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Danigman: Prof. Dr. E. Stimer ARAS

Bitkiler yapilar1 geregi kolayca biyotik ve abiyotik stres tiirlerine maruz kalabilirler. Dolayisiyla
bitkiler stres faktorleri ile genetik seviyede basa ¢ikmak zorundadirlar. Fasulye (Phaseolus
vulgaris L.) ekolojik agidan ve besleyiciligi bakimindan diinyada 6nemli bir yeri olan ve biiyiik
Olciide tiiketim oranina sahip olan bir baklagil tiiriidiir. Stres faktorleri canlilarin ¢ogunda
oldugu gibi fasulye yetistiriciliginde de biiylime ve gelismeyi sinirlayan faktorlerden biridir.
Gunilimiizde, biyoteknolojik uygulamalar bitkilerin degisik stres kosullarina uyumlu hale
getirilmesinde ve tarimda verimin artirtlmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle bitkilerin
stres faktorlerine verdikleri molekiiler cevaplarin mekanizmalariin arastirilmasi oldukca
o6nemlidir. TCP proteinleri yaprak biiylimesi, organogenez, yanal dallanma gibi bitki gelisimi ve
biiylimesinde rolleri olan énemli transkripsiyon faktorlerini igeren bir gen ailesidir. Krom (VI)
yiiksek konsantrasyonlarda tohum ¢imlenmesini engeller, kloroplast ve hiicre zarimin yapisini
degistirerek reaktif oksijen tiirlerinin ortaya c¢ikmasina neden olur, hayvanlar ve insanlar
tizerinde de zarar verici etkileri bulunmaktadir. Bu tez calismasinda krom stresi altindaki
fasulye bitkisinde Pvul-TCP-2, Pvul-TCP-3, Pvul-TCP-13, Pvul-TCP-20, Pvul-TCP-27 gen
ifadelerinin mRNA seviyesinde analiz edilmesi amaglanmustir. Tescilli fasulye g¢esidi olan
Ziilbiye tohumlan sterilize edilerek steril perlit ortamina ekilmistir. Fasulye bitkileri 18 giin
sonra trifoliat (ii¢ yaprakli) hale geldiklerinde iklim odasinda dogrudan kontrol grubu hari¢ 100
uM K,Cr,0; (Potasyum dikromat) iceren Hoagland siv1 besi yerine aktarilarak 3 saat ve 24 saat
krom (VI) stresine maruz birakilmislardir. Her bitki 6rneginin kok ve yapraklart belirlenen
zamanlarda kesilip homojenize edilerek RNA izolasyonu ve cDNA sentezi ardindan Real-Time
PCR ile analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda bes TCP geninin ifadelerinde kontrole gore
artis gbzlenmis; ancak Pvul-TCP-27 geninin her kosulda kontrole gére anlamli bir sekilde
digerlerinden daha fazla ifade artis1 gosterdigi gozlemlenmistir. Ayrica 24 saat stres altinda
kalan TCP genlerinin ifadelerinin, 3 saate gore daha fazla artis gosterdigi bulunmustur. Tez
calismasinda elde edilen sonuglar TCP gen ailesinin fasulye bitkisinde krom (VI) agir metal
stresine karsi savunma mekanizmasinda rol oynadigini savunmaktadir.
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Anahtar Kelimeler: Fasulye, Krom (VI), Real-Time PCR, TCP Gen Ailesi, Bitki
Transkripsiyon Faktorleri, Agir Metal Stresi



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

ANALYSIS OF mRNA EXPRESSION LEVELS OF TCP GENE FAMILY
TRANSCRIPTION FACTORS USING REAL-TIME PCR METHOD IN CHROMIUM
(VI) STRESSED COMMON BEAN (Phaseolus vulgaris L.)
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Plants can easily be exposed to abiotic and biotic stresses because of their structure.
Consequently, they have to cope with stress factors at genetic level. Common bean (Phaseolus
vulgaris L.) is species of legume with a large consumption rate in the world in terms of its
ecologically and substantially. Abiotic stress factors restrict growth and development in bean
cultivation as in most crop species. Nowadays, biotechnological applications play important
roles in adaptation of plants to the different stress conditions and increasing productivity in
agriculture. For this reason, it is important to investigate the mechanisms of molecular
responses to stress factors in plants. TCP proteins are one of an important transcription factor
families, having important functions in plant growth and development, such as leaf growth,
organogenesis, lateral branching. Hexavalent chromium prevents seed germination at high
concentrations, altering the structure of chloroplasts and cell membranes, leading to the
emergence of reactive oxygen species, also harmful effects on animals and humans. In this
study we aimed to investigate the changes in Pvul-TCP-2, Pvul-TCP-3, Pvul-TCP-13, Pvul-
TCP-20, Pvul-TCP-27 genes expressions in common bean under chromium stress at mRNA
level. For this purpose Phaseolus vulgaris cv. Zulbiye seeds were sterilized and were planted in
sterile perlite medium. Plants that have been grown in climate chamber and become trifoliate
after 18 days, were exposed 100 uM K,Cr,0O; (potassium dichromate) containing Hoagland
liquid medium for 3 and 24 hours. Then leaf and root samples of exposed and control plants
were collected, homogenized immediately and RNA extraction was performed. Real-Time PCR
analysis following cDNA synthesis. The result of the analysis showed an increase in the
expression of all genes compared to the control; however it has been observed that the
expression in, Pvul-TCP-27 gene is more pronounced than the others in all conditions compared
to the control. Furthermore, TCP gene expression was higher in samples exposed to stress for
24 hours compared to 3 hours. The results suggest that the TCP gene family plays an important
role in the defense mechanism against hexavalent chromium heavy metal stress in common
plants.

July 2019, 59 pages
Key Words: Common Bean, Chromium (VI1), Real-Time PCR, TCP Gene Family,

Plant Transcription Factors, Heavy Metal Stress
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1. GIRIS

Fasulye; orijini Orta Amerika ve Giliney Amerika olan bitkiler aleminin Fabaceae
(Baklagiller) familyasina ait, diinya ¢apinda insanlarin en ¢ok tiikettigi, degerli protein
ve mikro besinler igeren en 6nemli baklagillerden biridir (Delgado-Salinas vd 2006,
Ozdem 2012). Bunun yaninda, fasulye bitkisi koklerinden azot fiksasyonu yapabilmesi
ve bunun topraga katki saglamasi sayesinde tarimin da pozitif yonde siirdiiriilebilirligi
icin avantaj sunar (Tate 1995). Dolayisiyla fasulye iklim degisikliginde onemli
zorluklarla basa ¢ikmada da anahtar rol oynar (Bitocchi vd. 2017).

Biyolojik yapilart nedeniyle bulunduklari ortamda sesil yasayan ve ortamin
tehlikelerinden kacamayi1p ¢esitli stres etkenlerine maruz kalan bitkilerin olumsuz yonde
etkilenmesinin, insan beslenmesini de etkilemesi kaginilmazdir. Sanayilesme,
kentlesme, zirai ilaglarin 6zellikle pestisitlerin kullanim1 gibi faaliyetler sonucunda
hava, su ve toprak gibi ekosistemlerde canlilar i¢in zararli olan bir¢ok madde birikir
(Demir 2009, Kocatas 2012a). Bunlardan biri de yogun bir sekilde biriken agir
metallerdir. Teknolojinin geligsmesi, niifusun artig1 ve buna bagl olarak {iretimin artmasi
sonucunda agir metal kullanimi ihtiyact da artmistir (Rether 2002, Kahvecioglu vd.

2003, Kocatas 2012b).

Agir metal zehirlenmesi, hayvanlar ve bitkiler i¢in ciddi saglik sorunlari olusturan
abiyotik stres ¢esididir (Anonim 2004). Yillarca insanlar tarafindan ¢evreye salinan agir
metaller toprak kirlenmelerine neden olmustur (Rether 2002, Kahvecioglu vd. 2003).
Yapilan son aragtirmalar ile agir metal kirlenmesinin bitkiler, toprak ve sonug olarak da
insanlara biliyik miktarda zarar verdigi dogrulanmistir (Debnath vd. 2011).
Agir metaller tarafindan kirletilmis alanlarda gelisen bitkilerin metabolizmalarinin
degistigi, biliylimelerinin ve biyokiitle liretiminin azaldigi gosterilmistir. Ortamda

bulunan ve cevreye zarar verici etkileri olan herhangi bir kirletici madde, yasam

kalitesini azaltarak sonugta 6liime sebep olabilir (Demir 2009, Nagajyoti vd. 2010).



1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

1.1.1 Tarihge

Phaseolus cinsine ait yaklasik 70 tiirlin ¢ogunun orijini, cografik olarak Orta
Amerika’ya aittir ve bu cins gectigimiz 4-6 milyon yil 6nce g¢esitlenmeye baslamistir
(Delgado-Salinas vd. 2006). Bu cinse ait farkli tiirlerin ¢esitlenmesi, simdiki Meksika
tilkesinin bulundugu topraklarda, Ge¢ Miyosen zamaninda (5 milyon yil Once)
gerceklesmis olan tektonik olaylarin sonucunda olmustur (Nieto-Samaniego vd. 1999,
Delgado-Salinas vd. 2006).

1.1.2 Siniflandirilmasi

Fasulye; Fabaceae (Baklagiller) familyasinin Phaseolus cinsinin bir tiiriidiir. Filogenetik
analizler Phaseolus tiirlerinin iki ana kardes klada (klad A ve klad B) ayrildiginm
gostermistir ve Phaseolus vulgaris B kladinda bulunur. a-amilaz inhibitér geninin
sekans verilerinin analizi; P. vulgaris’in P.dumosus ve P. coccineus’tan ayrilarak
tirlestigini gostermistir (Gepts vd. 1999, Delgado-Salinas vd. 2006). Phaseolus vulgaris

L. ’in sistematik siniflandiriimas1 Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1 Phaseolus vulgaris L.’in sistematik siniflandirilmasi (Davis 1969)

Domain Eukarya — Okaryotlar

Alem Plantae - Bitkiler

Altalem Tracheobionta — Damarl Bitkiler
Ustbéliim Spermatophyta — Tohumlu Bitkiler
Boliim Magnoliophyta — Cigekli Bitkiler
Sinif Magnoliopsida — Dikotiledonlar
Altsinif Rosidae

Takim Fabales

Aile Fabaceae — Baklagiller

Cins Phaseolus L.

Tiir Phaseolus vulgaris L. - Fasulye




1.1.3 Tiirkiye’deki ve Diinya’daki 6nemi

Fasulye; Tiirkiye’de iiretimi en ¢ok yapilan baklagiller arasindadir. Diger baklagiller
gibi yag orami disiik, karbonhidrat oranmi yiiksek, igerdigi bitkisel kaynakli proteinler
sayesinde besleyiciligi fazla olan ve protein ihtiyacinin kismen giderilebilecegi

besinlerdendir (Anonim 2010).

Fasulye ayn1 zamanda havadaki serbest azotu, koklerindeki Rhizobium bakterilerinin
olusturdugu nodiiller sayesinde bitki metabolizmasina alir. Bu da bitkideki protein

miktarinin artmasina neden olur (Ismailcelebioglu 1980, Tate 1995).

Tiirkiye’de Giineydogu Anadolu, Orta Anadolu ve gecit bolgelerini de icine alan
Marmara Bolgesi’nin giineyi, fasulye iiretiminin en yogun oldugu bdlgelerdendir
(Ozdem 2012). 1990 yil1 itibari ile diinyada kuru fasulye iiretimi 210.000 ton iken, 2016
yil1 itibari ile 230.000 ton olmustur. Bu yillar arasinda baklagil ekim alanlarinda 6nemli
oranda diislis yasanmasina ragmen verim artmis ve fasulye liretimi artirilmistir. 1990
yilinda kuru fasulye ekim alani 1.710.000 dekar iken, 2016’da 898.197 dekar ile azalis
gdstermistir (TUIK 2019).

Baklagil tretiminin azalmasinin nedenleri arasinda en basta kuraklik gelir (Anonim
2010). 1988°den 2018’e kadar olan fasulye, iiretim, ekim alan1 ve verim TUIK verisi

Cizelge 1.2°de verilmistir.

Diinyada iiretimi en ¢ok yapilan baklagil fasulyedir. Diinya fasulye {iretiminden en ¢ok
pay1 alan lilkeler Brezilya, Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Arjantin, Myanmar,
Hindistan ve Cin’dir. Tiirkiye diinya fasulye iiretiminden %1 pay almaktadir (Anonim
2010).



