakilan 2 aspir bitkisi gesitlerin da FAD2-8 geni mRNA
seviyelerinin kontrole gore diislis gosterdigi gozlenmistir. Ancak BDY AS-4 cesitler gen
ifadesinde azaligin aksine kontrole gore ciddi bir artis oldugu belirlenmistir. 27 saat tuz
ve kuraklik stresine maruz birakilan TRE-ASO12/08 ve BDYAS-4 ¢esitlerinin FAD2-8
mRNA seviyeleri bakimindan mukayese edilmesi durumunda ise, TRE-ASO12/08’in
gen ifadesinin en fazla diisiis yaptig1 ¢esit oldugu ve FAD2-8 geninin hem tuz hemde

kuraklik stresleri altinda neredeyse ayni oranda ifade oldugu gozlenmektedir.

£ 25

o

8 _ 5 1,990319444

x

2 < 15

[ 3 ’

o @

E S !

=9 1

° -g 0,632001549

VU =

= %0’5 0218847832  0,243501067

20, mm EE

2 Control TRE-ASO12/08 TRE-ASO12/08 BDYAS-4PEG BDYAS-4 NaCl

PEG 27h NaCl 27h 27h 27h

Safflower gesitlerinin 27 saat NACL ve PEG stresine maruz kalan bitkiler

Sekil 4.4 TRE-ASO12/08 ve BDY AS-4 aspirgesitlerinde tuz ve kuraklik stresinin 27.
saatinde gozlenen FAD2-8 geni mRNA seviyeleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Aspir yalanci safran, Amerikan safran1 ve boyaci safrani olarakta bilinen, tek yillik
genis yaprakli, sari, kirmizi, turuncu, beyaz renkli ¢icekleri olan, dikenli ve dikensiz
tipte yaprakli, kurakliga kars1 direngli ve ortalama yag oran1 %30 ile 50 arasinda olan
bir yag bitkisidir. Giiney Asya orjinli oldugu, milattan 6nce ekildigi ve Misir’dan
yayildigi kabul edilmektedir (Arioglu vd. 2010, Kolsarict ve Eda. 2002). Giiniimiizde
diinyada yayilis gosteren 25 yabani tiiriiniin oldugu bilinmekte ve bu yabani tiirlerin bir
kac1 (6rnegin, Carthamus lanatus ve C. dentatus) Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde dogal
ortamlarda rahatlikla goriilebilmektedir (Babaoglu 2007, Patel ve Narayana 1935,
Richharia ve Kotval 1940, Ashri ve Knowles 1960, Singh ve Nimbkar 2006).

FAD veya fad genleri desaturaz enzimlerini kodlayan genlerdir. Desaturaz enzimlerinin
yaglik bitkilerin ¢ogunda oleik asidin linoleik aside ¢evriminden sorumlu oldugu
bilinmektedir. Yiiksek oleik icerige sahip ¢esitlerde Ozellikle c¢igeklenmeden hemen
sonra bu enzim bloke edilerek ¢ok az linoleik asit iiretilebilmektedir .Ilk FAD2 geninin
Arabidopsis thaliana’da klonlaniginin ardindan, soya fasulyesi, pamuk, kolza, yer fistig1
ve keten gibi farkli bitki tiirlerinde, ortologu olan DNA dizileri karakterize edilmistir.
Arabidopsis haricinde diger bitki tiirlerinde FAD2’nin kiiglik gen aileleri tarafindan
kodlandig1 bilinmektedir. Ornegin, soya fasulyesinde FAD2 kodlayan ii¢ farkli gen
ailesi iiyesi bulunurken bu sayr pamuk bitkisinde dorttiir (Cao vd. 2013). Ancak
gergeklestirilen literatiir taramasinda aspir bitkisinde bu konuda gergeklestirilmis olan
caligmalarin olduk¢a az sayida oldugu gozlenmistir. Ozellikle FAD genlerinin aspir
bitkisinde stres kosullarina karsi verilen cevaptaki rollerine dair ¢aligmalarin noksan
oldugu goriilmektedir. Bu sebeple gerceklestirilen bu tez calismasinda FAD2 gen
ailesinin tiyeleri (FAD2-1... FAD2-11) taranarak aralarindan FAD2-8 geni secilmistir.
2 farkli aspir bitkisi ¢esidinde 3 ve 27 saat tuz ve kuraklik stresine maruz kalinmasi
durumunda FAD2-8 geninde strese karsi olusan cevabin mRNA diizeyinde incelenmesi

hedeflenmistir.
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Elde edilen verileri mukayese etmek amaciyla gerceklestirilen literatiir aragtirmasinda
FAD?2 genleri ve stres cevabina dair ¢aligmalarin noksan oldugu goriilmektedir. (Baldini
vd. 2002) arastirmasinda aspir bitkisine yakinlig1 ile bilinen aygigegi tohumlarinda su
noksanligr stresi durumunda C18:1/C18:2 oraninda artis oldugu gorilmiistiir yani
linoleik asit birikimi artmistir. (Baldini vd. 2002) ¢alismasindan elde edilen bu sonuglar
FAD2 gen ailesi {yelerinin ifade diizeylerinin artmasindan ileri gelebilir.
Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda da stres kosullarina cevap olarak FAD2-8 geni

ifadesinde 3. saatte gézlenen artis bu arastirmay1 destekler niteliktedir.

