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OZET

Tarimda bitki tiretimini ve tiretilen bitkinin kalitesini artirmak amaciyla makro ve mikro elementler
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda; bor (B), bakir (Cu), demir (Fe), potasyum (K),
azot (N), fosfor (P) ile bu elementlerin birlesimi olmak tizere 7 farkli giibre, damla sulama teknigi
kullanilarak marul bitkisinin kokiine uygulandi ve bu bitkilerde fizyolojik ve molekiiler analizler
gercgeklestirildi. Kontrol grubu i¢in distile su kullanildi. Fizyolojik ¢aligsmalarda, ¢6ziinebilir protein
miktar1 belirlendi. Ayrica Orneklerde SOD (siiperoksit dismutaz) ve CAT (katalaz) enzim
aktiviteleri de analiz edildi. Sonuglar, SPSS 20.0 kullanilarak ANOVA istatistik programi ile
degerlendirildi. Kontrol ile karsilastirildiginda; B, Fe ve K uygulamalar1 protein miktarini azaltti
buna karsin diger giibre uygulamalar1 ise protein miktarini arttirdi. Karigim ile diger giibre
uygulamalart kiyaslandiginda ise sadece Cu ve N uygulamalarinin protein miktarin arttirdigi
belirlendi. Enzim aktivitelerinde Kkontrol ve karigim uygulamalar1 karsilastirildiginda, B ve K
uygulamalarinin SOD aktivitesini arttirdigi ama Cu ve P uygulamalarimin aktiviteyi azalttig
belirlendi. Diger uygulamalar ise SOD enzim aktivitesinde farkli sonuglar (artma ya da azalma)
gosterdi. Kontrol ile karsilagtirildiginda, SOD aktivitesinde oldugu gibi B ve K uygulamalar1 CAT
aktivitesini de arttirdi. Karigim ile diger uygulamalar kiyaslandiginda ise tiim uygulamalarin CAT
aktivitesini arttirdigi gézlendi. Molekiiler ¢alismalarda, marul genomunda ilk defa arpa bitkisine
ozgl Nikita ve Sukkula ile soya fasulyesine 6zgii SIREL retrotranspozonlarinin hareketleri IRAP
(Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) molekiiler markir teknigi kullanilarak analiz
edildi. Bu retrotranspozonlarin marul genomunda hareketli oldugu ama farkli giibre
uygulamalarinin bu harekete etki etmedigi belirlendi. Bu tez, farkli kimyasal giibrelerin marul
bitkisindeki etkilerinin fizyolojik ve molekiiler agidan arastirldigi ilk detayli ¢alismadir. Elde
edilen sonuglarin, marul ve benzeri ¢ig tiiketilen sebzelerde giibre kullaniminin etkilerinin
anlagilmasina katki saglamasi beklenmektedir.
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Danigman : Dog. Dr. Sevgi MARAKLI
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ABSTRACT

Macro and micro-elements have been widely used in agriculture to increase plant production and
quality of produced plant. In this thesis study, 7 different fertilisers including boron (B), copper
(Cu), iron (Fe), potassium (K), nitrogen (N), phosphorus (P) with combination of these elements
were applied the root of lettuce plant by using drip irrigation technique, and physiological and
molecular analyses were performed in these plants. Distilled water was used for control group. In
physiological studies, total soluble protein contents were determined. Furthermore, SOD
(superoxide dismutase) and CAT (catalase) enzyme activities were also analysed. Results were
evaluated with ANOVA statistical program by using SPSS 20.0. When compared to control, B, Fe
and K applications decreased protein content while other fertilisers’ applications increased protein
content. When the mixture and other fertiliser applications were compared, it was determined that
only Cu and N treatments increased protein content. When control and the mixture applications are
compared in enzyme activities, it was determined that B and K applications increased but Cu and P
treatments decreased SOD activity. Other applications showed varying results (increase or
decrease) in SOD enzyme activity. As compared to control, similar to SOD activity, B and K
applications also increased CAT activity. It was also observed that all applications increased CAT
activity when the mixture was compared with other applications. In molecular analyses, the
movements of barley-specific Sukkula and Nikita with soybean-specific SIRE1 retrotransposons
were analysed by IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) molecular marker
technique in lettuce genome for the first time. It was determined that these retrotransposons were
active in lettuce genome but different fertiliser applications did not affect this movement. This
thesis is the first detailed study effects of different chemical fertilisers on lettuce plant in terms of
physiological and molecular aspects. Obtaining results are expected to contribute to find out effects
of fertiliser use in lettuce and similar raw consuming vegetables.
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SiMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida
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1. GIRIS

Sebzeler, icerdikleri vitaminler ve mineraller bakimindan beslenmede 6nemli yer tutan
bitkilerdir. Ekonomik degerinden dolay: bitkisel yetistiriciligin 6nemli bir alanini teskil
eder. Yapilan 1slah c¢alismalart ve degisik  yetistirme teknikleriyle farkli toprak
kosullarinda ve farkli cografyalarda yetistirilebilen temel besin unsurlarindan olan
sebzeler; SOD (superoxide dismutase - siiperoksit dismutaz), CAT (catalase - katalaz),
APX (ascorbate peroxidase - askorbat peroksidaz), GR (Glutathione reductase - glutatyon
rediiktaz), GPX  (glutathione  peroxidase-glutatyon  peroksidaz) ve DHAR
(dehydroascorbate reductase - dehidroaskorbat rediiktaz) olarak sayilabilecek birgok

antioksidan enzim sayesinde bagisiklik sisteminin de gliglenmesine katki saglar [1].

Sebzeler arasinda ¢ig tiiketilen sebzeler, 6zellikle son yillarda kolay ulasilabilir ve kolay
tilketilebilir olmalarindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Cig tiiketilen sebzelerden
biri olan marul (Lactuca sativa L.) bitkisi, iilkemizde ve diinya genelinde farkli
varyetelerde {iretilen genis yesil yaprakli, tek yillik ya da alti aylik bir serin iklim
sebzesidir. Bununla birlikte agik tarla yetistiriciliginde ve ortii alt1 yetistiriciliginde farkli

tekniklerin kullanilmasiyla yilin her ayinda tiretimi miimkiindiir [2].

Kiiresel 1smnmanin etkisiyle toprakta, suda ve iklimde goriilen degisimler sebze
iiretimininde de sorunlarina neden olmaktadir. Bu sorunlar1 ¢ozebilmek icin gelistirilen
yontemlerden biri tarimsal iiretimde bitkinin besin ihtiyacinin kargilanmasi amaciyla ve
topragi besin maddeleriyle zenginlestirmek adina kullanilan giibrelerdir [3]. Topragi
beslerken giibrenin topraga en uygun zamanlarda, bitkinin istegi olan cinsten ve en uygun
miktarlarda verilmesi, bitkinin kalite ve tretiminin artmasinda 6nemli rol oynayan
etmenlerdendir [2]. Giibreler, zamaninda ve dogru konsantransyonlarda kullanilmadig
zaman bitkiye yarardan ¢ok zarar vermekte ve dolayisiyla onu tiiketen canlilari da
etkilemektedir. Kullanilan maddelerin bitki genomunda sebep oldugu etkilerin
arastirtlmasi, hangi maddenin ne kadar kullanilmas: ile ilgili detayl bilgiler saglamaktadir.
Bununla birlikte bu konuda yapilan calismalarda, genelde morfolojik ve kimyasal

analizlerin gergeklestirildigi goriilmektedir [4, 5, 6].



Bitki iiretiminde kullanilan farkli giibreler; bitki igin farkli bir ¢evresel kosul olusturmakta
ve bazi durumlarda bitkiyi strese sokmaktadir. Bitkinin strese karsi direncinde birgok
mekanizma rol oynar. DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmadan gen anlattiminda
meydana gelen farkliliklar olarak isimlendirilen epigenetik de bu mekanizmalardan biridir
[7]. Transpozonlar, genom igerisinde hareket eden elementlerdir ve ilk defa misir
bitkisinde Barbara McClintock tarafindan tanimlanmistir. Epigenetik mekanizmalar
igcerisinde 6nemli bir yer tutan transpozonlar hemen hemen her canlida farkli oranlarda
bulunmasina karsin bitki genomlarinin yaklasik %90°1 transpozonlardan olusmaktadir. Bu
oranin marul genomunda %74.2 (1.8 Gb) oldugu bildirilmistir [8]. Hareket
mekanizmalarina gére RNA transpozonlari (retrotranspozonlar) ve DNA transpozonlari
olmak tizere iki sinifa ayrilirlar. Retrotranspozonlar kopyala-yapistir mekanizmasiyla,

DNA transpozonlari ise kes-yapistir mekanizmasi ile hareket ederler [9].

Retrotranspozonlar hareketleri sonucunda genomik DNA ve korunmus boélgeleri arasinda
yeni yerler olusturduklar1 ve polimorfizme sebep olduklari i¢cin molekiiler markir olarak
kullanilabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, iki retrotranspozon arasindaki genomik
DNA’nin ¢ogaltilmas: temelli IRAP molekiiler markir1 kullanildi. Bu molekiiler markir
yonteminin yani sira farkli ¢aligmalarda retrotranspozon temelli; mikrosatellit dizilerinin
kullanildigi  REMAP  (Retrotransposon-Microsatellite  Amplified Polymorphism -
Retrotranspozon Mikrosatellit Cogaltim Polimorfizmi), restriksiyon enzimleri ile kesim
sonrast olusan bolge ve transpozon arasindaki iligkinin incelendigi SSAP (Sequence-
Specific  Amplified Polymorphism - Diziye-Ozgii Cogaltim  Polimorfizmi),
retrotanspozonun genomda hareket ettigi bolgenin incelendigi RBIP (Retrotransposon-
Based Insertion Polymorphism - Retrotranspozon-Temelli Insersiyon Polimorfizmi),
RAPD molekiiler markirt ve retrotranspozonun birlestirildiZi RRAP (RAPD-
retrotransposon  amplified polymorphism — RAPD-Retrotranspozon  Cogaltim
Polimorfizmi) ve primer baglanma bdlgelerine (PBS) 6zgii primerleri kullanilarak ¢ogaltim
yapan iPBS (Inter-Primer Binding Site — Primerler-Aras1 Baglanma Bolgesi) olmak {izere

farkli molekiiler markirlar da gelistirilmistir [10].

Bu tez ¢alismasinin amaci; kontrol (sadece su) ile bor (B), bakir (Cu), demir (Fe),
potasyum (K), azot (N), fosfor (P) ve bu elementlerin birlesimi olmak iizere 7 farkl
giibrenin, marul (Lactuca sativa L.) bitkisinde sebep oldugu etkilerin fizyolojk ve

molekiiler a¢idan incelenmesidir.



Bu amagla, marul fideleri; kontrol (sadece su), B (0.2 gr/m?), Cu (0.46 gr/m?), Fe (0.2
gr/im?), K (2 gr/m?), N (2 gr/m?), P (2 gr/m?) ile bu giibrelerin karisim uygulamalari altinda
yetistirildi. Fizyolojik analizlerde 6rneklerin protein miktarlar1 belirlendi. Bununla birlikte
SOD ve CAT enzim aktiviteleri de arastirildi. Sonuglarin deney gruplari arasindaki
farkliligin istatistik analizi, SPSS 20.0 programinda ANOVA testi ile yapildi. Molekiiler
analizlerde ise arpa bitkisine 6zgii Nikita ve Sukkula ile soya fasulyesine 6zgii SIRE1
retrotranspozonlarinin hareketleri kontrol ve giibre uygulamalar1 altinda yetistirilen

marullarda karsilastirmali olarak analiz edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sebze

Diinyanin genelinde yogun olarak iiretilen temel besin kaynaklarindan biri olan sebzeler,
insanoglunun besin ihtiyaglarin1 karsilayabilmek icin zamanla kiiltiire alinan cesitli
bitkilerdir. Farkli iklimlerde ve farkli sartlarda kolaylikla yetistirilebilen sebzeler;
vitaminler, mineraller ve antioksidan enzimler bakimindan zengin olmalar1 ile beslenmenin
yan1 sira ¢esitli hastaliklara kars1 viicudu korumakta, viicut direncini arttirmakta ve ayrica

birgok hayatsal 6nemi olan olayda da rol almaktadir [11, 12, 13].