Cizelge 1.2 TUIK verilerine gore 1988’den 2018’ kadar olan fasulye tiretim, ekim
alan1 ve verim ¢izelgesi (TUIK 2019)

Yillar |Uretim (Ton)Ekilen alan (Dekar)|Verim (Kg / Dekar)
Fasulye
(kuru)
Bean (dry)
1988 211 000 1760 000 120
1989 193 000 1780 000 108
1990 210 000 1710000 123
1991 214 000 1780 000 120
1992 200 000 1 680 000 119
1993 200 000 1 620 000 123
1994 180 000 1630 000 110
1995 225 000 1700 000 132
1996 230 000 1725000 133
1997 235 000 1750 000 134
1998 236 000 1720 000 137
1999 237 000 1740 000 136
2000 230 000 1760 000 131
2001 225 000 1750 000 129
2002 250 000 1 800 000 139
2003 250 000 1 620 000 154
2004 250 000 1 550 000 161
2005 210 000 1412 000 149
2006 195 970 1290 515 152
2007 154 243 1092 497 141
2008 154 630 982 326 157
2009 181 205 949 280 191
2010 212 758 1033 811 206
2011 200 673 946 254 212
2012 200 000 931740 215
2013 195 000 847 630 230
2014 215000 911103 236
2015 235 000 935 840 251
2016 235 000 898 197 262
2017 239 000 897 221 266
2018 220 000 848 045 259




1.1.4 Toprak ve iklim istekleri

Fasulye; diinya {lizerinde ¢ok genis bir ekim alanina yayilig gosteren ve iliman iklimlere
adapte olmus bir bitkidir. Kuraklik, sicaklik ve nem gibi etmenlere duyarlidir. Bitkinin
daha fazla alana yayilamamasinin nedeni sicakliktir. Yaz aylarinda sicakligin 10 °C’nin
altina diismesi, baklalarinin olugsmamasina; sicakligin 32 °C’nin {izerine ¢ikmasi da

yapraklariin dokiilmesine neden olmaktadir (Sehirali 1988).

Tinl (igerisinde yaklasik olarak esit miktarlarda kum, kil ve silt bulunduran toprak) —

kumlu topraklarda iyi gelisir (Varankaya 2011).

1.2 Stres

Canlilar siirekli ¢evre ile iliski icinde olduklart icin, bazen yasadiklari ortamin
kosullarindan olumsuz bir sekilde etkilenirler. Bitkiler dogalar1 geregi bir yere tutunarak
yasamlarin1 devam ettirdikleri i¢in i¢inde bulunduklari ortamin olumsuz kosullarindan
kacamazlar ve bu olumsuz kosullara maruz kalirlar (Boyer 1982, Osmond vd. 1987,
Biiytik vd 2012). Bu da bitkilerin biiyiime ve gelisme yolaklarini kotii etkileyerek onlari
stres durumuna sokar. Bitkiler bu stres durumlarinin iistesinden gelmek i¢in hayatta
kalma siirecinde onlara yardim edecek mekanizmalar gelistirmek zorunda kalmislardir.
Bitkilerin biyotik ve abiyotik strese maruz kalmalar1 bitkinin fizyolojisini bozarak

verimlerinin diismesine neden olur (Boyer 1982, Osmond vd. 1987).

Stres faktorleri biyotik ve abiyotik stres olmak iizere ikiye ayrilir (Levitt 1980). Biyotik
stres yasayan biitiin canlilarin meydana getirdigi stres ¢esididir. Abiyotik stres tiirleri ise
151k, sicaklik, su/kuraklik, radyasyon, kimyasal ve mekanik faktorlerin olusturdugu
cevresel etmenlerdir (Lichtenthaler 1996). Bu tiir disaridan gelen etkiler nedeniyle
bitkilerin biiylime ve gelismelerinde ciddi olumsuz etkiler ortaya c¢ikabilmektedir
(Boyer 1982). Ayrica stres faktorlerinin neden oldugu durumlar; bitki tiirline, bitkinin
adaptasyon yetenegine, toleransina, maruz kalma siiresine, siddetine gore degisiklik

gosterir (Rao vd. 2006). Besin zincirinde iireticiler olarak yer alan bitkilerin ¢cogu stres



faktorlerine maruz kalirlar (Boyer 1982, Rao vd. 2006). Bu bitkilerde meydana gelen bir
bozuklugun besin zincirindeki diger basamaklar1 da etkileyebilecegi anlamina gelir.
Biitiin bunlar diisiiniildiigiinde bitkilerin stresle basa ¢ikma mekanizmalarinin
arastirtlmas1 ve strese toleransli bitki tiirlerinin gelistirilmesi biitiin canlilar i¢in

Onemlidir.

1.2.1 Agir metaller

Niifus artig1, sanayilesme, iiretimin artmasi, buna bagli olarak tarim alanlarinda pestisit
kullaniminin artmasi ¢evre kirliligine neden olmakta ve hava, su ve toprak kirliligi
dogay1 ve dogada yasayan biitiin canlilar1 olumsuz yonde etkilemektedir (Oztiirk 2002,
Aksay vd. 2005, Demir 2009). Toprak daha ¢ok agir metallerce kirlenir ve bitkiler bu

Kirleticilere maruz kalirlar (Caglarirmak ve Hepgimen 2010).

Agir metal; fiziksel olarak yogunlugu 5 g/cmg’ten daha yiiksek olan metaller i¢in
kullanilan bir tanimdir. Agir metallere demir, krom, kadmiyum, bakir, kobalt, nikel,
civa ve ¢inko gibi elementlerin yaninda 60’tan fazla metal dahildir. Agir metaller
yapilarindan dolay1 ¢evrede oksitlenmis olarak ya da karbonat, siilfiir ve silikatlar ile

bilesik olusturarak bulunurlar (Kahvecioglu vd. 2003).

Su kaynaklarina agir metal kontaminasyonu, endiistriyel atiklarin ¢evreye salinmasi ve
asit yagmurlarinin topragi c¢ozmesi ve dolayisiyla c¢oziinen agir metallerin su
kaynaklarina gegmesi ile olurken gevreye gegisi, ¢cimento iiretimi, demir gelik sanayisi,
termik santraller, cam iiretimi, ¢op ve atik camur yakma tesislerinin islemleri sonucu

olur (Rether 2002).

1.2.2 Agir metallerin canlilar iizerine etkisi

Niifusun hizla artmasi bazi ihtiyaglarin da artmasinmi gerektirir. Bu ihtiyaglarin basinda
beslenme gelir. Diinyada niifus ve refah diizeyinin artmasi ile teknoloji alaninda da

gelismelerin olmasi1 kaginilmaz hale gelmistir. Teknolojik gelismeler arttik¢a insan



yasami daha da kolaylasmis, hastaliklar azalmis, sonu¢ olarak niifus da artmistir.
Niifusun artis1 tarimsal iretimin de artmasi gerektigi anlamina gelir. Bu nedenle
tarimsal alandaki {iretimin verimini artirmak amaglh calismalar yapilmalidir. Ekim
alanlarindan elde edilen {iriiniin miktari, verimliligi ve kalitesinin artirilmasinin yaninda
insan sagligin1 etkileyecek uygulamalardan da kaginmak gerekir (Asri ve Sonmez
2006). Tarimsal alanda kullanilan giibre ve pestisitler ile endiistriyel faaliyetler, motorlu
tasitlarin egzozlari, maden yataklari, volkanik faaliyetler, kentsel atiklar da ¢evreye agir

metal salinimina neden olur (Stresty ve Rao 1999).

Agir metaller bitki dokularinda birikerek bitkilerin vejetatif ve generatif organlarinin
gelisimini olumsuz yonde etkiler (Rout ve Das 2009). Agir metal toksisitesi ayni
zamanda bitkilerde klorofil sentezi metobolizmasini, dolayisiyla fotosentezini, mitoz
boliinmeyi, organlarin biiyiimesini, ¢imlenmeyi, enzim aktivitesini, protein sentezini,
transpirasyonu, stoma hareketlerini ve sitokinin diizeyini olumsuz yonde etkiler (Zengin
ve Munzuroglu 2005, El-Ghamery vd. 2003, Radha vd. 2000, Kennedy ve Gonsalves
1987, Sheoran vd. 1990, Zengin ve Munzuroglu 2004).

Agir metaller hiicredeki birgok molekiile zarar vererek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
aciga ¢ikmasia neden olur. Siiperoksit anyonu (O), singlet oksijen (*O.), hidroksil
radikali (OH") ve hidrojen peroksit (H20,) gibi reaktif oksijen tiirlerinin agiga ¢ikmasi
bitkiyi oksidatif strese sokmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin artmasi niikleik asitlerin
hasarina, programli hiicre 6liimiine, enzim aktivitesinin azalmasina, protein sentezinin

engellenmesine, iyon tasiniminda aksakliklara, lipid peroksidasyonuna neden olur

(Blokhina vd. 2003).

Agir metaller, besin zinciri basamaklarinin birbirleriyle etkilesimi sonucunda veya
havadan, hayvan ve insan viicuduna girmektedir. Ayrica insanlarin agir metal birikimi
olan yerlerde yasamasi, calismasi sirasinda, cildin agir metale maruz kalmis ortama
temasi, ortamda solunum ve ortamda yetistirilen bitkilerin yenmesi ile de insan

viicuduna gegebilir (Asri ve S6nmez 2006).



Yiiksek dozlarda agir metaller insan sagligini olumsuz yonde etkiler. Ornegin kursun,
kemiklerde belirli bir miktar biriktikten sonra viicutta ¢dziinmeye baslar (Grandjean
1992). Bobrek, kalp, karacigeri tahrip eder ve demir baglanma metabolizmasini bozarak
anemiye neden olur. Ayrica beyin ve sinir sistemi fonksiyonlarini bozar (Cory-Clechta
1990)

Kadmiyum; bitkilerin azot ve karbonhidrat metabolizmasini olumsuz etkiler.
Proteinlerin tiyol (-SH) gruplarimi inaktive ederek enzimlerin ¢alismasini ve klorofil
sentezi iizerine olumsuz etki gostererek fotosentezi engeller (Sheoran vd. 1990). Ilag
sanayisi ve diger endiistriyel yollarla ¢evreye salinan kadmiyum ayrica insan sagligini
da onemli derecede etkiler. Kadmiyumun viicuda girisi sindirim sistemi, solunum
sistemi ve deri yolu ile olabilmektedir. Yiyecek ve igeceklerin sindirimi ve sigara
tilkketilmesi sonucu viicuda giren kadmiyum akcigerlerde birikerek demir eksikligine

neden olur (Godt vd 2006).

Deney hayvanlariin iizerinde yapilan g¢aligmalar, agir metallere maruz kalmanin
kansere yol agcan 6nemli bir etmen oldugunu gostermistir (Vural 1993, Casarett ve Doull
2001). Sicanlar iizerinde yapilan bir calisma sonucu toprak ve su ile fare derisine
uygulanan kadmiyumun karacigerde ve bobrekte biriktigi gozlemlenmistir (Lansdown

ve Simpson 1996).

Ayni sekilde agir metal zehirlenmelerinin insanlarda da bir¢ok kansere yol agtigi
bilinmektedir. Sigara dumani, bakir rafinerisi, igme suyu ve diger kimyasal tesislerden
cevreye salinan arsenik; kemik ve solunum yollarinda 16semi, dermal karsinoma
lenfoma ve pulmoner karsinomaya neden olurken, ayrica sa¢ ve tirnaklarda birikerek

deri, akciger ve mesane kanserlerine de neden olabilmektedir (Casarett ve Doull 2001).

Nikel rafinerisi kaynakli ¢eveye salinan nikel ise; pulmoner karsinoma, nazolarinks
karsinoma, sarkoma, gastrik ve renal karsinomaya yol agar (Casarett ve Doull 2001).
Ayrica nikelce zengin alanlarda ¢alisan is¢ilerin iizerinde yapilan deneylerde, is¢ilerin
mide ve akciger kanserine yakalanma olasiliginin yiiksek oldugu gosterilmistir (Vural

1993).



1.2.3 Krom (V1) stresi

Krom; 1789 yilinda Louis Vauquelin tarafindan kesfedilmistir ve ¢ok renkli olmasi
dolayisiyla yunanca “gok renkli” anlamina gelen “krom” ismi verilmistir. Yerkiirede en
cok bulunan elementler arasinda 7. siradadir ve endiistriyel kullanimdan 6tiirii atmosfere

salindiginda 6nemli bir ¢evresel kirletici olmaktadir (Kahvecioglu vd. 2013).

Krom dogada mobilite, biyoyararlanim ve toksisite 6zellikleri bakimindan Cr* (tivalent
krom, krom (111) ) ve Cr*® (heksavalent krom, krom (V1) olmak iizere iki farkli tiirde
bulunur. Krom (III) yasayan organizmalar i¢in gerekli bir iz element olup memelilerde
glukoz ve yag metabolizmasinda gorevlidir (Anderson 1989). Krom (VI), krom
(IIT)’dan daha toksiktir. Krom (VI)’nin kromat ve dikromat tiirleri suda yiiksek derecede
¢oziinebilme yetenegine sahiptir. Kromat (CrO4%) ve dikromat (Cr,0%) negatif yiiklii
olduklart i¢in oldukca reaktiftirler ve organik materyallere tutunma yetenekleri ¢ok
yiiksektir. Krom (III) de krom (VI) da celik, deri ve tekstil ensdiistrilerinde yaygin bir
sekilde kullanilir (Panda ve Choudhury 2005, Trinh vd. 2013). Dolayisiyla
sanayilesmenin artmasi, kromun g¢evrede normal sartlarda bulunmasi gerekenden ¢ok

daha fazla bulunmasina, sonucta kirlilige neden olmaktadir.

