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OZET

ORGANIK VE KONVANSIYONEL FASULYE (Phaseolus vulgaris L.)
YETISTIRICILIGINDE TUZ STRESi UYGULAMASINDA AKTIVASYONU ARTAN
DREB2A GENINiN EKSPRESYONUNUN KARSILASTIRILMASI

Neslihan SIMSEK KIZIL

Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK
Es Danisman: Yard. Dog. Dr. Senay VURAL KORKUT

Onemli bir protein kaynag olan fasulye bitkisi yemeklik tane baklagiller icerisinde
614.948 ton (retim miktart ile birinci sirada gelmektedir. Ekilebilir tarim
alanlarimizdaki en 6nemli problemlerden olan tuzluluk fasulye tarimini da olumsuz
etkilemektedir.

Calismada organik ve konvansiyonel fasulye vyetistiriciliginde tuzluluk stresi
uygulamasinda aktivasyonu artmasi beklenen DREB2A geninin analizi icin 6rneklerden
RNA izolasyonu yapilirken es zamanli olarak 20. saatte stres verilmis yaprak 6érneginden
de genomik DNA izolasyonu vyapildi. DREB2A ‘ya gore ileri ve geri primerler
tasarlanarak PCR yapildi. PCR Urlnleri agaroz jelden pirifiye edilerek pGEM-T Easy
vektoriine klonlanip dizin analizine gonderildi. Plazmit izolasyonunun ardindan coklu
klonlama bodlgesinde bulunan kesim bdlgeleri uygun bir enzimle kesilip dogrusal hale
getirildi ve miktari belirlenerek dizin analizine gonderildi. Elde edilen 702 bp
uzunlugundaki DNA dizininin GenBank veritabaninda kaydedilmis dizilere
benzerliklerinin ve olasi fonksiyonlarinin belirlenmesinde BLASTN ve BLASTP analizleri
yapildi. Analizler sonucunda klonlanan gen bdlgesinin, soya fasulyesi DREB1 geni ile
benzerlik gosterdigi goriildii. Klonlanan gen bolgesinden Real Time PCR icin kullanilacak

Xii



DREB2A ileri ve geri primerleri tasarlandi. Housekeeping gen olarak fasulye aktin geni
kullanildi. izole edilen RNA’larin saflik 8lgiimlerinin ardindan cDNA sentezi yapilarak
Real Time PCR igin melting curve analizleri yapildi. Fasulye aktin ve DREB2A igin yapilan
melting curve analizlerinde amplifikasyon gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Tuzluluk stresi, organik tarim, DREB2A, Real Time PCR

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

THE COMPARISON BETWEEN DREB2A GENE EXPRESSION OF
CONVENTIONAL AND ORGANIC BEAN (Phaseolus vulgaris L.) FARMING
WHICH HAS INCREASING ACTIVITY UNDER SALT STRESS APPLICATION

Neslihan SIMSEK KIZIL

Department of Molecular Biology and Genetics

Master's Thesis

Supervisor: Assoc. Dr. Nehir OZDEMIR Ozgentiirk
Co-Supervisor: Asst. Assoc. Dr. Senay Vural KORKUT

Bean, as an important source of protein, has the leading position among leguminous
seeds with 614,948 tons of production. Salinity, which is one of the most important
problems in our arable areas, is also affect bean farming negatively.

In this study, for the analysis of increasing activity of DREB2A gene by salinity stress
application in organic and conventional bean farming while RNA isolation was
performing at the same time at 20th hour to stress applied leaf sample genomic DNA
isolation was done.

PCR was done by designing reverse and forward primers according to DREB2A. PCR
products were purified by agarose gel and sent to index analyses by cloning into
PGEM-T Easy vector. After plasmid isolation, cutting sites in multiple cloning area were
cut by an appropriate enzyme and linearized; then the amount was determined and
sent to index analyses. BLASTN and BLASTP analysis were done, to determine the
similarities and possible functions between sequences that are recorded in the
database directory of the GenBank and the resulting 702 bp long DNA index.
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As a result of analysis; similarity between cloned gene area and soybean DREB1 gene
was observed. To use in Real Time PCR, DREB2A forward and reverse primers were
designed from the cloned gene area. Bean actin gene was used as a housekeeping
gene. After measuring the purity of the isolated RNA, melting curve analysis were
performed for Real Time PCR by synthessing cDNA. Amplification was observed in the
melting curve analysis which are done for the bean actin and DREB2A.

Key words: Salinity stress, organic farming, DREB2A, Real Time PCR
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BOLUM 1

GIRiS

1.1 Literatiir Ozeti

Surdurulebilir besin Uretimi ve Urln verimliligi agisindan tehdit olusturan en onemli
abiotik stres faktorleri kurakhk, tuzluluk ve asir sicakliklardir [1]. Bu faktorler iginde

kuraklik, Grlin verimini disliren diinya genelindeki en 6nemli etkendir [2].

Cizelge 1.1 Bazi bitki tirlerinin tuzluluktan zararlanma siniri ve tuz konsantrasyonunun
artmasi ile birlikte meydana gelen Urin kayiplari [3]

TURLER ZARARLAN % 10 URUN % 25 URUN % 50 URUN
MA SINIRI KAYBI KAYBI KAYBI
EC (dS/m ™)

FASULYE 1.0 1.5 2.3 3.6
HAVUC 1.0 1.7 2.8 4.6
SOGAN 1.2 1.8 2.8 4.3
BIBER 1.3 2.2 3.3 5.1
MARUL 1.3 2.1 3.2 5.2
lﬁ%\lTEs 1.5 2.4 3.8 6.0
TMA|;LFI< 1.7 2.5 4.0 6.0
KEREViZ 1.8 3.5 5.8 10.1
LAHANA 1.8 2.8 4.4 7.0
KARPUZ 2.0 2.5 3.5 4.5
KAVUN 2.2 3.6 5.7 9.1
HIYAR 2.5 3.3 4.4 6.3




Cizelge 1.1 Bazi bitki turlerinin tuzluluktan zararlanma siniri ve tuz konsantrasyonunun
artmasi ile birlikte meydana gelen Urin kayiplari devami [3]

DOMATES 2.5 3.5 5.0 7.6
KARNA

BAHAR 2.7 3.5 4.7 5.9
KABAK 3.9 4.9 5.9 7.9
BUGDAY 4.7 7.0 9.5 13.0
KUS

CONMAZ 5.0 8.0 11.0 13.0
ARPA 8.0 9.6 13.0 17.0

Tuz stresi, bitkilerin makro, hiicresel ve molekiiler diizeyinde bir dizi degisimlere sebep
olmaktadir. Tuzluluk, bitki hiicrelerinin su ve iyon iceriklerini etkilemekte, kloroplast
yapisini  bozmakta, fotosentetik pigment, protein ile karbonhidrat igerigini
degistirmekte, fotosentez ve diger biyosentez reaksiyonlari ile antioksidan enzimler ve
ozmolitlerin sentezini etkilemekte, koklerden su ile beraber iyonlarin aliminin ve
yapraklara tasinmasinin kontroll, sitoplazmik yapilara ve hiicresel membranlara zarar
vermektedir. Bitkiler tuz stresinin bu ¢oklu etkilerine karsi karmasik biyokimyasal ve
molekiler mekanizmalari devreye sokmaktadirlar. Bu mekanizmalar ile saglanan tuz
toleransi sayesinde hem hiicresel yapilar korunmakta hem de hiicresel fonksiyonlar
saglikh sekilde devam ettirilmektedir [4]. Tuzluluk sorunu denildiginde en fazla zararli
etkiyi yapan ve en yaygin iyonlar olan Na ve Cl iyonlarinin toprakta yiksek diizeylerde

bulundugu anlasiimaktadir [5].

Ergene [6] ve Terry [7] tuzlanmaya neden olan anyonlari ClI", SO, nadiren de olsa
HCOs; COs? ve NOj, tuzlanmaya neden olan katyonlari ise Na®, Ca*’, Mg ve az

miktarda da K" olarak siniflamislardir.
Tuzlulugun bitki gelisimine etkisini Aydemir [8] su sekilde aciklamistir:
e Zehir etkisi: Na ve B gibi elementler bitkilerde zehir etkisi yaparlar,

e Bitkide su acigi yaratma: Coziinebilir tuzlar besi ortaminin su potansiyelini disurdr.
Boylece bitkinin su alimi sinirlandiriimis olur. Bu etki ozmotik ayarlama

mekanizmasiyla dengelenebildiginden birinci etki kadar 6nemli degildir.



e Ozmotik ayarlama mekanizmasi: Ortamdaki ylksek tuz konsantrasyonu bitkinin
besin alimini artirir. Bu artis bitki koklerinin su potansiyelini distrir ve dolayisiyla

bitkinin su alimi artar.

Terry’e gore [7] Dinya lzerindeki tuzlulugun en 6nemli kaynagi ana materyaldir. Yizey
ve taban suyu akisi sirasinda ana materyaldeki ¢6ziinebilir tuzlarin yeralti ve yerusti

sularina karismasi tuzlulugun temel kaynagi olarak gérilmektedir.

Ergene [6] ve Terry’ e [7] gore ise tuzlulugun olusmasinda onemli bir faktor de
topografyadir. Kapali havzalar genellikle tuzlulasma egilimindedir. Ozellikle taban suyu
akisini engelleyen gecirimsiz tabakalar ylksek taban suyunun ve dolayisiyla tuzlulugun

basta gelen nedenlerindendir.

Topraklarin tuzluluk seviyelerine gore bitkilerin tepkisi bes grupta incelenebilir [8].
1. 0-2 dS/m (gok az tuzluluk): Tuzluluk etkisi gogunlukla ihmal edilebilir,

2. 2-4 dS/m (az tuzlu): Cok duyarh bitkilerin verimleri disebilir,

3. 4-8 dS/m (tuzlu): Birgok bitkinin verimleri duser,

4. 8-16 dS/m (¢ok tuzlu): Tuza dayanikli bitkilerden normal verim alinabilir,

5.2 16 dS/m (asiri tuzlu): Tuza ¢ok dayanikli birkag bitki tiriinde verim alinabilir.

Milette ve ark. [9] yaptiklari arastirmada tuzlu topraklarin islahinda sulama ve drenaj

sistemlerinin kullanilmasinin en yaygin yontem oldugunu saptamislardir.

Yapraklar tuzluluktan ilk etkilenen bitki organlaridir. Tuzlulugun etkisi ile birlikte saatler
hatta dakikalar ile tanimlanan siire icerisinde yaprak gelismesinde ani bir dlsus
gozlemlenmektedir. Bitkilerin tuzluluga karsi géstermis olduklari ilk reaksiyon sadece
tuzluluk stresine ait 6zel bir tepkime olmayip kok cevresindeki ozmotik potansiyel ve

hiicre su iliskilerinden kaynaklanan su stresinde de goriilmektedir [10].



Cizelge 1.2 Farkli zaman dilimlerinde bitkilerin tuz stresine karsi tepkileri [10]

SU STRESI ETKILERI OZEL TUZ ETKiSI

ZAMAN TUZLULUGA TOLERANSLI BiTKi TUZLULUGA HASSAS BiTKi
GELISIMINDE GOZLEMLENEN GELISIMINDE
ETKILER GOZLEMLENEN EK ETKILER

DAKIKALAR YAPRAK VE KOK GELISIM
ORANINDA ANi DUSUS VE

SONRASINDA KISMI
ADAPTASYON

SAATLER YAPRAK VE KOK GELISIMINDE
DEVAMLI DUSUS

GUNLER YAPRAK  GELISIMINDE  KOK YASLI YAPRAKLARDA
GELISIME ORANLA DAHA FAZLA GORUNUR ETKILER
ETKILENMESI

HAFTALAR YAPRAKLARIN  VE/VEYA YAN YASLI YAPRAKLAR OLUR
SURGUNLERIN  SON  HALINi
ALMASI

AYLAR CICEKLENME ZAMANININ GENGC YAPRAKLAR OLUR.
ETKILENMESI, TOHUM

URETIMINDEKi DUSUS

Bazi bitkiler stres kosullarina karsit mekanizmalar olustururken, bazilari da kosullara
adapte olurlar. Tuza duyarh ¢ogu kiltiir bitkileri solma gdsterirler. ileri asamalarda ise

ya yasamlari sona erer ya da 6nemli Girtin kaybina ugrarlar [11].

Hopkins’e gore [12] tuz stresinin bitkilerin protein sentezinde birtakim degisiklikler
meydana getirdigi, yeni gen etkinliklerinin belirmesine neden olabildigi gibi bazi
genlerin etkinligini azaltirken, bazilarinin etkinligini ise arttirabildigini tespit etmistir.
Ayrica Nakashima ve ark. bitkilerdeki kuraklik ve tuzluluga karsi bazi genlerin sorumlu

oldugunu aciklamaktadir [13].

Zhu'ya gore [14] ise tuzlulugu kontrol eden bircok gen ayni zamanda diger abiyotik
stres faktorlerini de kontrol edebilmektedir. Nayak ve ark. gore [15] abiyotik stres
aracthigiyla gen anlatimi, degisik transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenmektedir
ve DREB (kurakliktan sorumlu genleri baglayan — drought responsive element binding)

proteinleri bu sirecte kilit rol oynamaktir. DREB transkripsiyon faktorleri iki sinifa



ayrilmaktadir: DREB1 ve DREB2. DREB2 transkripsiyon faktori bircok bitkide kurakliga

karsi toleransla ilintili en Gmit verici aday genlerden birisi olarak gériilmektedir.

Bitkilerdeki strese dayanikliik mekanizmasinda rol alan genlerin anlatimini kontrol
eden birgok transkripsiyon faktori klonlanmigtir. Bunlarin  hangi strese bagh
indiklendigi ve hangi sinyal ileti yoluyla baglantili islev yaptigi konusunda cesitli
¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalar sonucunda en iyi aydinlatilmis sistem Arabidopsis
thaliana’da bulunan CBF / DREB transkripsiyon faktorlerinin yer aldigi regilondur. Bu
transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler iki ayri arastirma grubu tarafindan mayada
bir hibrid teknigi kullanilarak izole edilmislerdir [16, 17]. Bu galismalardan daha 6nce
stresle indlklenen genlerin promotorlarinda bulunan G/ACCGAC nikleotid dizinini
barindiran CRT/DRE elementinin (dehydration responsive elements / C repeats: C
tekrar bolgesi / dehidrasyon duyarli DNA dizenleme elementi ) genlerin tuzluluk,
kurakhk ve dusik sicaklikla uyariminda 6nemli oldugu tespit edilmistir. CBF/DREB

transkripsiyon faktorleri bu dizinleri tanir ve baglanir [18, 19, 20].

Turkyillmaz’a gore [21] de bitkilerde NaCl’e maruz kalma, tuza toleransi arttiran yeni
proteinlerin sentezlenmesini tesvik edebilmektedir. Tuz stresine maruz kalan bitki
hiicrelerinde ¢ogunlukla gézlenen yanitin prolin birikimi oldugu séylenmektedir [22].
Ancak tuz stresinde prolin birikiminin kesin roli heniiz tam tespit edilememesine
karsin, genel olarak prolinin tuza dayaniklihgin bir markiri olarak c¢alstigi kabul

edilmektedir [23].

Lopez ve ark. [24] fidelere uygulanan tuz konsantrasyonunun artmasina ve maruz
kalma sliresine bagli olarak fide yaprak alaninda azalma oldugunu tespit etmistir. 50 ve
100 mM NaCl uygulanmis fidelerin yapraklarina 10 mM glisinbetain puskirtiilmesinin
yaprak alanlarini sirasiyla % 77 ve % 63 oranlarinda arttirdigi fakat bu artisin stres

altinda olmayan bitkilere gore belirgin sekilde distik degerlerde kaldig belirtiimektedir.



1.2 Tezin Amaci

Bitkiler, gerek tuzluluk gerekse beraberinde ortaya ¢ikan kuraklik, su stresi ve oksidatif
stres gibi diger stres faktorlerine karsi ¢oklu tolerans stratejileri gelistirmektedirler [4].
Bu tolerans stratejilerinin gelistirilmesinde organik ve konvansiyonel yetistiricilikten
kaynaklanan bir farkin olup olmadiginin molekiler diizeyde fasulye bitkisinde
incelenmesi ve fasulyenin organik ve konvansiyonel yetistiricilik kosullarinda tuz stresi
ile ilgili CBF/DREB2A geninin ekspresyon farkinin Real Time PCR kullanilarak

arastirilmasi tezin amacidir.