Artan diinya niifusu ile paralel olarak besine kars1 olan ihtiyacta giin gectikce artmaktadir.
Bu nedenle giiniimiizde sebzelere yonelik caligsmalarin artmakta ve kullanilan farkll
yontemler oldukga farkli cografik kosullarda farkli sebzelerin yetistirilmesine olanak
saglamaktadir [14]. Ulkemiz ekonomisinde de sebze iiretimi onemli bir yere sahiptir
(Cizelge 2.1). FAO ve TUIK verilerine gére sebze iiretiminde ilk dort iilke, Cin (540
milyon ton), Hindistan (126 milyon ton) ve ABD (36 milyon ton) ve Tiirkiye (31 milyon
ton) olarak belirtilmistir [15, 16].

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de tiretilen sebze miktarlar1 ton [15]

URUNLER 2015 2016 2017 2018 2019
Sogan (taze) 141,691 134,479 138,993 142,854 142,257
Sogan (kuru) 1,879,189 2,120,581 2,131,513 1,930,695 2,200,000
Sarimsak (taze) 24,356 25,987 26,328 25,519 23,351
Sarimsak (kuru) 94,867 109,161 121,805 117,688 103,096
Pirasa 231,678 227,172 208,239 252,958 234,052
Havue 534,988 554,736 569,533 642,837 663,882
Salgam 1,393 1,651 1,768 1,530 2,388
Pancar (Kirmizi) 7,028 7,774 7,553 8,119 9,017
Kereviz (kok) 15,801 18,981 21,387 21,603 23,323
Turp (bayir) 14,944 14,109 14,444 14,003 14,534
Turp (Kirmizi) 179,660 179,353 178,344 177,067 198,112
Turp (beyaz) 5,645 5,826 5,913 5,914 6,170
Domates 12,615,000 12,600,000 12,750,000 12,150,000 12,841,990
Hiyar 1,822,636 1,811,681 1,827,782 1,848,273 1,916,645

Acur 33,082 36,006 41,863 42,631 43,204



(devam) Cizelge 2.1.

Tiirkiye’de iiretilen sebze miktarlari ton [15]

URUNLER 2015 2016 2017 2018 2019
Biber (sal¢alik) 879,775 957,03 1,107,713 1,128,060 1,234,423
Biber (dolmalik) 393,109 418,435 420,904 397,175 371,918
Biber (sivri) 919,004 967,466 945,361 930,349 902,203
Biber (carliston) 115,568 114,891 134,194 99,390 117,125
Bamya 30,574 29,529 28,536 29,111 31,428
Patlican 805,259 854,049 883,917 836,284 822,659
Kabak (sakiz) 312,923 351,550 449,561 474,527 447,830
Balkabag 95,363 96,268 89,737 87,207 92,319
Kabak (¢erezlik) 41,612 42,181 41,326 55,043 50,265
Kavun 1,719,620 1,854,356 1,813,422 1,753,942 1,777,059
Karpuz 3,918,558 3,928,892 4,011,313 4,031,174 3,870,515
Bezelye 112,638 112,643 107,124 107,344 98,200
Fasulye 640,836 638,532 630,347 580,949 596,074
Boriilce 18,043 18,108 17,414 17,657 18,420
Bakla 35,359 35,081 37,511 38,921 40,068
Barbunya fasulye 79,704 88,362 92,402 88,024 89,860
Karnabahar 182,266 195,248 199,710 225,151 234,356
Brokoli 46,353 55,082 66,105 69,592 80,920
Mantar (kiiltiir) 39,495 40,272 40,874 46,144 49,364
Lahana (beyaz) 514,344 524,976 520,796 516,951 567,622
Lahana (kirmizr) 178,679 186,826 188,316 187,948 192,219
Lahana (Briiksel) 2,534 3,151 3,170 3,343 3,100
Lahana (karayaprak) 71,118 71,018 66,605 57,034 56,726
Marul (kivircik) 157,981 179,712 185,070 187,658 198,491
Marul (gobekli) 225,021 233,662 223,449 215,725 215,728
Marul (aysberg) 64,490 65,068 81,904 84,160 85,547
Enginar 32,701 36,368 38,431 39,477 39,071
Kereviz (sap) 1,855 2,113 2,078 2,179 2,169
Ispanak 208,403 210,999 222,177 225,174 229,793
Paz1 5,594 5,881 7,770 9,631 8,049
Semizotu 5,878 5,819 5,149 4,382 4,931
Maydanoz 57,728 58,19 80,304 78,961 92,954
Roka 9,110 10,185 9,334 12,930 13,654
Tere 9,236 6,985 5,993 6,517 6,629
Nane 14,945 15,550 14,213 14,511 16,011
Dereotu 4,488 4,589 7,208 8,318 8,740
Kuskonmaz 68 145 178 169 174
TOPLAM 29,552,290 30,266,897 30,825,569 30,032,727 31,089,644




2.2. Marul (Lactuca sativa L.)

Cig tliketilen sebzeler arasinda yer alan marul (Lactuca sativa L.) bitkisi, iilkemizde ve
diinya genelinde tiiketilen genis yesil yaprakli, tek yillik veya alti aylik bir serin iklim
sebzesidir. Tek yillik bir sebze olmasmin yani sira tarla yetistiriciliginde ve ortii altt
yetistiriciliginde, ¢esitlerin 1slah edilmesiyle beraber yilin her aymda tiretimi miimkiindiir
[2]. Kolay iiretilebilmesi ve elde edilen iiriiniin fazla olmasinin ve yiiksek besinsel igerigi
son yillarda taze marulun tiikketimini arttirmaktadir [17]. 100 g marul yapraginin %95’e
yakin orani su, 1-1.5 g ham protein, 6-8 mg askorbik asit, 1.5-2.5 g karbonhidrat ve ¢esitli
miktarlarda mikro besin elementine sahiptir [18]. Sahip oldugu besinsel degerin yani sira
antioksidan etkileri [12, 19], kanser, kalp hastaliklari, diyabet ve inme gibi hastaliklara
kars1 koruyan fenolik igerigi [20, 21, 22], genetik [23, 24], molekiiler sitogenetik [23] ve
genetik transformasyon [25] olmak tizere farkli disiplinlerde de yaygin olarak ¢aligilan bir
bitkidir.

2.2.1. Marul taksonomisi ve genetigi

Marul bitkisi; bitkiler alemi, Magnoliophyta subesi, Magnoliopsida sinifi, Asterales
takimi, Asteraceae ailesi, Lactuca cinsi altinda siniflandirilmaktadir. NCBI (National
Center for Biotechnology Information - Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) veri tabaninda
lactuca cinsi igerisinde; Lactuca sativa var. angustana, Lactuca sativa var. capitata,
Lactuca sativa var. crispa ve Lactuca sativa var. longifolia olmak tizere dort varyete
bulunmaktadir [26].

Cigekli bitkiler igerisinde tiirlerin sayist ve ekolojik olarak oldukg¢a farkli alanlarda
biiyiiyebilmeleri sayesinde Asteresea ailesi en biiyiik ailelerden biridir [27]. Bu ailesin bir
tiyesi olan marul, 2n = 2x = 18 kromozoma sahiptir. Yaptiklari calismada marul genomunu
[llumina yeni nesil dizileme teknolojisini kullanarak dizilediler ve genomun, yiiksek
tekrarli diziler ile birlikte 2 Gb’dan daha biiyiik oldugunu rapor ettiler. Bununla birlikte
genomda TE (Transposable Elements - Transpozabl Elementler) dizi lerinden;
retroelementlerin 1.5 Gb (%61.5), DNA elementlerinin 29.5 Mb (%1.2), MITE (Miniature
Inverted Repeat Transposable Elements - Minyatiir Evrik Tekrarli Transpozabl Elementler)
dizilerinin 103.7 Mb (% 4.4), diger dizilerin 115.3 Kb (< %1) ve bilinmeyen diziler 152.9
Mb (%6.3) olmak tizere toplamda 1.8 Gb (%74.2) yer kapladig1 da belirlendi [28].



2.2.2. Marul yetistirilmesi

Ik defa, M.O. (Milattan Once) 4500 yilinda Misir’da yetistirilen serin iklim bitkisi olan
marulun, giiniimiizde oldukga farkli cografik sartlarda ve iklimsel kosullarda yetistirildigi
bilinmektedir [29]. Ortalama sicakligin 15-18°C oldugu ortamlarda yetisen marulun, ayni
zamanda maksimum 27-30°C, minimum ise 2-4°C’lerde de biiyiime gostermektedir [30].

Ulkemizin hemen hemen her bolgesinde vejetasyon siiresinin kisa olmas1 sebebiyle

kolaylikla yetistirilebilmektedir [31, 32].

Ozellikle kiiresel 1sinma ile beraber goriilen gesitli biyotik ve abiyotik stres faktorleri
nedeniyle tarim alanlarinda meydana gelen daralma ve artan diinya niifusu, birim alandan
elde edilmesi gereken kalite ve verimin artmasini zorunlu hale getirdi. Kalite ve verimin
arttirllmasi; gilibreleme, sulama ve tarimsal miicadele ile saglanir. Bitkilerin farkli
mevsimlerde ve farkli cografik kosullarda yetistirilmesine olanak taniyan ortli alti tarimu,
giibreleme, sulama ve tarimsal miicadelenin acik araziye kiyasla daha kontrol edilebilir
olmasini sagladigi i¢in son yillarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [33]. Diger bitkilere
kiyasla sebzelerin daha fazla besin maddesine ihtiya¢ duydugundan giibreleme (giibrelerin

yeterli konsantrasyonda ve zamaninda verilmesi) ayri bir 6neme sahiptir [34].

Tarimda yaygin olarak kullanilan giibre ¢esitlerinden biri farkli metabolik yolaklarda
onemli roller iistlenen N (azot) elementidir. Noksanliginda, genel olarak bitkilerin biiyiime
ve gelisimi yavaslar. Fenotipik olarak incelendiginde siirglin sayisi az ve silirgiin boyu
normalden kisadir. Bununla birlikte, stirglinler kivrilarak asagi dogru biiylir ve yapraklar
vaktinden once dokiiliir. Noksanliginda, yashilik hormonu salgilanan bitkide kok gelisimi
zayiflar. Azotun fazla verilmesi durumunda da hastaliklara karsi direncin azalmasi, geg

ciceklenme ve erken meyve dokiimii goriiliir [24, 35, 36].

Diger giibre ¢esidi olan ve toprakta serbest halde bulunan P (fosfor) bitkilerde en fazla
gen¢ donemde kullanilir. Fosfor, ¢iceklenme biyolojisi, tohum olusumu, enerji transferi
(ATP) ve gen aktarimi gibi farkli metabolik yolaklarda 6nemli rol oynayan bitki besin
elementidir. Noksanliginda, yapraklarda, énce koyu yesile, sonra mavi yesile ve daha sonra
da kirmizi ve kirmizi mora donen farkli renk skalalar1 goriiliir. Fazlaliginda ise bitki Fe
(demir), Zn (ginko), Ca (kalsiyum), B (bor) ve Mn (mangan) aliniminda sorun yasar [34,
37, 38].