Iceriginde krom bulunan endiistriyel iiriinlerin oksidasyonu, fosil yakitlarin, odunsu
elemanlarin yanmasi sonucu dogaya krom (VI) yayillmaktadir. Okside olan krom
ekosistemde bulunan su, organik yapilar ve toprak gibi alanlarda trivalent degerlige
indirgenir. Kaya ve topraktan suya, sudan biitiin ekosisteme, havaya ve tekrar topraga
ge¢mesiyle kendi igerisinde kararli bir dongiisii vardir (Kotas ve Stasicka 2000,
Kahvecioglu vd. 2013).

Krom fitotoksisitesi, tohum ¢imlenmesini engeller, pigmentleri degrede eder, bitkinin
oksidatif strese girmesine neden olur, kloroplast ve membran yapisini degistirir
(McGrath 1982). Kromozomal sapmalar sonucu hiicre boliinmesinin diizgiin bir sekilde
gerceklesmesini engeller (Liu vd. 1993). Krom (VI); biiylimeyi geciktirir, yapraklarda
palizat parenkimasi1 ve siinger parenkimasi hiicrelerini azaltir, ksilem ve floem

duvarlarindaki elektron dengesini bozar ve vakuolleri artirir (Han vd. 2004). Ayrica



krom stresi bitkilerde fotosentetik elemanlarin (klorofil-a, Klorofil-b, karotenoidler)

icerigini ve seker miktarini dnemli derecede diisiiriir (Aldoobie ve Beltagi 2013)

1.2.4 Krom bilesiklerinin insanlar tizerindeki etkisi

Kromun biitiin degerlikleri goz dniinde bulunduruldugu zaman insan viicudunun giinliik
krom ihtiyact ortalama olarak 30-200 pg’dir ve bu oranin insan viicudu i¢in higbir
toksik etkisi yoktur. Kromun giinliik olarak viicudumuza girisi tahil, et, bakliyat ve
baharatlar tiiketmemiz vasitasiyla olmaktadir (Kahvecioglu vd. 2013). Viicuda alinan
krom belli metabolizmalarda rol oynadiktan sonra deri tarafindan absorbe edilip kirmizi
kan hiicreleri tarafindan bobreklere taginir ve iire bilesigi olarak viicut disina atilir

(Mertz 1986, Underwood 2012).

Kromun insan viicuduna fazla alinimi sonucunda akut zehirlenme, gastrointestinal
sorunlar, kanama bozukluklari, ndbetler ve kalp damar sisteminde soka bagli 6liimler ile
sonuglanabilmektedir (Tungok 2008). Viicuda solunum yoluyla alinan ve viicutta
tutulan krom (VI) burun septumunda delik acabilmekte, astim, bronsit, akciger iltihabi,
girtlak iltihab1 ve bronkojenik karsinomaya yol agabilmektedir. Krom (VI)’ya deri
yoluyla maruz kalindiginda ise deri alerjileri, dermatit ve deri asinmasina neden

olabilmektedir (Gad 1989, Lee vd. 1989).

Ayrica kromun deney hayvanlarinin enjeksiyon bolgelerinde sarkoma ve karsinomaya
neden oldugu gozlemlenmistir. Bunun yaninda sadece deney hayvanlartyla kalmayip
krom rafinerisi, krom tiiretimi gibi yollarla yasam alanimiza giren kromun insanlarda
pulmoner karsinomaya ve gastrointestinal karsinomaya neden oldugu goézlemlenmistir

(Casarett ve Doull 2001).

1.2.4 Bitkilerin agir metal stresine verdikleri molekiiler cevaplar

Agir metal stresi; bitkilerde bircok fizyolojik ve metabolik yolag: etkileyerek bitkiye
zarar vermekte, iirlin kalitesini bozmaktadir. Bitkiler de bu etkilere cevap olarak bazi

molekiiler savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Biiyiik vd. 2012).
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Bitkiler agir metal stresine karsi reaktif oksijen tiirlerini (ROT) olustururlar. Reaktif
oksijen tiirleri; peroksizomlarda, fotosentez reaksiyonlarinda, plastitlerde, mitokondride
gerceklesen sitrik asit dongiisiinde olusurlar (Van Breusegem ve Dat, 2006, Van Camp
vd, 1998). Atom ve molekiillerden bir elektron ¢ikmasi ya da ilavesiyle radikal bir
molekiil olusur ve bu halde elektron alip verebildiklerinden dolayr indirgen ve
yiikseltgen &zelliklerine sahiptirler. Onemli reaktif oksijen tiirleri hidrojen peroksit
(H,0,), siiperoksit anyonu (O,), singlet oksijen (*O.) ve hidroksil radikalidir (OH). Bu
molekiiller normal sartlarda da hiicrelerde bulunur, fakat miktarlar1 stirekli denge

halindedir (Halliwell ve Gutteridge 2015).

Tuz, kuraklik, UV radyasyonu, agir metal toksisitesi, soguk gibi biyotik ve abiyotik
strese kars1 bitkilerde olusan metabolik dengesizlige cevap olarak bitki hiicrelerinde

reaktif oksijen tiirlerinin arttig1 gozlemlenmistir (Mithéfer 2004).

1.3 TCP Gen Ailesi

Transkripsiyon faktorleri hiicre ¢ogalmasi ve biiylimesi agisindan 6nemli diizenleyici
genler olup ayni1 zamanda birgok gelisimsel siiregte rol oynarlar. TCP genlerinin bitki
gelisiminde hayati rolleri vardir ve bir grup bitkiye 6zgili transkripsiyon faktdrlerini
kodlarlar. Farkli dokularda ifade olurlar ve hiicre biiylime ve gelismesini diizenlerler
(Chai vd 2017). TCP genleri bitkilerde yiiksek oranda korunmustur (Kosugi ve Ohashi
1997). Bu genler hiicre ¢ogalmasi, biiyiimesi ve farklilasmasi, u¢ apikal meristem
gelisimi, yaprak gelisimi, ¢igcek gelisimi ve yanal dallanma gibi siireglerde gorev alirlar
(Hubbard vd. 2002).

TCP genleri 4 farkli gen ailesinin genlerinden olusur; Teosinte Branchedl (TB1 Zea
mays’ta bulunmustur), Cycloidea (CYC Antirrhinum majus’ta bulunmustur) ve 2 farkli
smifa ayrilan Proliferating Cell Factors (PCF Oryza sativa’da bulunmustur) (Luo vd.
1996, Busch ve Zachgo 2009, Cubas vd 1999, Doebley ve Hubbard 1997, Kosugi ve
Ohashi 1997). TCP genleri ayrica DNA baglanma proteinleri olan temel heliks-sarmal-
heliks (bHLH) yapisin1 kodlar (Cubas vd 1999, Aggarwal vd 2010).
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TBI1 genleri, yanal dallanma siirecinde negatif diizenleyici olarak gorev yapar. Piringte
OsTBI1 genleri yan tomurcuklarin olugsmasini ve yanal dallanma gelisimini diizenleyen

foktorlerden biri olarak belirlenmistir (Takeda vd. 2003).

CYC genleri dorsoventral ¢igeklenme siirecinde negatif diizenleyici olarak gérev yapar
(Doebley vd 1995). CYC genleri ayrica petal sekli olusumunda rol alir ve ayrica ¢igek
bilateral simetrisini belirlemede de gorev aldig1 diistiniilmektedir (Luo vd 1996, Luo vd.
1999).

PCF faktorleri olan PCF1 ve PCF2; ¢ogalan hiicre niikleer antijeni olan PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen)’nin promotor bdlgesine baglanir ve organ
biiylimesi, DNA replikasyonu ve onariminda gorev alan proteinlerin sentezi, kromozom
ayrigsmasi, kromatin yapisi onarimi ve hiicre ¢ogalmasi gibi siire¢lerde pozitif bir

diizenleyici olarak gorev yapar. (Kosugi ve Ohashi 1997).

Biyoinformatik ve filogenetik analizlere gére TCP genleri iki sinifa ayrilir. Stmif I TCP
genleri TCP-P adini alirken, Siif II TCP genleri angiospermlere 6zgii CINCINNATA
(CIN) ve CYC/TB1 olmak iizere iki altsinifa ayrilan TCP-C sinifidir (Cubas vd 1999,
Nath vd 2003, Cubas 2002, Crawford vd 2004). CINCINNATA (CIN) genleri TCP
ailesine bagl genler olup yanal organ gelisiminde rol oynar (Nath vd. 2003)

TCP genleri ayrica brasinosteroid (BR), jasmonik asit (JA) ve flavonoidler gibi
biyoaktif metabolitlerin biyosentetik yolaklarin1 uyararak bitki gelisimi siirecinde
savunma mekanizmalarii diizenler (Schommer vd 2008, Danisman vd. 2012, Guo vd.
2010, Li ve Zachgo 2013).
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2. KAYNAK OZETLERI

Stres altindaki fasulye bitkisinin transkripsiyon faktorlerindeki ifade degisimi
konusunda yapilan literatiir taramasinda Tirkiye ve Diinya genelinde yapilan
caligmalarin siirli oldugu goriilmiistiir. Literatiir taramasi sonucu tez c¢alismasinda
kullanilan fasulye bitkisi, agir metaller, krom metali, TCP gen ailesi konularindaki

kaynaklarin 6zetleri bu boliimde sunulmustur.

Gepts vd. (1999)’nin yaptig1 a-amilaz inhibitér geninin sekans verilerinin analizi sonucu
Phaseolus vulgaris’in yaklasik iki milyon yil 6nce P. dumosus ve P. coccineus’tan
ayrilarak tiirlestigini gostermislerdir. Ayrica yaptiklan filogentik analizlerle Phaseolus
tirlerinin iki ana kardes klada ayrildigin1 ve P. vulgaris’in B kladinda bulundugunu

ortaya koymuslardir.

Delgado-Salinas vd. (2006)’nin 70 farkli Phaseolus tiirlinden aldigi 143 niikleer
ribozomal ITS/5.8 S sekansi ve 71 plastid trnK sekansi ile yaptiklar1 combined (birlesik)
parsimony analizleri sonucunda Phaseolus cinsi tiirlerinin 4-6 milyon yil 6nce Geg

Miyosen’de Orta Amerika bolgesinden ¢esitlendigini bulmuslardir.

Varankaya (2011) 22 farkli Phaseolus vulgaris genotipinde bitki boyu, dal sayisi,
bogum sayisi, yaprak sayisi, bakla boyu ve sayisi tane verimi, protein orani ve verimini
tespit etmek amaciyla yaptifi calismada; arastirilan konularin genetik yapinin
kontroliine ve iklim/toprak gereksinimlerine gore degisiklik gosterdigini bunun
sonucunda ise seleksiyon yoluyla olusturacak ticari fasulye hatti i¢in 7 tane genotipin

daha ¢ok tizerinde durulmasi gerektigini gostermistir.

Genel olarak bakildiginda ¢esitli yollarla ekosistemlere gegen agir metallerin en ¢ok
bitkiler ve besin zinciri dolayisiyla da diger canlilar tizerinde olumsuz etkileri
olmaktadir. Agir metaller bitkiler lizerinde yapisal ve fonksiyonel birgok molekiil ve
yaptya zarar vererek oksidatif strese yol agmaktadir. Oksidatif stresin sonuglarindan

birisi de bitki hiicresinin genetik materyallerini etkilemesidir ki bu da genotoksisiteye
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neden olur (Boyer 1982, Lichtenthaler 1996, Blokhina vd 2003, Asri ve Sonmez 2006,
Nagajyoti 2010, Debnath vd 2011).

McGrath (1982)’nin Avena sativa L. cv. Manod (yulaf) bitkisine 2, 20 ve 200 uM
olacak sekilde uyguladigi krom (III) ve krom (VI) ¢ozeltileri ve kontrol grubuyla
gerceklestirdigi calismasi sonucunda yulaf bitkisinin filizlerinin ve koklerinin kontrole

gore agirliklarinin daha az oldugunu gézlemlemistir.

Liu vd. (1992) Allium cepa L. bitkisine 0,2 molardan 2x10" molara kadar 7 farkh
konsantrasyonla uyguladigi krom (III) ve krom (VI) ¢ozeltileri ile bu agir metalin kdk
biiyiimesini engelledigini ve anafaz kopriileri, kromozom yapisikliligi, kromozom
parcalanmasit ve gecikmesini igeren mitotik diizensizliklere yol agtigin1 ortaya

cikarmiglardir.