1.3 Hipotez

Organik tarim sisteminde yetistirilen bitkiler konvansiyonel tarim sisteminde
yetistirilen bitkilere gore ortamdaki besini daha yavas ¢ozerek besinden yararlanirlar.
Adaptasyon yetenekleri gelistigi icin de daha dayanikhdirlar. Dayanikli olan organik bitki
tuz stresine maruz birakildigi zaman konvansiyonel bitkiye gére DREB2A geninin

anlatiminin artacak olmasi tezin hipotezidir.



BOLUM 2

2.1 Organik Tarim Nedir?

Organik tarim; ekolojik sistemlerde hatali uygulamalar sonucu kaybolan dogal dengeyi
yeniden kurmaya yonelik, insana ve cevreye dost Uretim sistemlerini icermekte olup,
esas itibariyle sentetik kimyasal ilaglar ve gilibrelerin kullaniminin yasaklanmasinin
yaninda, organik ve yesil glibreleme, miinavebe, topragin muhafazasi, bitkinin direncini
artirma, dogal parazit ve predatorlerden yararlanmay! tavsiye eden, bitin bu
olanaklarin kapsamli bir sekilde olusturulmasini talep eden, tretimde miktar artisini
degil triniln kalitesinin ylikselmesini amaglayan bir Gretim seklidir [25]. Diger bir ifade
ile dogadaki dengeyi koruyan, toprak verimliliginde devamliligi saglayan, hastalik ve
zararhlart kontrol altina alarak dogadaki canhlarin sirekliligini saglayan, dogal
kaynaklarin ve enerjinin optimum kullanimi ile optimum verim alinan Uretim sistemine
ekolojik tarim denir. Ekolojik tarim; insan, cevre ve ekonomik olarak siirdirilebilir
tarimsal UGretim sistemini butinlestiren bir yaklasimdir. Sistemin amaci dogal kaynaklari
korumak, zararli ve hastaliklardan arinmis bitkisel ve hayvansal trinler Giretmektir [26,

27].

Organik tarim, dil farkhliklari nedeniyle farkh tlkelerde farkl isimlerle anilmaktadir.
Ornegin, ingiltere’de organik (organic), Almanya’da ekolojik (6kologish) ve Fransa’da
biyolojik (biologue) kelimeleri kullanilmaktadir. Ancak bunlar genel olarak birbirleriyle

esanlamli olarak kullanilmaktadir [28].

Organik tarim sistemi bazi cevrelerce yanhs bilindigi gibi glibre ve ila¢ kullaniimadan

yapilan modasi gecmis bir tarim sistemi degil, aksine modern tarimin tim



imkanlarindan yararlanarak dogal kaynaklarin ve enerjinin optimum kullanimi ile

optimum verimlilik alinan bir tGretim sistemidir [29].

Organik yetistiricilikte Gretim ile ilgili tiim faktorler bir biitlin olarak ele alinmakta ve bu
teknigi kullanarak UGretim yapan tarim isletmelerinin kendine yeterliligi esas
alinmaktadir. Bunun igin toprak, bitki, hayvan ve insan arasindaki dogal déngiinin
dogal kokenli ham maddeler kullanarak mimkiin oldugunca isletmenin kendi iginden
veya yakin cevresinden saglanmasi ilke edinilmektedir. Béylece kullanilan girdilerin,
cevreyi tehdit eden her turli etkisi azaltilmakta veya bunlardan tamamen

kacinilmaktadir [30].

Gaskell’e gore [31] organik tarim; Ureticiden tiketiciye Uretim, isleme ve pazarlama
gibi tim asamalarinda kontrol edilip sertifikalandiriimasi gereken bir iretim sistemidir.
Organik tarimi diger sistemlerden ayirt eden en 6nemli de faktor kontrol ve

sertifikasyona dayali olusudur.

Organik yetistiricilikte ciftlik glibresi, kompost, yesil glibreleme ilgili Yonetmelige gore
izin verilen diger glbreler, toprak ve bitki gelisim diizenleyicileri, konvansiyonel

yetistiricilikte kullanilan besinlere alternatif olarak gosterilebilir [32].

2.2 Organik Tarimin Amaglari

Cevre ve insan saghg ile dogal kaynaklarin korunmasi, biyolojik gesitliligin saglanmasi,
bozulan ekolojik dengenin yeniden tesisi, sentetik kimyasal tarim ilaglari, hormonlar ve
mineral glbrelerin kullanimini engelleyerek g¢evreyi olumsuz etkilerden korumak,
organik ve yesil glibreleme, miinavebe, toprak ve gen kaynaklari erozyonunu 6nlemek,
yenilenebilir enerji kaynaklarini kullanmak ve enerji tasarrufu yapmak, bitkinin
direncini arttirmak, biyolojik miicadelede dogal diismanlardan faydalanmak, liretimde

sadece miktar artisini degil ayni zamanda (irtin kalitesini arttirmaktir [33].

Tarimsal Uretimde dogal (toprak, su ve bitki) kaynaklarin korunmasi ve gelistiriimesi
icin kaynak kullanim planlamasinin yapilmasi, bunun igin sirekli bir bilgi edinme ve
izleme sisteminin kurulmasi, ciftcilere yonelik olarak toprak koruma ve islah amach
egitim programlarinin gelistirilmesi, slirdirilebilir tarim igin bitki ve hayvan genetik

kaynaklarinin daha etkin bicimde korunmasina ve kullanilmasina ¢aba harcanmasi,



tarimda zararlilarla micadele ve kontrol yontemlerinin daha ¢evre dostu bir yapiya
kavusturulmasi, bitkisel lretimde daha cevre dostu bitki beslenmesi yontemleri
gelistirilmesi  ve kullaniminin tesvik edilmesi, organik tarim programlari ve
uygulamalarinin yayginlastirilarak bu amacla gelistirilen ve uygulanan (retim
teknolojilerinin egitim ve yayma projelerinin gelistiriimesi organik tarimin amaglari

olarak siralanabilir [34].

En 6nemli amaci insani ve diger tiim canlilarin ortak yasama alani olan dogayi korumak

olan ekolojik tarimin nedenleri;

e Cevre kirliligini 6nlemek,

e Biyolojik gesitliligi korumak,

e Toprak ve genetik kaynak erozyonunu 6nlemek,
e Su miktar ve kalitesini korumak,

e Yenilenebilir enerji kaynaklarini kullanmak,

e Enerji tasarrufu saglamak,

e Koyden kente gb¢l 6nlemek,

e Kiglk giftgilerin gelir diizeyini artirmaktir [35].

2.3 Organik Tarimin ilkeleri

Organik tarimin, dogayla uyumlu Uretim, kendine yetebilen kapali bir sistem ve ekim
nobeti olmak lzere baslica 3 ilkesi bulunmaktadir. Bu ilkeler altinda llkesel ve y6resel
kosullar dikkate alinarak organik tarim aktiviteleri degiskenlikler kazanabilir ve genel
olarak su faaliyetleri icerirler. Bitkisel tretimde; uygun yontemlerle minimum toprak
isleme, toprak verimliliginin korunmasina ve artirilmasina yonelik ¢alismalar, organik
gubre kullanimi ve/veya saglikli toprak icin toprakta zararh etki birakabilecek kimyasal
glibre kullanmamak, genetik degisiklige ugramamis, dayanikli, saghkli tohum ve bitki
secimi, uygun ekim dikim yontemi, bitki korumada ekolojik yontem ve girdi kullanimi,
hasat, depolama, isleme ve paketleme faaliyetlerinin ekolojik yontemler icinde

ylritilmesi, hayvansal lretimde; saglkh hayvan vyetistiriciligi, uygun ahir kosullari,



organik yemlerden yararlanma, damizlik ve irk se¢iminde ekolojik uygunluk, Grinin

kontrol ve sertifikasyonunu yaptirmak olarak siralanabilir [25, 33].
Yukarida sayilanlardan farkl olarak ETO’ya gore [36] ekolojik tarimin ilkeleri;

e TUm dretim zincirinde surdurlebilir bir sistem kurularak ylksek kalitede yeterli

miktarda Uretim yapmak,

e Uretim sistemi icindeki dogal déngiiler ve canl sistemleri ile uyumlu olarak

calismak,

e Gecmis bilgilerin ve geleneksel tarim sistemlerinin dnemini fark etmek, bu bilgileri

korumak ve bilgilerden yararlanmak,
e Glncel bilgileri dogal proseslerin isleyisini kavrayarak uygulamak,

e Hastalik ve zararlilara karsi miicadelede mevcut kosullara uygun tir, irk ve gesitlerin

secilerek bitkisel ve hayvansal liretimin uyum icinde yurutilmesine ¢alismak,

e Tarimsal faaliyetler sonucu cevre, insan ve hayvan saghgini etkileyebilecek her tirla
kirliligi en aza indirgemek, sentetik kimyasal gilibre, ilag, hormon ve Kkatki

maddelerini kullanmamak,

e Hayvansal (retimde hayvanlarin dogal ihtiyaclarini karsilayabilecekleri yasam

kosullari saglamak,
e Uretim birimi icinde ve ¢evresindeki tarimsal ve dogal biyogesitliligi korumak,

e Uretim ve islemede mimkiin olabildigince enerji tiiketimini azaltmak, yerel ve

yenilebilir kaynaklari dogru kullanmak,
e Su kaynaklarini ve su ile ilgili yasam sistemlerini korumak ve dogru kullanmak,

e Ekolojik Uretim ve isleme sistemi icerisinde yer alan herkese temel ihtiyaglarini

karsilayabilecekleri giivenli ve saglikli calisma ortami saglamak,

e Sosyal olarak esit ve ekolojik agidan dengeli bir Uretim, isleme ve dagitim zincirinin

kurulmasini tesvik etmek, yerel ve bolgesel liretim ve dagitimi tesvik etmek,
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e Ulusal ve/veya uluslararasi ekolojik tarim kurallarina goére Uretimin
gerceklestirildiginin bagimsiz kontrol firmalari tarafindan denetlenerek tiiketicilere

ekolojik Grlin glivencesi vermek.

2.4 Diinya’da Organik Tarim

Ekolojik tarim goriisii ilk kez 1910 yilinda ingiltere’de giindeme gelmistir. Daha sonra
1924 yihinda Dr.Rudolf Steiner “Biyodinamik Tarim Y&ntemi” konusunda bir kurs
dizenlemis, 1928 yilinda da Biyodinamik Tarim Enstitlisi’ni kurmustur. Bir diger
alternatif arayis 1930’lu yillarda isvicre ‘de gérilmistiir. Miller ve Rush isvicre “de en
az dis girdi gereksinimi olan “Kapali Tarim” konusunda basarili calismalar yapmislardir.
Lemaire-Boucher Fransa’da bazi alglerin bitkilerde dogal dayanikhhg arttirmak

amaciyla kullanilabilecegini bildirmistir [35].

1. ve 2. Paylasim Savaslari sirasinda popdler olan ekolojik tarim 1950 yilindan sonra
Amerika Birlesik Devletleri’'nin Marshall yardimi ile 6nemini yitirmis, saglanan
ekonomik katkilar ve asiri desteklemeler sonucu entansif tarim sdratle yayilmis,
makinelesme, kimyasal ilag ve glibreler ile kimyasal katki maddeleri kullanilmaya
baslanilmistir. 60’li yillarin sonunda Avrupa Toplulugu’nun kurulmasi ve uyguladigi
tarimsal destekleme politikalari, 1970 de pestisitlerin ve kimyasal giibrenin kesfi de bu

gelismeye katkida bulunmustur [25].

“Yesil Devrim” olarak adlandirilan tarimsal Gretimin artirilma gabalarinin diinyadaki
aclik sorununa ¢6ziim olmadigl, aksine dogal dengeyi ve insan sagligini olumsuz
etkiledigini fark eden gelismis Ulkeler, 1970’li yillarda ticari olarak organik tarim
calismalarina baslamislardir. Almanya’da 1972 yilinda Uluslararasi Ekolojik Tarim
Hareketleri Federasyonu (Internation Federation of Organic Agriculture Movements-
IFOAM) kurulmustur. Bu hareket, diinyadaki ekolojik tarim calismalarini bir ¢ati altinda
toplamayi, gerekli standart ve yonetmelikleri hazirlamayi, tim gelismeleri liyelerine ve
Ureticilere aktarmayr amaclamistir. Organik tarim tliketicilerin baskilariyla 1980’li
yillarda aile isletmeciligi seklinden cikarak ticari bir boyut kazanmistir [33]. IFOAM’in
Ekim 2011 yilinda Giiney Kore’de yapilan toplantisinda 2014 Genel Kurul ve Diinya
Organik Tarim Kongresi'nin Bugday Ekolojik Yasami Destekleme Dernegi'nin ev
sahipliginde istanbul’da gerceklestirilmesine karar verilmistir.
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Genel olarak konvansiyonel tarimdan organik tarima gegiste etkili unsurlar bes

kategoride siniflandirilmistir:

1. Toprak erozyonu ve hayvanlarin saghginin kotliye gitmesi gibi konvansiyonel

tarimla ilgili gecmis problemlere ¢are bulmak.

2. Mali nedenler, mevcut ekonomik problemlerin ¢éziilmesi ve giftligin uzun donemde

varligini sirdirulebilmesi.

3. Bazl kimyasal maddelerin uygulanmasi sonucu olusabilecek saglik problemlerinden

kacinma gibi kisisel nedenler.
4. Felsefi, politik, dini veya cevrecilik gibi genel etmenler.

5. Organik girdi saticilari, aile tyeleri, arkadaslarin tesvikleri ve organik tarim tanitim

toplantilarina katihm gibi sosyal ¢evreden gelen tesvikler [28].

FIBL/IFOAM ‘in diinya genelindeki sertifikali organik tarim hakkindaki 2013
arastirmasina gore bugin 160 (lilkede, 37.2 milyon hektar alanda, 1.8 milyon Uretici

organik tarim yapmakta ve bu degerler her gecen gilin artmaktadir [37].

Kitalara gore organik tarim alanlarina bakildiginda; 12.2 milyon hektarla Okyanusya
Kitasi ilk siradadir. 10.6 milyon hektar ile Avrupa ikinci, 6.9 milyon hektar ile Latin
Amerika Uglncl, 3.7 milyon hektar ile Asya dordiinci, 2.8 milyon hektar ile Kuzey
Amerika besinci ve 1.1 milyon hektar ile Afrika altinci sirada yer almaktadir [37].

Organik tarim alanlari ile ilgili veriler Sekil 2.1 * de gosterilmistir.
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Kitalara Gore Organik Tarim Alanlari{milyon ha)
14,0
_ 12,0
=
= 10,0
S
:E 8,0
< 6,0
z 4,0 .
g .
= 2,0 1
0,0
Okyanus | Avrupa Latin Asya Kuzey Afrika
ya Amerika Amerika
|l Ekilen Alan (milyonha)| 12,2 10,6 6,9 3,7 2,8 1,0

Sekil 2.1 Kitalara gore organik tarim alanlari (milyon ha) [37]

Ulkeler siralamasinda ise 12 milyon ha ile Avustralya birinci, 4.5 milyon ha ile Arjantin
ikinci ve 2 milyon hektar ile Amerika Uli¢clinci siradadir. Amerika’yi sirasiyla Cin, Brezilya,
ispanya, Hindistan ve italya takip etmektedir. Sekil 2.2 “ de iilkelere gére organik tarm

alanlari gésterilmistir [37].

Ulkelere Gore Organik Tarim Alanlari(milyon ha)

14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Ekilen Alan {milyon ha)

Avust | Arjant | ABD | Cin | Brezil | Ispan | Hindis | italya | Ttrkiy
ralya in ya ya tan e
|mEkilen Alan (milyonha) | 12,00 | 4,50 | 2,00 | 1,85 | 1,77 | 133 | 1,18 | 1,11 | 033

Sekil 2.2 Ulkelere gore organik tarim alanlari (milyon ha) [37]
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Organik tarim alanlari tiim tarim alanlari igcinde % 0.86 ’ lik bir bolimde yapilmaktadir.

Turkiye ‘ de ise bu oran diinya ortalamasinin (istiinde olarak % 1.82 ‘ dir [37].

2010 yilinda yapilan arastirmaya gore organik tarim arazilerinde 2 milyon hektarlik bir
blylime ile % 6 ’lik artis olmustur. Bu blylmenin en glgli yasandigl yer bir milyon
hektarlik artis ile Avrupa olmustur. Arjantin, Tirkiye ve ispanya artisin en ¢ok oldugu

Ulkelerdir [37].