Potasyum (K) ise N ve P’den farkli olarak bitkinin yapisinda degil daha c¢ok bitkinin
hayatsal olaylarinda rol alir. Bu hayatsal olaylara; su potansiyelinin ayarlanmasi,
karbonhidratlarin olusumu ve tasinmasi ile amino asitlerin protein olusturmasi gibi farkl
metabolik yolaklar 6rnek verilebilir. Noksanlig1 oncelikle yasli yapraklarin uclarinda ve
kenarlarinda sararma ile kendini belli eder. Ayrica K, su ayarlanmasinda gorevli oldugu
icin eksikliginde su stresi ve beraberinde bitkinin cansizlagsmasi ile gelisiminin yavaglamasi
gortiliir. Diger besin elementleri noksanliginda oldugu gibi K noksanliginda da bitki,

hastalik ve zararlilara kars1 duyarlidir [4, 39].

Demir (Fe) tilkemiz topraklarinda goriilen yiiksek pH ve kirecten 6tiirii bitkilerde en fazla
noksanligr goriilen elementlerden biridir. Klorofil olusumunda 6nemli rol oynayan Fe
noksanhig ilk dnce gen¢ yapraklarin beyaz olmasiyla kendini gosterir. Klorofil eksikligi
dogrudan fotosentezi etkilediginden dolay1 biiylime ve gelismede de gerileme goriiliir.
Ayrica enzimlerin elektron transferinde gerekli oldugu i¢in mitokondri demir

noksanligindan en fazla etkilenen organellerden biridir [40, 41, 42].

Diinyadaki B (bor) rezervlerinin %72’si Tiirkiyede bulunmaktadir [43]. B; bitkide protein
sentezi, karbohidratlarin olusumu ve tasinmasi ile polen olusumu ve hormon sentezi igin
gereklidir. Hiicre boliinmesinde de etkili olan B elementinin diger besin elementleri gibi
genel olarak bitkilerin biiylime ve gelisiminde rol oynadig1 s6ylenebilir. Noksanliginda Fe
noksanligina benzer sekilde ilk olarak geng yapraklar etkilenir. Olusan meyveler kiigiiktiir
ya da sekilleri bozuktur. Cigcek olusumunun azalmasiyla beraber polende de azalma

goriilerek dollenme etkilenir [44, 45].

Bakir (Cu) besin elementinin farkli sistemlerde etkileri bulunmaktadir. Fe gibi klorofil
olusumunda etkiliyken K gibi suyun hareketinin dengelenmesini saglar. Bitkinin yapisinda
da gorev alan Cu, hiicre duvarinin olusumunda rol oynar. Eksikliginde bitkilerde ¢alilagma,

cigeklerde bozulma, meyve yapisinda ¢atlama ve kok olusumda azalma goriiliir [46, 47].



2.3. Epigenetik ve Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik, DNA dizisinden bir degisim olmadan gen anlatiminda meydana gelen kalitsal
olabilen degisikliklerdir. X kromozomu inaktivasyonu, genomik imprinting, paramutasyon,
floral simetri, farelerde agouti lokusunun aktarilmasi, ‘polycomb’ sessizlestirilmesi,
konum-etki c¢esitliligi, sirke sineginde (Drosophila melanogaster L.) Hox genlerinin
modellenmesi, hiicre farklilagsmasi, kanser gelisimi ve noronal gelisim, epigenetik

mekanizmalar ile meydana gelen degisimlere 6rnek olarak verilebilir [48, 49, 50].

Epigenetik mekanizmalar; dogrudan etkileyen ve dolayli yoldan etkileyen mekanizmalar
olarak ikiye ayrilir (Sekil 2.1). DNA modifikasyonlar1 ve kromatin modifikasyonlari
dogrudan etkileyen mekanizmalardir. Bununla beraber RNA ile indiiklenen sessizlesme ise
dolayli yoldan etkileyen mekanizmalara 6rnek verilebilir [51]. Bu mekanizmalarin birlikte
calismast sonucu gen anlatiminda kalitsal degisiklikler meydana gelmektedir.
Mekanizmalarin herhangi birinde meydana gelen bir hata, gen anlatiminin asir1 artmasina

veya baskilanmasina neden olarak epigenetik bozukluklara yol agmaktadir [52, 53].

Epigenetik Mekanizmalar

Dogrudan etkileyenler Dolayh voldan etkilevenler
l/\ = Posttranskripsivonel mekanizmalar (mRNA sessizlestirmesi)
DNA
Modifikasvonlan Kromatin

1. DNA Metilasyonu Modifikasvonlan

2. Nonkovalent DNA /\
Modifikasyonlan

3. Transkripsivon Kovalent Modifikasvonlar Nonkovalent Modifikasvonlar
faktorleri ile feed- (Histon Modifilkasvonlarr) 1. Histon takaslan
forward 1. Asetilasyon 2. Kromatin tadilati
otoregiilasyon 2. Metilasyon 3. Kodlama yapmayan

3. Fosforilasyon RNA ile etkilesim
4. Ubikitinasyon 4. Diger ajanlar ile
5. Siimovlasyon etkilesimler

Sekil 2.1 Epigenetik mekanizmalar [54]
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DNA metilasyonunda, adenin halkasinin 6. pozisyonundaki karbon atomuna (6-
metiladenin) ya da sitozin halkasinin 5. pozisyonundaki karbonuna (5-metilsitozin) metil
grubunu eklenir. Metillenme, tiire ve dokuya 6zgii olabildigi gibi hormonlar tarafindan da
diizenlenenebilir [55, 56]. Transpozonlarin susturulmasinda énemli bir mekanizma olan
metillenme, genom obezitesine karst genomu korur [57]. DNA metilasyonu; LINE (Long
Interspersed Transposable Elements — Uzun Dagilmis Transpozabl Element), SINE (Short
Interspersed Transposable Elements — Kisa Dagilmis Transpozabl Element) ve satellit

DNA’lar1 bulundugu tekrarli DNA bélgelerinde meydana gelir [58].

Histonlar da kromatin yapisinda degisiklige neden oldugu ve islevini yitirdigi icin
epigenetik diizenlemeler olarak bilinmektedir. Modifikasyonlar, histonlarin elektrostatik
yiikiinli etkileyerek kromatin yapisini degistirmektedir. Histon-DNA, bir¢ok molekiiler
olay1 kontrol eder. Histon-histon etkilesimlerinde; DNA’nin paketlenmesi, replikasyonu,
tamiri ve gen anlatiminin diizenlenmesi bu olaylara ornek olarak verilebilir [59]. Baslica
histon modifikasyonlari; asetillenme, deasetillenme, metilasyon ve fosforillenmedir.
Histonlarin asetillenmesi, histon H3 ve H4’te 9. lizinde HAT (histone acetyltransferase -
histon asetil transferazlar) tarafindan gerceklestirilir. Histonlardaki lizinler, “+” yiikli
aminoasitlerdir. Asetillenmis histonlarin “+” yiikii azalir ve histonlarin DNA ile olan
iliskileri zayiflar. Gevsek paketlenme olur, kromatin agilir ve transkripsiyon aktif hale
gecer. Histonlarin deasetillenmesi, HDAC (histon deacetylation - histon deasetilazlar)
tarafindan asetil gruplarinin uzaklastirilmasi ile gergeklesir. Deasetillenme ile histonlardaki
“+” yiik artar. Bu da “— yiiklii DNA ile “+” yiiklii histonlarin iligkisini kuvvetlendirir;
histonlar paketlenir ve transkripsiyon gerceklesmez. Histonlarda N terminal kuyrukta
bulunan lizin ve arjinin bakiyelerinin metillenmesi, HMT (histone methyl transferases -
histon metil transferazlar) tarafindan gerceklestirilir [60]. Histonlarin fosforillenmesi,

mitoz sirasinda ve sinyal iletiminde kinazlar aracilig ile serin bakiyelerinde gergeklesir.

Bazi RNA tiirlerinin, RNA ile indiiklenen sessizlesmede rol oynayarak, histon
modifikasyonlarinin ve  DNA metilasyonunun baslamasi igin tetikleyici oldugu ve
heterokromatin bolgenin olusumuna katki sagladigi bilinmektedir. Kodlama yapmayan
RNA (noncoding RNA - ncRNA) adi verilen bazi kiigiik RNA molekiillerinin epigenetik

stirecte rol aldiklar1 gdsterilmistir.
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RNAi (RNA interference - RNA interferans) olarak bilinen, posttranskripsiyonel ve
posttranslasyonel sessizlestirmede gorevli olan miRNA (micro RNA), siRNA (small
interfering RNA) ve X kromozom inaktivasyonundan sorumlu olan XIST (X-inactive
specific transcript — X inaktif 6zgii transkript) RNA, ncRNA’lara 6rnek olarak gosterilebilir
[61, 62].

2.4. Transpozonlar

Transpozonlar, genom i¢inde transpozisyon olarak adlandirilan bir mekanizma ile bir
bolgeden digerine hareket edebilen DNA dizileridir. Bu yer degistirebilen tekrarli diziler,
Plasmodium cinsinin birka¢ tiirii haric tim Okaryot ve neredeyse tiim prokaryot
genomlarinda bulunur. Okaryotik genomlarda biiyiik bir oranda bulunan transpozonlarn,
baz1 bitki (arpa ve bugday gibi) genomlariin %90’dan fazlasini ve hayvan genomlarinin

da %3-45 kadarini olusturdugu rapor edilmistir [63, 64, 65, 66, 67].

Barbara McClintock (1902-1992), misirda yaptig1 analizler sonucunda kontrol elementleri
(controlling elements) olarak adlandirdigi transpozonlart kesfetmistir. Renklendirilen
ornekler incelendiginde, McClintock, iki element ile bir mutasyon sistemi tanimlamistir.
Mutasyona sebep olan ilk elementi, Ac (activator) ve mutasyon aktivitesini kontrol eden
ikinci elementi Ds” (dissociator) olarak adlandirmistir [68]. Her iki elementin misirda 9.
kromozom iizerinde pozisyonlarini degistirme yetenegine sahip olduklari fark edilmis ve
caligmanin sonucunda Ac elementinin kendi hareketini kontrol edebildigi anlasilmistir.
McClintock, bu hareketi “transpozisyon” olarak adlandirmis ve 1956 yilinda, misirda
“suppressor-mutator” sistemi olarak adlandirilan ikinci bir transpozisyon sistemi rapor
etmistir. Bu sistem, iki gen ve TE’lerin bir dizisini i¢cermektedir [69]. Bu c¢aligsmalar ile

McClintock, 1983 yilinda Nobel o6diiliine layik goriilmiistiir.

2.4.1. Transpozonlarin siniflandirilmasi

Biitiin islevsel TE dizileri, genomda bir bolgeden diger bolgeye hareket ederler. Hareketli
mekanizmalarin bircogu transpozisyon yoluyla genomda kopya sayilarini arttirabilir [70].
1989 yilinda Finnegan, arac1 molekiile gore ilk TE siniflandirma sistemini 6nermistir ve bu
sistemde, TE’ler transpozisyon mekanizmasina gore iki sinifa ayrilmistir: RNA (Smuf [

veya retrotranspozonlar) ya da DNA (Smuf II veya DNA transpozonlari).
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Sinif I retrotranspozonlarinin transpozisyon mekanizmasi kopyala ve yapistir, Smif [I’'nin
ise kes ve yapistir olarak adlandirilir [71]. Retrotranspozonlar, LTR (Long Terminal Repeat
- Uzun Ug Tekrarlar1) dizileri ile sinirlandirilirken; DNA transpozonlarinin u¢ kisimlarinda
TIR (Terminal Inverted Repeat - U¢ Evrik Tekrar) dizileri bulunur. LTR ve TIR dizileri,

TE’leri sinirlandirmanin yani sira transpozisyonda da dnemli rollere sahiptir (Sekil 2.2).

LTR

* ‘ REtrDtranstan ‘
TsDr TSD

5w . &
TsDr TSD

Sekil 2.2. LTR ve TIR dizileri.