Han vd. (2003) Brassica juncea L. (hardal otu) bitkisine farkli konsantrasyonlarda krom
(III) ve krom (VI) bilesikleri uyguladiktan sonra yaptiklari kimyasal analizler ve 151k
mikroskobu, elektron mikroskobu go6zlemleri sonucu, krom stresinin ksilem ve
floemleri degrede ettigi, yapraklarda palizat ve siinger parenkimasi hiicrelerinin

boyutlarini kii¢iilttiiglinii gdstermislerdir.

El-Ghamery vd. (2003)’nin Nigella sativa L. ve Triticum vulgare L. bitkileri iizerinde
yaptiklar1 agir metal stres calismasinda; 5, 10, 15, 20,25 mg/I’lik ¢inko siilfat bilesigi 6,
12, 18 ve 24 saat boyunca uygulanmis ve bunun sonucunda bu agir metalin Nigella
tohumlarinda ¢imlenme yiizdesini azalttig1 gozlemlenmistir. Ayrica iki bitkide de kdk
biiyiimesini engelledigi bulunmustur. 25 mg/l ve 24 saatlik agir metal uygulamasinda bu
bilesigin letal etki gosterdigi; letal olmayan konsantrasyonlar icin de iki bitkide de hiicre
boliinmesini engelleyici etkide bulundugu ve mitoz boliinme oranimi distirdiigi

bulunmustur.

Zengin ve Munzuroglu (2004)’nun Phaseolus vulgaris cv. Strike bitkisi iizerinde yaptigi

calismada; fasulye fidelerini 10 giin boyunca (ayr1 ayr1 kaplarda) hazirladiklar1 farkli
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konsantrasyonlarda kursun, civa, bakir ve kadmiyum iceren Hoagland sivi besiyerinde
biyiitmiigler ve koklerdeki sitokinin oranmin 6nemli oranda azaldigini

gozlemlemislerdir.

Zengin ve Munzuroglu (2005)’nun Phaseolus vulgaris cv. Strike bitkisinde yaptiklari
deneylerde; yedi glinliik fasulye fidelerini farkli konsantrasyonlarda nikel, kobalt, krom
ve ¢inko tuzlar ile hazirladiklar1 Hoagland sivi besiyerinde 10 giin bekletmis ve bu agir
metallerin bitkinin klorofil-a, klorofil-b, total pigment-I, total pigment-II miktarlarinda

azalisa; karotenoid miktarinda ise artsa neden oldugunu bulmuslardir.

Sheoran vd. (1990)’nin Cajanus cajan bitkisine 30 ve 70 giin boyunca kadmiyum ve
nikel agir metal ¢ozeltisi uyguladiklar1 c¢aligmalarinda; erken vejetatif donemde
fotosentezin kadmiyum uygulamasinda (0,5 mM) %50, nikel uygulamasinda (1,0 mM)
%32 azaldigini, farkli seviyelerde (%2-61) de fotosentezin karbon tepkimelerindeki
onemli enzimlerin aktivitelerinin azaldigin1 bulmuslardir. Geg vejetatif donemde ise
kadmiyum konsantrasyonunu artirarak (10,0 mM) bitkiye uyguladiklarinda fotosentezin
%86 oraninda, enzim aktivitesinin %40 oraninda azaldigini; nikel uygulamasinda ise
fotosentezin %65 azaldigini, enzim aktivitesinin ise ¢ok az bir miktar azaldigini
gozlemlemislerdir. Kloroplast izolasyonu sonucu gozlemlenen fotosentezin azalisi;
klorofil igerigini ve stoma iletkenligini azaltmis, yapraklardan oksijen verimini de

engellemistir.

Aldoobie ve Beltagi (2013)’nin Phaseolus vulgaris cv. Nebraska bitkisine uyguladigi
(0,2 ppm konsantrasyonlarinda) kursun, krom, kadmiyum, nikel, ¢inko stresi sonucu
yapilan kimyasal karbonhidrat analizi ile; bu stres tiirlerinin bitkinin seker miktarii ve
fotosentetik pigmentleri olan klorofil-a, klorofil-b ve karotenoid igerigini 6nemli
derecede azalttigini ortaya cikarmuglardir. Ayrica bitkiden izole edilen proteinler ile
SDS-PAGE analizi sonucu bitki tarafindan en ¢ok kursun ve kromun sonra kadmiyum,

¢inko ve nikelin absorbe edildigi bulunmustur.

Bitkiler dogalar1 geregi sesil yasamak zorundadilar ve yasadiklar1 ortamda meydana

gelen farkli ¢evre kosullarina direkt olarak maruz kalirlar. Bunun sonucu bitkilerde bir
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takim degisiklikler olur ve bu degisiklikler sonucu bitkinin ¢evreye karsi verdigi cevaba
stres denir. Bitkiler gelistirdikleri bir takim mekanizmalar ve barindirdiklar1 6zellikler

sayesinde stres faktorlerine karsi tepki verirler (Levitt 1972, Biiytik 2012)

Luo vd. (1996 ve 1999) Antirrhinum bitkisinde yaptiklari ¢alismada DNA’ya baglanan
proteinleri kodlayan TCP genlerine ait genlerden biri olan CYC genlerinin bitkinin petal

sekillerini olusturmasinda ve ¢icek bilateral simetrisini olusturdugunu gostermislerdir.

Doebley vd. (1997)’nin tbl genleri mutant musir bitkisinde yaptiklari deneylerde
bitkinin aksiler meristemlerinde alttaki tomurcuklarda asir1 bliylimenin engellenirken
yukarida bulunan tomurcuklarda biiylimenin asir1 derecede fazla oldugunu ve bu sayede
tbl geninin bitki gelisimi kontroliinde ve bu sayede evrimde rol oynadigini ortaya

cikarmiglardir.

Kosugi ve Ohashi (1997) pirin¢ bitkisinde yaptiklart cDNA analizlerinde iki farkli
transkripsiyon faktorii olan PCF1 ve PCF2’nin PCNA promotor bolgesine baglanarak
calistigin1 bulmuslardir. Ayrica bu faktorlerin, DNA’ya baglanan proteinler oldugunu ve
homodimer ve heterodimerizasyon aktivitelerini siirdiirdiigiinii. PCNA geninin de DNA
replikasyonunda ve onariminda yer alan bir proteini kodladigini, kromatin yapisi
onarimini, kromozom ayrigmasint ve hiicre dongiisii devamliligini diizenledigini

belirlemislerdir.

Cubas vd (1999); tbl ve CYC genleri arasindaki korunmus bolgeler olan bHLH (basic
helix loop helix motifi) sekonder yapilarin1 analiz edip, iliskili proteinlerin
fonksiyonlarmi incelemislerdir. Yapilan analizler bu korunmus bdélgelerin (bHLH
motifi) N-terminalinde 59 tane amino asit kalintisinin bulundugunu ve bu bolgenin
kodladigi proteinlerin DNA’ya baglanan proteinler ile protein-protein etkilesim
stireclerinde rol aldigini gdstermistir. Cubas vd; bu korummus bdlgelerin DNA’ya
baglanan proteinler olan PCF1 ve PCF2’de de bulundugunu ve bu 3 farkli proteinde de
bu domain’in bulunmasinin muhtemelen yeni bir transkripsiyon faktorii ailesinin

tanimlanmast demek oldugunu belirterek bu gen ailesini proteinlerin isimlerinin bag
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harflerini alarak (TB1, CYC, PCF’ler) bu yeni aileyi TCP gen ailesi olarak

nitelendirmislerdir.

Nath vd. (2003)’nin cin genleri mutant olan Antirrhinum majus bitkisinin yapraklarinin
kontrole gore sekil, boyut ve egriliklerine bakarak yaptiklar1 arastirma sonucu; cin
genlerinin yapraklarin gelisimi sirasinda sekil, boyut ve egriliklerinin belirlenmesinde

rol aldigini ortaya ¢ikarmislardir.

Schommer vd. (2008); Arabidopsis thaliana yapraklarindan alinan ekstraktlardan izole
edilmis 5 TCP geni ile (TCP2, TCP3, TCP4, TCP10, TCP24) yaptiklar1 biyokimyasal
ve genom boyu (biyoinformatik) analizleri ile genetik c¢alismalarinda; miR319
kontroliindeki bu 5 TCP geninin downstream diizenlenmesinin sonuglarini analiz
etmislerdir. MiR319 ifadesi degistirilmis bitkiler ve kontrol bitkileri arasinda yapilan
deneylerde ifadesi degistirilmis bitkilerde jasmonik asit seviyesinin arttig1 ayrica

senesens davraniglarinin da degistigini gozlemlemislerdir.

Guo vd. (2010)’nun transgenik Arabidopsis thaliana bitkisinin yaprak TCP1 genlerinde
yaptiklar1 brassinosteroid analizleri sonucu TCP1 geninin BR biyosentezinde anahtar rol
oynayan bir enzim olan DWARF4 (DWF4)’lin fonksiyonunu pozitif bir sekilde kontrol
ettigini boylece bitki biliylime ve gelismesinde rol aldigimi gostermislerdir. Ayrica
yaptiklart Real-Time PCR analizleri ile; TCP1 geninin DWF4 geninin transkripsiyon
seviyelerini diizenledigini, kromatin immunog¢dkelme deneyleri ile TCP1’in DWF4
geninin promotor bolgesi ile etkilesim iginde oldugunu, esodakli mikroskop gozlemleri
ile de TCP1 proteinin daha ¢ok hiicre ¢ekirdegi sinirlari igerisinde bulundugunu ortaya

cikarmiglardir.

Danisman vd. (2012)’nin Arabidopsis thaliana bitkisinin I numarali sinifina mensup
olan mutant tcp20 geninde yaptiklar1 detayli fenotipik analizleri sonucu yaprak yilizey
hiicrelerinin boyutlarinin arttigi gézlemlemislerdir. Ayrica yaprak gelisimi sirasinda
TCP20 proteinin potansiyel hedeflerini tanimlamak ic¢in glokokortikoid reseptor
indiiksiyon tayini ve kromatin immuno¢dkelme analizi sonucu TCP20 proteininin

LIPOKSIJENAZ2 (LOX2) genini hedefleyerek LOX2 geninin microRNA kontroliinde
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jasmonik asit sentezledigini ve jasmonik asit sinyal yolagi araciligiyla da yaprak
gelisiminin kontroliinii saglayarak Sinif I ve Sif II TCP genlerinin birbirlerine zit

calistiklarin1 analiz etmislerdir.

Li ve Zachgo (2013)’nun transgenik Arabidopsis thaliana bitkisinin tohum ve
fidelerinde mutant TCP3 geni hakkinda yaptiklart genetik analizler ve mikroskobik
gozlemler sonucu, tohum ve fidelerde flavanol, antosiyaninler ve proantosiyaninlerin
bulundugu ortaya cikmistir. Genel olarak TCP3 proteinin flavanoid biyosentezini
uyardigini ve oksinin sorumlulugundaki siirecleri negatif olarak degistirdigini
dolayistyla oksin iligkili gelisimsel hatalarin fazlaligina neden oldugunu

vurgulamiglardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismas1 Kasim 2016 ve Temmuz 2017 tarihleri arasinda Ankara Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Bitki Molekiiler Biyolojisi I — II Laboratuvarlarinda

yuritilmistir.

3.1 Bitki Materyalinin Temin Edilmesi

Yapilan bu tez ¢aligmasinda T. C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii, Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisti’

nden temin edilen Ziilbiye ¢esidi fasulyeler (Phaseolus vulgaris L.) kullanilmistir.

3.1.1 Ziilbiye (Kuru fasulye)

Zilbiye ¢esidi fasulye, Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitisi tarafindan
tescillendirilmistir. Bodur kuru fasulye tiiriinde olup 100-105 giinde olgunlagir. Olgun
bitki ortalama 40-45 c¢cm boyundadir. Tohum sekli konik, tohum kabugunun yiizeyi
diizdiir. Bakla kesitinden alinan kesit oval sekildedir. Olgunlasmamis baklalar renksiz,

olgunlagmis baklalar saman saris1 rengindedir (Cengiz 2007).

3.2 Yontem

3.2.1 Tohumlarn yiizey sterilizasyonu

Bu tez calismasinda kullanilacak olan fasulye tohumlarinin sterilizasyonunu
gerceklestirmek i¢in %5°lik sodyum hipoklorit (NaOCl), %70’lik etil alkol (C2HsOH)
ve otoklavlanmig bidistile (ddH20) su kullanilmistir. Segilen yaklasik 50 tane tohumun
sterilizasyonu; beher icinde, manyetik karistiricida, Cizelge 3.1° de sunuldugu gibi

yapilmustir.
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Cizelge 3.1 Tohum sterilizasyonunda kullanilan ¢ozeltiler ve muamele siiresi

Basamak Siire (dk) Cozelti
1 2 ddH,0
2 5 % 70’lik etil alkol
3 3 ddH,0O
4 20 %5’lik sodyum hipoklorit
5 2 ddH,0

3.2.2 Cimlenme ortaminin sterilizasyonu

Secilen ve sterilize edilen 50 tohumu ¢imlendirmek i¢in ticari olarak elde edilen perlit
¢imlendirme ortami kullanilmistir. Perlit 6nce %5°lik sodyum hipoklorit (NaOCl) ile
muamele edilip sonra otoklavlanmis ddH,O su ile yikanmistir. Yikandiktan sonra bez
bir torbaya aktarilip 121 °C’de 15 dk otoklavlanmistir. Bundan sonra kurumasi i¢in 70

°C sicakligindaki etiive konulmustur.