2.5 Tirkiye’de Organik Tarim

Ulkemizde organik tarim faaliyetleri 1986 yilinda Avrupa’daki gelismelerden farkl
sekilde, ithalatgi firmalarin istekleri dogrultusunda, ihracata yonelik olarak baslamistir.
Onceleri ithalatgi Ulkelerin bu konudaki mevzuatina uygun olarak yapilan dretim ve
ihracata 1991 yilindan sonra 2092 / 91 sayili 24 Haziran 1991 tarihli Avrupa Toplulugu
icinde organik tarim faaliyetlerini dlizenleyen Y&netmelik dogrultusunda devam
edilmistir. Daha sonra bu Yonetmeligin 14 Ocak 1992 tarihinde yayimlanan 94 / 92
sayili ekinde; Avrupa Topluluguna organik trin ihrag edecek lkelerin uymak zorunda
oldugu hususlar ayrintilari ile belirtilmis ve Ulkelerin kendi mevzuatlarini uygulamaya
koymalari ve bu mevzuatin da dahil oldugu cesitli teknik ve idari konulari iceren bir
dosya ile Avrupa Topluluguna basvurmalari zorunlulugu getirilmistir. Avrupa
Toplulugu’ndaki bu gelismelere uyum saglamak igin Tarim ve Koyisleri Bakanhgi ¢esitli
kurum ve kuruluslarinin isbirligi ile Yonetmelik hazirlama calismalarina baslamis ve
“Bitkisel ve Hayvansal Uriinlerin Ekolojik Metotlarla Uretilmesine iliskin Yonetmelik” 24
Aralik 1994 tarih ve 22145 sayili Resmi Gazetede yayinlanarak yirurlige girmistir. Daha
sonra adi gecen Yonetmeligin bazi maddelerinde uygulamada rastlanilan aksakliklari
gidermek amaciyla degisiklik yapilmis, organik tarim faaliyetleri sirasinda yapilacak
kusur ve hatalara karsi uygulanacak yaptirimlarin da Yonetmelikte yer almasi
saglanmistir. Diizeltme metni 29 Haziran 1995 giin ve 22328 sayili Resmi Gazetede
yayinlanarak vyirirlige girmistir. “Avrupa Topluluguna Organik Uriin ihra¢ Eden
3.Ulkeler” listesinde yer almak lzere de gerekli bilgileri iceren bir “Teknik Dosya”
hazirlanarak o©ngorilen sire icinde Disisleri Bakanligi kanaliyla resmi basvuru

yapilmistir [25].
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Bu uygulamalar takiben 11 Temmuz 2002 tarihli ve 24812 sayili Resmi Gazetede
yayinlanan “Organik Tarimin Esaslari ve Uygulanmasina iliskin Yénetmelik” yirirliige
girmistir. Organik Urlnlerin Gretimi, tiketimi ve kontrol edilip sertifikalandiriimasina
dair “Organik Tarim Kanunu” 25659 sayili 03.12.2004 tarihli olarak resmi gazetede
yayinlanmis kanunu takiben 10.06.2005 tarihli ve 25841 sayili “Organik Tarimin Esaslari
ve Uygulanmasina iliskin Yénetmelik” yirirlige girmistir. Giinimiizde ise 18.08.2010
tarih ve 27676 sayili “Organik Tarimin Esaslari ve Uygulanmasina iliskin Yonetmelik”
yurirluktedir. 639 sayili Kanun Hilkmiinde Kararname (KHK) ile Bakanhigin ismi, yetki ve
gorevleri degismistir. Onceki adi Tarim ve Kdyisleri olan Bakanligin adi Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi olmustur. 651 sayili KHK ile Bakanhgin teskilat ve gorevleri
yeniden tanimlanmigtir. Cikartilan KHK’lardan sonra 27676 sayili Yonetmelikte
degisiklik yapilmasina iliskin olarak 06 Ekim 2011 tarihli ve 28076 sayili “Organik
Tarimin Esaslari ve Uygulanmasina iliskin Yénetmelikte Degisiklik Yapilmasina Dair
Yonetmelik” yayinlanmis ve yayinlandigi giin yirurlige girmistir. 2011 yilindan sonra 14
Agustos 2012 ve son olarak da 25 Mayis 2013 tarihlerinde “Organik Tarimin Esaslari ve
Uygulanmasina lliskin Yénetmelikte Degisiklik Yapilmasina Dair Yénetmelik”

yayinlanmistir [38].

Cogu Avrupa Ulkesi ve ABD’de organik tarimin gelisimine ciftciler oncilik etmesine
karsin, Tirkiye'de organik tarim Avrupali 6zel organik tarim sirketlerinin elemanlarinca
ciftgilere tanitilmis ve benimsetilmistir [39]. Baska bir anlatimla, Avrupa ve ABD’de
organik tarimin yapilanmasi Ureticiden baslayarak (arz kaynakh) yukaridan asagiya
yapitlanmistir. Bu durumda, Tirkiye’'de ciftcilerin organik tarimi benimsemelerinde
etkili olan faktorler ve bunlarin dncelik sirasinin, diinyadaki motivasyon unsurlarindan

farkh olmasi beklenebilir [28].

Turkiye’de bu konuda yapilan ¢alismalar incelendiginde, yetistiricilerin organik tGretime
gecmelerinde ekonomik faktorlerin (6zellikle prim fiyat ve pazar garantisi) en etkili

motivasyon unsuru oldugu belirlenmistir [26].

Tarim faaliyetleri Gilkemizde ilk olarak geleneksel ihrag trinleri olan kuru incir ve kuru
Uzim ile Ege Bolgesi ‘nden baslamis, daha sonra kuru kayisi ve findik gibi Grlinlerle

diger bolgelere yayilmistir. Uriin isleme tesislerinin biiyiik kisminin izmir'de olmasi ve
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tretilen Griinlerin biyik kisminin izmir limanindan ihra¢ edilmesi gibi nedenlerle,
organizasyon kuruluslari, kontrol ve sertifikasyon firmalari gibi ekolojik tarim
sektériiniin hemen tiim kuruluslarinin merkez biirolari izmir’de yer almaktadir [25, 35].
Organik tarim ile ilgili olarak hem bu organizasyonlar ile kontrol ve sertifikasyon
kuruluslari hem de iiretim verileri her gecen giin artarak devam etmektedir. Ornegin;
2002 yilinda 89.826 hektar olan organik tarim arazisi 2012 yil istatistiklerine gore
yaklasik olarak 4.5 kat artarak 399 bin hektar olmustur. Yillara gore artis Sekil 2.3 ‘ te

gosterilmistir. [40].

Yillara Gore Tiirkiye'deki Uretim Alani (ha)

400.000

300.000

200.000

100.000 . l

0

2012 | 2011 | 2010 | 2009 | 2008 | 2007 | 2006 | 2005 | 2004 | 2003 | 2002
|IUretimA|aﬂl 398.8|325.4|191.7|249.7|141.7|135.3|162.1|175.0| 162.1|103.1 | 89.82

Sekil 2.3 Yillara gore Turkiye’deki organik Gretim alanlari (ha) [40]

FIBL ve IFOAM’in 2011 verilerine gore Tirkiye organik tarim Uretim alaninda (ha) en
yiksek artisin yasandigi Glkeler arasindadir Arjantin’den sonra ikinci siradadir.

Turkiye’yi ispanya takip etmektedir [37].

Organik Uretim yapan (reticilerin sayisi da her gecen yil artmaktadir. 1990 yilinda 313
olan Uretici sayisi 2001 yilina kadar dizenli bir artis gostermistir.2001 yilindan sonra
inis cikislar yasanmistir. 2007 yilinda 10.55 olan Uretici sayimiz 2012 yili verilerine gore
bu sayi 24.40 'a yukselmistir. Yillara gore Uretici sayisi Sekil 2.4 ‘te gosterilmistir [40].
Bugln itibari ile Turkiye genelinde Uretici sayisi bakimindan Aydin birinci, Manisa ikinci

ve izmir Gglinci siradadir [40].
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Yillara Gore Tiirkiye'deki Uretici Sayisi
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2012 | 2011 | 2010 | 2009 | 2008 | 2007 | 2006 | 2005 | 2004 | 2003 | 2002
|lUret'|c'|Say\S| 2440|1564 |11.17|11.21|9.384 |10.55|8.654 |9.427|9.314 (13.04 |12.42

Sekil 2.4 Yillara gore Turkiye’de organik Uretim yapan Uretici sayisi [40].

Organik tarimsal Uretim ilk olarak sadece birkag Urin ile baslamisken yillar icinde arti
bir ivme kazanmistir. 2002 yilinda 150 adet Uriin organik olarak tretilmekteyken 2011
yilinda bu sayl 225 olmustur. 2012 yilinda ise bu sayl 204 ‘e inmistir. Yillara gore Urin

sayisi Sekil 2.5 ‘te gosterilmistir [40].

Yillara Gore Tiirkiye'deki Uriin Sayisi
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0
2012 | 2011 | 2010 | 2009 | 2008 | 2007 | 2006 | 2005 | 2004 | 2003

mUrinsSayisi| 204 225 216 212 247 201 203 205 174 179

Sekil 2.5 Yillara gore Turkiye’deki organik triin sayisi [44]

Organik Uretim alaninin genislemesine, trln gesitliligin ve Gretici sayisinin ¢ogalmasina
bagh olarak yillar igcinde Uretim miktarlarinda da ciddi artislar yasanmistir. 2002 yilinda
310.125 ton olan liretim miktari 2012 yilinda 876 bin ton olmustur [40].
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Organik Urun ihracati da yillar iginde artislar yasamistir. 2011 yili ihracat degerleri 3.371
kg organik trin miktariile 15.529 dolar olmustur [40].

Turkiye’de ekolojik hayvansal (retim bitkisel Uretim kadar belirgin bir gelisme
gostermis durumda degildir. Ekolojik bitkisel Uretim 1980’li yillarda baslarken,
hayvansal (retimdeki c¢alismalarin ciddi anlamda 2000 vyilindan sonra basladig
soylenebilir. Son yillarda ekolojik hayvancilik konusunda da sinirli sayida arastirma ve
Uretim calismalari baslamis ve organik sit Gretimi konusunda ilk ciddi yatirrm o6zel

sektor tarafindan 2003 yilinda Glimushane Kelkit ilgesinde gergeklestirilmistir [35].
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BOLUM 3

3.1 Stres Nedir?

Bitkiler yasamlarini surdlrdukleri alanlarda, gelisimlerini kisitlayici ¢esitli olumsuz
kosullara maruz kalmaktadirlar. Bitkilerde blylime, gelisme ve metabolizmayi etkileyen
ya da engelleyen durumlara stres adi verilmektedir [41]. Baska bir ifade ile bitkisel
Uretimde stres; bitkinin yasadigi ortamda bir veya birden fazla etkenin, biylime ve
gelismeyi olumsuz yonde etkileyerek, verim duisikligld ile sonuglanan bir dizi

gerilemeye neden olarak algilanmaktadir [42].

Stres faktorleri, bitkiler tzerine etkilerini ¢ogunlukla es zamanh ve kombine sekilde
gostermektedirler. Stres faktorleri, orijinlerine gore abiyotik ve biyotik stres faktorleri
olmak Gzere iki grupta incelenebilmektedir. Abiyotik stres faktorleri soguk, sicak,
kuraklk, tuzluluk, su fazlalig, radyasyon, cesitli kimyasallar, oksidatif stres, rlizgar ve
toprakta besin yetersizligi gibi cevresel faktorlerdir. Biyotik stres faktorleri ise viris,

bakteri ve funguslari iceren patojenler, bécekler ve herbivorlardir [4].

3.2 Tuz Stresi ve Tuzluluk

Bitkilerde tuz stresi, Gretimi etkileyen dnemli bir kisitlayici ¢cevresel faktordir. Disuk
yagis, yliksek evapotranspirasyon, yer altindaki ¢cozilebilir tuz kaynaklari, tuzlu sulama
suyu ve yanlis yapilan sulamalar tarim alanlarinda “tuzluluk probleminin” ortaya
cikmasina neden olmaktadir [43]. Tuz konsantrasyonu, kullanilabilir su potansiyelini
0.5-1.0 bara diisiirmeye yetecek kadar yliksek ise bitki strese girer ve bu stres tuz stresi

olarak tanimlanir [44].

19



Tuzluluk, bitkinin morfolojisi ve anatomisini de kapsayan tim metabolizmasini
etkileyen bir faktordir ve ozellikle kurak ve yari kurak iklim bdélgelerinde yikanarak
yeralti suyuna karisan ¢ozinebilir tuzlarin yiksek taban suyuyla birlikte kapillarite
yoluyla toprak ylizeyine ¢ikmasi ve buharlasma sonucu suyun topraktan ayrilarak tuzun
toprak ylizeyinde ve ylizeye yakin bolimiinde birikmesi olayidir. Tuzluluk nedeniyle
bitkisel tretimin ya da verimin diismesinde bitkilerin, tuz dizeyi slrekli artan cevreye

uyum gosterememeleri ana etmen olmaktadir [44, 45].

Tuzluluk sorunu denildiginde en fazla zararh etkiyi yapan ve en yaygin iyonlar olan Na

ve Cliyonlarinin toprakta yiksek diizeylerde bulundugu anlagilmaktadir [46].

Kurak ve yari kurak iklimlerde yaygin olan tuzlu topraklar genellikle nehirlere ¢ikisi
olmayan kapali havzalarda uygun olmayan toprak yapisi, sert toprak tabakalari, uygun
olmayan sulama sekli, yetersiz drenaj sistemi ve asiri buharlasma neticesinde ortaya

cikmaktadir [47].

Tuz stresinden kaynaklanan iyon toksisitesi birinci derecede etkili stres faktoril, bunun
ardindan olusan su aliniminin azalmasi olan su stresi ve mineral maddelerdeki

eksiklikler ve beslenmedeki bozulmalar ikincil stres faktorleridir [45].

Cizelge 3.1 Deniz suyu ve iyi kalitede sulama suyu 6zellikleri [48]

iyon Konsantrasyonlari (mM) Deniz Suyu Sulama Suyu
Na* 457.0 <20

K™ 9.7 <1.0

ca*’ 10.0 0.5-2.5

Mg 2 56.0 0.25-1.0

Cr 536.0 <2.0

S0, 28.0 0.25-2.5
HCO3~ 2.3 <1.5

3.3 Tuz Stresinin Etkileri

Toprakta bulunan ¢ozilebilir tuzlarin miktari, bitkinin bliyime ve gelismesi icin gerekli
olan miktarin Gzerine ciktiginda sorunlar ortaya ¢ikmaya baslar. Toprak ¢ozeltisindeki

tuz konsantrasyonu arttiginda ve su potansiyeli azaldiginda, bitki hiicrelerinin ozmotik
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potansiyeli diser ve bitki hiicrelerinin bélinmesi ya da uzamasi birden yavaslar. Bu
stres kosullari altinda genellikle stomalar kapanir ve sonug¢ olarak fotosentez azalir.

Stres kosullarinin devam etmesi halinde bitki bliyiimesi tamamen durabilir [47].
Tuzluluk bitki gelismesini lic temel prensip cercevesinde engellemektedir:

1. Su eksikligi (su stresi)

2. Na' ve CI" iyonlarinin fazla miktarda alinmasi nedeniyle olusan iyon toksisitesi

3. lyon tasiniminda ortaya cikan dengesizlik nedeniyle hiicre icindeki sivinin mineral

yapisinin ve Ca™ dengesinin bozulmasi [49].

Tuz stresinde bitkilerde asiri derecede biriken Na nedeniyle bitkilerin K alimi
engellenmekte ve Cl 6zellikle NO3 alimi lizerine olumsuz etki yaparak bitkilerde iyon

dengesinde bozulmalara neden olabilmektedir [50].

Tuz stresi altindaki bitkilere disaridan uygulanan Ca, K veya P igeren bilesiklerin,
bitkinin yaprak ve koklerinde Na ile rekabete girerek onun alinimini azalttig ve bitki
blinyesinde Ca, K ve P iyonlarinin strese karsi koyabilecek yeterli diizeye ulasmasiyla
birlikte bitkinin strese karsi koyabilme kapasitesinin de arttigi bazi calismalarla

bildirilmistir [51].

Tuzluluk stresi ile karsi karsiya kalan bitkilerde genotipik 6zellikler cercevesinde tepkiler
olusmakta, bazi bitki tir ve gesitleri tuzluluktan az dizeyde etkilenirken, bazilari da

olimcdl bicimde zarar ugrayarak etkilenmektedir [45].

Tuzlu kosullarda bitkilerde gozlenen bliyiime gerilemesinin bir diger nedeni de besin
maddelerinin bitkilerce alinimi, tasinmasi ve kullanilmasinin engellenmesidir [50].
Ayrica tuzluluk, bitkilerde net fotosentez oranini, transpirasyon oranini ve stoma
iletkenligini azaltmakta, stoma direncini arttirmaktadir. Tuzluluga maruz kalmis
bitkilerde fotosentezin azalmasi; stoma kapanmasina bagh olarak CO, fiksasyonundaki

azalmaya baghdir [4].