LTR dizileri. TIR dizilerinden daha biiyiiktiir.Her iki dizide siyah oklar ile Hedef Bolge
Duplikasyonlar1 (“Target Site Duplications” - TSD) gosterilmistir. TSD, integrasyon
mekanizmasindan kaynaklanan ¢ogaltilmis genomik dizidir [31, 72, 73]

LTR dizileri, genellikle 5°-TG CA-3’ ters tekrarlar ile baslayip biten, hareketli genetik
elementlerin i¢ bolgelerini sinirlandiran ve kodlama yapmayan DNA dizileridir (Sekil 2.3)
[73]. LTR dizileri; U3, R ve US olmak tizere ii¢ bolgeye ayrilabilir. U3 bolgesi 200-1,200
niikleotit uzunlugunda ve promotdrlerin bulundugu yerdir. R bolgesi, tekrarli dizilerden
olusur. U5 bolgesi, 75-250 niikleotit uzunlugunda ve transkripsiyonu yapilmis genomun ilk
boliimiinii kapsar. PBS (Primer Binding Site — Primer Baglanma Bolgesi) olarak
adlandirilan 18 niikleotitlik bolge 5° LTR ucunda bulunur. PBS, hiicresel tRNA’nin 3’
ucuna tamamlayicidir ve 5° LTR’nin R-U5 bolgesine tamamlayici olan DNA ipliginin
sentezlenmesi icin ters transkriptaz tarafindan primer olarak kullanilir. Diger kiigiik bir
bolge olan PPT ise 3° LTR ucunda goriliir ve proviral DNA ipliinin sentezinin
baslamasindan sorumludur. Bazen LTR’ler arasi rekombinasyon, LTR dizilerinin yalniz

kalmasina sebep olmaktadir. Genomda tek kalan LTR dizilerine solo-LTR denir [74].

Sekil 2.3. LTR dizilerinin yapisi [76]
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TIR dizileri, transpozaz tarafindan taninan DNA baglanma bolgeleri igerir ve bdylece
transpozon genomik DNA’dan rahatca ayrilarak hareket eder [75]. TIR dizileri, transpozon
aileleri arasinda farkli sayida ve uzunlukta olmasin karsin genelde iki islevsel bolgeye
ayrilir: ilk bolge, iki ya da {i¢ baz ciftlik ug tekrarlar igerip hareket mekanizmasinda gorev

alirken; ikinci bdlge transpozona 6zgii tanima ve baglanma i¢in gereklidir [75, 77].

Giiniimiizde TE dizilerinin siniflandirilmasinda, Thomas Wicker tarafindan 2007 yilinda
onerilen bir sistem kullanilmaktadir [9]. Bu simiflandirmada hem Finnegan’in ikili
sistemini hem de mekanik ve enzimatik kriterler kullanmaktadir. Hiyerarsik bir
siiflandirma oldugundan; sinif, altsinif, takim, iistaile, aile ve alt aile terimleri kullanilir
(Sekil 2.4). En iist takson olan simif, ikili simiflandirmadaki gibi retrotranspozonlart ve

DNA transpozonlari igerir.

Retrotranspozonlar, transpozisyon araci olarak RNA’y1 kullanan hareketli elementlerdir.
Bir RNA polimeraz enzimi aracilidi ile transpozonun mRNA’ya transkripsiyonu yapilir ve
mRNA ters transkriptaz araciligi ile bu mRNA, cDNA (complementary DNA -
komplementer DNA)’ya doniistiiriiliir. Sentezlenen c¢cDNA, genomdaki hedef bolgeye
yerleserek yeni konumunu alir. Kopyala ve yapistir olarak adlandirilan bu transpozisyon

cesidinde kopya sayis1 fazlalasir ve sonugta genom biiyiikligi artar [9, 67, 78].

Retrotranspozonlar; transpozisyon mekanizmalarina, organizasyonlarina ve ters
transkriptaz filogenisine gore bes alt smifa ayrilabilir: DIRS benzeri elementler, PLE
(Penelope) benzeri elementler, LINE ile SINE dizileri ve LTR retrotranspozonlari. DIRS
benzeri elementler, LTR retrotranspozonlarindan farkli bir¢cok ozellige sahiptir. DIRS
benzeri elementler, YR (tyrosine recombinase - tirozin rekombinaz) kodlamakla birlikte bir
ap (Aspartic protease - aspartik proteaz) kodlamaz [79]. PLE dizileri, Drosophila
virilis’ten 1izole edilmistir ve rt (reverse transcriptase — ters transkriptaz) ile en
(endonuclase - endoniikleaz) olmak tlizere iki temel domene sahiptir [80]. LINE dizileri
yaygin olarak bulunan otonom elementlerdir. Otonom elementler, hareket i¢in gerekli
dizilere sahip olan dizilerdir. Transpozisyon i¢in gerekli proteinleri kodlayan ORF (open
reading frame - acik okuma cergevesi), bir poly (A) dizisi ve polimereaz II promotorii ile
6,000 b¢ uzunluguna kadar uzunlukta ve genomda 500,000 kopya bulunan retrotranspozon

kokenli dizilerdir. insan genomunun yaklasik %20’si LINE dizilerinden olusur [81, 82].
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HBD Kod Bulundugu
Order Superfamily organizmalar
Sinif [ (retrotranspozontar)
TR Capia m=pel GAG AP INT_ Rl RH e 46 RLC PM,FO
Gypsy mmpel CAG AP RT RH INT s> 46 RLG PM,EO
Bel-Pao mpel GAG AP RT RH INT e 4-6 RLB M
Retrovirus mepd GAG AP RT RH INT ENV e 46 RLR M
ERY ==pd GAG AP RT RH INT ENYV | 46 RLE M
DIRS DIRS pml GAG AP RT RH YR g 0 RYD PMEO
Ngaro mmmpe GAG AP RT RH YR e eip—m 0 RYN M,F
VIPER mipl GAG AP RT RH YR (e el 0 RYV 0
PLE Penelope RT__EN Dedigken  RPP PM,EO
LINE R2 R Degisken  RIR M
RIE APE AT Degisken  RIT M
Jockey R (0 | s s Defisken Rl M
11 = ORF MW APE R = Degisken  RIL PMEO
| = ORA__ MW APFE AT RH = Defisken Rl EMF
SINE tRNA el e Dejisken  RST PM,F
75L e Defigken  RSL PM,F
55 e Defisken  RSS M,0
Simf I (DNA transpozontan)- Altsinif 1
TIR Tel-Mariner TA DTT PMEO
AT 8 DTA FMEO
Muzator 11 DM BMFEO
Merlin 89 DTE M,0
Transib 5 DTR M.F
P 8 DTP PM
PiggyBac TTAA DTB M,0
PIF-Harbinger P Tose' M ORE) e 3 DTH PM,FO
CACTA Peiguiel Toce M ORF) e 3 DTC PMF
Crypton Crypton 0 DYC F
Sinif it {DNA transpozonlan)- Altsinif 2
Helitron  Helitron w={ FPA  feléml YVIHEL e 0 DHH PMF
Maverick  Maverick Pome{ CINT I AIP eriém CYP = POLD | 6 DMM MO
Semboller

Long Terminal Repeats (LTR}. Terminal Inverted Repeats (TIR

e 0]l aNMaYyan bilgelerde diyagnostik sekil

) .
- Uzun ug tekrar dizileri L ol & NN cevilmis ug tekrarlan m{ = Kodlanan Bilge

i (120 fazla ORF igeren bilge

e Kodlanmayan Bilge

Protein Kodlayan Domainler

AP: Aspartik Proteinaz APE- Apiirinik endoniikleaz ATP:- ATPaz paketleme C-INT: C-integraz

ENV: Envelope Protein GAG: Kapsid proteini HEL: helikaz INT: integraz
(KIlF proteini) RH: RNaz H RPA: Replikasyon proteini A EN: Endoniikleaz

POL B: DNA polimeraz B (Sadece bitkilerde bulunur)

Tase: DDE matifi Transpazaz YR Tirasin rekombinaz

CYP: Sistein proteaz

ORF: Fonksiyonu bilinmeyen agik okuma bélgesi

{Open reading frame)
RT: Revers Transkriptaz

(Ters Transkriptaz)
Y2: YY motifli YR

Bulundugu Organizmalar
P Plants (Bitkiler) M: Metazoans (Metazoalar) F: Fungi (Mantarlar)  Q: Others (Dider organizmalar)

Sekil 2.4. Transpozonlarin siniflandirilmasi [9]
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Otonom olmayan (hareket etmek i¢in gerekli enzimleri kodlamayan) TE’ler ise MITE
(Miniature Inverted-Repeat Transposable Elements - Minyatiir Evrik Tekrarli Transpozabl
Elementler) olarak isimlendirilir. MITE dizilerinin kesfi iki siifli sistemin degismesini
saglamistir. Cok kiigiik olmalarmin (100-500 bg) disinda Sinif IT (DNA) transpozonlarina
benzerdir. Genomda bulunan bagka transpozonlarin transpozazlari araciligiyla hareket
ettikleri diistiniilmektedir. SINE’ler de otonom olmayan retrotranspozonlardir. SINE
dizileri, bir i¢ promotdre ve genellikle poly (A) uca sahip kisa elementlerdir (<500 bg).
Kodlama yapmamalar1 nedeni ile hareketleri i¢in diger genlere ihtiya¢ duyarlar. Otonom
olan LINE dizileri ayn1 zamanda SINE’lerin genom i¢ine girisleri i¢in gerekli proteinleri

de saglar [83].

LTR’1i retrotranspozonlar, LTR dizilerinde promotdrleri ve retrotranspozisyon icin gerekli
olan en az iki enzimin genlerini tagir. Hem yap1 hem de transpozisyon mekanizmasi
acisindan retroviriislere ¢ok benzerler. Tek farklari, viriis olarak paketlenmelerini saglayan
env (envelope) genine sahip olmamalaridir. Bu elementler env genini edinmek veya
kaybetmek yoluyla birbirlerine doniisebildikleri i¢in, retroviriislerin evrim siirecinde
okaryotlardaki LTR’li retrotranspozonlardan kdkenlenmis olabilecegi diistiniilmektedir [9,

78, 84].

LTR’li retrotranspozonlar, gag ve pol adli iki gen igerirler (Sekil 2.4). Gag geni, kilif
yapisinda bir proteini, po/ geni ise ¢ok fonksiyonlu bir polipeptidi kodlar. Bu polipeptid, ap
rt, rh (RNaz H) ve int (integrase - integraz) aktivitelerine sahiptir. LTR’li
retrotranspozonlar bitki genomlarinin ¢ok 6nemli bir yiizdesini kapsar. Bir¢ok bitkide,
genomun %40-70'ini LTR’li retrotranspozonlar olusturmaktadir [85, 86, 87]. Arabidopsis
thaliana genomunun %15 kadar1, arpa (Hordeum vulgare L.) ve bugday (Triticum sp.) gibi
baz tlirlerin genomlarinin da %70-80 kadar1 bu dizilerden olusmustur. Retrotranspozonlar
genom boyunca bulunmalarima karsin, tahillarda siklikla biri digerinin i¢inde olacak
sekilde yerlesmislerdir ve retrotranspozon denizleri “retrotransposon seas” olarak
tanimlanan bu bolgeler, gen adalarini ¢evreler [86, 88, 89]. LTR’li retrotranspozonlar evrim
stirecinde genom boyutlarinin hizli bir sekilde artmasini saglamistir; buna karsin ¢ok kii¢iik

bir kismi aktiftir.
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Sinif II transpozonlar1 olan DNA transpozonlari ise kendilerini bulunduklar lokustan kesip
cikararak (konservatif) veya kendilerini replike ederek (replikatif) hareket ederler [9]. Sinif
IT elementler iki alt smifa ayrilir: Alt sinif I; TIR ve Crypton (tyrosine recombinase)

dizilerini icerirken alt sinif I, Helitron ve Maverick gruplarindan olusur (Sekil 2.4).