Ekim kabini sterilize etmek i¢in, kap 6nce sodyum hipokloritli otoklavlanmis ddH,O su
ile muamele edilmistir. Sonra yikanarak %70’lik etil alkol ile muamele edilmistir.

Ardindan tekrar otoklavlanmis ddH,O su ile yitkanmustir.

3.2.3 Tohumlarin ¢imlendirilmesi

Calisma icin segilen ve sterilize edilen 50 tohum, steril kaplarin igindeki steril perlit
icine derinlikleri 1-2 cm arasinda, birbirlerinden uzakliklar1 3-4 cm arasinda olacak

sekilde diizenli bir sekilde ekilmistir.

Ekim yapilan kaplar Hoagland besin ¢6zeltisi ile sulandiktan sonra biiylime kabinine
(iklim kabini/growth chamber) konulmustur. Biiylime kabininin kosullari, 25°C, %70
oraninda nemde ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik olacak seklinde ayarlanmustir.
Tohumlar trifoliat (3 yaprak) haline gelene kadar (yaklasik 15 giin) iki giin arayla

Hoagland ¢ozeltisi ile sulanmustir.
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3.2.4 Hoagland besi ortaminin hazirlanmasi

Zilbiye c¢esidine ait tohumlar, 15 giin boyunca asagida igerigi bulunan 1/10’luk
Hoagland besi ortami ile gelistirilmistir. Hoagland besi ortami igerigi Cizelge 3.2,
Cizgelge 3.3 ve Cizelge 3.4’te; Hoagland besi ortaminin hazirlanig1 Cizelge 3.5°te

verilmigtir.

Cizelge 3.2 Hoagland besi ortam1 makro besin ¢ozeltisi igerigi (Hoagland ve Amon
1950)

Makro Besin Cozeltisi

Ca(NO3),.4H,0 236,19 Her biri
KNO3 101.1 g 1L saf su
KH,PO, 136,19 icerisinde
MgSO,.7H,0O 246,59 coziiliir

Cizelge 3.3 Hoagland besi ortami mikro besin ¢6zeltisi igerigi (Hoagland ve Amon
1950)

Mikro Besin Cozeltisi

H3BO3 2,80

MnCl,4H,0 1,89 1L saf su
ZnS0,4.7H,0 02¢g icerisinde
CuS0,4.5H,0 0,19 coziiliir
NaMoO, 0,025¢g

Hoagland besi ortami iceriginde ayrica FeEDTA ¢6zeltisi de bulunur. FeEDTA yapimi
asagidaki Cizelge 3.4’te anlatilmistir.
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Cizelge 3.4 Hoagland besi ortami i¢cin FeEEDTA ¢ozeltisi igerigi

FeEDTA Cozeltisi
EDTA 1049 1L saf su
FeSO,7H,0 7849 icerisinde
KOH 56,19 coziiliir

FeEDTA c¢ozeltisini hazirlarken pH degerinin 5.5 olmasina dikkat edilmistir.

Hoagland besi ortami, yukarida stok c¢ozeltileri kullanilarak asagida Cizelge 3.5°te

verilen miktarlara gore hazirlanmistir.

Cizelge 3.5 Hoagland besi ortaminin hazirlanisi (Hoagland ve Amon 1950)

Hoagland besin ortam

Ca(NO3),.4H,0 7 mi

KNO; 5mi

KH,PO, 2 mi 1L saf su
MgSO,.7H,0 2 ml icerisinde
Mikro Element Cozeltisi 1 ml ¢oziiliir
FeEDTA 1mil

3.2.5 Bitki stres kosullarinin olusturulmasi

Bitkilerin besini daha kolay almalar1 ve direkt olarak strese maruz kalmalar1 amaciyla
bitki yetistirme uygulamalari toprak yerine sivi besin soliisyonu (hidroponik olarak)
kullanilarak yapilmistir. Buna bagli olarak, krom (VI) ¢6zeltisi hazirlanan Hoagland s1vi

besin ortamina eklenmis ve bitkiler hidroponik ortama aktarilmistir.
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3.2.5.1 100 uM krom (VI) ¢ozeltisinin hazirlanmasi
100 uM’lik krom (VI) ¢ozeltisi hazirlamak igin K,Cr,O; (Potasyum dikromat)

kimyasali kullanilmistir. Potasyum dikromat konsantrasyonu ile ilgili hesaplamalar

Cizelge 3.6’de verilmistir.

Cizelge 3.6 Cozeltiye eklenecek stres kosulu olan krom (VI) miktarinin hesaplanmasi

1 "
M(Molar)= m nfmal) =BT
V (litre) My, cr,0;
100 M = 2lmel) m(gram) =0.0001 mol x 294,185 gram/mol
1 litre
n(mol) = 0,0001 mol m(gram) =(0,0294185 gr K»Cr,0~

0,0294 gr K,Cr,0y7 tartilip daha 6nceden hazirlanmis olan 1 litre hacmindeki Hoagland

besi ortaminda ¢oziinmiistiir.

3.2.5.2 Stres kosuluna maruz kalma siiresi

Bitkilerin stres kosuluna maruz kalma siireleri 3 saat ve 24 saat olarak segilmistir.
Bitkinin stres kosuluna erken cevabini incelemek icin 3 saat; ge¢ cevabini incelemek

i¢in de 24 saatlik maruz kalma siireleri se¢ilmistir.

3.2.6 Hidroponik stres ortaminin hazirlanmasi ve stres uygulamasi

Trifoliat haline gelmis fasiilye bitkileri perlit ortamindan alinip koklerindeki perlitler
temizlenmis ve tiim bitki otoklavlanmis ddH,O su ile yikanmustir. Bitkiler yikandiktan
sonra 3 gruba ayrilmistir. 3 grup icin ayr1 ayri bitkilerin konulacag: viyoller hazirlanip

ayrilan bitkiler viyollerin iglerine konulmustur.
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Kontrol grubu Hoagland besi ortami ile; 3 saat ve 24 saat deneme grubu ise 100 pM
K,Cr,07 igeren Hoagland besi ortami ile muamele edilmistir. Hidroponik stres ortami

plan1 Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 Hidroponik stres ortami

3.2.7 P. vulgaris bitki é6rneklerinin homojenizasyonu

3 ve 24 saat strese maruz kalan bitkiler bu saatlerin sonunda alinmis ve yapraklar
sadece lamina (yaprak ayasi) olacak sekilde petiyol kismi (yaprak sapi) alinmadan
%70’lik alkol ile sterilize edilen bistiiri ile kesilmistir. Ayni islem kokler igin de
uygulanmig, kokler kesilirken dallarin veya yesil dokularin karismamasina 6zen
goterilmistir. Kesilen her doku ayr1 ayr1 aliiminyum folyoya sarilip lizerlerine isimleri
yazilip sivi azot dolu kaba atilmistir. Ayni islem kontrol grubundaki bitkiler ve igin de

uygulanmustir.

Bitki homojenizasyonu i¢in gerekli malzemeler sterilize edilmis -80 °C’de kullanima

kadar bekletilmistir. Orneklere verilen kodlamalar Cizelge 3.7 de verilmistir.
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Her 6rnek sirasiyla ayri ayri havanlara alinip sivi azot ile ezilmis, spatula yardimi ile

tiiplere alinmis ve ileri agsamalarda kullanilana dek -80 °C’de saklanmustir.

3.2.8 Calismada kullanilan bitkilerin kodlanmasi

Cizelge 3.7 Caligsmada kullanilacak bitkilerin kodlama sistemi

Numara Ornek Kodlama
) Ziilbiye - Yaprak - 3 Saat Y3
@ Ziilbiye - K&k - 3 Saat K3
©) Ziilbiye - Yaprak - 24 Saat Y 24
@ Ziilbiye - Kok - 24 Saat K 24
G Ziilbiye - Yaprak - Kontrol Y K
® Ziilbiye - Kok - Kontrol K K

3.2.9 RNA izolasyonu

Sivi azotla ezilip -80 °C’de muhafaza edilen homojenatlar kullanilarak RNA izolasyonu
yapilmistir. RNA izolasyonu Macherey-Nagel RNA Isolation NucleoSpin® RNA
protokoliine gore yapilmistir. Deney yapilirken soguk zincirinin aksamamasina dikkat

edilmistir.

Machery-Nagel RNA Isolation NucleoSpin® RNA izolasyonu Protokolii

1. Yaklasik 500 mg &rnek eppendorf tiipiine alinir. Uzerine 350 ul lizis tamponu RA1
ve 3,5 ul B-mercaptoethanol 1,5 ml’lik tiipe eklenir ve vorteks yapilir.

2. 1,5 ml’lik tiipteki lizat, mor renkli kolona aktarilir ve 1,5 ml’lik tiip; 2 ml’lik
kapaksiz koleksiyon tiipiine gegirilir. 11.000 g’de 1 dk santrifiij edilir.

3. Mor halkal1 kolon ¢ikarilip atilir, altta kalan sivi 1,5 ml’lik tiipe aktarilir. Uzerine
350 ul %70’lik etanol koyulur ve 5 kere pipetaj yapilir.
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4. Lizat agik mavi tiiplere aktarilir. 2-3 kere pipetaj yapilir. 11.000 G’de 30 sn
santrifiij edilir. Ardindan altta kalan tlip atilir, yeni 2 ml’lik kapaksiz koleksiyon
tiipti takilir.

5. Lizata 350 ul MDB (Membrane Desalting Buffer) eklenir ve 11.000 g’de 11 dk
santrifiijlenir.

6. Ayr bir 1.5 ml’lik tiipe DNaz Reaksiyon Karigimi hazirlanir: 10 pl reconstituted
rDNase ve 90 pl reaksiyon tamponu eklenir. 95 pul kolonun silika membranina
direkt olarak uygulanir. 15 dk boyunca 37 °C 1s1 blogunda bekletilir.

7. 200 pl wash buffer RAW2 kolona eklenir. 11.000 g’de 30 sn santrifiij edilir. Kolon
cikarilir ve yeni koleksiyon tiipiine takilir.

8. Kolona 600 pl wash buffer RA3 eklenir. 11.000 g’de 30 sn santrifiij edilir.
Koleksiyon tiipiine inen s1v1 dokiiliir, kolon ayni tiipe geri takilir.

9. Kolona 250 pl wash buffer RA3 eklenir. 11.000 g’de iki dk santrifiij edilir. Kolon
yeni 1,5 mI’lik tiipe takailir.

10. Kolona 40 pl RNaz bulunmayan su eklenir. 11.000 g’de bir dk santrifiij edilir.

'-'"U

Sekil 3.2 RNA izolatlarinin goriiniimii (soldaki kok dokusu, sagdaki yaprak dokusu)

Izole edilen RNA’larin miktar ve saflik tayinleri ND-Spectrometer 1000 cihaz1 ile
spektroskopik olarak olciilerek yapilmistir. ND-Spectrometer 1000 cihazi ile 6lgiim
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yaparken RNA segenegini secilmistir. Bu tayinler daha sonra yapilacak deneyler igin

devamliligin saglanip saglanmamasi agisindan 6nem teskil etmektedir.

3.2.10 Agaroz jel elektroforezi

Izole edilen RNA’lar1 incelemek amaciyla %1°lik agaroz jel elektroforezi yapilmistir. 1
g toz agaroz tartilip erlene koyulmustur. Uzerine 6,5 pl etidyum bromiir (EtBr)
eklenmis, ardindan jel tankina dokiilmiistiir. 7 pl yiikleme boyasi, 3 pl RNA olacak
sekilde 10 pl’lik karisim jel kuyularina yiiklenmis ve jel yiiriitiilmistiir. 30 dakika

yiiriitiilen jel tanktan alinip UV cihazina konulmus ve ¢ift bantlar gézlemlenmistir.

3.2.11 cDNA (Komplementer DNA) sentezi

Real Time PCR teknigini kullanmak amaciyla RNA izolatlarindan tek cDNA sentezi
yapilmistir. Sentez Biolab cDNA Synthesis Kit protokolii ile gerceklestirilmistir. Biolab
cDNA Sentezi Protokolii Cizelge 3.8, 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.8 cDNA sentezi

1. Adim
RNA (1000 ng/pl) 2 ul
Oligo dT 1
H>,O 2 ul
Toplam 5ul

Karigimdan 5’er pl her 6rnek icin ayn tiipe dagitildiktan sonra tiipler PCR cihazina
yiiklenir. PCR cihazinda kayith olan 1. adima ait program segilir. Reaksiyon 65 °C’de

10 dk olarak gergeklestikten sonra cihaz tarafindan 4°C’ye sogutulur
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Bu adimdan sonra ornekler 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. Ardindan Cizelge
3.11°de miktarlar1 verilmis olan karigim hazirlanip tiiplere dagitilir. Dagitim her 6rnege

6’sar pul olacak sekilde yapilir.