Farkli bitki tlrlerinde tuzlulukla tesvik edilmis ¢ok sayida protein belirlenmistir. Bu
proteinleri sadece tuzluluk sartlarinda biriktirilen tuz stresi proteinleri ve diger abiyotik
faktorlerce biriktirilen stresle ilgili proteinler olarak iki gruba ayirmak mimkindir.

Proteinler, tuzluluk stresi sartlarinda ozmotik diizenlemeye olanak saglamaktadirlar [4].
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Tuzluluk nohut, soya, fasulye, yonca gibi bitkilerde nitrojenaz aktivitesi ve nodiilasyonu

azaltmaktadir [4].

Toprak suyu tuzlulugunun bitki gelismesi Uzerindeki zararli etkileri su sekilde

Ozetlenebilir;

e Yavas ve yetersiz ¢imlenme,

e Fizyolojik kuraklik, solma ve kuruma,

e Bodurluk, kliglik yapraklar, kisa govde ve dallar,
e Mavimsi yesil yapraklar,

e Ciceklenmenin gecikmesi, daha az gigek agma ve tohumlarin daha kiigik olmasi,

Tuza dayanikh yabanci otlarin gelismesidir [45].

Bitki yetisme ortamindaki fazla tuz bitkinin gelismesini 6nemli 6lglide sinirlar. Tuzlar

bitki biylimesine Ug¢ sekilde etki ederler;

e Fiziksel etki; ozmatik basincin yikselmesi sonucu bitkinin su alimi ve dolayisiyla
beslenmesi yavaslar veya tamamiyla durur. Bitki su aliminda gliclik ¢eker. Buna

ozmotik basing etkisi de denir.

e Kimyasal etki; bir kisim tuzla, bitki besin maddelerinin alimini zorlastirip,
metabolizmayl bozarak bitkinin blylimesine zarar verirler. Buna 6zel iyonlarin

toksisitesi de denir.

e Dolayl etkiler; tuzluluk veya sodyumlugun toprak Uzerinde meydana getirdigi

degisiklikler, bitkilerin gelismesine etki eder [45].

Ayrica tuzluluk, cogunlukla yapraklarda erken yaslanmaya neden olmaktadir. Yaprak
yaslanmasi genellikle protein veya klorofil konsantrasyonundaki azalma ve hiicre zari

gecirgenligindeki artisla ifade edilmektedir [42].
Tuzlu topraklarda biiylyen bitkiler iki sorunla karsilasirlar. Bunlar;

e Toprak cozeltisinde yiksek tuz konsantrasyonu (yliksek ozmotik basing ve onunla

uyumlu olarak diisik toprak su potansiyeli).
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e CI' ve Na" gibi potansiyel olarak zehirli iyonlarin yiiksek konsantrasyonlari veya tuz

iyonlarinin uygun olmayan kombinasyonlari [52].

Bir baska goriise gore de topraklardaki yliksek tuzluluk bitkileri iki sekilde
etkilemektedir. Birincisi, bitkilerin toprak ¢ozeltisinden su alinimi engelleyen toplam tuz
etkisi veya ozmotik etki, ikincisi ise bitkilerde bazi fizyolojik olaylari etkileyen toksik
iyon etkisidir. Yiksek tuz konsantrasyonunun bitkilerde olusturdugu zarar temelde
suyun ozmotik olarak tutulmasindan ve protoplazma Uzerinde belli iyonlarin zarar
olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Cozeltideki tuz konsantrasyonunun artmasina
bagh olarak dogrusal sekilde su potansiyeli azalir. Bunun bir sonucu olarak tuz
konsantrasyonu arttik¢a bitki daha az su alir. Ortamda Na® katyonunun, buna bagl CI
ve SO4'2anyonIar|n artmasi protoplazmada iyon dengesinin (K”, Ca*?/ Na*) bozulmasina
yol acar. Buna kosut olarak enzim aktivitesi azalirken, protein sentezi geriler, membran
permeabilitesi azalir, kloroplast ve hiicredeki 6teki yapilar 6nemli derecede zarar goriir.
iyonlar arasi dengenin bozulmasi tuzu olusturan iyonlarla bitki besin elementleri
arasinda rekabete yol acarak tuz stresindeki bitkilerin bitki besin elementlerini
yeterince alamamalarina neden olur. NaCl tuz seviyesinin yiksek oldugu topraklarda,
bitkilerde 6zellikle NO3, K* ve Ca™ alimi 6nemli derecede azalir [53]. Bu etkilere bagli
olarak tuz stresi altindaki bitkilerde stomalar kapatilmakta, yaprak alanlar da
kiictltilerek transpirasyon azaltilmaya calisiilmaktadir. Boylece bitki, su kaybini en aza
indirmek ve topraktan su ile birlikte ylksek miktardaki tuzu almayi engellemeye gayret
etmektedir. Yaprak alanindaki azalmanin yaninda birim alandaki CO, fiksasyonu da
azalmaktadir. Yasamak icin yogun enerji kaybeden bitki, daha az fotosentez yaparak
harcadiklarini yerine koyamadigi icin gelisme ve blylime geriler. Tuz stresi altinda net
CO, fiksasyonunun azalmasi; su noksanhgi, stomalarin kapanisi, apoplastta tuzun
birikmesi ve mezofil hicrelerinin turgoru kaybetmesi veya tuz iyonlarinin dogrudan

toksisitesi nedeniyledir [54].

Genel olarak tuz stresine maruz kalan bitkilerde genel olarak karsilasilan farkhliklar
arasinda kok, govde ve siirgiin uzunlugunda azalma; bitki yas ve kuru agirliklarinda
azalma; yaprak alani ve sayilarinda azalma; klorofil miktarinda azalma; verimde meyve

ve tat renklerinde bozulma kaydedilmektedir. Bitki uzun siire tuzluluk stresi altinda
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kaldiginda, yasl yapraklarda iyon toksisitesi ve su noksanhgi, geng yapraklarda ise

karbonhidrat noksanligi ve buna bagli belirtilerin ortaya ciktigi kaydedilmektedir [55].

Ayrica sodyum, bitkinin birgok organeli lizerinde olumsuz etkide bulunmakta olup
bitkide hem floem hem de ksilem iletim demetlerinde hareket edebilme yeteneginde
oldugu icin bu etki daha ¢ok bitkilerin yash yaprak uglarindan baslayip, yaprak ayasi ve
sapina dogru ilerleyerek nekrotik lekelere kadar donlisen semptomlar vermektedir

[47].

3.4 Bitkilerde Tuz Stresine Tolerans

Ashraf‘a gore [47] bitkilerde farkh bigimlerde ortaya ¢ikan tuza dayanikhlik, yiksek
oranlarda ¢ozilebilen tuz iceren ortamlarda bitkilerin bliyime ve gelisme yetenegi
olarak tanimlanir. Bir diger ifade ile tuza dayaniklilik, tuz aliminin engellenmesi, yani
protoplazmaya ulasmadan tuz denetimi veya toksik ve ozmotik etkilere karsi tolerans

gosterebilme yetenegidir [55].

Tuz toleransi ise c¢esitli ¢ozllebilir tuzlarin ¢ok yliksek konsantrasyonlarini iceren
ortamlarda bitkilerin bliyime ve hayat dongtlerini tamamlayabilme yetenegidir. Tuz
toleransi, tuz stresine dayanikhligin bir gostergesidir ve bitki tiiriine, yasadigi ortam ve
cevre sartlarina bagh olarak cesitlilik gostermektedir. Bitkiler, tuz stresine maruz
kaldiklari zaman ilgili biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalari devreye sokmaktadirlar

[4].

Tuza tolerans bitkilerin protoplazma bilesenleri dizeyinde tuza karsi gosterdikleri
tolerans olarak da tanimlanabilir. Protoplazma bilesenlerinin  (proteinler,
biyomembranlar vb.) tuza toleransi stres proteinleri ve sitoplazmik ozmotik
dizenleyicilerin vasitasiyla saglanir. Tuz konsantrasyonunun artmasi ile beraber stres
proteinlerinin sentezi 3-6 saat icerisinde belirli DNA serileri tarafindan aktive edilir.
Toksik 6zelligi olmayan prolin, alanin, glutamin, betain, mannitol, sorbitol gibi organik
bilesikler, hiicre ici ile dis ortam arasindaki ozmotik potansiyelin diizenlenmesinde

gorev alirlar [56].
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Tuza dayanimi fazla olan bitkiler ylksek tuzluluklarda bile verimde 6nemli azalmalar
olusturmazken, tuza dayanimi fazla olmayan bitkiler distk tuzluluklarda bile 6nemli

azalmalar gosterebilir [57].

Cevresel faktorler ve fizyolojik etkilerin eglik ettigi tuza tolerans 6zelliginin esas kaynagi
kalitsal unsurlardir. Tuza tolerans bakimindan bitkiler arasinda 6nemli farkhhklar
bulunmaktadir. Familya, cins ve tirler arasinda farkliliklar bulundugu gibi, ayni tiire ait
genotipler arasinda da tuza tolerans yonilinden farkliliklarin bulundugu bilinmektedir.
Ayrica bitkilerin tuza dayanimlari, iklim kosullari, topragin nem durumu, tuz cesidi ve

ortamdaki diger tuzlara gore de oldukca farklilik géstermektedir [45, 58].

Genelde meyve bitkileri tuzluluga, tarla, yem ve sebze bitkilerinden daha duyarhdir.
Ote yandan ayni bitkinin degisik organlarinin tuza duyarliliklari da farklidir. Ornegin;

tahillarda dane irind, vejetatif Grline oranla, tuzluluktan daha az etkilenir [8].

Tuz stresine neden olan Na ve Cl iyonlarinin daha ¢ok yasli yapraklarda tutulmasi ve
geng yapraklara iletiminde kisitlamalara sahip olmalari, tuza tolerant bitkilerin en
bilinen 6zelliklerindendir. Bu bitkilerde genc yapraklarda, yash yapraklara oranla daha
fazla potasyum daha az sodyum elementinin bulunmasi, potasyumun floemle

tasiniminin sodyum elementine gore daha ileri diizeyde olmasina baghdir [46].

Genotipler dizeyinde farkli tepkilerin bulundugu tuza tolerans mekanizmasinin
anlasilabilmesi icin ¢ok degisik Ozellikler incelenmis olup bir bitki genotipinin tuz
stresine karsi toleransini gésteren 200 adet morfolojik, fizyolojik veya biyokimyasal

parametre oldugu ileri sirtilmektedir [44].

Ayrica tuza toleransin belirlenmesinde bitki doku ve organellerinde iyon (Na*, K" ve CI')
birikimi, bitkide tasinimi ve dagilimi ile bu iyonlarin birbirine olan oranlar (K/Na),
bitkilerin organik madde biriktirme ve sentezleme yetenekleri ile hiicre dizeyinde
meydana gelen oksidatif stresten kaynaklanan zararlanmalar tizerinde durulmaktadir

[58].

“Tuz tolerans!”, bitkilerde farkh bicimlerde kendini gosterebilir. Levitt ‘in [44] acikladigl
iki farkh mekanizma daha sonra Marschner [49] tarafindan gelistirilerek anlatiimistir.
Buna gore, eger bir bitkide tuzdan sakinim (exclusion) ve tuzu kabullenme (inclusion)
mekanizmalarindan birisi iyi gelismis ise, bu bitki genotipinin tuza toleransi ylksek
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olmaktadir. Sakinma, stres faktorlerinin korunma veya bu faktorlerin bitki dokularina
girisinin azaltilmasi anlamina gelir. Bitkilerde sakinim mekanizmasi ya bitki ortam ara
birimindeki kimyasal kompozisyonlar ve bitki morfolojisindeki degisimlerle (6zellikle
yaprak ayasi alani ve kalinhgi, stoma buyikligi ve yogunlugu, kitikula kalinhigr ve
kimyasal kompozisyonu, yaprak ve kok salgilarindaki toksik ve caydirici bilesiklerin
varligl) ya da ontogenik degisimlerle (stres donemlerinde mevsimsel tohum, yumru ve
sogan olusturarak dormant ontogenik faza gecis) saglanabilmektedir. Tolerans ise stres
faktorleri etkilerinin elimine edilmesi, indirgenmesi ya da onarilmasi anlamina
gelmektedir. Bu da bitkide olusturulan dokusal diizeydeki degisimler (recine, yara
peridermi olusumu vb.), hiicresel diizeydeki degisimler (ceper apozisyonlari, hiicre
ceperi ve membrani ile kloroplast yapi degisimleri), molekiler dizeydeki degisimler
(flavanoidler, fenilamidler, poliaminler, fitoaleksinler gibi sekonder metabolitlerin,
kalloz gibi polisakkaritlerin ve lignin-siiberin gibi fenol polimerlerin veya stres
proteinlerinin sentezi) ve submolekiler diizeydeki degisimler ile (antioksidanlar ile

SOD, CAT, PO gibi koruyucu enzimlerin sentezlenmesi) saglanmaktadir.
Tuza gosterdikleri tolerans agisindan bitkiler iki gruba ayrilirlar.

1. Halofitler: Yiiksek Na* konsantrasyonuna sahip tuzlu kosullarda gelisimlerini devam
ettirebilen bitkilerdir [53]. Bu bitkiler 200-500 mM NaCl ortaminda bliyime gelisme
gostermektedirler. Tuza direngli olan halofitler genellikle sitoplazmadaki tuzdan
kurtulmak igin vakuoller iginde sinirlama veya tuzu salgi bezleriyle disari atma gibi

Ozel yapilara sahiptirler [59].

o Ohalofitler veya fakiiltatif halofitler: Optimum biiyiime gelisme icin tuza gereksinim

duyan genotiplerdir. Suaeda maritima, Atriplex nummularia gibi.

e Miyohalofitler: Sinirh yliksek tuzluluk dizeylerinde bliylylip gelisebilen genotiplerdir.

Seker pancari, Atriplex hastata ve Spartina townsendii

e Obligat halofitler: ilkel tuzlu su yosunlari ve cyanobakteriler gibi sinirli érnekleri

vardir.

2. Glikofitler: Tuzlu kosullarda normal gelisimini devam ettiremeyen bitkilerdir [48].

Yiksek bitkilerin cogu glikofit bitkiler kapsaminda yer alirlar ve ylksek tuz
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konsantrasyonunda yasayamazlar. Tarimi yapilan bitkiler arasinda olan fasulye

(Phaseolus vulgaris L.) de yiksek oranda duyarli bir bitkidir [60].

Arpa, pamuk, dari, bugday, sekerpancari, hurma, ispanak ve kirmizi pancar tuza
toleransh (Ec 5-10 dS/m™); yer fistig1, misir, geltik, seker kamisi, aycicegi, soya fasulyesi,
armut, incir, asma, guava, lahana, patates, domates, karnabahar, kabakgiller ve tath
patates orta derecede toleransli ( Ec 3-5 dS/m'l); mercimek, bezelye, susam, elma,
kayisi, turuncgiller, seftali, ahududu, cilek, fasulye, turp, kereviz ve havug tuza

duyarlidir [61].

3.5 Tuzlulugun Gen Ekspresyonunda Olusturdugu Degisiklikler

Bitkiler tuz stresine maruz kaldiklarinda gen anlatimlarinda bazi degisiklikler meydana

gelir. Son yillarda tuz stresi ile anlatimi artan genlerin ¢ogu izole edilebilmistir [62].

Tuz stresine karsi tesvik edilen genler, fonksiyonlarina gore 5 gruba ayriimistir [63].

1. Ozmolitleri sentezleyen genler

2. Hicre bltlnliginl saglayan genler

3. Antioksidatif enzimleri kodlayan genler

4. lyon dengesini diizenleyen genler

5. Transkripsiyon faktoérlerini kodlayan genler

Bitkiler, abiyotik stres faktorleri ile miicadele etmek icin, ilgili genleri aktive ederek
stresle ilgili proteinleri Gretmektedirler. Saperonlar olarak rol oynayan Sicak Soku
Proteinleri (Hsps: Heat-Shock Proteins) ve Ge¢ Embryogenezis (LEA: Late
Embriyogenesis Abundance) Proteinleri, sicaklik, tuzluluk ve su eksikligi tarafindan

tesvik edilmektedir [64].

Stres genlerinin Grinleri, bitkinin adaptasyonuna onderlik eder ve bitkinin hayatta
kalmasina yardimci olur. Ayrica, gen ifadesinde degisikliklere neden olan stres, ABA,

salisilik asit ve etilen gibi farkli molekdillerin Gretiminde rol oynamaktadirlar [65].