Helitron, okaryotlarda bulunan bir transpozondur ve yuvarlanma (rolling-circle)
mekanizmasi ile ¢ogalir. Maverick, uzun terminal evrik tekrarlar (Long Terminal-Inverted
Repeats) seklinde bulunur; ama diger ORF dizilerini igermez. DNA transpozonlarinin
hepsi kes-yapistir mekanizmasini kullanarak hareket etmez. Alt siif 1 ve alt smif II
transpozonlar, kendilerini yeni bir hedef bolgeye replike ederler. Replikatif
transpozisyonda, TE reaksiyon boyunca ¢ogalir ve bu sadece retrotranspozonlar i¢in degil,

ayn1 zamanda Siif II transpozonlar i¢in de belli bir 6zelliktir [90].

2.4.2. LTR retrotranspozonlarinin yapisi ve yasam dongiisii

LTR retrotranspozonlarinin hepsi, genellikle 5’- TG CA-3’ dizisini iceren kisa evrik
tekrarlar ile sinirlandirilmistir. Otonom elementlerde, 5° LTR promotor islevini, 3’ LTR ise
terminator (sonlandirict) ve poliadenilasyon aktivitelerini saglar [91]. LTR dizisi, birkag
yiiz baz cifti (misir: Bsl ve geltik: Tos!7) uzunlugunda olabilecegi gibi, binlerce baz cifti
de (¢eltik: RIRE3) igerebilir [92, 93]. LTR dizileri arasinda i¢ kodlama bolgesi yer alir.
Otonom elementlerin bu bodlgesinde, retrotranspozonun paketlenmesi i¢in gerekli olan gag
proteini ile proteaz (pr), rt, rh ve int dizilerini igeren pol geni bulunmaktadir. Proteaz
enzimi, POL poliproteinini yikar. Rt ve rh, cogalan RNAnin genoma girmesini, int ise

retrotranspozonun yeni cDNA kopyasinin, genomda yeni bir yere girmesini saglar [94].

LTR retrotranspozonlarinin transpozisyonlart (Sekil 2.5) hakkindaki bilgilerin bir kismu
maya retrotranspozonlari ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilmistir [73] ama farkl
konaklardan gelen benzer LTR retrotranspozonlar: arasinda da bu mekanizmanin oldukca
benzer oldugu varsayilmaktadir. Bir retrotranspozonun RNA’s1, 5° LTR i¢inde yer alan bir
promotordeki RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilir. Hiicresel genlerin ¢ogunda

oldugu gibi, transkripsiyon TATA kutusundan sonra baglar.
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RNA daha sonra ters transkripsiyonun gercgeklestirilmesi ve integrasyon basamaklarinda
kullanilmas1 igin gerekli proteinleri sentezlemek iizere sitoplazmada okunur. Iki RNA
molekiilii bir VLP (Virus-Like Particle) i¢inde paketlenir ve RNA’dan ters transkripsiyon
reaksiyonu boyunca tam uzunlukta cDNA kopyasi olusturulur (Sekil 2.5).

Retrotranspozonun diger kopyas: genoma yeniden eklenir [94]. Konak genoma cDNA
kopyalarinin eklenmesi, retroviriislerin ve LTR retrotranspozonlarinin yasam dongiisiiniin
tamamlanmasi agisindan 6nemli bir asamadir. Genoma girme siireci su asamalardan olusur:
LTR uglarmin baglanmasi ve iglenmesi, konak genomda hedef DNA’nin tanimlanmasi ve
kesilmesi, LTR dizilerinin hedef DNA ile birlesimi. Ilk asama sitoplazmada gerceklesirken
diger asamalar niikleusta olur. Gypsy siiperailesinin tim LTR retrotranspozonlari, genoma
girebilecekleri hedef bolgenin belirlenmesinde olduk¢a secicidir. Diger LTR

retrotranspozonlari bu sekilde bir secicilik gostermez.

Sekil 2.5. LTR retrotranspozonlarinin teorik yasam dongiisii.

(a) Transkripsiyon 5’- 3’ dogrultusunda gerceklesir. b) gag ve pol bolgelerinde translasyon
ve protein sentezi. Pol bolgesi; ap, rt, RNaz H ve int bolgeleri olarak ayrilmustir. c)
Paketleme Oncesi ve paketleme sirasinda RNA dimerizasyonu. d) RNA paketlenmesi ve
ters transkripsiyonun baslamasi. €) RNA matriksinin bozulmasi ve ¢cDNA’ nin ikinci
ipliginin sentezi. f) Cift iplikli cDNA sentezinin tamamlanmasi. g) Cift sarmalin kirilmasi
ve yeni sentezlenen kopyanin genomda yeni bir bolgeye integrasyonu [95].
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2.4.3. Nikita retrotranspozonu

Nikita retrotranspozonu arpa genomunde 33,897 ve 40,171 nt pozisyonu arasinda bulunan
solo-LTR dizisidir. Bu diziler, Mlo lokusunda 30,047 ve 27,118 nt pozisyonlarindaki
dizilerle iligkilidir. Sekil 2.6’da Nikita elementinin yapisi gosterilmektedir. Elementin, her
iki tarafinda 5 bg¢ uzunluktaki tekrarli diziler bulunur. Bu diziler, CCTAT ve ATAAT
dizileridir. Nikita, Mlo lokusunda devamli bir element olmasina karsin Rarl lokusunda iki
BARE-1 LTR dizi ile kesintiye ugrar. Bu LTR dizileri, 34,586 ve 38,442 nt
pozisyonlarinda bulunan LTR-3 ve LTR-4 dizileridir [87].

Nikita LTR
33897 4ol1l':1

LTR-1 CTAAG GAAA . TGACGTGG. .. .. .AATATGCTCTAA GTATA
30047 27118
Y14573 GTAACATAATIPGAAAAGGATGTGS. .. ... TATATGCTCCAACAATAATAGCAT

Sekil 2.6. Nikita retrotranspozonu.

LTR dizilerine komsu olan 5 b¢ uzunlugundaki tekrar dizilerin alt1 ¢izilmistir. Ok,
elementin yoniinii gostermektedir [87]

2.4.4. Sukkula retrotranspozonu

Arpa genomunda 6,245 ve 11,204 nt pozisyonlari arasinda yerlesmis olan Sukkula
retrotranspozonu, Nikita gibi solo-LTR elementidir. Sukkula dizisi hem Mlo lokusundaki
genler arasindaki dizilere (aksesyon numarast Y14573) hem de bir BARE-1 elementinin 3’
LTR’sinde bulunan bir insersiyon dizisine (aksesyon numarasi Z17327 benzer [96].
Sukkula retroranspozonunun ug dizilerinin, gypsy-benzeri retrotranspozonlarinin (6rnegin
piring genomunda bulunan RIRE retrotranspozonu) [97] LTR dizilerine de benzerlik

gosterdigi rapor edilmistir [87] (Sekil 2.7).



LTR-1

LTR-2

Y14573

217327

< Sukkula LTR

6245 11204
CATAACACCATGTGACAGCCCGAT. .. ... TCTTGGGCETGACAICACCACTAGA
20145 27570
ATTGG GTAGGGCCCCAAG... ...TCTTGGTCATT TCTCC
42140 37153
ATGGAATTAATGTAATAGCCCGAG. .. ...TCTTGEGOETGACAIGGGTTTTGCG
7558 10687
CTGTC GTGACAGCCCGAT... ...TCTTAGGOGT CAAGC

Sekil 2.7. Sukkula retrotranspozonu.
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LTR dizilerine komsu olan 5 b¢ uzunlugundaki tekrar dizilerin alt1 ¢izilmistir. Ok,
elementin yoniinii gostermektedir [87]

2.4.5. SIRE] retrotranspozonu

SIRE] retrotranspozonu, soya fasiilyesi genomunda bulunan ve 3’ po/ ORF ve 3’ LTR

dizileri arasinda uzun retroviral env proteinlerine benzer yapida ek bir ORF iceren 7y!-

copia smift retrotranspozondur (Sekil 2.8). Env iceren retroelementler Ty3-gypsy

elementlerin yapisal organizasyonuna sahip iken SIREI Tyl-copia gene sirasina sahiptir.

Bu durum, bu elementin ilging bir 6zelligidir. Yaklasik 11 kb uzunlugundaki yiizlerce

kopyast ile SIRE en uzun retroelementlerdendir [98].

LTR

- 2

pr int RT RNAseH LTR

Envelope

Sekil 2.8. SIRE retrotranspozonu [99]

2.5. Bitki Biyoteknolojisinde Transpozonlarin Yeri

Retrotranspozonlar; DNA parmak izi, ¢esitlilik ve filogeni arastirmalar1 ile genetik

haritalamaya yonelik olarak birer markir olarak, gen klonlama, transgenik organizmalarin

eldesi, mutasyon algilayicisi, mutasyon araci olarak, prokaryotlarda klasik antibiyotik—

diren¢ markirt olarak ve plazmid vektorler kullanilarak bakteri transformasyonunda

kullanilabilirler [100, 101, 102].
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Genom boyutunun biiyiimesine neden olan retrotranspozonlar, genlere ¢ok yakin bolgelere
veya genlerin promotor bolgelerine de insersiyon yaparak, gen anlatiminin degismesinde
de rol oynamaktadir [103]. Bu degisim; bu dizilerin metil gruplar1 bakimindan zengin
olmas1 ve metil gruplarinin komsu bolgeleri etkilemesi sayesinde RNAi (RNA interferans)

mekanizmasi aracili transkripsiyonu engellemesi ile gerceklesir [104, 105].

Genomlarin biiylik bir yiizdesini olusturan retrotranspozonlar, farkli molekiiler markirlarin
gelistirilmesi i¢in de kullanilmaktadir. Retrotranspozon temelli molekiiler markirlara;
REMAP, SSAP, RBIP ve RRAP teknikleri 6rnek olarak gosterilebilir. Bu markirlar
kullanilarak, insan, hayvan ve bitki genomlarinda tiir i¢i ya da tiirler arasi polimorfizm
oranlar1 hesaplanmakta ve ilgilenilen fenotipik ya da molekiiler 6zellik ile ilgli detayl1 bilgi

edinilmektedir [106, 107].

Bu tez c¢alismasinda kullanilan IRAP markiri, retrotranspozonlar arasindaki genomik
RNA’nin ¢ogaltilmasi temeline dayanir (Sekil 2.9). Herhangi bir enzim ya da ligasyon
islemine gerek duyulmadan LTR dizilerine 6zgii primerler tasralanarak IRAP-PCR
reaksiyonunun gerceklestirilmesi ile olusan bantlar analiz edilir ve Ornekler arasinda

polimorfizm oranlar1 belirlenir [108].

= é= =

— A ——

LTR
gDNA =P LTR

Sekil 2.9. IRAP molekiiler markiri.

Genomik DNA mavi, primerler ilse kirmiz1 oklar ile gosterilmistir [108]

Bu tez g¢alismasinda, kontrol ve farkli giibre uygulamalari altinda marul bitkilerinde
fizyolojik ve molekiiler analizler gerceklestirildi. Fizyolojik analizler ile marul
yapraklarinda protein miktar1 belirlendi. SOD ve CAT antioksidan enzim aktiviteleri de
ornekler arasinda karsilastirilarak degerlendirildi. Molekiiler c¢alismalarda ise Nikita,
Sukkula ve SIRE1 retrotranspozon hareketleri IRAP molekiiler markir1 kullanilarak

belirlendi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda, kontrol (sadece su) ile bor (B), bakir (Cu), demir (Fe), potasyum
(K), azot (N), fosfor (P) ve bu elementlerin birlesimi olmak iizere 7 farkli giibrenin
uygulanmasiyla ortii altinda yetistirilen Marul (Lactuca sativa L. var. crispa) bitkilerinde
fizyolojik ve molekiiler analizler gergeklestirildi. Fizyolojik analizler ile marul
yapraklarinda protein miktar1 belirlendi. Ayrica, SOD ve CAT antioksidan enzim
aktiviteleri de 6l¢tildii. Molekiiler ¢alismalarda; 6rnekler arasinda Nikita, Sukkula ve SIRE1

retrotranspozon hareketleri, IRAP teknigi kullanilarak belirlendi.