Cizelge 3.9 cDNA sentezi

2. Adim
Reaction mix S5ul
Enzyme mix 1l
Toplam 6 ul

Ornekler PCR cihazinda kayith olan 2. adima ait programa gére 70 °C’de 5 dk, 42
°C’de 60 dk, 80 °C’de 5 dk reaksiyona girdikten sonra cihazin sicakligr 16 °C’ye diiser

ve reaksiyon tamamlanir.

Cihazdan alinan cDNA’larin saflik ve miktar tayini ND-Spectrometer 1000 cihazi ile
Ol¢iilmiistiir. ND-Spectrophotometer 1000 cihazi ile dl¢lim yaparken dnce DNA sonra

ssDNA seg¢enekleri sec¢ilmistir.

Elde edilen cDNA’lar 1/10 oraninda seyreltilmistir. Seyreltme islemi 2 ul cDNA ve 18
ul su ile yapilir. cDNA 6rnekleri Real Time PCR reaksiyonu yapilana kadar -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.12 Real - Time PCR (Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Elde edilen cDNA o&rneklerinin konsantrasyon ve saflik analizleri yapildiktan sonra
ifade analizleri Real — Time PCR ile gergeklestirilmistir. Real — Time PCR
uygulamalar1 Roche LightCycler ® Nano cihazinda, SYBR Green I boyasi1 kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Deneyde kullanilmak {izere hedef gen olarak Pvul-TCP-2, Pvul-TCP-3, Pvul-TCP-13,
Pvul-TCP-20, Pvul-TCP-27 olmak iizere bes adet TCP geni secilmistir. Genler, ilhan
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vd. 2018’nin “Transcriptome — Scale characterization of salt responsive bean TCP
transcription” c¢alismasinda kullanilan 27 adet TCP geninin igerisinden RNAseq
analizleri sonucu abiyotik stres durumuna karsilik olarak en iyi molekiiler cevabi veren

genler olmalar1 nedeniyle secilmislerdir.

Deneylerin kontroliinii saglamak amaciyla da housekeeping gen olarak aktin (ACT)

geni kullanilmastir.

3.2.12.1 Real — Time PCR uygulamasinda kullanilan genler ve primer dizaym

Hedef gen olarak belirlenen Pvul-TCP-2, Pvul-TCP-3, Pvul-TCP-13, Pvul-TCP-20,
Pvul-TCP-27 genleri ve housekeeping gen olarak kullanilan aktin (ACT) genine ait
diziler Plant Transcription Factor Database sitesinden alinmis ve bu dizilere ait
primerler tasarlanmistir. Genlere ait kodlanan diziler (CDS: Coding Sequence)

asagidaki gibidir:

e Phvul.001G089100.1:

ATGGATCCCAAGAGCTCAAAGCAGCCTCTGGCACAGGAGGTGGTACCAAACTTTCTTAGC
CTCCCCCAACAACAATCACCACCACCACAGCAGCAGCAGCAACAAGGTAACAATAACAAC
ATGGGAGAGAACAAGCCAGCAGAGATGAAGGATTTCCAGATAGTGGTTGCTGAGAAGGAT
GAGAGCAAGAAGCAGTTGGCCCCAAAGAGGAGTTCGAACAAGGACAGACACACCAAGGTT
GAAGGGAGGGGAAGGAGGATAAGGATGCCTGCTCTTTGTGCAGCAAGAATCTTCCAGTTG
ACCAGAGAATTGGGTCACAAATCTGATGGGGAAACCATCCAGTGGCTTCTTCAGCAGGCT
GAGCCATCCATAATAGCTGCTACTGGAACAGGTACAATCCCAGCATCTGCTTTGGCTGCT
GCTGGCAACTCGGTTTCACCACAAGGGGCCTCTCTTTCATCAGGGTTGCACCAAAAGATT
GATGAATTGGGAGGGGCCAATATGGGGTCAGGTAGCAGTAGGACCAGTTGGCAAATGGTT
GGGGGGAATTTGGGGAGACCCCATGTGGCCACGGGCCTATGGCCCCCCCATGTCAGTGGA
TTTGGATTTCAGACATCCTCTGGTCCATCTAATGCCACCCTAGGCACTGAGAGTTCAAAT
TACCTGCAGAAGATTGGGTTCCCTGGCTTTGACTTGCCTGCTGCTGCCACCAACATGGGT
CACATGAGTTTCACCTCAATTTTGGGTGGTGGGGGTACCCAGCAGATGCCTGGTTTGGAG
CTGGGGTTGTCCCAGGATGGCCATATTGGTGTCTTGAATCCACTTGCCTTGAGCCAGATT
TATCAGCAGATGGGTCAGGCTACTAGAGTGCAGCAGCAGCAACAACAACAACATCAGCAA
ACTCCTGCAAAGGATGATTCTCAAGGCTCAGGACAGTAG
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e Phvul.002G086600.1

ATGGAATTGGAGCCTGATCATCATCAAAATGGGATCCGAACCAGACCCAATTTCCCTCTG
CAGCTGTTAGAGAAAAAGGACCTTGATGACGTCACAGAGCAACCTTGTTCCACCACTACC
AGGGACACTGTGCTAACTGCAACTACTATTACTACTACTTCTGCTACTAATAACAACCTC
CACTTGGCCGACCAGTCCAAAAAGCCTCCGCCAAAGAGGACTTCCACAAAGGACCGCCAC
ACCAAGGTCGATGGCCGAGGCCGCCGGATCCGTATGCCGGCGGCCTGTGCTGCCAGAGTC
TTTCAGCTCACGCGTGAGCTCGGACACAAGTCTGATGGAGAGACCATCGAGTGGCTCCTT
CAGCAGGCGGAGCCTTCGGTCATCGCTGCCACCGGCACCGGCACCATTCCAGCCAACTTC
ACCTCCCTCAACATCTCCCTCCGCAGCTCCGGCTCCACCATGTCGGCGCCGTCGCACTAC
TTCCGCGGAAACTACTTCAACCCTAGCACGTTCTCCACCTCCACTGCCGCCGCTGCGGLT
GCGGCGCAGCTAAGGAACCGCGCAGAGTGGGACCGGAACATGAGCATGGTGATGGAGGAT
TCTCGTAGGAGCATGTTGGAGAACACTTCTTCCATCTCCGCAATTTTGAATTTTAACCCT
ATGGGTAACATCAATGTAATTCAGCAAGCGAAACAAGAGCTTCGAGAAGAATCAGGTGGC
GGTCTTGAATTGGTGGCTACGGATTCTGATGGAAGCTTAGGGAGAAAGAGAAGGCCAGAG
CAAGAACTATCACAAATGGGAAGCTATTTGATACAATCGAGCACAGGCTCACTTCCGGCG
AGCCACGCTTCCAATACGGCGGCGTTTTGGATGGTGGCGGGTCACGGTAACCAATCCATG
AGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCGGCAGCAATGGTAACGATAATCCCATTTGGGCAATT
CCCTCTGTTGGGAACAGTGGGGTGTATAGAGGAGCTATGTCTCCCCCGGGTGGCATTCAT
TTCATGAATTTTGCTTCTCCGATGCCCCTTATGCCCGGTGGTCAACTAGGTTCAGGTATG
GTAGGTAGCGGAGGTGGCGGCAGCGGCAGTGCTCAACTCCTAAGTGAAAGTAACTTAGGC
ATGCTTGCGGCCCTTAATGCCTACAGACAGATTCCGGCGAACGGCGTCTCGGAGTCTCCG
GGAAGCGCTGGACAACCTCACGGCGGAGATGATGGACGTGACTCAACCAGTCAACATTCC
TGA

e Phvul.002G086600.1

ATGGAATTGGAGCCTGATCATCATCAAAATGGGATCCGAACCAGACCCAATTTCCCTCTG
CAGCTGTTAGAGAAAAAGGACCTTGATGACGTCACAGAGCAACCTTGTTCCACCACTACC
AGGGACACTGTGCTAACTGCAACTACTATTACTACTACTTCTGCTACTAATAACAACCTC
CACTTGGCCGACCAGTCCAAAAAGCCTCCGCCAAAGAGGACTTCCACAAAGGACCGCCAC
ACCAAGGTCGATGGCCGAGGCCGCCGGATCCGTATGCCGGCGGCCTGTGCTGCCAGAGTC
TTTCAGCTCACGCGTGAGCTCGGACACAAGTCTGATGGAGAGACCATCGAGTGGCTCCTT
CAGCAGGCGGAGCCTTCGGTCATCGCTGCCACCGGCACCGGCACCATTCCAGCCAACTTC
ACCTCCCTCAACATCTCCCTCCGCAGCTCCGGCTCCACCATGTCGGCGCCGTCGCACTAC
TTCCGCGGAAACTACTTCAACCCTAGCACGTTCTCCACCTCCACTGCCGCCGCTGCGGLT
GCGGCGCAGCTAAGGAACCGCGCAGAGTGGGACCGGAACATGAGCATGGTGATGGAGGAT
TCTCGTAGGAGCATGTTGGAGAACACTTCTTCCATCTCCGCAATTTTGAATTTTAACCCT
ATGGGTAACATCAATGTAATTCAGCAAGCGAAACAAGAGCTTCGAGAAGAATCAGGTGGC
GGTCTTGAATTGGTGGCTACGGATTCTGATGGAAGCTTAGGGAGAAAGAGAAGGCCAGAG
CAAGAACTATCACAAATGGGAAGCTATTTGATACAATCGAGCACAGGCTCACTTCCGGCG
AGCCACGCTTCCAATACGGCGGCGTTTTGGATGGTGGCGGGTCACGGTAACCAATCCATG
AGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCGGCAGCAATGGTAACGATAATCCCATTTGGGCAATT
CCCTCTGTTGGGAACAGTGGGGTGTATAGAGGAGCTATGTCTCCCCCGGGTGGCATTCAT
TTCATGAATTTTGCTTCTCCGATGCCCCTTATGCCCGGTGGTCAACTAGGTTCAGGTATG
GTAGGTAGCGGAGGTGGCGGCAGCGGCAGTGCTCAACTCCTAAGTGAAAGTAACTTAGGC
ATGCTTGCGGCCCTTAATGCCTACAGACAGATTCCGGCGAACGGCGTCTCGGAGTCTCCG
GGAAGCGCTGGACAACCTCACGGCGGAGATGATGGACGTGACTCAACCAGTCAACATTCC
TGA
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e Phvul.006G166600.1

ATGGAAGAGGATGAGATTCAAGCACAGGCAGTGTGTAAGTTTCCTAGAGTTGGAAATGGA
AGGAGCGAGCAATACCAAGAGGAGGAAGAAGAAGGAGACATAAGAAGAAGAGGTATTGGT
GGTGGTGGTGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAAGTGATGCTAGTACAAACCATTTCCAA
AGCAGTTGGCACCACTCTTCGAGAATCATAAGGGTTTCTCGTGCATCTGGTGGCAAAGAC
AGGCACAGCAAGGTGATGACTTCAAAGGGGTTAAGAGATAGAAGGGTTAGGCTCTCGGTG
ACCACAGCCATTCAGTTCTACGACCTTCAAGATCGGTTGGGTTATGACCAACCTAGTAAG
GCTGTGGAGTGGTTAATCAATGCTGCTTCAGATGCTATCTCAGAGCTCCCTTCTCTCAAC
AACCCCTTCCCTGATACCCCTAAGCAGCCAAGTGATGAGAAAAGGCCAACTAGTGGTCAA
CGTGGTGGTCAACCACAGGCCTTTGACGAGGTAGATGGAGACACCAATTTCCTCCAGCAA
AGCCAAAACCAAAGCCAGAACCTCTCTCTCTCCAAGTCCGCTTGTAGCAGCACTTCCGAG
ACAAGCAAGGGTTCAGGCTTGTCCCTCTCAAGGTCTGAGATCCGTGTGAACCGTGTGAAG
GCAAGGGAGAGGGCAAGGGTAAGAGCAGCAAAAGAGAAGGGAAAAGATAGGGACAAGGAG
AAAGAGAAAGAGAAAGAGAACGAGTCTGGCGTTGCACACCACCACCACCACCACCACAAT
GTGAACAACCCCAACCATATGTCTCACACTGCTTCCTTCACTGAGCTTCTCACTGGTGGG
ATTGGGAGCACAGTAACAGTTAACCCCACCACCACAGCAAGTCCTAACGGATCATCTGTT
CATCAGATCCATGAGGGTCATGATGAGGCCAATCTATTCCACAAGGGAAGACAACAACAA
CATTGGTCTTCAACAGTGACACCAATGGACTACTTCAGCCCAGGAGGCCTCTTGGTGGGA
CCTTCTTCATCATCTGCAAGAAATCAACACCAACATCAACATCAACATCAATCTTCTTCA
GGACAGTTCCAATTGGGACATGCCCTTCCCATCTCACCATTCAGTGGAGAAAACCACTCG
GATCAGCTGCAGCATTTTTCCTTCATGCCAGACCACCTTAACATGCCAGCTGTGGTCACT
TCTTCTTCTTCTGCTTCTCAGCCCAGCGGGGGTGACAATTACAACCTCAACTTCAGCATC
TCTTCGGGCCTTGCTGCTTTCAATAGGGGGACCCTTCAGTCCAATTCTCCGTCCTTTTTG
CCTCACCTCCAGAGGTTTCAACCTTTAGACGGATCATCCAATCTACCTTTCTTCATTGGA
GCTCCTGCTCCTTCTTCTGCTCCTCCAACCATTGACACCAACAACAATAACAACCACCAC
CACCTTCAGTTCTCTCCCGTCTTCGATGGCCGCTTGCAACTTTGCTATGGCGATGGAACC
AGGCATTCTGACCACAAGGGCAAGGGAAAGAACTAA