Su veya tuz stresine karsi tesvik edilen genler, “erken yanit geni (early response gene)”

ve “gecikmis yanit geni (delayed response gene)” olarak siniflandiriimaktadir. Erken
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yanit genleri hizli (dakikalar iginde) ve gecici olarak tesvik edilmektedir. Bu tesvik, yeni
protein sentezini gerektirmez clinkli tim sinyal komponentleri zaten bulunmaktadir.
Tersine, tuza duyarh genlerin blylk ¢ogunlugunu olusturan gecikmis yanit genleri,
stres tarafindan daha yavas (saatler icerisinde) aktive edilmektedirler ve devamli ifade
edilirler. Erken yanit genleri, gecikmis yanit genlerini son asamada aktive eden

transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadirlar [66, 67].

Bu calismada, tuzluluga karsi oldukca duyarli olan [49] ve diinyada en fazla ekim alani
ile Giretim miktarina sahip yemeklik tane baklagil bitkisi olan fasulyenin [68] organik ve
konvansiyonel yetistiricilik kosullarinda maruz birakildigi tuz stresi altinda tesvik edilen
CBF/DREB2A genleri arasinda ekspresyon farkinin olup olmadigi arastirilacaktir [49,
68].
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BOLUM 4

MATERYAL VE METOT

Arastirma, Haziran (2011) — Haziran (2013) tarihleri arasinda Yildiz Teknik Universitesi
Molekdler Biyoloji ve Genetik Bolimu Molekiiler Biyoloji Laboratuari ve Real Time PCR
TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii Bitki Molekiiler Biyolojisi

Laboratuarinda yirutdlda.

4.1 Bitki Materyali

Arastirmada Asgen firmasinin IMO Kontrol ve Sertifikasyon firmasi tarafindan Organik
Tarimin Esaslari ve Uygulanmasina iliskin Yénetmelik hiikiimlerine gére kontrollerini
yaparak sertifikalandirdigi organik sertifikali Askiz cesiti fasulye tohumu organik
yetistiricilik icin, konvansiyonel yetistiricilik icinse ayni firmanin organik sertifikaya

sahip olmayan ilacli Askiz cesiti fasulye tohumu kullanildi.

Orser Kontrol ve Sertifikasyon Kurulusu tarafindan kontrolleri yapilip sertifikalandirilan
Eskisehir ‘de organik sertifikali Gretim yapan Safak Eren isimli Greticinin organik fasulye
yetistirdigi alandan getirilen organik toprak organik fasulye yetistirmek icin kullanildi.
Ayni Ureticinin konvansiyonel fasulye yetistirdigi alandan getirilen konvansiyonel

toprak da konvansiyonel fasulye yetistirmek icin kullanildi.

W

Sekil 4.1 Konvansiyonel ve organik toprak
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4.2 Tamponlar ve Gozeltiler

Cizelge 4.1 Tampon ve ¢ozeltiler

Tampon veya ¢ozelti

Yapisi veya hazirlanma sekli

DEPC (Di Etil
Karbonat)'li su

Piro

% 0,1’ lik sollisyonlari hazirlandi. Oda sicakhginda bir gece
bekletildikten sonra otoklavlandi.

TE ¢ozeltisi (1 X), pH
8.0

10 mM Tris- HCl pH 8.0, 1 mM EDTA

Etanol

% 75- 80 stok sollisyonu hazirlandi.

Etidyum bromir stok
sollisyonu ( EtBr)

5 mg/ml EtBr’ e steril deiyonize su ilave edildi.

MOPS ( 5 X)

0.2 MOPS pH 7, 50 mM NaOAc, 50 mM EDTA ve DEPC’ li su
bir gece inkiibe edildikten sonra otoklavlandi.

RNA loading cozeltisi

1mM EDTA, pH 8.0, % 0.4 bromfenol mavisi ve % 50 gliserol
karisimi, DEPC’ li su ilave edildi.

dNTP karigimi

20 mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimi hazirlandi.

EDTA sollisyonu

250 mM EDTA, 250 mM Tris-HCl karisimi hazirlandi. pH
8.0’e ayarlandi.

TBE ¢ozeltisi (5 X)

54 g Tris, 27,5 g Borik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA, 1 L saf suya
tamamlandi.

DNA loading ¢ozeltisi

250 mM Tris-HCl pH 7.5, % 0.2 bromfenol mavisi, % 0.2
ksilen siyanol ve % 40 gliserol karigimi

Ampisillin stok

sollisyonu

100 mg/ ml ddSu ilave edildi. Filtreden gegirildi. — 20 °C’ de
bekletildi.

X- Gal stok sollisyonu

50 mg 5-bromo-4- kloro-3-indol B - D- galaktosidaz 1 ml
DMF( di metil formamid) de ¢ozildi. Aliminyum folyo ile
sarilarak -20 °C’ ye kaldirildi.

IPTG stok sollisyonu

1 M ( 240 mg/ml) izopropanol B-D- tiogalaktopiranosit
(IPTG) steril deiyonize suda ¢ozildi. Filtreden gecirildi. -20
°C’ de saklandi.
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4.3 Molekiiler Markerlar

Cizelge 4.2 Molekuler markerlar

RiboRuler high range RNA
Ladder

6000 bp, 4000 bp, 3000 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1000 bp,
500 bp ve 200 bp bantlari gozlenir.

MassRuler DNA Ladder
Low Range

1 X’ lik TBE’ de 1031 bp ile 80 bp arasinda toplam 11 bant
gozlenir.

Pstl ile kesilmis Lambda

%1’ lik agarozda 11501 bp ile 247 bp arasinda toplam 17
bant gozlenir.

MBI Fermantes Ladder

% 1.5’luk agaroz jelde 50 bp bant gozlenir.

4.4 Enzimler

Cizelge 4.3 Enzimler

Taq polimeraz

Qiagen Tag DNA Polymerase

Fermentas Long PCR Enzyme Mix

4.5 Kitler

Cizelge 4.4 Kitler

RNA izolasyon kiti

invitrogen Trizol Reagent

Genomik DNA izolasyon
kiti

Qiagen DNeasy Plant Mini Kit

Jel pirifikasyon kiti

QlAquick Gel Extraction Kit

Ligasyon kiti

Promega pGEM-T Easy Vector Systems

Plazmit izolasyon kiti

Roche High Pure Plasmid Isolation Kit

Genomik DNA uzaklastirma
kiti

Roche DNase | Recombinant, RNase-free

cDNA sentez kiti

Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
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4.6 Besi Yerleri

4.6.1 Luria Broth (LB)

Cizelge 4.5 LB
Besin Cesidi Miktari
Tripton 10g
Yeast extract 5g
NaCl 10g

Cizelgedeki miktarlarin Gzerine saf su ilave edilerek 1It" ye tamamlandi. pH 7’'ye

ayarlandiktan sonra 121 °C’de 30 dakika otoklavlandi.

Kati LB icin sivi 1L LB’ye 15 g Agar ilave edildikten sonra 121 °C’de 20 dakika

otoklavlandi.

4.7 Oligoniikleotidler

Cizelge 4.6 Primerler

Primerin Adi Primer Dizini

5 -NVTTTTITTITTTITTITTTT -3’
Anchored Oligo (dt)s

N:A,C,GveyaTV:A Cveya G
DAF2 5’-CTAATTCTGCATCTCCCTCAGGTC-3’
DAR2 5’-CAGCTCAGCAGCAGCGTCTACT -3’
DAF1 5’-ACTCGGGACAACGTTGGAT-3’
DAR1 5'-ACTCGGGACAACGTTGGAT-3'
PvActF2 5’- GGAATTGGAAACTGCCAAGA -3’
PvActR2 5’- CTCGTGAATGCCAGGAGATT -3’
DREB2AF1 5- TCGGCGACTTTGGAGATTAC -3’
DREB2AR1 5" -TACTCGGGACAACGTTGGAT -3’
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4.8 Programlar

4.8.1 Chromas

internetten indirilebilen bir programdir. Vektor dizilerinin gikartilmasi igin
kullaniimistir. Dizinler hem FASTA formatinda gorilebilir hem de kromatogram

dosyalarini agar.

4.8.2 Primer3

internet (izerinden kullanilan bir programdir. Primer tasarimi igin kullanild.

4.8.3 Blast

NCBI internet sayfasi Gizerinden kullanilan bir dizin bilgisine benzerlik gdsteren dizinleri

tespit etmeye yararyan bir programdir.

4.8.4 EMBOSS Transeq

Nukleotid dizinlerini karsiliklari olan peptid dizinlerine geviren internet Uzerinden

kullanilan bir programdir.

4.8.5 BioEdit

internet Gizerinden (icretsiz indirilip kullanilabilen, dizin hizalama fonksiyonlarina sahip

bir programdir.

4.9 iklimlendirme Kabini Kosullari

Organik ve konvansiyonel tohumlarin c¢imlenmesi ve vyetistirilmesi icin molekiler
biyoloji laboratuarinda bulunan iklimlendirme kabini kullanildi. Yetistirme kosullari i¢in
kabinin sicakhgl 25° C, nemi % 50 ve fotoperiyodu 10 saat karanlik 14 saat aydinhk

olarak ayarlandi.

4.10 Tohumlarin Cimlendirilmesi

Askiz gesidine ait organik ve ilagli tohumlar ¢gesme suyu ile yikandi. 12’ lik viyollere ayri
ayri olacak sekilde torf konuldu ve etiketlemeleri yapildi. Etiketlenmis viyollere sirasi ile
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organik ve ilagh askiz fasulye tohumlarindan ekilip, can suyu verildi ve (Ustleri

aliminyum folyo ile kaplanarak iklimlendirme kabinine konuldu.

2 glin araliklarla viyollerin kontrolleri yapildi ve ¢imlenmeler kayit altina alindi. Siireg

icerisinde ilagli tohumlarin organik tohumlara gére daha hizli cimlendigi gbzlendi.

Sekil 4.2 Konvansiyonel ve organik fasulye tohumu

Sekil 4.3 Fasulye fideleri
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4.11 Fidelerin Saksilara Transferi ve Biiyiitiilmesi

Su ile yikanan 15 cm’lik saksilara organik ve konvansiyonel topraklar ayri ayri konularak
etiketlemeler yapildi. Organik toprak renginin kirmizi kahve, konvansiyonel toprak ise
renginin siyaha yakin olmasiyla fiziksel olarak da ayrimin yapilabilmesini sagladi. 6 adet
organik fide, organik toprak bulunan 6 adet saksiya, 6 adet ilagli tohumdan yetistirilmis
fide, konvansiyonel Uretimin yapildigl araziden getirilmis topragin bulundugu 6 adet

sakslya sasirtilarak iklimlendirme kabinine konuldu.

Yetistirme asamasinda glnliik periyodik kontroller yapildi ve her tirli degisiklik kayit

altina alinarak sulamaya 2 giinde bir devam edildi.

Konvansiyonel fasulyelerdeki gelisimin organik fasulyelere goére daha erken ve daha
hizli oldugu ve ilk giceklenme ile ilk meyve olusumunun konvansiyonel fasulyelerde

daha 6nce oldugu gozlendi.

Sekil 4.4 Saksilara sasirtiimis organik fasulyeler
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Sekil 4.5 Saksilara sasirtiimis konvansiyonel fasulyeler

4.12 Bitkilere NaCl Uygulamasi

Bitkiler, 2 adet organik kontrol saksisi, 2 adet organik saksi ve 2 adet yedek organik
saksi ile 2 adet konvansiyonel kontrol saksisi, 2 adet konvansiyonel saksi ve 2 adet

yedek konvansiyonel saksi olacak sekilde ayrilarak etiketlendi.
Tum bitkilerin ortalama 25 cm boya ulastigi donemde tuz stresi uygulanmaya baslandi.

150 mM olarak hazirlanan tuzlu (NaCl) su orneklerin saksi diplerine ve ylizeylerine

uygulanarak verildi.
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Sekil 4.6 Tuz uygulamasi yapilan organik (solda) ve konvansiyonel (sagda) fasulyeler

4.13 Genomik DNA izolasyonu

Real Time PCR ‘da ekspresyonunu gormek amaciyla primer tasarlanacak DREB2A geni
klonlama calismalari icin ilk olarak Genomik DNA izolasyonu DNeasy Plant Mini Kit,

Qiagen kullanim kilavuzunda anlatildigi bicimde yapildi.

Yaklasik 100 mg dondurulmus konvansiyonel deney 20 saatlik bitki 6érnegi, sivi azot
yardimi ile daha 6nceden sogutulmus havan icersinde toz haline getirilerek 2 ml * lik
mikro santriflj tiptne alindi. 100 mg 6rnek igin 400 ul Buffer AP1 ve 4 ul RNase A ilave
edilerek vortekslendi. 10 dakika 65 °C’de inkiibe edildi. 130 pl Buffer AP2 eklenip 5
dakika buz Gzerinde inkibe edildi. 5 dakika 20 000 xg hizda santriflj edildi. Sipernatan
QIA shredder kolonlara pipetle aktarildi ve 2 dakika 20 000 xg hizda santrifiij edildi.
Suzdntl yeni tuplere alinarak 1,5 kati kadar Buffer AP3 / E eklenip pipetlenerek
karistirildi. Karisim DNeasy Mini Kolonlara aktarildi ve 1 dakika 6000 xg hizda santrifij
edildi. DNeasy Mini Kolonlar yeni toplama tiplerine yerlestirildi ve 500 pl Buffer AW
eklenip, 1 dakika 6000 xg hizda santrifiij edildi. Tuplerdeki sivi atildi ve kolonlara tekrar
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500 ul Buffer AW eklenip, 2 dakika 20000 xg hizda santriflij edildi. Klonlar, yeni
eppendorflara alindi, tzerlerine 100 ul su eklenip, oda sicakhginda 5 dakika inkibe
edilip, 6000 xg hizda 1 dakika santriflijlenerek DNA’larin eppendorflara ge¢cmesi
saglandi. Elde edilen DNA — 80 °C ‘de saklandi.

4.14 Genomik DNA Miktarinin Belirlenmesi

DNeasy Plant Mini Kit kullanilarak izole edilmis genomik DNA’larin konsantrasyonlari
UV spektrofotometresinde 260 nm dalga boyunda absorbansi o6lcildi. DNA’larin

konsantrasyonlari OD,gpx 50 pg/ml x Sulandirma Faktori formiliyle hesaplandi.

4.15 Genomik DNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

%1'lik jel hazirlamak igin 0,75 g Agaroz (Aplichem), 80 ml 1X TBE eklenip isitilarak
¢Ozlildii. 60°C’'ye sogutulup icersine 3 pl etidyum bromir eklenerek jel tepsisine

dokalda.

Ornekler yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. 70 V “ta 90 dakika yiritildi.

4.16 Genomik DNA’dan Polimeraz Zincir Reaksiyonu

4.16.1 Kullanilan Primerler

PCR reaksiyonlarinda kullanilmak amaciyla 2 c¢ift primer tasarimi yapildi. DAF1 5’
GATGAGAGCACTTGAGCCTTTT 3’ forward ve DAR1 5° ACTCGGGACAACGTTGGAT 3’
reverse primerleri Nayak vd. calismasindaki primerlerden sentezlendi [15]. Diger
primer cifti ise Nayak vd. calismasindaki bilgiler kullanilarak DAF2 5’
CTAATTCTGCATCTCCCTCAGGTC 3’ forward ve DAR2 5" CAGCTCAGCAAGCAGCGTCTACT
3’ reverse primerleri olarak Primer3 programinda tasarlanarak sentezlendi. DAF1 ve
DAR1 primeri calismazken DAF2 ve DAR2 primer cifti calisti. Primer dizileri Cizelge 4.6 *

da gosterilmistir.

4.16.2 PCR Kosullari

500 ul lik PCR tlpu icerisine, 5 pul genomik DNA, 5 pl Qiogen PCR Buffer (10 X ), 10 ul Q

Soltisyonu (5 X ), 1 ul dNTPs ( 10 mM ), 1 ul forward primer ( 10 mM ), 1 ul reverse
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primer ( 10 mM ), 1 ul Taq Polimeraz enzimi ( 5U / ul ), 26 ul H,O konulup 50 pl ye

tamamlandi.

PCR dongiisii soyledir. 95 ° C de 10 dakika denatiire edildikten sonra, 4 ° C de 30 saniye
denatlirasyon yapilip 1 pl Tag Polimeraz enzimi reaksiyona eklendi. 94 ° C 5 dakika, 94 °
C de 30 saniye, 60 °C 1 dk primer baglanmasi ve 72 °C 1 dk uzatma asamalari 35 kez
tekrarlandi. 72 ° C de 15 dk son uzatma yapilarak érnekler buz lizerine alinip — 20 °C’ de

saklandi.