3.1. Seranin Kurulmasi Ve Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Deneme yapilacak olan seranin nereye kurulacagi belirlendikten sonra (40.52°N,
35.77°E/05500 Biiyiik Kizilca Koyii-AMASYA) seranin kenar etkilerini (sicak-soguk)
azaltmak i¢in orta bolgelerinden alan se¢imi yapildi. Daha sonra sera igerisindeki topragin
islenmesi (topragin 25 cm derinligindeki bolge) gerceklestirildi. Bu islemden sonra taban
giibresi (Diamonyum fosfat- DAP) atimi yapildi. Capa motoru ile toprak kezeklerinin
kirilmasiyla giibrenin toprak altina inmesi saglandi. Calismada, kivircik cesidine ait
marullarda damla sulama teknigi kullanilarak gilibreleme yapildi. Sulama sistemi
kurulumundan once kullanilacak olan sulama suyunun pH ve EC degerleri Amasya

Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda 6l¢iildii.

Marul bitkisinin Kivircik varyetesine ait 6rnekler, Amasya ilinde bulunan bir fide iiretim
tesisinden ¢imlenmeyi takiben 40. giiniinde teslim alindi. Seranin igerisine kontrol (sadece
su) ile birlikte 7 (6 iz elementi ile bunlarin kombinasyonu) farkli giibre uygulamas: i¢in
sira olusturularak her bir siraya ayri ayr1 sulama borular1 yerlestirildi ve her siraya
biyolojik tekrar i¢in 5’er adet marul fidesi dikildi. Fidelerin arasi yaklasik 40 cm olacak
sekilde toplamda 40 marul fidesi dikildi ve sonra can sulari verildi. Can sular1 verilen

bitkiler 3 hafta boyunca sadece su verilerek biiyiitiildii.



22

3. haftadan itibaren belirlenen konsantrasyonlardaki makro ve mikro elementler [B (0.2
gr/m?), Cu (0.46 gr/m?), Fe (0.2 gr/m?), K (2 gr/m?), N (2 gr/m?), P (2 gr/m?)] marul
bitkilerine uygulanmaya baslandi. Parantez iginde verilen konsantransyonlar, marul
bitkisinin yetistirilmesi i¢in normal kosullarda uygulanan konsantransyonlardir ve bu

maddeler suda ¢oziindiiriilerek hazirlandi.

[Ik dikimin yapildig1 tarihten itibaren ilk giibre uygulamas1 23. giiniinde, ikinci giibre
uygulamasi 31. giiniinde ve 3. giibre uygulamasi 38. giinlinde yapildi. Uygulama yapilan
marullar; ilk dikim tarihinden itibaren 44. gilinlinde hasat edildi, sonraki analizde

kullanilmak {izere sivi azotta donduruldu ve -80°C’de saklandi.
3.2. Fizyolojik Analizler

Fizyolojik analizler kapsaminda, kontrol ve giibre uygulamalari altinda yetistirilen marul
bitkilerinde protein miktar1 belirlendi ve SOD ile CAT enzim aktiviteleri incelendi. Bu
analizleri gerceklestirmek icin Oncelikle hasat edilen marullardan total protein izolasyonu

gerceklestirildi.

Izolasyonda kullanilacak cam malzemeler, porselen havan-havanelleri ve plastik
malzemeler (mikrosantrifiij tiipleri ve pipet uglar), 121°C sicaklikta 20 dakika siire ile
otoklavlandi. Otoklavdan sonra 65°C sicaklikta bir gece bekletildi. Sterilizasyondan sonra
protein izolasyonunda kullanilmak iizere soguk ortamin olusturulabilmesi i¢in kullanilacak
havan ve havanelleri -20°C’de bir gece bekletildi. Bununla beraber izolasyon da soguk
ortamda gerceklestirildi. Bu amagcla, ¢alismada kullanilan tiim plastik malzemelerle buz

icinde ¢alisildi.

Izolasyon igin yaprak drneklerinden 100 mg tartildi ve hemen soguk havan i¢ine konuldu.
Siv1 azot eklenerek ezilen 6rneklerin tlizerine 1 ml soguk fosfat tamponu (50 mM PBS [0,2
M monobazik sodyum fosfat; 0,2 mM dibazik sodyum fosfat; pH 7,0], 0.1 mM EDTA, % 4

polivinilpolipirolidon) eklenerek par¢alama islemine devam edildi.
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Daha sonra olugan homojenat, buzda sogutulmus 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi ve
14000 rpm (revolutions per minute - dakikadaki devir sayisi) hizda, +4°C’de 20 dakika
santrifiij edildi (Hermle, Beckman Coulter). Elde edilen siipernatant (izolat); total protein
miktariin belirlenmesinde, SOD ve CAT enzim aktivite tayinlerinde kullanilincaya kadar

-20°C’de sakland1 [109].

3.2.1. Coziinebilir protein miktarinin belirlenmesi

Coziinebilir protein miktarinin belirlenmesinde Bradford [110, 111] yontemi kullanildi.
Analiz oncesi Bradford yonteminde kullanilmak tizere ¢ozelti hazirland1 (Cizelge 3.1).
Cozelti, 1X olarak sulandirilarak islemler gerceklestirildi. Total protein miktarini
belirlemek amaciyla, bir 6nceki asamada elde edilen izolattan 10 pl alind1 ve 500 pl 1X
Bradford ¢ozeltisi ile karigtirilip, oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Standartlardan da
ayni sekilde 10 pl alind1 ve 500 pl 1X Bradford ¢ozeltisi ile karistirilip, karanlikta ve oda
sicakliginda yaklagik 10 dakika beklemeye birakildi. Bekleme siiresinin ardindan
‘microplate’teki kuyucuklara ornekler ve standartlara ait karigimlardan 200’er pl eklendi.
Omneklerin abosrbansi spektrofotometrede (Multiskan™ GO, Thermo Scientific) 595 nm

dalga boyunda 6lg¢iildii.

Cizelge 3.1. Bradford yonteminde kullanilan ¢ozeltinin igerigi (5X) [110]

Bilesenin adi Miktar1 (ml)
‘Coomassie brillant blue’ 25 mg

% 95 Etanol 12,5

% 85 H3PO, 25

dH,0 ile 250 ml’ye tamamlanir.

Standart olarak 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125; 0,025 mg/ml olmak iizere 8 farkli
konsantrasyonda BSA igeren ¢ozeltiler kullanildi (Thermo Scientific™ Pierce™ Bovine
Serum Albumin Standard Ampules, 23209). Standartlar ve orneklerin 595 nm dalga
boyunda Sl¢iimiinden sonra standartlarin absorbans degerleri kullanilarak Microsoft Excel
programinda standart grafik ¢izildi. Daha sonra standart grafigin kesme noktasi (y-
intercept) ve egim (slope) gibi degerleri hesaplandi ve asagidaki formiilde absorbans

degerleri yazilarak 6rneklerin konsantrasyonlari belirlendi.

Konsantrasyon=(A595-kesme noktasi)/egim
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Protein miktarin1 belirlemek i¢in her deneysel uygulamada (kontrol ve 7 farkli giibre
altinda) yetistirilen marullardan 3 farkli biyolojik tekrar alindi ve her bir tekrarda 2 kere
Olctim yapildi. Her bir 6l¢iim sonucu elde edilen absorbans degeri, yukarida verilen
konsantrasyon formiiliinde yazildi ve her bir ornek icin elde edilen konsantrasyon
degerleri, asagidaki 2. formiilde ilgili yere yazilarak Orneklerin protein miktarlar

belirlendi.

Ornegin protein miktar1 (mg/g) = [Ekstrenin protein konsantrasyonu (mg/ml) x Ekstre

hazirlanmasinda kullanilan tamponun hacmi (ml)] / Ekstre hazirlanan materyalin agirlig

(@)

Orneklerin protein miktarlar1 belirlendikten sonra deney gruplari arasindaki farklilign

istatistik analizi, SPSS 20.0 programinda ANOVA testi ile yapildi.

3.2.2. SOD enzim aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesinin belirlenmesi i¢in fotokimyasal bir analiz gergeklestirildi. Bu analiz;
riboflavin ve L-metionin 151k varliginda O;” olusmasit ve NBT (nitro blue tetrazolium)
kimyasalinin, O," ile reaksiyona girerek mavi renkli formazan kristalleri gozlenmesi
temelline dayanan bir metottur. Ekstrede bulunan ve antioksidan enzimlerden biri olan
SOD, O, radikallerini ortamdan uzaklastirarak formazan olusumunu inhibe eder. SOD
aktivitesi, NBT den formazan olusumunun inhibisyonu ile belirlenir. Sonugcta, 151k etkisiyle

mavi-mor renk olusumu, SOD enziminin aktivitesi ile ters orantilidir [112].

Kontrol ve 7 farkli deney setinde yetistirilen marul 6rneklerinden, 3.2 bagligi altinda
bahsedilen izolasyon yontemi ile elde edilen 1 pl ekstre, 1 ml substrat tamponu ile
karistirild1 (Cizelge 3.2) ve tiiplere son konsantrasyon 2 uM olacak sekilde riboflavin (0.2
mM) eklendi. Tiipler, renk degisimi goriiliinceye kadar floresan 151k altinda bekletildi. Bu
stirecin sonunda Orneklerin iizeri, karanlik ortamin saglanmasi i¢in aliiminyum folyo ile
kapatildi ve oOrneklerin absorbansi hemen spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda

Olciildii (Multiskan™ GO, Thermo Scientific).
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Cizelge 3.2. SOD miktarinin belirlenmesinde kullanilan substratin icerigi

Bilesenin ada Miktar1 (ul)  Son konsantrasyonu
Fosfat tamponu (100 mM) 500 pl 50 mM
Sodyum karbonat (2 M) 25 ul 50 mM
EDTA (0,5 M) 0,2 ul 100 uM
L-Metionin (300 mM) 43,3 ul 13 mM
NBT (7,5 mM) 10 wl 75 uM

dH,0 4215
Toplam 1000 pl -

Ornekler ile beraber pozitif ve negatif kontroller de hazirlandi. Pozitif ve negatif kontrol
icin hazirlanmis tiiplere 6rnek yerine 1 ul 200 mM fosfat tamponu (pH 7,0) eklendi. Tek
fark, pozitif kontroliin 6rnekler ile beraber ayni siirede 151k altinda bekletilmesi bununla
beraber negatif kontroliin ayni siirede karanlikta bekletilmesidir. Pozitif kontrol, SOD
icermedigi i¢in inhibe olmamis reaksiyon olarak kabul edildi ve reaksiyon degeri 100
olarak alindi. Negatif kontrol de blank (kér ornek) olarak kullanildi. Ornegin A560
degerinden kor Ornegin absorbansi cikarildiktan sonra kalan deger, asagidaki formiilde

yerine konarak, 6rnekteki % inhibisyon degeri hesaplandi.

% Inhibisyon=[(Ornek A560-Blank A560)x100]/(Pozitif kontrol A560-Blank A560)

SOD aktivitesi i¢in 3 farkli biyolojik tekrarda her bir tekrarda 2 kere 6l¢iim olacak sekilde
okuma yapildi. Deney gruplari arasindaki farkliligin istatistiksel analizi SPSS 20.0
programinda ANOVA testi ile gerceklestirildi.