e Phvul.011G156900.1

ATGGGAGAATCACAGAACCACCTTCTCCTTCACCAAACAGCAACACCGTCGAGATCGACG
ATGAGAGGCGGCGGCGTCGGCGAGATCGTGGAGGTGCAAGGCGGCCACATTGTCCGCTCC
ACCGGGCGGAAGGACCGCCACAGCAAGGTCTGCACTGCAAAAGGCCCCAGAGACCGCCGT
GTGCGCCTGGCGGCGCACACCGCCATCCAATTCTACGACGTCCAGGACCGCCTCGGCTAT
GACCGCCCCAGCAAGGCGGTGGACTGGCTCATAAAAAAAGCTAAGGCGGCCATCGACGAG
CTCGCAGAGCTCCCACCGTGGAACCCGACGGCCACGTCAATGCAACCGCCTCAGCAACAG
GAAATCGTCCTCCGCGACAACAAGTCTCTCTCTATAGAAGACCCAATAGCCTTTGGCAGC
CGTGGCGAGAGCAACGTTGTCTCCGGCGCTACCAGAGTTCAAGAACAATTTTCTCACCAA
CAGTTGGAGAGTGAAAATGCTAACATGAGCAACAGCAAGTACAACAGTGGTCCGGGTTTT
CTGCCACCGTCTTTGGACACTGATAACATTGCTGAGACAATCAAGACTTTCTTTCCCGTC
GAAGCTACCACGACGTCATTTCAGAGTTACCCTCCGCCGGCACCGGATTTGAGGCAGCAA
GATCTTCGTTTGTCGTTGCAGTCCTTTCAGGACCCTATCATGCTTCAGCAAGAGCCTCAG
AGCCACCACGAGCCTGTGCTGTTCGCCGGAGCGACGCTCGGCTTCGACGGCGGTTCCGGC
TGGTCGGAGCACCAGCACCACCACTCGGAGGAGCATAGGTTTCTCTTTGGTGGCAACAGT
GGCCATGGCGGTGGGTTTGTGTTCAACACGCCGGCGCCGGCGTTTGGCCAATTTTTTTCT
CAGAGGGGACCCCTTCAGTCCAGTAACACCCCTTCAGTTCGTGCTTGGATAGACCCTTCG
GTCGATCACCACCACCACAACCATCACTACCTCTCGTCGCTGATCCACCAGGGCTCCGTC
GCTGGCGGCTTCTCCGCCGGTGGTGGATTCTCTGGCTTCCGCATTCCAGCACGAATTCAG
GGTGAAGAGGAACACGACGGCGTATCCGACAAGCCGTCCTCTGCTTCCTCTGATTCTCGC
CATTGA
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e ACT - Aktin Geni (NCBI, Entrez Gene ID: CV537379)

GGTACCTCAGCCACACACATACACACACAAATTTCACAAACTTCGAAAAAACACGACACA
CTCTCATACACACACGTTGTCGCACACACATTCCTTCTTTCCGCAGCAACAAACGTCCTT
ACCTTAAACGACAATGGCCGATGCCGAGGATATTCAACCCCTAGTCTGCGATAATGGAAC
TGGAATGGTCAAGGCTGGTTTTGCCGGAGATGATGCTCCGAGGGCGGTGTTTCCTAGCAT
TGTGGGACGCCCACGTCACACTGGGGTGATGGTTGGGATGGGGCAGAAGGATGCGTATGT
TGGGGACGAGGCTCAATCGAAGAGGGGTATTTTGACTCTGAAATACCCTATTGAGCATGG
GATTGTGAGTAATTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACTTTCTACAATGAGCT
TCGTGTGGCTCCTGAAGAACACCCCGTGCTTCTCACCGAGGCACCGCTTAATCCTAAGGC
TAATCGTGAGAAAATGACTCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACTCCTGCTATGTATGT
TGCCATCCAAGCTGTGCTTTCCCTTTACGCTAGTGGCCGTACAACTGGTATTGTTCTGGA
CTCCGGAGACGGTGTCAGTCACACGGTTCCTATCTATGAAGGCTATGCCCTCCCGCATGC
AATCTTGCGTTTGGACCTTGCAGGGCGTGATCTCACCGATGCCCTCATGAAAATCCTGAC
CGAGCGTGGTTACTCTTTCACCACATCTGCAGAGCGGGAAATTGTGAGGGACAT

Hedef gen olarak secilen bes TCP geninin isimlendirilmesi ve bilgileri Cizelge 3.12°de

verilmistir

Cizelge 3.10 Hedef olarak segilen TCP genlerinin bilgileri

TCP Plant TFDB’deki Uzunluk Molekiiler izoelektronik
Numarasi Adi (amino asit) Agirhik (kDa) Nokta (pl)
Pvul-TCP-2 Phvul.001G089100.1 312 33.1469 9.01
Pvul-TCP-3 Phvul.002G086600.1 420 44.2139 6.84
Pvul-TCP-13  Phvul.006G166600.1 511 55.6474 7.24
Pvul-TCP-20  Phvul.009G188100.1 385 42.1512 6.55
Pvul-TCP-27  Phwvul.0011G156900.1 381 41.6798 6.28

Calismada kullanilacak olan TCP genleri i¢in dizayn edilmis primer dizileri Cizelge

3.13’te verilmistir.
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Cizelge 3.11 TCP genlerinin primer dizileri

Genin
Adi

Pwl-  GGGCCTCTCTTTCATCAGGG

NCR-2

Pvul- | GCCAACTTCACCTCCCTCAA

TCP-3

Pwl- | CCTCCAGCAAAGCCAAAACC

TCP-13

Pvul- | CCTCCAACTCAACCCCATCC

TCP-20

Pwl-  CCATCACTACCTCTCGTCGC

TCP-27

ACT | TGAGCAAGGAGATTACAGCATTGG | CATACTCTGCCTTCGCAATCCAC

3.2.12.2 Real — Time PCR reaksiyonlari

Forward Primeri (5°—3°)

Reverse Primeri (5°—3°)

CCCCAACCATTTGCCAACTG

CTCATGTTCCGGTCCCACTC

ACACGGTTCACACGGATCTC

CTTTGGTGTGGCGGTCTTTG

GGCGAGAATCAGAGGAAGCA

Primer

Uzunlugu
(be)
99

173

126

114

161

150

Analizlerde kullanilacak olan bes TCP geni ve aktin geni i¢in optimizasyon kosullar

denenmistir. Reaksiyonlarda kullanilan cDNA'lar 1/10 seyreltme yapildiktan sonra Real

— Time PCR reaksiyonlar1 kurulmustur (Cizelge 4.2). Reaksiyonlar Roche Diagnostics
Light Cycler ® Nano cihazinda SYBR Green I Master Mix boyas1 kullanilarak

gergeklestirilmistir. Real — Time PCR reaksiyonlarina ait bilesenler Cizelge 3.12°te

verilmistir.

Cizelge 3.12 Real — Time PCR protokoliinde kullanilacak reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Miktar (ul)
cDNA 2
Forward Primer 0,7
Reverse Primer 0,7
SYBR Green I Boyasi 5

Su 1,6
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Her gen i¢in 10 birim hacminde PCR karigimi hazirlanmis, Cizelge 3.7°de verilen hedef
bolgelerin her birisi i¢in reaksiyonlar kurulmustur. Reaksiyonlar kurulduktan sonra PCR
tiipleri Roche Light Cycler ® Nano cihazina yerlestirilmis ve reaksiyon kosullar
bilgisayardan Light Cycler ® Nano Software programina girilmistir. Light Cycler ®

Nano Software programina girilen reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.13’te verilmistir.

Cizelge 3.13 Real — Time PCR reaksiyonlariin kosullari

Program Sicaklik (°C) Siire (s) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 600 s (10 dk) 1
Denatiirayson 95 15

Baglanma 60 20 45
Uzama 72 20

Erime Egrisi Analizi 60-95 Stirekli okuma 1

3.2.13 Normalizasyon hesaplamalari

Gen ifadesi analizi; deney grubunun Cq degerleri ile houskeeping gen olan aktin (ACT)
ve kontrol grubunun Cq degerleri esas alinarak yapilmistir. Sonuglar1 normalize etmek
amaciyla asagida detaylari verilmis olan Livak ve Schmittgen’e ait 2" yontemi

kullanilmistir (Livak ve Schmittgen 2001). Bu yontemin hesaplamalari
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4. BULGULAR

4.1 RNA Izolasyonu Sonuclari

Machery-Nagel RNA Isolation NucleoSpin® protokoliine gore izole edilen RNA

orneklerinin miktar ve saflik tayini NanoDrop® ND-Spectrometer 1000 cihazi

kullanilarak yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 RNA izolasyonu sonucu izole edilen RNA’larin saflik ve miktar tayini

sonuglari
Ornekler Saflik (260/280 nm) Miktar (ng/pl)

Ziilbiye — Yaprak — Kontrol 2,15 418,1
Ziilbiye — Yaprak — 3saat 2,15 571,9
Ziilbiye — Yaprak — 24saat 2,16 1070,9
Ziilbiye — Kok — Kontrol 2,09 160,0

Ziilbiye — Kok — 3saat 2,10 98,0
Ziilbiye — Kok — 24saat 2,11 102,0

4.2 ¢cDNA Sonuclari

Izole edilen cDNA’larin miktar ve saflik tayini sonuglar1 Cizelge 4.2’te verilmistir.

Real-Time PCR reaksiyonu i¢in c¢cDNA miktarlarinin yaklasik 100 ng olmasi

gerekmektedir.
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Cizelge 4.2 cDNA izolasyonu sonucu izole edilen cDNA’larin saflik ve miktar tayini

sonugclari

Ornekler Saflik (260/280 nm) Miktar (ng/pl)
Ziilbiye — Yaprak — Kontrol 1,89 1036,2
Ziilbiye — Yaprak — 3saat 1,89 971,4
Ziilbiye — Yaprak — 24saat 1,89 952,9
Ziilbiye — Kok — Kontrol 1,85 796,2
Ziilbiye — Kok — 3saat 1,85 820,9
Ziilbiye — Kok — 24saat 1,85 814,1

4.3 Real — Time PCR Sonuglar:
TCP ve ACT genlerine ait Cq ve Tm degerleri Cizelge 4.3 — 4. 8‘de ifade edilmistir. Cq

degeri; PCR reaksiyonuna ait pik profilinde logaritmik artis fazina gegilen dongiiyli; Tm
degeri; c¢ift zincirli DNA’nin %50’sinin denatiire oldugu sicakligi ifade eder.