Reaksiyonun ¢alisip ¢calismadigi jel Gizerinde kontrol edildi.

4.16.3 PCR Uriiniiniin Jel Uzerinde Analizi

% 1 lik agaroz jel 4.15 te anlatildigi gibi hazirlandi.

4.17 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden Piirifikasyonu

PCR drinlerinin purifikasyonu Qiaquick Jel Ekstraksiyon Kiti ile kullanim kilavuzunda
anlatildigi sekilde yapildi. Fragman agaroz jelden bisturi yardimi ile kesilip 2 ml’lik
tuplere alindi. Jel hacminin 3 kati kadar QG tamponu eklenip 50 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi. Jel hacmi kadar izopropanol eklendi ve karistirildi. QlAquick kolonlarina
aktarilarak 1 dakika 17900 xg hizda santrifiij edildi. 0,5 ml QG tamponu eklenip 17900
xg hizda santriflj edildi. 0,75 ml PE tamponu eklenip 1 dakika 17900 xg hizda santrif(jj
edildi. QlAquick kolonlari 1,5 ml ’lik temiz tiplere alinarak 30 pl steril su eklenerek 1

dakika 17900 xg hizda santrifiij edildi.

4.18 Ligasyon

Genomik DNA ’dan gelistirdigimiz primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltigimiz DREB2A
gen bolgesine ait oldugu dislinilen DNA segmenti Promega pGEM-T Easy vektori
icersine ligasyonu yapilarak klonlandi. pGEM-T Easy vektoriinlin Sematik gdsterimi Sekil
4.7 de ve coklu klonlama boélgesi Sekil 4.8’de verilmistir (Promega vektor kullanim

kilavuzu).
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Sca 1890 20| 14
Aatll 20
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BstZ1 | 31
Nco | 37
BstZ | jg
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I Velctir ¥ lacZ Sac ll 49
EcoR || 52
(3015bp)

Spel 64
Eggﬂ | 70
Notl 77
BstZ | 77
Pst| 88
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Nde | a7
Sac | 109
BstX 1 [ 118
Nsi | 127
141
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Sekil 4.7 pGEM-T Easy vektoriiniin sematik gosterimi

77 Transkxipsiyon baglangica

5 .. TGTAA TACGA CTCAC TAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3. .ACI."-‘«'I_I' ATGCT GAGTG Aw C CC:GC? TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
T7 promotor I | | | | I
Apal Aat | Sphl Betf | Neo |

GCGGC CGCGE GAATT CGATTSY anlanws ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA dizi FTTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

B O e
EcoR | Spe | EcoR| Pat | Sall

BstZ | Bsi? |
SP& Transkxipsiyon baslangica

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT ARAT ... &
|G?ATA C|CCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &

SPE promotor

Nde | Sac | BstX Nei

Sekil 4.8 pGEM-T Easy vektoriiniin ¢oklu klonlama bélgesi

Ligasyon reaksiyonu Promega Vektor Kullanim Kilavuzunda 6nerildigi gibi vektor DNA’si
ile PCR urunleri oranlari 1 / 3 olacak sekilde hazirlandi. Ligasyonlar, 4 ° C'de 24 saat

inktbe edildi.

4.19 Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

DH5a ultra kompetan hiicreler Inoue ve arkadaslarinin (1990) optimize ettigi

protokole uygun olarak hazirlandi.
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4.20 Transformasyon

4.20.1 Transformasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

100 pl E.coli kiltlri igine 5 pl ligasyon rini eklenip 4 ° Cde 30 dk, 42 °Cde 1dk 30 s
ve 4 ° C de 2 dk bekletildi. Transformantlar 800 pl SOB igerisinde 45 dk 37 ° C de 220

rpm de biyatalda.

Ornekler IPTG, X-GAL ve AMPISILIN iceren kati Luria-Bertani besi ortamina ekildi ve 37 °
C de 16 saat blyatdalda.

Kati besi yerleri icine plazmit almis kolonilerin segimi igin 100 ug/ml ampisilin eklenerek
ve rekombinant plazmitlerin segimi igin ise 0,5mM IPTG ve 30 pg/ml X- gal eklenerek

besi yerleri hazirlandi.

4.20.2 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Mavi renkte gozlemlenen koloniler iglerine genomik DNA almadan kapanmis
plazmitleri tasiyan hiicrelerden, beyaz renkte gozlemlenen koloniler ise genomik DNA

’lari alarak kapanmis plazmitler tasiyan hiicrelerden olusmaktadir.

Beyaz kolonilerin istedigimiz PCR UrlGnlni ahp almadigini kontrol etmek amaciyla

beyaz kolonilerden plazmit izolasyonu yapilip restriksiyon enzimi ile kesildi.

4.21 Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu icin; bliyliyen koloniler kiirdanla alinarak 4 ml Luria-Bertani ve 40 pl
ampisilin iceren sivi besi ortamina birakilarak 37 °C de 16 saat 220 RPM hizda

biyutilda.

Plazmit izolasyonu High Pure Plasmid izolasyon Kiti, Roche kullanim Kilavuzunda

onerilen bicimde yapildi.

2 ml kiltar santrifljlenerek hiicreler ¢oktirildl, Gzerine RNaz igeren silispansiyon

¢cOzeltisinden 250 ul ilave edilerek hiicreler yeniden ¢ozildd. 250 ul liziz ¢Ozeltisi

eklenerek hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Uzerine 350 pl

binding ¢ozeltisi eklenerek hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakhginda inklbe edildi.

13000 xg hizda 10 dakika santrifiij edildi. Sipernatan filtrelere pipetlenip, 1 dakika
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13000 xg hizda santriflj edildi. Tlipte biriken sivi atildi. Hiicreleri yikamak igin filtrelere
700 pl yikama ¢ozeltisi Il pipetlenip, 1 dakika 13 000 xg hizda santriflj edildi. Tupte
biriken sivi atildi ve filtre kurutulmak icin 13 000 xg hizda 1 dakika santrifij edildi.
DNA’yi filtreden ayirmak igin filtre temiz tlpe alinip, Gzerine 30 pl ellisyon ¢ozeltisi

eklenip 1 dakika 13 000 xg hizda santrifiij edildi. Tipe gecen DNA — 20 °C de saklandi.

Dizin analizine gonderilmeden oOnce, ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan kesim
bolgeleri uygun bir enzimle kesilerek dogrusal hale getirilerek miktari belirlendi ve Dizin

analizine génderildi.

4.22 RNA izolasyonu igin Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bir kez verilen tuz uygulamasindan sonraki 1 saat, 20 saat ve 3 glnliik sirelerde
bitkilerin yapraklarindan 6rnekler alinarak etiketlendi ve RNA izolasyonu igin —80 °C

de saklandi.

4.23 RNA izolasyonu

Tuz stresi verilmis organik ve konvansiyonel fasulyelere 4.22 ‘de belirtilen zamanlarda

alinan yaprak érneklerinden RNA izolasyonu yapildi.

4.23.1 RNA izolasyonu igin Hazirlik

RNA molekdlleri niikleotidlerindeki riboz molekilinin OH grubu nedeniyle biyolojik
ortamlarda fazlaca bulunan ribonilkleaz enzimleri tarafindan pargalanmaktadir. Bu
nedenle RNA izolasyonundan &nce ortamdaki RNaz'larin uzaklastiriimasi igin

Applichem DEPC soliisyonu kullanildi.

RNA izolasyonundan o6nce kullanilacak havan ve havanelleri, tim cam ve plastik
malzemeler % 0,1’'lik DEPC'li su icerisinde bir gece bekletildi, daha sonra 121 ° C’' de 20
dakika otoklavlandi. Yine benzer sekilde, izolasyonda kullanilacak Tris disindaki tiim
sollisyonlara ve saf suya % 0,1 oraninda DEPC ilave edildi. Bir gece boyunca bekletilip
121 °C’ de 20 dakika otoklavlandi. Tris, 6nceden DEPC ile muamele edilip otoklavlanmis

cift distile suda hazirlandi.
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4.23.2 Bitki Orneklerinden RNA izolasyonu

Yaklasik 100 mg dondurulmus bitki 6rnekleri, sivi azot yardimi ile daha 6nceden
sogutulmus havan icerisinde toz haline getirilerek, 2 ml’'lik ependorf tiiplne alindi. Her
100 mg ornek icin 1 ml Trizol Reagent (bitki agirhginin % 10" u olacak sekilde) ilave
edildi. Nikleoprotein komplekslerinin ayrismasi icin 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Tupler kabaca vortekslendi. 1 ml Trizol Reagent igin 0,2 ml olacak sekilde
kloroform eklendi. 15 saniye kuvvetlice calkalandiktan sonra oda sicakliginda 2-3
dakika inkiibe edildi. Daha sonra 12 000 xg hizda 4 ° C’ de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda tlpin igindeki karisim, alt kirmizi faz, interfaz ve renksiz Ust faz
olmak lizere {ice ayrildi. RNA st fazdaydi. Ustteki faz ayri bir tiipe alinarak 1 ml Trizol
Reagent icin 0,5 ml olacak sekilde izopropanol eklendi. 10 dakika oda sicakhginda
inkiibe edildikten sonra Ust faz alinarak, 12 000 xg hizda 4 °C’ de 20 dakika santrifijj
edildi.

RNA, tipiin dibine ¢oktl, slipernatan atildi. RNA pelletinin lzerine 1 ml Trizol Reagent
icin 1 ml %75’lik etanol eklenip, 7 500 xg hizda 4 °C’ de 15 dakika santrifiij edildi.
Supernatan dokilip pellet seffaf goriinlinceye kadar kurutuldu. Kuruyan pellet 100 pl

DEPC'li su icerisinde ¢ozilerek, 65 °C’ de 10 dakika inkiibe edildi. inkiibe edilen

ornekler - 80 °C’ de saklandi.

4.23.3 Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

Trizol kullanilarak izole edilmis RNA’larin konsantrasyonlari UV spektrofotometresinde
260 nm dalga boyunda absorbansi oOlglildii. RNA’larin konsantrasyonlari ODygp x 40

ug/ml x Sulandirma Faktoru formuliyle hesaplandi.

4.24 RNA’larin Formaldehit Jeli Uzerinde Analizi

4.24.1 Formaldehit Jeli Hazirlanmasi

Tum elektroforez aparatlari DEPC'li su ile yikanarak temizlendi. % 1’lik jel hazirlamak
icin 0,8 gram Agaroz (Applichem), 16ml 5X MOPS, 50 ml su ile ¢ozildi, 60 °Cye
sogutuldu. icerisine 60 °C’'ye isitilmis 14 ml formaldehit ilave edilip, jel tepsisine

dokalda.
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4.24.2 Formaldehit Jeli igin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

4,5 ul RNA'ya, 2 ul 5X MOPS, 3,5 ul formaldehit, 10 pl formamid ve 1 pl Etidyum
bromir ilave edilerek, 55 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Bu karisima 2 ul yikleme

tamponu ilave edildi ve 6rnekler jele yiklendi.

Total RNA’lar MOPS tamponuyla hazirlanmis % 1’lik Agaroz jelde 60 V'da 90 dakika

yUratildo.

4.25 RNA Saflik Ol¢iimii

izole edilmis RNA &rneklerinden 1,5 ul alinarak Nanodrop 1000 / Thermo Scientific

cihazinda 260 nm dalga boyunda konsantrasyonu ve safligi l¢uldu.

4.26 Total RNA’dan Genomik DNA ‘nin Uzaklastirilmasi

Genom DNA’sinin uzaklagtiriimasi, elde edilmis olan total RNA’'nin DNaz | enzimi
etkisinde birakildiktan sonra RNA’nin tekrar ¢oktlrilmesi ve sulandiriimasi
basamaklariniigerir. Bu islemicin DNase | recombinant, RNase-free Kiti, Roche

kullanim kilavuzunda anlatildigi bicimde uygulandi.

DNazl- 10X reaksiyon tamponu: 400 mM Tris-HCl, 100 mM NacCl, 60 mM MgCl,, 10 mM
CaCl, pH 7.9

Steril ve RNaz icermeyen 1.5 ml’lik ependorf tip icerisine; total RNA (10 ug), 10X
reaksiyon tamponu 5 pl, DNazl (10 U/ul) 2.5 pl konularak toplam hacim 50 pl ‘ye

tamamlanip karismasi saglanarak 37 ° C ‘de 20 dakika bekletildi. inkiibasyon icin PCR
cihazi kullanildi. Mevcut protein ve DNaz | kontaminasyonunu uzaklastirmak icin fenol /
kloroform (3:1) uygulamasi gerceklestirildi. inkiibasyon sonrasi 40 ul fenol / CHCl; ilave
edilerek 30 saniye karistirici yardimiyla karistirildi. Karisim buz (zerinde 10 dakika
bekletildi. Maksimum hizda (13 000 xg) 5 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Ust faz
alinarak steril bir tlipe aktarildi. Etanolle ¢oktiirme asamasi icin alinan Ust faz lizerine 5
ul 3 M NaOAc (pH: 5.2) ve 200 pl saf etanol ilave edildi. En az 1 saat olacak sekilde — 80
°C'de bekletildi. Sogutmali santrifiijde 10 dakika 13 000 xg ’'de santrifiij edilerek RNA
‘lar ¢oOktirildi. Etanol uzaklastirilarak RNA c¢okeltisi Uzerine DEPC ’li ddH,0 ile

hazirlanmis olan % 70’lik etanol ilave edilerek 5 dakika 13 000 xg ‘de santrifj edildi.
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Steril kabin icerisinde tlip kapaklari agik sekilde tutularak etanolliin ugmasi saglandi. 20

ul DEPC’li ddH,0 ile RNA ¢okeltisi ¢oziilerek — 80 ° C 'de saklandi.

Kesim islemi tamamlandiktan sonra RNA 6rneklerinin konsantrasyon olgiimleri 4.25 ‘de

anlatildigi gibi yapildi.

4.27 cDNA Sentezi

DNaz | ile genomik DNA’nin uzaklastiriimis oldugu total RNA materyali ve Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche kullanilarak kitin kullanim kitap¢iginda
belirtildigi gibi tek iplikli cDNA sentezlendi. Sentezlenmis olan cDNA kalip olarak
kullanilarak cogaltilmak istenen cDNA bolgesi Anchored Oligo (dT)i;g primeri
kullanilarak RT-PCR gergeklestirilerek c¢ogaltildi. Primer dizileri Cizelge 4.6 ‘da

gosterilmistir.

RNaz icermeyen streril ince duvarli PCR tipine 1 ug total RNA ve 1 ul Anchored-Oligo
(dT)1g (50 pmol/ul) eklendi. Hacim 13 pl ‘e steril RNaz ve DNaz icermeyen ddH,O0 ile
tamamlandi. Tlpler PCR cihazina yerlestirilerek 65 °C ‘de 10 dakika denatiirasyon
yapildi. PCR cihazindaki program durdurularak denatiirasyon sonrasi tipler hemen
buza alindi. Ependorf tipte hazirlanan karisima sirasiyla; 5X ters transkripsiyon
reaksiyonu tamponu 4.0 pl, ribonukleaz inhibitéri (40U/ul) 0.5 ul, dNTP Mix
(herbirinden 10mM) 2.0 pl, ters transkriptaz enzimi (20U/ul) 0.5 pl eklendi. Karisim
tipiln dibine hafifce vurularak karistirildiktan sonra kisa bir santrifij yapilip karisimin

tipin dibine ¢okmesi sagland.

Hazirlanan karisimdan 7 pl olacak sekilde herbir PCR tlplne dagitilarak pipetajla
karismasi saglandi. Tipler PCR cihazina yerlestirilerek 85 °C ‘de 30 dakika inklibe

edilerek cDNA’lar sentezlendi. Enzimi durdurmak i¢in 85 °C 'de 5 dakika tutuldu.

4.28 cDNA Sentezinin PCR ile Kontrol Edilmesi

Total RNA orneklerinden cDNA sentezinin gerceklesip gerceklesmediginin kontrol
edilmesi amaciyla housekeeping gen Phaseolus vulgaris L. B-actin (PvActF2 ve PvActR2)

ile PCR yapildi. Primer dizileri Cizelge 4.6 ‘da gosterilmistir.
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200 ul’'lik PCR tlpl icerisine; 10X reaksiyon tamponu 2.5 ul, MgCl, (25 mM) 1.5 ul (1.5
mM) son konsantrasyon, dNTP Karisimi (10mM herbirinden) 0.5 pl, primer gifti (10
pmol / ul herbirinden) 0.5 pl, taq polimeraz 0.125 pl, tek iplikli cDNA 2.0 ul eklenerek

toplam reaksiyon hacmi 25 ul ‘ye tamamlandi.