(Zhang vd. 2012)’nin Arabidopsis thaliana’da gergeklestirdikleri ¢alismada yiiksek
konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis FAD2 mutant aspir ¢esidi ile col-0
(Kolombiya yabani tip) ¢esidi strese dayanikliliklar1 bakimindan mukayese edilmistir. 5
giinliik fideler MS besiyeri igeren petride 200 ve 250 mM NaCl stresine maruz
birakilmislardir. 10 giin boyunca stres ortaminda yetistirilen bu bitkilerde yasam siireleri
g6z Onlinde bulunduruldugunda strese maruz birakilmamis FAD2 mutant ve yabani
kontrol aspir c¢esitlerinde benzerlik gbézlenmistir. Stres kosullart gbéz Oniinde
bulunduruldugunda ise FAD2 mutant ¢esidin 200 veya 250 mM NaCl iceren
besiyerindeki gelisiminin yabani tipe gore daha az oldugu saptanmistir. Diger bir ifade
ile yabani tip NaCl stresinden daha az oranda etkilenmistir(Zhang J vd. 2012). bu
calismasinin sonuglart NaCl stresine karsi olan dayaniklilik ile FAD2 geni arasindaki
iliskiyi ortaya koymaktadir ve bu tez ¢aligmasindan stresin 3. saatinden elde edilen

veriler ile paralellik gostermektedir.

Gergeklestirilen tez calismasinda tuz ve kuraklik stresinin FAD2-8 geni iizerindeki
erken ve gec etkilerini arastirmak amaciyla 3. ve 27.saatler ele alinmistir. qRT-PCR
analizlerinden elde edilen veriler 1s18inda 3. Saatte her iki stres kosulunda da hem
BDYAS hemde TRE-ASO aspir gesitlerinde FAD2-8 mRNA diizeylerinin kontrole gore
artis gosterdigi, ancak 27. saatte kontroliin altinda ifade sergiledigi saptanmistir. Bu
durumun FAD2-8 geninin stresin ilk saatlerinde strese karsi olan savunmada rol
oynayabileceginin bir igareti olabilecegi kanaatindeyiz. Ayrica 3. Saatte tuz ve kuraklik
streslerinin karsilastirilmasi durumunda kuraklik stresi altindaki BDYAS ¢esidinde

FAD2-8 geni mRNA diizeyinin diger kosullara oranla oldukga yiiksek oldugu goze
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carpmaktadir. Bu artis kontroliin neredeyse 2.5 kati1 kadardir. Kuraklik stresi altinda
BDYAS c¢esidinde FAD2-8 geni mRNA diizeyinde gozlenen bu ciddi artisin bu ¢esidin
kuraklik stresine karsi olan dayanikliliginin TRE-ASO ¢esidinden daha fazla olabilecegi

gorisiinii uyandirmaktadir.

Her iki stresin 27. saatinde ise yine kuraklik stresine maruz kalan BDYAS cesidi
haricinde diger tim kosullarda kontrole gore ciddi bir diisiis oldugu saptanmustir.
BDYAS c¢esidinde kontrole kiyasla mRNA diizeyinin yaklasik olarak 2 kat fazla olmasi
3. Saatte elde edilen verilerle uyumluluk gostermektedir. Bu sonu¢ BDYAS ¢esidinin
kurakliga kars1 daha dayanikli olabilecegi ihtimalini arttirmaktadir.

Simdiye kadar farkli bitkilerde tanimlanmis ve analiz edilmis FAD genlerinin biiylik
¢ogunlugunun ¢alismamizda elde edilen sonuglarla uyumlu olarak kuraklik periyodunun
baslangicinda en {ist seviyelerde ifade oldugu ve ilerleyen saatlerde keskin diisiisler
sergiledigine dair literatur bilgisi bulunmaktadir (Brands ve Ho 2002, Wang vd. 2002,
Barrera-Figueroa vd. 2007, Kawar vd. 2008).

Sonug olarak ¢alismadan elde edilen bulgular FAD2-8 geninin aspir ¢esitlerinde strese
kars1 olan savunmada rol oynayabilecegini gozler oniine sermektedir. Ayrica FAD2-8
geninin farkli aspir ¢esitlerinin tuz ve kuraklik streslerine karsi olan dayanikliliklarinin
degerlendirilmesinde bir molekiiler belirte¢ olarak kullanilabilecegi goriisiinii ortaya
koymaktadir. Bilindigi lizere gelecekte artacagi tahmin edilen diinya niifusunun besin
ithtiyacin1 karsilamak i¢in gerekli temel besin maddelerinin iiretiminin arttirilmasina
ithtiya¢ vardir. Markorler yardimiyla erken seleksiyon onemli bir konu olustururken,
genetik manupulasyonlar kullanilarak strese karsi dayanikli cesitler gelistirmek de
giiniimiiz bitki biyoteknolojisinin 6zel konular1 arasindadir. Genetik manupulasyonlarin
yapilmast i¢in Oncelikle siipheli olan genlerin kontrollii sekilde sianmalar
gerekmektedir. Bu ¢alisma ile FAD2-8 geninin aspir bitkisinde bu ileri ¢alismalar i¢in

1yi bir aday gen oldugu gdosterilmistir.
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