3.2.3. CAT enzim aktivitesinin belirlenmesi

CAT enzim aktivitesi; H,O, (hydrogen peroxide - hidrojen peroksitin) yikiminin,
spektrofotometrik olarak 240 nm’de izlenmesi temeline dayanan yontemle analiz edildi
[113]. Standart olarak H,O, kimyasalinin 240 nm’de Olglimii yapilmasiyla elde edilen
degerin 1.09 oldugu zaman konsantrasyonun 25 mM oldugu belirlenmistir. Bu amagla,
deney baslamadan once deneyde kullanilanacak H,O;’nin 240 nm’de dl¢liimii yapildi ve
konsantrasyonu belirlendi. Cizelge 3.3’de verilen bilesenler, santrifiij tiipinde karistirildi

ve oda sicakliginda yaklasik 5 dakika bekletildi.
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Daha sonra bu tampon, 240 nm’ye ayarlanan spektrofotometrede (Multiskan™ GO
Thermo Scientific) bulunan 6l¢iim alinacak kuyucuga eklendi ve kuyucuga daha sonra 5 pl
ornek konularak hemen &lciim alindi. Ornek eklendigi zaman reaksiyon hemen basladig1

i¢in 6rnek en son eklendi ve hemen aktivite 6l¢iildii.

Cizelge 3.3. CAT miktarinin belirlenmesinde kullanilan substratin icerigi

Bilesenin ada Miktar: (ul) Son konsantrasyonu
Fosfat tamponu (200 mM) 20 20 mM
H,0, (72 mM) 16,7 6 mM
dH,0 158,3 -
Toplam 195 -

Spektrofotometrede kinetik olarak 120 saniye boyunca her 10 saniyede bir olmak {izere 12
kere olciim gerceklestirildi. Bu siireler i¢indeki absorbans degisimi belirlendi. CAT
aktivitesi, 240 nm’de gerceklesen absorbanstaki diisiisiin gézlemlenmesiyle belirlendi
[113]. Absorbans degerindeki degisim, AA240/mg protein.dak olarak ifade edildi. CAT
aktivitesi icin 3 farkli biyolojik tekrarda her bir tekrarda 2 kere Ol¢iim olacak sekilde
okuma yapildi. Deney gruplar1 arasindaki farkliligin istatistiksel analizi SPSS 20.0
programinda ANOVA testi ile gergeklestirildi.

3.3 Molekiiler Analizler

Kontrol (sadece su) ve 7 farkli giibre uygulamas: altinda yetistirilen marul bitkilerinde,
arpa bitkisine 0Ozgii Nikita ve Sukkula ile soya fasiilyesine 0zgi SIREL
retrotranspozonlarinin hareketleri analiz edildi. Giibre uygulamalarinin retrotranspozon
hareketliligine olan etkileri kontrol ve deney gruplart arasinda Kkarsilastirilarak

degerlendirildi.

3.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Her bir uygulamada 3 farkli biyolojik tekrardan genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi.
Izolasyonda kullanilacak cam malzemeler, porselen havan-havanelleri ve plastik
malzemeler (mikrosantrifiij tiipleri ve pipet uglarr), 121°C sicaklikta 20 dakika siire ile
otoklavlandi. Otoklavdan sonra 65°C sicaklikta bir gece bekletildi. Genomik DNA,
asagidaki basamaklar takip edilerek gergeklestirildi [114].
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Marul yapragi (yaklasik 100 mg); siv1 azot yardimiyla, porselen havan ve porselen
havaneli kullanilarak parcalanip, toz haline getirildi.

100 mg doku igin 65°C’de 1sitilmig, 1000 pl ekstraksiyon tamponu (Cizelge 3.4)
porselen havan igerisine eklenip karistirildi.

Olusan homojenat, sivi azotun i¢inde sogutulmus santrifiyj tiiplerine aktarildi.

Tip, 60°C’lik su banyosunda yaklasik 15 dakikada bir karistirilarak en az 1 saat
bekletildi.

Stire sonunda tiipler, 5 dakika buzda bekletildi.

Daha sonra tiiplere esit hacimde yaklasik (750 ul) kloroform:izoamil alkol (24:1
v/v) eklendi.

Tiipler karistirildiktan sonra 2000 rpm hizda, oda sicakhiginda, 20 dakika santrifiij
edildi (Hermle, Beckman Coulter).

Olusan siipernatant (yaklasik 750 pl), yeni bir tiipe aktarilda.

Uzerine 0.1 hacim (75 ul v/v) CTAB/NaCl ¢ozeltisi eklendi. Tiipler, birka¢ defa
karistirildiktan sonra, 60°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletildi.

Siire sonunda tiipler buzun igerisinde alind1 ve 5 dakika bekletildi.

Tiiplere esit hacim (yaklasik 800 pl) kloroform:izoamil alkol (24:1 v/v) eklendi.
Tipler karistirildiktan sonra 2000 rpm hizda, oda sicakhiginda, 20 dakika santrifiij
edildi (Hermle, Beckman Coulter).

Siipernatant, yeni bir tiipe aktarildi ve esit hacim izopropanol (-20°C) eklendi.
Tipler, karistirildikta sonra -20°C’de 30 dakika bekletildi.

Siire sonunda iist sivi dokiildii. Yikama islemi igin pelletin iizerine, 100 pl %70
etanol (-20°C v/v) eklendi ve tiipler 13.500 rpm hizda, 2 dakika santrifiij edildi.
Yikama islemi bir kere daha tekrarlandi. Tiipler etanoliin uzaklasmasi i¢in oda
sicakliginda yaklasik 10 dakika kapaklar1 acik bir sekilde bekletildi.

Pelletin {izerine, 50 pl niikleaz icermeyen su eklendi ve pellet ¢ozdiiriildii.

Cizelge 3.4. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltinin Ad1 Cozeltinin Bilesimi

Ekstraksiyon Tamponu

100 mM Tris, 25 mM EDTA; pH 8,0; 1,4 M NaCl ve

%2 CTAB
Kloroform:izoamil alkol 24:1 viv
CTAB/NaCl %10 CTAB; 0,7 M NaCl
Etanol/Amonyum asetat %76 EtanotOH, 10 mM Amonyum asetat

3.3.2. Genomik DNA’min kalitatif ve kantitatif analizleri

Izole edilen genomik DNA’larin kalitesi, %1 (w/v)’lik agaroz jelde kontrol edildi. Bu
amagla 5X TBE (Tris- Borik Asit- EDTA) hazirlandi (Cizelge 3.5). Deneyde kullanilmak

iizere, 5X TBE tamponunun sulandirilmasiyla hazirlanan 500 ml 1X TBE tamponuna, 5 gr

agaroz

eklendi ve mikrodalga firinda eritildi. Eridikten sonra jel, 1lik hale gelmesi i¢in bir

siire oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra jel, yatay elektroforez kasetine dokiildii, uygun

tarak yerlestirildi ve oda sicakliginda katilasmaya birakildu.
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Daha sonra, genomik DNA 6rneginden 1 pl alinarak 6X yiikleme tamponu (Cizelge 3.5) ile
karistirildiktan sonra yiikleme yapildi. Elektroforezde markir olarak GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder (Fermentas, SM0313) kullanildi. Jel 125 voltta 2 saat siire ile yiiriitiildii. Siire

sonunda UV transilliiminator cihazinda goriintiilendi (Fusion FX, Vilber Lourmat).

Genomik DNAlar, kalitatif olarak %1 agaroz jelde analiz edilirken kantitatif olarak
spektrofotometrede Olglimler gergeklestirildi  (Multiskan™ GO, Thermo Scientific).
Spektrofotometrede; 260 nm’de niikleik asitler, 280 nm’de proteinler ve 230 nm’de fenolik
bilesikler olciilerek elde edilen sonuglardan genomik DNA’larin konsantrasyonlarinin

belirlenmesinin yani sira safliklar1 da analiz edildi.

Orneklerin konsantrasyon “DNA konsantrasyonu (ug/ml)= [OD (Optik yogunluk)260 x

sulandirim orani x 50 (ug/ml)]” formiiliinden yararlanilarak hesaplandi.

Cizelge 3.5. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

Ad1 Icerigi

1,1 M Tris, 900 mM boric asit tamponu, 25 mM
EDTA (pH 8,3)

1X TBE tamponu 200 ml 5X TBE, 800 ml dH,0

10 mM Tris-HCI (pH 7,6), %0,03 bromofenol mavisi,
90,03 ksilen siyanol FF, %60 gliserol, 60 mM EDTA

Etidyum bromiir soliisyonu 1 g etidyum bromiir, 100 ml dH,0

5X TBE tamponu

6X yiikleme tamponu

3.3.3. IRAP- PCR
Calismada, farkli kosullar altinda yetistirilen marul bitkilerinde Nikita, Sukkula ve SIRE1
retrotranspozon hareketlerinin, farklilik gosterip gostermedigi IRAP molekiiler markir

teknigi ile belirlendi. Bu retrotranspozonlara ait primer dizileri Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.6. Primerlerin dizileri

Primer  Diziler Kaynaklar
Isimleri

Nikita 5S’ACCCCTCTAGGCGACATCC3’ [115]
Sukkula  3’GGAACGTCGGCATCGGGCTGS’
SIRE1 S'CAGTTATGCAAGTGGGATCAGCASZ [116]
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Bireyler arasinda retrotranspozon hareketliligi bakimindan dogal bir polimorfizm olup
olmadiginin belirlenmesi amaci ile deneyler 3 biyolojik tekrar ile yiiritildi. PCR
tiiplerine, Cizelge 3.7°da verilen bilesenler eklendi. IRAP-PCR reaksiyonu Cizelge 3.8’de
belirtilen kosullarda gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda elde edilen PCR f{iriinleri ile DNA
markirt (GeneRuler'™ 1 kb DNA Ladder, SM0313), %1’lik agaroz w/v jelde ayrilarak
degerlendirildi. Agaroz jel, baslik 3.3.2°de belirtildigi sekilde yapildi. Orneklere ait bant

profilleri agaroz jelde degerlendirildi.

Cizelge 3.7. IRAP-PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesenin adi Miktari Son

(ul) konsantrasyonu
Reaksiyon Tamponu (10X) 2 1X/ul
MgCl; (25 mM) 1,5 1,875 mM/ul
dNTP (2 mM) 1 0,1 mM/pl
Primer (10 nmol/pul) 1 0.5 pmol/pl
*Kalip (20 ng/ul) 2 2 ng/ul
Enzim (5 U/ul) 0.7 0,175 U/l
dH,O (niikleaz igermeyen) 11,8 -
Toplam 20

Cizelge 3.8. IRAP-PCR dongiileri

Basamak Sicaklik (°C)  Siire Dongii sayisi
Baglangi¢ denatiirasyonu 94 3 dk. 1
Denatiirasyon 94 30 sn.

Baglanma 51 30 sn. 30
Uzama 72 3 dk.