PCR dongisiinde 95 ° C de 5 dakika denatiirasyon, 95 °C de 30 saniye / 55 °C de 30
saniye primer baglanmasi, 72 °C de 30 saniyede uzatma asamalari 35 kez tekrarlandi.
72 °C de 10 dakika son uzatma yapilarak ornekler buz lzerine alinip — 20 ° C de

saklandi.

4.29 PCR Uriinlerinin Jel Uzerinde Analizi

cDNA sentez reaksiyonunun ¢alisip ¢alismadiginin kontrol edilmesi amaciyla yapilan

PCR sonucu Urinleri agaroz jelde analiz edildi.

% 1.5 ’luk jel hazirlamak igin 1 gr Agaroz, 50 ml 1X TAE eklenip isitilarak ¢oziildu. 60°

C’ye sogutulup icerisine 2,5 ul etidyum bromir eklenerek jel tepsisine dokildii.

5.0 ul ‘lik PCR o6rnegi parafilm lzerinde 3 pl 6X DNA yikleme boyasi ile karistirilarak
agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Gi¢ kaynagl 80 V ‘a sabitlenerek minimum 30

dakika 6rneklerin ayrismasi saglandi.

4.30 Real Time PCR
Real Time PCR ‘da kullanilan primer dizileri Cizelge 4.6 ‘da verilmistir.

DNaz | ile toplam RNA’da bulunan genomik DNA’nin uzaklastiriimasiyla baslanarak elde
edilen saf total RNA’dan cDNA hazirlandi ve Cizelge 4.7 ‘ de verilenler sirayla ilave

edilerek PCR karisimi hazirlanir.
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Cizelge 4.7 Real-Time PCR karisiminin hazirlanmasi

ddH,0 6.5 pl
1SYBRGreenKar|§|m| 12.5 ul
Primer F(10pmol/pl) 0.5 ul
PrimerR(10pmol/ul) 0.5 ul
cDNA (1/1000 dilte) 5.0 pl
Toplam 25.0ul

cDNA’lar reaksiyonlarin gergeklesecegi cihaz igin Gretilmis olan 96 kuyulu plate igindeki

kuyucuklara dagitilarak hazirlanan karisim cDNA’larin Uzerine ilave edilip kuyularin

Uzeri optik gecirgen bir filmle veya serit halindeki kapak kapatilir. Cizelge 4.8 ‘de verilen

PCR programi kullanilarak program baslatilir.

Cizelge 4.8 RT-PCR d6ngili programi

Sicaklik Zaman Dongi Dongii sayisi
94 °C 5 dk ilk denatiirasyon 1

94 °C 30 sn Denatlirasyon

60 °C 30 sn Baglanma >0

60 °C 10sn Melting Curve Analiz 80

'FastStart Universal SYBR Green Master (Rox), cihaz ve protokolde degisiklik yapilmasina gerek kalmadan
Real Time PCR cihazlarinda ROX ile normalizasyonu saglayan yeni bir referans boya igerir. Kullanima
hazir olan bu karisim, primer ve kalip haric FastStart Tag DNA Polimeraz, Reaksiyon tamponu,
nukleotitler (dATP, dCTP, dGTP, dUTP), SYBR Green | ve referans boya icerir.
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BOLUM 5

SONUCLAR

5.1 Genomik DNA izolasyonu

Real Time PCR icin ekspresyonunu gormek istedigimiz DREB2A geni primeri tasarimi
icin klonlamaya galistig&imiz gen bolgesini elde etmek amaciyla konvansiyonel deney 20
saatlik fasulye yapragindan genomik DNA izolasyonu 4.13 "de anlatildig gibi yapildi. %

1 ‘lik agaroz jeline yuklenerek (Sekil 5.1 ) kalitesi belirlendi.

Ve NS S e S WS SN WD WS wewS wwww S— w—
o

L2

Sekil 5.1 Genomik DNA’nin % 1 ‘lik agaroz jeli Gzerinde gérintilenmesi

M: Low Range DNA Ladder, 1: Konvansiyonel deney 20 saat genomik DNA

5.1.1 PCR Uriinlerinin Analizi

Genomik DNA’dan 5’-ACTCGGGACAACGTTGGAT-3’ forward ve 5'-
ACTCGGGACAACGTTGGAT-3' reverse primerleri kullanilarak yapilan PCR sonuglari % 1
‘lik agaroz jeline yiklenerek (Sekil 5.2) kontroli saglandiktan sonra PCR Grlinlerinin

purifikasyonu Jel Ekstraksiyon Kiti, Qiaquick kullanilarak jelden pirifiye edildi.
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Sekil 5.2 PCR urtnlerinin % 1 ’lik agaroz jel gorintlisu

5.1.2 PCR Uriiniiniin Vektore Ligasyonunun Klonlanmasi

PCR (riini, Promega pGEM-T Easy vektorine kit protokoliine goére klonlandi.
Klonlanma reaksiyonun 5 pl ’si hazirlamis oldugumuz 200 pl kompetan hiicre ile
karistirilarak transformasyon gerceklestirildi. Mavi beyaz secilimi (Sekil 5.3 ) igin
antibiyotik (100 pg/ml), IPTG (0,5 mM) ve X — gal (30 pg/ml) ilave edilmis kati Luria-

Bertani ortamina eklenerek 37 °C ‘e 16 saat buydtdlda.

Sekil 5.3 Mavi beyaz segilimi

5.1.3 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi ve Plazmit izolasyonu

Beyaz kolonilerin istedigimiz PCR GrGnUnli ahp almadigini kontrol etmek amaciyla

beyaz kolonilerden plazmit izolasyonu yapilip restriksiyon enzimleri ile kesildi.
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istenilen PCR uriiniini tasidigl belirlenen koloniden High Pure Plasmid izolasyon Kiti,

Roche kullanilarak 4.21 ‘da belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

izole edilen plazmitler Pstl ve EcoRl enzimleri ile kesilerek dogrusal hale getirildi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 5.4 Pstl ve EcoRIl enzimleri ile kesilerek dogrusal hale getirilen plazmitlerin % 1 ‘lik
agaroz jel tGizerinde gorintisi

M: Low Range DNA Ladder, 1. A1 EcoR1, 2. Al Pstl, 3. A2EcoR1, 4.A2Pst1, 5.A3 EcoR1, 6. A3 Pstl, 7. A4
EcoR1, 8.A4 Pstl, 9. A6 EcoR1, 10.A6 Pstl, 11. A7 Eco R1, 12. A7 Pst1, 13. B2 EcoR1, 14. B2 Pst1, 15. B3
EcoR1, 16. B3 Pstl, 17. B4 EcoR1, 18. B4 Pstl1, 19. B5 EcoR1, 20. B5 Pst1, 21. B7 EcoR1, 22. B7 Pst1, 23.
B8 EcoR1, 24. B8 Pstl

5.1.4 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

Pgem-T Easy vektorl polilinker bolgesinde iki EcoRIl bolgesi tanidigindan EcoRl ile
kesilen plazmitlerden genomik DNA ‘nin ayrilmasi beklenir. Ayrica Pstl ile kesilmis
plazmit de dogrusal olmalidir. Jel {zerinde tahmini olarak EcoRl ile kesilen
plazmitlerden A3 ‘ten 702 bp, A7 ‘den 690 bp, B7 ‘den 498 bp ve B8 ‘den 690 bp
uzunlugunda fragmentler elde edildi. A3, A7, B7 ve B8 ClustalW analiz sonuclari Cizelge

5.2 ‘de verilmistir. Bu plazmitler Biogen firmasina dizin analizi yapilmasi igin yollandi.
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Dizin analizi sonuglarina gére A3, A7, B7, B8 orneklerinin niikleotid ve aminoasit dizileri

sirasiyla Sekil 5.5, Sekil 5.6, Sekil 5.7 ve Sekil 5.8 ‘de verilmistir.

Cizelge 5.1 Dizin analizine génderilen 6rneklerin adlandiriimasi

A3

Fermentas enzimi ile PCR’dan elde edilen elde edilen konvansiyonel kontrol 20
saatlik 6rnek

A7

Fermentas enzimi ile 16.07.2012 tarihinde PCR’dan elde edilen elde edilen
konvansiyonel kontrol 20 saatlik 6rnek

B3

Fermentas enzimi ile 17.07.2012 tarihinde PCR’dan elde edilen elde edilen
konvansiyonel kontrol 20 saatlik 6rnek

B7

Fermentas enzimi ile 17.07.2012 tarihinde PCR’dan elde edilen elde edilen
konvansiyonel kontrol 20 saatlik 6rnek
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Cizelge 5.2 ClustalW analiz sonuglari

COATTGATGAGAGCACTTGAGCCTTTTATGCAAAAC TGATTATTTCTCTGCCTCTTCTAA
COATTGATGAGAGCACTTGAGCCTTTTATG-AAAACTGATTATTTCTCTGCCTCTTCTAA

——ATTGATGAGAGCATTTGAGCCTT T TATG-AAAACTGATTATTTCTCTGCCTCTTCTAA

TTCTGCATCTCCCTCACGTCAATCACACCCTTCTTCTCTCATTTCATCTACTTCGTATTC
TTCTGCATCTCCCTCACGTCAATCACACCCTITCTTCTCTCATT TCATCTACTTCGTATTC

TTCTGCATCTCCCTCACGTCAATCACACCCTTCTTCTCTCATTTCATCTACTTCGTATTC

CTCCCCCAACCAAAATCAAACCTAAACCAAAAC TCACCTCAGAATC AAAATCCTCCAGAA
CTCCCCCAACCAAA-TCAAAC -TAAACCAA——CTCACCTCAGA-TCAAA-TCCTCCAGA-

CTOCCCCAACCAAA-TCAAAC -TAAACCAA - - CTCACCTCAGA-TCAAA-TCCTCCAGA—

TTCAGGGCCCCAAGGTCGGRAT TCAACACCACGOGTGGETCATTCCAACCAACGTCAAAAT
TTCAGG———CCCAGGTCGGLATTCAACACCACG-TGGGTCATTCCAACCAACGTCAAAAT
——————————————————————— CAACACCACG-TGGGTCATTCCAACCAACGTCAAAAT
TTCAGG-——-COCAGGTCGGLATTCAACACCACG-TGGGTCGTTCCAACCAACGTCAAAAT

TRERERRARRE RRERRE AR AR R R R R AR AR R Rl

CAAGCCCAGATGOGGECCAAAACGTGTCCCCATGAAAC ACGOTGGCGCGGCCGIGAAAGCT
CATGCCCAGATOLROGECCAAAACGTGTCCCCATGAAACAC GGTGECGIGLGLCGIGAAAGCT
CAAGCCCAGATGGOECCAAAACGTGTCCCCATGAAACACGGTGGCGCGGCCGCGAAAGCT
CAAGCCCAGATGGGECCAAAACGTGTCCCCATGAAACACGGTGGCGCGGCCGLGAAAGCT

R R R R W N O N W O N W W O W R O O OO O R O R W R W R R R R R R R O W R W

GCGAAGCTGTACCGTGGGLGTGCGGCAACGGCAT TGGGGGAAGTGGGTCGCCGAGATCAGA
GCGAAGCTGTACCGTGGGLGTGCGGEAACGGCAT TGGGGGAAGTGGGTCGCCGAGATCAGA
GCGAAGCTGTACCGTGGLGLGTGCGGEAACGGCAT TGGGGGAAGTGGOTCGCCGAGATCAGA

GLGAAGCTGTACCGTGLGLGTGLGGTAAC GGCAT TGLLLGLAAGTGLLGTCGCCGAGATCAGA
T T R T T R T L T T A T T b R R e e e e e R T T T T

CTCCAGAAGAACCGCACGCGCCTCTGOGE TGHGAACAT TCGACACCGLRAGAGHAAGCGGLG
CTCCAGAAGAACCGCACGCGCCTCTGGC TGGGAACAT TCGACACCGLGAGAGGAAGCGGLG
CTCCAGAAGAACCGCACGCGCCTC TGO TGGGAACAT TCGACACCGLGAGAGGAAGCGGLG
CTCCAGAAGAACCGCACGCGCCTCTGGI TGGGAACAT TCGACACCGLAGAGGAAGCGGLG

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R

CTGGCGTACGACAACGCAGCGTTTAAGC TCCGAGGCGAGT TCGCGCGLCTCAACTTCCCT
CTGECGTACGACAACGCAGCGTTTAAGC TCCGAGGCGAGT TCGCGCGLCTCAACTTCCCT
CTGGCGTACGACAACGCAGCGTTTAAGC TCCGAGGCGAGT TCGCGCGCCTCAACTTCCCT
CTGGCGTACGACAACGCAGCGTTTAAGC TCCGAGGCGAGT TCGCGCGUCTCAACTTCCCT

R R R R R R R OV N O N W O O W O O W R O N OO O O W R W R W R R R W R R R R O W R W

CATCTGCGACACCAGGGAGCGTTCGTAT TCGGCGACT T TGGAGATTACAAGCCGCTACCT
CATCTGCGACACCAGGGAGCGTTCGTAT TCGGCGACT T TGGAGATTACAAGCCGCTACCT
CATCTGCGACACCAGGGAGCGTTCGTAT TCGGCGACT T TGGAGATTACAAGCCGCTACCT

CATCTGCGACACCAGGGAGCGT TCGTATTCGGUGACT TTGRAGAT TACAAGCCGCTACCT
P R R N R R R R R R T R R R A T R R R R R AR A R AR R R

TCTTCCGTGGACTCCAAGC TCCAAGC TAT T TGTGAAAGCATGGGAAAAC AAGAAC AAAAN
TCTTCCGTGGAC TCCAAGC TCCAAGC TAT T TGTGAAAGCATGGGAAAAC AAGAAC AAAAN
TCTTCCGTGGAC TCCAAGC TCCAAGC TAT T TGTGAAAGCATGGGAAAAC AAGAAC AAAAN
TCTTCCGTGGACTCCAAGC TCCAAGC TAT T TGTGAAAGCATGGGAAAAC AAGAAC AAAAN

A T R R e o T

AAGTGTTGCTCCGTCGAAGAC GTGAAGCCCGAGGTACACGCTGCCGLTGAGC TGECGCCG
AAGTGTTGC TCCGTC GAAGAC GTGAAGCCCGAGGTACACGCTGCCGCTGAGC TGGCGCCG
AAGTGTTGCTCCGTCGAAGAC GTGAAGCCCGAGGTACACGCTGCCGCTGAGC TGGCGCCG
AAGTGTTGCTCCGTCGAAGAC GTGAAGCCCGAGGTACACGCTGCCGCTGAGC TGGCGCCG

R R R R R O VR O VR O O OO R O R O O W O O WO O OO O OO O O OO O O O O O O O R R

GTGGATTCTGACGTGGCGCAATCCAACGTTGTCCCGAGTAAT— 702
GTGGATTC TGACGTGGCGCAATCCAACGTTGTCCCGAGTAAT—— 690
GTGGATTCTGACGTGGCGCAATCCAACGTTGTCCCGAGTAAT—— 498
GTGGATTCTGACGTGGCGCAATCCAACGT TGTCCCGAGTAATCG 690
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Sekil 5.5 A3 niikleotid ve aminoasit dizini
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Sekil 5.6 A7 niikleotid ve aminoasit dizini
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Sekil 5.7 B7 nikleotid ve aminoasit dizini
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Sekil 5.8 B8 niikleotid ve aminoasit dizini
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Elde edilen 702 bp uzunlugundaki DNA dizininin GenBank veritabaninda kaydedilmis
dizilere benzerliklerinin ve olasi fonksiyonlarinin belirlenmesinde BLAST programi NCBI
web sitesinden kullanildi. BLAST programi yaygin olarak kullanilan dizi benzerlik
sorgulamasi programidir. CHROMAS programi ile vektor dizileri ¢ikarilan dizinin BLASTN
(nUkleotid veritabanh benzerlik arastirmasi) ve BLASTP (aminoasit veritabanl benzerlik
arastirilmasi) analizi yapildi. BLASTN analizlerinin sonuglari (i¢ bolim halindedir. Birinci
bolim (Sekil 5.9 A), dizinin 6zelligi hakkinda bilgi verir ve benzerlik skorunu grafiksel
olarak gosterir. ikinci bélim (Sekil 5.9 B), incelenen dizi ile benzerlik gdsteren
sekanslari ve bu sekanslarin analiz sonuclarini  verir. Analiz sonuglarinda,
veritabanindaki dizilerin taninmasini saglayan numaralar (Accession number), benzerlik
gosteren dizinin fonksiyonuna ve ait oldugu organizmaya ait bilgi (Description),
karsilastirilan dizilerin uzunluk anlaminda ne derece birbirlerini kapsadiklari (Ouery
Coverage), karsilastirilan dizilerin bir pozisyonda ayni nikleotide sahip olmasinin
rastlantisal olabilme durumu (E- value terimi), birbirleri arasinda benzerlik tespit edilen
diziler arasindaki homolojinin derecesi (Maximum Identy) belirtilir. Uclincii bélim
(Sekil 5.9 C) ise benzerlikleri verilen dizilerin karsilastirmali olarak nikleotid diizeyinde

benzerliklerini verir.
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Sekil 5.9 DNA fragmenti dizininin BLAST analizi sonuglarinin NCBI web sayfasindaki
gorintisi (A. Birinci béliim, B. ikinci bdlim, C. Ugiincii bélim
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5.2 Real Time PCR igin Primerlerin Tasarlanmasi

Real Time PCR’da orneklerin karsilastiriimasi icin DREB2A ileri ve geri primeri

¢alismamizda elde ettigimiz dizin bilgilerinden vyararlanilarak Primer3 programi

kullanilarak tasarlandi (Cizelge 5.3). Fasulye aktin primeri ise Repinski

¢alismasindaki aktin primeri bilgisinden yararlanilarak tasarlandi (Cizelge 5.4) [69].