Cizelge 4.3 RT-PCR sonucu TCP2 genine ait Cq degerleri

Ornekler Cq Degerleri
Ziilbiye — Yaprak — Kontrol 27,284
Ziilbiye — Yaprak — 3saat 26,364
Ziilbiye — Yaprak — 24saat 27,088
Ziilbiye — Kok — Kontrol 28,585
Ziilbiye — Kok — 3saat 26,519
Ziilbiye — Kok — 24saat 27,825
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Cizelge 4.4 RT-PCR sonucu TCP3 genine ait Cq degerleri

Ornekler Cq Degerleri
Ziilbiye — Yaprak — Kontrol 28,59
Ziilbiye — Yaprak — 3saat 27,492
Ziilbiye — Yaprak — 24saat 27,92
Ziilbiye — Kok — Kontrol 29,005
Ziilbiye — Kok — 3saat 26,869
Ziilbiye — Kok — 24saat 31,117

Cizelge 4.5 RT-PCR sonucu TCP13 genine ait Cq degerleri

Ornekler Cq Degerleri
Ziilbiye — Yaprak — Kontrol 27,746
Ziilbiye — Yaprak — 3saat 25,678
Ziilbiye — Yaprak — 24saat 27,024
Ziilbiye — Kok — Kontrol 29,296
Ziilbiye — Kok — 3saat 27,971
Ziilbiye — Kok — 24saat 29,691

Cizelge 4.6 RT-PCR sonucu TCP20 genine ait degerleri

Ornekler Cq Degerleri
Ziilbiye — Yaprak — Kontrol 28,055
Ziilbiye — Yaprak — 3saat 26,802
Ziilbiye — Yaprak — 24saat 28,001
Ziilbiye — Kok — Kontrol 28,813
Ziilbiye — Kok — 3saat 27,234
Ziilbiye — Kok — 24saat 28,392
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Cizelge 4.7 RT-PCR sonucu TCP27 genine ait Cq degerleri

Ornekler Cq Degerleri
Ziilbiye — Yaprak — Kontrol 29,,906
Ziilbiye — Yaprak — 3saat 27,688
Ziilbiye — Yaprak — 24saat 28,895
Ziilbiye — Kok — Kontrol 29,616
Ziilbiye — Kok — 3saat 27,456
Ziilbiye — Kok — 24saat 28,485

Cizelge 4.8 RT-PCR sonucu ACT genine ait Cq degerleri

Ornekler Cq Degerleri
Ziilbiye — Yaprak — Kontrol 31,907
Ziilbiye — Yaprak — 3saat 28,675
Ziilbiye — Yaprak — 24saat 30,312
Ziilbiye — Kok — Kontrol 32,891
Ziilbiye — Kok — 3saat 28,759
Ziilbiye — Kok — 24saat 32,208

4.4 Real — Time PCR

Real — Time PCR reaksiyonlarmm erime egrisi (melting curve) ve standart egri
grafikleri Sekil 4.1 — Sekil 4.12°de verilmistir. Erime egrisi grafikleri Cizelge 4.3 ve
Cizelge 4.8 arasinda Tm degeri olarak verilen degerlerin grafiksel olarak gosterimidir.
Ayn1 zamanda standart egri grafiklerinde de Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.8 arasinda Cq

degeri olarak verilen degerlerin grafiksel olarak gdsterimleri verilmistir.
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Sekil 4.3 RT-PCR reaksiyonlari sonucu TCP3 genine ait erime egrisi (melting curve)
grafigi

1.75

1.25+

Intensity (RFU}

0.75-

0.5

0.25-

Negatif Kontrol
T

1
5 10 15 20 25 3n as 40
Cvele
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4.5 Normalizasyon

Hedef gen olan TCP genlerinin ifadelerine ait sonuglar, ACT geni sonuglart ve kontrol

-AACt
2

grubu sonuglart kullanilarak Livak ve Schmittgen’in metoduna gdre normalize

edilmistir (Livak ve Schmittgen 2001).

Cizelge 4.9 Kontrole gore normalize edilmis tiim bitki 6rneklerinin TCP genlerine ait
MRNA ifade diizeyleri

Ornek Ismi Genler mRNA Ifade Diizeyleri

TCP2 2,013810728

TCP3 2,278253202

Yaprak — 3 Saat TCP13 4,462734857
TCP20 2,536656366

TCP27 4,95171436

TCP2 3,791918863

TCP3 5,26680518

Yaprak — 24 Saat TCP13 5,460102729
TCP20 3,436471739

TCP27 6,671115848

TCP2 2,388207341

TCP3 2,50694109

Kok — 3 Saat TCP13 1,428922919
TCP20 1,704003259

TCP27 2,548994207

TCP2 10,54822317

TCP3 1,440857933

Kok — 24 Saat TCP13 4,736850353
TCP20 8,339310438

TCP27 13,64147835
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4.6 TCP genlerine ait mRNA Diizeyleri
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Sekil 4.13 3 saat krom (VI) stresine maruz birakilmis fasulye bitkisinin yaprak ve
koklerindeki mRNA diizeyleri
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Sekil 4.15 3 saat ve 24 saat krom (VI) stresine maruz birakilmis fasulye bitkisinin
yapraklarindaki mRNA diizeyleri
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Sekil 4.16 3 saat ve 24 saat krom (VI) stresine maruz birakilmis fasulye bitkisinin
koklerindeki mRNA diizeyleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada; farkli zaman araliklarinda 100 uM krom (VI) stresi ile muamele
edilmis Ziilbiye c¢esidi fasulye bitkisinde, stres savunmasinda iligkili oldugu bilinen TCP
genlerinin yaprak ve koklerinde mRNA diizeyleri belirlenmis ve strese karsi gelistirilen

tolerans mekanizmasindaki ifade degisimleri arastirilmistir.

Ziilbiye ¢esidi fasulye orneklerine ait yaprak ve koklerden alinan dokular ile bes farkli
TCP geninin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in kantitatif Real-Time PCR yontemi
kullanilmistir. Kantitatif Real-Time PCR; reaksiyon gerceklesirken her dongiide
boyanin ¢ift zincirli kalip cDNA'ya baglanarak olusan floresans isimanin monitorize

edildigi ve reaksiyon sonunda iiriin miktarini kantitatif gosteren bir PCR yontemidir.

Gergeklestirilen analizler sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde calisilan
yaprak ve kok dokulari igin TCP genlerine ait ifadelerin kontrole gore farkliliklar
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.13-4.16).

3 saat krom (VI) stresine maruz kalmis fasulye bitkisinin yaprak ve koklerdeki TCP2,
TCP3, TCP13, TCP20 ve TCP27 gen ifadelerinde kontrole gore artig gdzlemlenmistir
(Sekil 4.13). En yiiksek artis degeri 4,95 kat ile yaprak TCP27 ve 4,46 kat ile TCP13
mRNA seviyelerinde gozlenirken, ayni genlerin kokteki ifadelerinin artis degerleri

incelendiginde TCP27 geninin 2,54 kat ile en yiiksek artig1 gosterdigi belirlenmistir.

24 saat krom (VI) stresine maruz kalmis fasulye bitkisinin yaprak ve koklerdeki TCP2,
TCP3, TCP13, TCP20 ve TCP27 genlerinin hepsinde kontrole gore ifade artist
gozlemlenmistir (Sekil 4.14). Yaprak dokularindaki genlerden en yiiksek ifade artis
degeri 6,67 kat ile TCP27 geninde; bunu takiben yakin ifade artis degerleri ile sirasiyla
5,46 kat ile TCP13 ve 5,26 kat ile TCP3 geninde gézlemlenmistir. Koklerdeki en fazla
ifade artis degeri 13,64 kat ile TCP27 geninde, ardindan 10,54 kat ile TCP2 geninde
gozlemlenmistir. En az ifade artis1 ise 1,44 kat ile TCP3 geninde gozlemlenmistir. 24
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saatlik stres karsilagtirilmasinda kokte de yaprakta da en yiiksek ifade artist TCP27

geninde gézlemlenmektedir.

Tim Real-Time PCR verilerinin bir arada degerlendirilmesi sonucu Ziilbiye ¢esidi
fasulye bitkisinin yaprak ve koklerindeki inceledigimiz TCP genleri arasinda TCP27
geninin her kosulda en fazla ifade artisin1 gosterdigi gozlemlenmistir. Sectigimiz TCP
genleri arasinda TCP27 geninin en fazla ifade artisina sahip olmasi; krom (VI) stresine

kars1 daha tolerans mekanizmasinda rolii oldugunun gostergesi olabilir.

Diger yandan 3 saat krom (VI) stresi ile muamele edilmis yaprak ve kok dokulari
arasinda genel olarak yaprak dokularindaki TCP genlerinin, kok dokularindaki TCP

genlerinden kontrole gore daha fazla ifade oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 4.13).

Ayni sekilde 24 saat krom (VI) stresine maruz birakilmis yaprak ve kok dokulari
arasindan genel olarak kok TCP genlerinin kontrole gore daha fazla ifade oldugu

anlasilmaktadir (Sekil 4.14).

Bunlarin yani sira 3 saat ve 24 saat krom (VI) stresine maruz birakilmis yaprak
dokularindaki TCP genlerinin ifade seviyeleri karsilastirildiginda yaprak dokularindaki
TCP genlerinden 24 saatlik stres ile muamele edilmis dokulardaki genlerin, 3 saat
stresle muamele edilmis dokulardaki genlerin ifadelerinden kontrole gore daha fazla
ifadelerinin artmis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.15). Dolayisiyla secgilen TCP genleri
cevap mekanizmasinin islevselligi bakimindan, 24 saat strese maruz kalmis yaprak
dokularinda, 3 saat strese maruz kalmis dokulardan daha etkin bir sekilde gorev aliyor

olabilecegi ifade edilebilir.

Benzer sekilde genel olarak 24 saat strese maruz birakilmis kok dokularindaki TCP
genlerinin ifadelerinin 3 saat strese maruz birakilmis kok dokularindan kontrole gore
daha fazla artis gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.16). Dolayisiyla segilen TCP genleri

cevap mekanizmasinin islevselligi bakimindan, 24 saat strese maruz kalmis kok
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dokularinda, 3 saat strese maruz kalmis dokulardan daha etkin bir sekilde gorev aliyor

olabilir denebilir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde; TCP genlerinin abiyotik stres kosullar1 altinda strese
karst cevabi ile ilgili az sayida calisma oldugu gorilmiistir. Mukhopadhyay ve
Tyagi’nin (2015) pirincin farkli kiiltiirvaryetelerinde yaptig1 ¢alismada; OsTCP19’un
absisik asit yolaklar1 denetimindeki abiyotik stres sinyal iletiminde 6nemli bir roli
oldugu bulunmustur. Arastirmacilarin bulgularina gore 200 mM NaCl (tuz) stresi
altinda OsTCP19’un ifadesinin; tuza toleransh piring kiiltiirvaryetesi olan Pokkalinin
kok dokularinda, strese karsi duyarli PBI1 Kkiiltiirvaryetesinin  kok dokularinda

oldugundan daha fazla oldugu belirlenmistir.

[lhan vd.’nin (2018) Yakutiye ve Ziilbiye fasulye kiiltiirvaryetelerinde Real-Time PCR
yontemiyle gergeklestirdigi ¢aligmada 27 farkli TCP geninin tuz stresi altindaki ifade
seviyelerinin degisimleri incelenmistir. Ziilbiye yaprak dokularindaki TCP genlerinden
Pvul-TCP-2, Pwul-TCP-13, Pwvul-TCP-17, Pwvul-TCP-20 ve Pvul-TCP-26’nin tuz
stresine kars1 ifadelerinde artis olmustur. Ayrica kok dokularindaki TCP genlerinin
tamaminda da ifade artis1 gozlenmis, en fazla artis Pvul-TCP-6, Pvul-TCP-13, Pvul-
TCP-26 ve Pvul-TCP-27 genlerinde goriilmiistiir. Bu ¢alismada bahsi gegen genlerin de

icinde oldugu 10 tane TCP geninin tuz stresi cevabi ile iligkili oldugu tanimlanmugtir.

Gergeklestirilmis olan tez c¢alismasinda fasulye bitkisinin kiiltiirvaryetesi olan
Ziilbiye’nin yaprak ve kok dokularindaki bes farkli TCP transkripsiyon faktoriine ait
genin krom (VI) stresi altindaki erken ve geg etkilerini arastirmak amaciyla 3 ve 24 saat
sireleri  secilmistir. Stres, doku ve farkli gen parametreleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda 5 TCP geninin tiim dokularda kontrole gére 24. saatte, 3. saate gore
daha fazla ifade oldugu goézlemlenmektedir. Buna karsilik kontroliin altinda bir gen

ifadesi seviyesi gozlemlenmemistir.

Bu ¢alismada elde edilen bulgular bes farkli TCP geninin fasulye gesitlerinde strese
kars1t olan savunmada rol oynayabilecegini belirtmektedir. Ayrica bu TCP genlerinin

farkli fasulye cesitlerinde krom (VI) stresine karsi olan dayanikliliklarinin
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degerlendirilmesinde molekiiler bir belirteg (marker) olarak kullanilabilecegini de

ongormektedir.

Yakin gelecegimizi tehdit eden iklim degisikligi, kuraklik, artan niifus ve sanayilesme,
toprak, su, hava kirliligi gibi unsurlar sonucu gida iiretimi tehlikeye girmektedir ve bu
nedenlerle temel besin maddelerinin {iretiminin bazi genetik uygulamalar sonucu
artirllmasina ihtiyag duyulmaktadir. Bu belirtegleri ve diger uygulamalar1 kullanarak
strese kars1 dayamikli tiirler gelistirmek Onemli arastirma konular1 arasindadir. Bu
calismada, agir metal stresine cevap olusturmada onemli olabilecek bes farklt TCP
geninin krom (VI) stresi altindaki fasulye bitkisinde analizi gergeklestirilmis ve stres
mekanizmas1 hakkinda bilgi edinilmistir. Onemli baklagil olan fasulye bitkisine ait
genel abiyotik stres mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik c¢alismalara destek

saglayacak nitelikte sonuglar elde edilmistir.
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