Gizelge 5.3 DREB2A primeri

vd.

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

CGATTGATGAGAGCACTTGAGCCTTTTATGAAAACTGATTATTTCTCTGCCTCTTCTAAT

TCTGCATCTCCCTCACGTCAATCACACCCTTCTTCTCTCATTTCATCTACTTCGTATTCC

TCCCCCAACCAAATCAAACTAAACCAACTCACCTCAGATCAAATCCTCCAGATTCAGGCC

CAGGTCGGGATTCAACACCACGTGGGTCATTCCAACCAACGTCAAAATCATGCCCAGATG

GGGCCAAAACGTGTCCCCATGAAACACGGTGGCGCGGCCGCGAAAGCTGCGAAGCTGTAC

CGTGGGGTGCGGCAACGGCATTGGGGGAAGTGGGTCGCCGAGATCAGACTCCAGAAGAAC

CGCACGCGCCTCTGGCTGGGAACATTCGACACCGGAGAGGAAGCGGCGCTGGCGTACGACLC

AACGCAGCGTTTAAGCTCCGAGGCGAGTTCGCGCGCCTCAACTTCCCTCATCTGCGACAC

CAGGGAGCGTTCGTATTCGGCGACTTTGGAGATTACAAGCCGCTACCTTCTTCCGTGGAC

SSSSSSSSSSSSSSSS>>>> ileri primer

TCCAAGCTCCAAGCTATTTGTGAAAGCATGGGAAAACAAGAACAAAAAAAGTGTTGCTCC

GTCGAAGACGTGAAGCCCGAGGTACACGCTGCCGCTGAGCTGGCGCCGGTGGATTCTGAC

GTGGCGCAATCCAACGTTGTCCCGAGTAAT

<CLLLLLLLLLLLLKLKLLLLLL  Gerl primer
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Cizelge 5.4 Fasulye aktin primeri

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

ATGGAGAAGATCTGGCATCACACTTTCTACAATGAGCTTCGTGTGGCTCCTGAAGAACAC

CCCGTGCTTCTCACCGAGGCACCGCTTAATCCTAAGGCTAATCGTGAGAAAATGACTCAG

ATCATGTTTGAGACCTTCAACACTCCTGCTATGTATGTTGCCATCCAAGCTGTGCTTTCC

CTTTACGCTAGTGGCCGTACAACTGGTATTGTTCTGGACTCCGGAGACGGTGTCAGTCAC

ACGGTTCCTATCTATGAAGGCTATGCCCTCCCGCATGCAATCTTGCGTTTGGACCTTGCA

GGGCGTGATCTCACCGATGCCCTCATGAAAATCCTGACCGAGCGTGGTTACTCTTTCACC

ACATCTGCAGAGCGGGAAATTGTGAGGGACATGAAGGAGAAACTGGCCTATATTGCTCTT

GATTACGAGCAGGAATTGGAAACTGCCAAGACTAGCTCAGCCGTTGAGAAGAGCTATGAG

S>>SS55>>>>>>>>>>>>> jleri primer

CTTCCTGATGGGCAGGTGATCACTATTGGTGCTGAACGATTCCGGTGCCCCGAAGTTCTG

TTCCAGCCATCCATGATTGGGATGGAATCTCCTGGCATTCACGAGACAACATACAACTCT

<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL gerl primer

ATCATGAAGTGTGATGTCGACATTAGGAA
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5.3 RNA izolasyonu

Tuz uygulamasindan sonraki 1 saat, 20 saat ve 3 glnlik silirelerde bitkilerin
yapraklarindan alinan orneklerden RNA izolasyonu 4.23.1 ‘de anlatildigi bigcimde

yapildi. % 1’lik RNA jeline yiklenerek kalitesi belirlendi (Sekil 5.10).

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

reN

Sekil 5.10 Total RNA’larin % 1 lik formaldehit jeli lizerinde gorintilenmesi

M: High Range RNA Ladder, 1. 1 saat tuz stresi verilmis organik kontrol 6rnegi, 2. 1 saat tuz stresi
verilmis organik deney 6rnegi, 3. 20 saat tuz stresi verilmis organik kontrol 6rnegi, 4. 20 saat tuz stresi
verilmis organik deney ornegi, 5. 3 glin tuz stresi verilmis organik kontrol 6rnegi, 6. 3 gin tuz stresi
verilmis organik deney 6rnegi, 7. 1 saat tuz stresi verilmis konvansiyonel kontrol 6rnegi, 8. 1 saat tuz
stresi verilmis konvansiyonel deney 6rnegi, 9. 20 saat tuz stresi verilmis konvansiyonel kontrol érnegi,
10. 20 saat tuz stresi verilmis konvansiyonel deney 6rnegi, 11. 3 glin tuz stresi verilmis konvansiyonel
kontrol 6rnegi, 12. 3 giin tuz stresi verilmis konvansiyonel deney 6rnegi
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5.4 RNA Saflik Olgiimii

izole edilen RNA 6rnekleri 4.25 ‘da anlatildigi gibi 6lciildii. Herbir renk ayri bir érnegin

Olciim egrisini gostermektedir (Cizelge 5.5 ve Cizelge 5.6 ).

Cizelge 5.5 RNA 6l¢iim grafigi

1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 |
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm
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Cizelge 5.6 RNA 6l¢uim degerleri

S/N Ornek ismi ng/ul 260/280
1 Organik kontrol 1 saat 98.9 2.03
2 Organik deney 1 saat 59.9 2.01
3 Organik kontrol 20 saat 122.3 2.09
4 Organik deney 20 saat 43,2 2.04
5 Organik kontrol 3 giin 106.8 2.06
6 Organik deney 3 giin 13.1 1.98
7 Konvansiyonel kontrol 1 saat 222.5 2.05
8 Konvansiyonel deney 1 saat 107.6 2.07
9 Konvansiyonel kontrol 20 saat 322.8 2.03
10 Konvansiyonel deney 20 saat 150.8 2.09
11 Konvansiyonel kontrol 3 giin 228.7 2.04
12 Konvansiyonel deney 3 giin 141.7 2.11

5.5 Genomik DNA’nin Uzaklastirilmasi

Organik ve konvansiyonel fasulyelerden izole edilen total RNA 6&rneklerinde
bulunabilecek genomik DNA kalintilarini temizlemek icin DNase | recombinant, RNase-
free kiti, Roche ile 4.26 de anlatildigi bigimde kesim yapildi. Kesimden sonra

orneklerdeki kayiplari tespit edebilmek icin 4.25 ‘de anlatildigi gibi Olgim yapildi

(Cizelge 5.7).
Cizelge 5.7 Kesim yapilan RNA 6rneklerinin 6lcimi

S/N Ornek ismi ng/ul 260/280
1 Organik kontrol 1 saat 16.6 2.01
2 Organik deney 1 saat 16.1 1.96
3 Organik kontrol 20 saat 13.5 2.21
4 Organik deney 20 saat 13.6 1.85
5 Organik kontrol 3 giin 12.3 1.67
6 Organik deney 3 glin 14.1 2.23
7 Konvansiyonel kontrol 1 saat 13.3 1.78
8 Konvansiyonel deney 1 saat 13 1.74
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Cizelge 5.7 Kesim yapilan RNA 6rneklerinin 6l¢imi devami

9 Konvansiyonel kontrol 20 saat 14.5 2.03
10 Konvansiyonel deney 20 saat 17.2 1.79
11 Konvansiyonel kontrol 3 giin 14.2 2.11
12 Konvansiyonel deney 3 giin 18.5 2.19

5.6 cDNA Sentezi

Real Time PCR igin ihtiyacimiz olan cDNA ‘lar izole edilen total RNA 6rneklerinden 4.27
‘de anlatildigi gibi yapildi. cDNA sentezinin yapilip yapiimadiginin kontroli igin PCR
yapildi. PCR drlinleri % 1,5 ‘lik agaroz jeline yiklenerek cDNA ‘larin sentezlenip

sentezlenmedigi kontrol edildi.

M 1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 5.11 % 1,5 ‘lik agaroz jelde cDNA sentezi kontrolii

M: MBI Fermantes 50 bp Ladder, 1. Organik kontrol 1 saat, 2. Organik deney 1 saat, 3. Organik kontrol
20 saat, 4. Organik deney 20 saat, 5. Organik kontrol 3 giin, 6. Organik deney 3 giin, 7. Konvansiyonel
kontrol 1 saat, 8. Konvansiyonel deney 1 saat, 9. Konvansiyonel kontrol 20 saat, 10. Konvansiyonel
deney 20 saat, 11. Konvansiyonel kontrol 3 giin, 12. Konvansiyonel deney 3 giin, 13. Pozitif kontrol
bezelye cDNA, 14. Negatif kontrol ddH,0
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5.7 Real Time PCR

Nikleik asit amplifikasyonunun es zamanli olarak gdzlenmesini saglayan Real Time PCR
teknolojisi; DNA sarmalina baglanarak floresan isima yapan 6zel boyalarla (SYBR Green,
SYTO9 gibi) amplifikasyon miktarinin tespit edilmesini saglar. Her PCR dénguisii sonunda
tlp icinde olusan cift zincirli Grin miktarinin oOlgllebilmesini ve kantitatif analizlerin

yapilmasini saglar [70].

Real Time PCR cihazlarinda primer dimer olusumu ve 6zgll olmayan amplifiasyon
drlnlerinin tespiti icin “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilabilmektedir (Sekil
5.12- A). Her ¢ift zincirli DNA kendine 6zgul bir “melting temperature, Tm” (Cift zincirli
DNA’nin % 50 ‘sinin tek zincirli hale gegmesi igin gerekli olan sicaklik) degerine sahiptir.
Tm degerinin tam olarak saptanabilmesi icin erime egrisinin zamana karsi tirevi

cizilebilir (Sekil 5.12-B) [70].

Erimenin . '
basladigi ™ _Erimenin
sicaklik bltt|g|‘§|cakl|k

i 3 ® 3
sicakhk

Sekil 5.12 Erime Egrisi Analizi
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Esik dongl degeri (threshold cycle = Ct) Real Time PCR uygulamalarinda énemli bir
parametredir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan isinim esik
degerinin asildigi dongl sayisidir ve Griindeki ilk anlamli artisin oldugu noktayi belirtir

[70].

1 €— Exponential phase —» |4— _Non- —P
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[ 4 —
Py g {
g 02 -4 /
3 i /
w |
o A |
£ /
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o /
1 /
- Threshold line /i
| 7
0 T T T 1 v 1 b v ) '
0 0 20 30 40
Cycle

Sekil 5.13 Amplifikasyon egrisi

Real Time PCR uygulamalarinda normalizasyon amaci ile gesitli kosullarda ekspresyonu
degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyac¢ vardir. Bu genler bir
hiicrenin temel islevsel ve biyokimyasal fonksiyonlarinda gorev alan, hiicrelerin
timiinde eksprese olan ve ekspresyon seviyesi dokudan dokuya degismeyen genler
olan housekeeping genlerdir [69]. Real Time PCR’da normalizasyon amaciyla en yaygin

kullanilan housekeeping genlerden olan fasulye beta aktin geni kullanildi.

Gogaltilan DNA'nin istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek igin DNA’larin
melting curve analizlerinin yapilmasi gereklidir [71]. Buna goére fasulye aktin ve DREB2A

icin yapilan melting curve analizleri Sekil 5.14 ve Sekil 5.15 * de verilmistir.
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Melting curve sonugclarina gére hem fasulye aktin hem de DREB2A icin amplifikasyonlar
gerceklestirildi. Fasulye aktin melting curve analizinde pikler istenilen sekilde olusurken
DREB2A icin melting curve analizinde pikler primerlerin dimer yapmis olabilecegi veya

kullanilmayan cDNA ‘larin pik yapmis olabilecegi gibi nedenlerden 6tlirli optimizasyon

¢alismalari devam edecektir.
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BOLUM 6

TARTISMA VE ONERILER

Zararlilarin, yabanci otlarin ve hastalik etmenlerinin zirai ilaglara direng gelistirerek
zararlarini stirdtrdyor olmalari, su kaynaklari ve doganin geri donlisimi olmayacak
sekilde tlketiliyor olusu, konvansiyonel tarimin insan saghgi lzerindeki basta kanser
olmak lzere olumsuz etkileri, tek tip tohuma ve monokiiltir tarima dayali sistemlerin
toprak verimliligini azaltici etkisi, hizla artan gida fiyatlari, tiketicinin alacagi Grinin
glvenli oldugundan emin olmak istemesi gibi etkenler bugtin organik tarimin ne kadar
onemli ve gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Strdirulebilir bir tGretim olan organik
tarim sadece buglin kendimizin ve ¢ocuklarimizin saglikli kalabilmesi icin degil yarinlar

icin de 6nemli bir adimdir.

Organik tarimin stres faktorlerine karsi bitkinin mukavemati acisindan bir alternatif
olma ihtimali organik tarimin énemini artiracaktir. Ginimiuz tarimciliginda en énemli
verim kaybina neden olan c¢evresel faktorlerden biri tuz stresidir. 614.948 ton Uretim
miktari ile yemeklik tane baklagillerde en fazla Uretim alanina sahip olan fasulyede

tuzluluk dnemli bir stres faktori olarak yetistiriciligi etkilemektedir [72].

Organik tohumdan yetisen bitkilerin konvansiyonel tohumdan yetisen bitkilere gore
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi daha Ustlin dayaniklihk mekanizmalari
gelistirebilecegini diisiinerek bu gelisimi molekiler diizeyde incelemek icin yaptigimiz
bu calismada organik ve konvansiyonel fasulye vyetistiriciliginde tuz stresi
uygulanmasinda aktivasyonu artmasi beklenen DREB2A geninin ekspresyon analizi icin

Real Time PCR yapildi. Organik ve konvansiyonel yetistiricilik arasindaki farki kantitatif
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olarak analiz etmenin zorluklarindan dolayi, bu konuda Diinya’da ve Tirkiye'de
yapilmis ¢alismalar ¢ok azdir. Organik ve konvansiyonel yetistirilen brokolide gevre
sicakhginin antioksidan ozellikler ve mineral iceriklerine etkisi [73], organik ve
konvansiyonel vyetistirilen kavunda meyve kalitesi ve antioksidan 6zelliklerinin
karsilastirilmali analizleri [74] gibi c¢alismalar c¢esitli arastirma gruplari tarafindan

cahsiimistir.

DREB ailesi genlerinden DREB2A geni diger DREB genlerine gére daha az ¢ahsiimistir.
DREB2A geni ile ilgili Arabidopsis thaliana ile spesifik ¢alismalar yapilmistir [75].
Galismada klonladigimiz DREB2A geni, NCBI ‘da en ¢ok soya fasulyesi DREB1 geni ile
benzerlik gosterirken daha 6nce fasulye bitkisi ile yapilan ¢alismalarin azligindan 6tird

direk olarak fasulye bitkisi ile benzerlik gostermedi.

Real Time PCR igin yapilan melting curve analizlerinde amplifikasyonlarin gerceklestigi
goruldi. Fasulye aktin igin melting curve analizinin iyi sonug verdigi gdzlemlendi.
DREB2A icin optimizasyon calismalari primerlerin daha spesifik bolgelerinden

tasarlanmasi ile devam edecektir.
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