Son uzama 72 10 dk. 1




30

4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda; kontrol (su), N (2 gr/m?), P (2 gr/m?®), K (2 gr/m?), Fe (0,2 gr/m?),
Cu (0,46 gr/m?), B (0,2 gr/m?) ile bu elementlerin birlesimi olmak iizere 7 farkli giibre
damla sulama teknigi kullanilarak marul bitkisinin kokiine uygulandi ve hasat bitkilerde
fizyolojik ve molekiiler analizler gerceklestirildi. Fizyolojik analizler kapsaminda
orneklerin protein miktarlart belirlendi ve ayrica SOD ile CAT enzim aktiviteleri analiz
edildi. Molekiiler caligmalarda ise arpa bitkisine 6zgii Nikita ve Sukkula retrotranspozonu

ile soya fasulyesine 6zgii SIRE1 retrotranspozonunun hareketleri incelendi.
4.1. Seranin Kurulmasi Ve Bitki Materyalinin Yetistirilmesi
Seranin kurulacag: alan belirlendikten ve toprak hazirligi yapildiktan sonra damla sulama

sistemi kuruldu. Deneyde kullanilacak suyun pH ve EC degerleri Merkezi Arastirma
Laboratuvarda 6lgiilerek pH 6,2 ve EC 1200 mS/cm olarak belirlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Seranin kurulumu
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Serada, kontrol ve 7 farkli giibre uygulamasi altinda yetistirilmek tizere her bir uygulama
icin 5 farkli marul fidesi dikildi. Can sular1 verilen bitkiler 3 hafta boyunca sadece su
verilerek biiyiitiildii. 3. haftadan itibaren belirlenen konsantrasyonlardaki makro ve mikro
elementler [N (2gr/m?), P (2 gr/m?), K (2 gr/m?), Fe (0.2 gr/m?), Cu (0.46 gr/m?), B (0.2
gr/m?), Mg (0.46 gr/m?)] marul bitkilerine uygulanmaya baslandi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Kontrol ve giibre uygulamalari

Giibreler, marul fidelerinin ekiminin yapildig: tarihten itibaren; haftada bir kez olmak
iizere 3 hafta siiresince uygulandi. Bu amagla; ilk uygulama 23. giinde, ikinci uygulama 31.
giinde ve lg¢iincii uygulama 38. giin gergeklestirildi. Uygulama yapilan marullar, ilk ekim

tarihinden itibaren 44. giinlinde hasat edildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Hasat zamaninda marullar

Tez calismast i¢in haftada 2 defa giibreleme yapilacagi ve marullarin 60. giinde hasat
edilecegi planlanmisti. Marullarin ekim yapildigi zaman hava sartlarinin marullarin
yetismesi i¢in uygun olmasi hasadin, belirlenen zamandan daha kisa siirede
gerceklesmesini sagladi. Bununla birlikte haftada tek gilibre uygulamasi, marullarin

biliylimesi i¢in yeterli oldu.

4.2. Fizyolojik Cahismalar

4.2.1. Total ¢oziinebilir protein miktar1 analizi

Kontrol kosullarinda (sadece su ile) ve 7 farkli giibre uygulamasinda yetistirilen
marullardan protein izolasyonu gergeklestirildi. Izolatlardaki total ¢oziinebilir protein

miktarlart (mg/g taze agirlik) belirlendi. Bradford [110] yontemine goére Sekil 4.4’te

verilen standart grafik kullanilarak analizler gergeklestirildi.
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Sekil 4.4. Konsantrasyonlar1 bilinen BSA ¢ozeltilerinin 595 nm dalga boyundaki absorbans
degerlerine gore gizilen standart grafik.

A, 2 mg/mL; B, 1,5 mg/mL; C, 1 mg/mL; D, 0,75 mg/mL; E, 0,5 mg/mL; F, 0,25 mg/mL;
G, 0,125 mg/mL ve H, 0,025 mg/mL

Protein miktarinin belirlenmesi i¢in her bir uygulamada 3 biyolojik tekrar kullanild1 ve her
bir 6rnek 2 kere 06l¢iildii. Sonuglarin ortalamasi alinarak SPSS 20.0 programinda bulunan

ANOVA testi ile istatistiksel olarak analiz edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Orneklerde belirlenen protein miktarlart

Kontrol B Cu Fe K N P Karisim

3,69+0,58  2,22+0,31 5,61+1,22 3,36+0,84 3,26+0,59 5,01+0,89 3,88+0,27 4,57+1,20

+ degeri standart sapmay: gdstermektedir, p > 0,1. Kontrol, sadece su; B, bor; Cu, bakir; Fe, demir; K, potasyum; N, azot; P, fosfor;
karisim, farkl giibre uygulamalari.

Kontrol ve giibre uygulamasi yapilan marullar karsilastirildiginda, kontrole (3,69+0,58

kiyasla B uygulamasinin (2,22+0,31), Fe uygulamasinin (3,36+0,84), ve K uygulamasinin

(3,26+0,59) protein miktarin1 azalttigi belirlendi. Buna karsin Cu uygulamasinin

(5,61+1,22), N uygulamasinin (5,01+£0,89), P uygulamasinin (3,88+0,27) ve karisim

uygulamasinin protein miktarini arttirdigi gézlendi.
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Karigim uygulamasinin (4,5741,20) diger giibre uygulamalari ile karsilagtirildiginda ise B
uygulamasinin (2,22+0,31), Fe uygulamasimin (3,36+0,84), K uygulamasinin (3,26+0,59)
ve P uygulamasimin (3,88+0,27) protein miktarin1 azalttig1 belirlendi. Bununla birlikte Cu
uygulamasinin (5,61+1,22) ve N uygulamasmin (5,01+£0,89) protein miktarini arttigi
goriildii. Gtibrelerin tek tek uygulanmasi ile elde protein miktarlarinin ortalamasi
alindiginda, karigim uygulamasinin bu orandan daha fazla protein miktarin1 arttirdig

belirlendi.

Kontrol ve karisim uygulamalart karsilastirilarak analiz edildiginde marul bitkilerinde
genel olarak Cu uygulamasmin ve N uygulamasinin protein miktarini arttirdigi belirlendi.
Tam tersi B uygulamasinin, Fe uygulamasinin ve K uygulamasinin ise hem kontrole hem
de karisim wuygulanan oOrneklere kiyasla protein miktarmi azalttigi gorildi. Diger

uygulamalarin ise protein miktarin arttirdig1 veya azalttigi belirlendi.

4.2.2. SOD enzim aktivitesinin analizi

Orneklerden elde edilen protein miktarindan yararlamlarak SOD enzim aktivitesi
hesaplandi. Deney 3 farkli biyolojik tekrar ve her bir tekrarda 2 kere 6l¢liim yapilarak
gerceklestirildi. Sonuglarin ortalamasi alinarak SPSS 20.0 programinda ANOVA testi ile
istatistiksel olarak analiz edildi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Orneklerde dlgiilen SOD enzim aktivitesi

Kontrol B Cu Fe K N P Karisim

0,014+0,007 0,023+0,008 0,006+0,001 0,013+0,002 0,030+0,024 0,011+0,005 0,005+0,001 0,008+0,002

+ degeri standart sapmay1 gostermektedir, p > 0,1. Kontrol, sadece su; B, bor; Cu, bakir; Fe, demir; K, potasyum; N, azot; P, fosfor;
karigim, farkl giibre uygulamalart

SOD enzim aktivitesinin, kontrole (0,014+0,007) kiyasla B (0,023+£0,008) ve K
(0,030+0,024) giibreleri uygulanan marullarda arttigi, buna karsin diger giibre uygulanan
marullarda ise azaldigr gozlendi. Azalma gosteren giibreler arasinda P uygulamasinin
(0,005+0,001) ve Cu uygulamasinin (0,006+£0,001) enzim aktivesini daha da azalttig

gozlendi.
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Karigim uygulamasi (0,008+0,002) diger uygulamalar ile kiyaslandiginda kontrol
karsilastirmalarinda oldugu gibi P uygulamasinin (0,005+£0,001) ve Cu uygulamasinin
(0,006+0,001) enzim aktivesini azalttigi bununla birlikte diger uygulamalarin aktiviteyi
arttirdig1 gozlendi. Karisim uygulamasi yapilan marullardaki enzim aktivitesinin, tek tek
giibre uygulanan marullarin enzim aktivitelerinin ortalamasindan daha az oldugu

belirlendi.

Kontrol ve karisim uygulamalar1 karsilastirilarak analiz edildiginde marul bitkilerinde
genel olarak B uygulamasinin ve K uygulamasinin enzim aktivitesini arttirdigi goriildii. Cu
uygulamasinin ve P uygumasinin ise aktiviteyi azalttig1 belirlendi. Diger uygulamalarin ise

SOD enzim aktivitesinde farkli sonuglar verdigi (artma ya da azalma) gozlendi.

4.2.3. CAT enzim aktivitesinin analizi

Orneklerden elde edilen protein miktarmdan yararlamlarak CAT enzim aktivitesi
hesaplandi. Deney, 3 farkli biyolojik tekrar ve her bir tekrarda 2 kere 6l¢iim yapilarak
gerceklestirildi. Sonuglarin ortalamasi alinarak SPSS 20.0 programinda bulunan ANOVA

testi ile istatistiksel olarak analiz edildi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Orneklerde dlciilen CAT enzim aktivitesi

Kontrol B Cu Fe K N P Karisim

0,017+0,005 0,035+0,016 0,074+0,064 0,015+0,003 0,050+0,033 0,022+0,014 0,011+0,003 0,009+0,001

+ degeri standart sapmay1 gdstermektedir, p > 0,1. Kontrol, sadece su; B, bor; Cu, bakir; Fe, demir; K, potasyum; N, azot; P, fosfor;
karigim, farkl1 giibre uygulamalari.
Uygulama yapilan o6rneklerin CAT enzim aktiviteleri kontrol (0,017+0,005) ile
karsilastirildiginda, sonuclarin SOD enzim aktivitesine benzer sekilde oldugu goriildii.
SOD sonuglar1 gibi B uygulamasi (0,035+0,016) ve K uygulamasinin (0,050+=0,033) CAT
enzim aktivitesini arttrdigi gézlendi. Bununla birlikte Cu uygulamasi (0,074+0,064) ve N
uygulamasinda da (0,022+0,014) enzim aktivitesinin arttigi belirlendi. P uygulamasi
(0,011+0,003), Fe uygulamasi (0,015+0,003) ve karisim uygulamasinda (0,009+0,001) ise
enzim aktivitesinin azaldigi gozlendi. Karisim uygulamasi ile diger uygulamalar

kiyaslandiginda ise CAT enzim aktivitesinin hepsinde arttig1 goriildii.
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4.3. Molekiiler Calismalar

4.3.1. Genomik DNA analizleri

Kontrol ile 7 farkli giibre uygulamasi altinda yetistirilen marullardan izole edilen genomik
DNA’larin kalitatif analizi sonucunda DNA’larin IRAP-PCR reaksiyonlarinda
kullanilabilecek kalitede ve saflikta oldugu goriildii. Her bir uygulama icin 3 biyolojik
tekrar ile DNA izolasyonu gerceklestirildi (Sekil 4.5).

Kontrol B Cu Fe K N P Karisim

—r——— V——\ ——— ) —— ) ———
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10000 be
5000 b¢
3000 be
2000 b

1000 be

250 be

Sekil 4.5. Genomik DNA’larin Agaroz Jel Goriintiisii.

M, markir; kontrol, sadece su; B, bor; Cu, bakir; Fe, demir; K, potasyum; N, azot; P,
fosfor; karigim, farkli giibre uygulamalari

Agaroz jelde kontrol edilen DNA’larin kantitatif analizleri de spektrofotometrede
gerceklestirildi.  Konsantransyonlart  ve  safliklar1  belirlenen  DNA’lar  son
konsantransyonlart 20 ng/ul olacak sekilde sulandirildi. Sulandirilan genomik DNA’lar
IRAP-PCR reaksiyonlarindan kalip olarak kullanildi.

4.3.2 Nikita IRAP-PCR

Arpa bitkisine 6zgli Nikita retrotranspozonu marul bitkisinde ilk defa tanimlandi ve bu
retrotranspozunun hareketleri kontrol ile 7 farkli giibre uygulamasi altinda yetistirilen
marul bitkilerinde incelendi. Orneklere ait bant profilleri incelendiginde 500 - 10000 bg
araliginda homomorfik bantlar goriildii (Sekil 4.6). Orneklerde Nikita retrotranspozonunun
hareketli oldugu her bir ornekte birden fazla bantin varligi ile kanitlandi ama kontrol ve
farkl1 giibre uygulamalarinin band profilleri karsilastirmali olarak analiz edildiginde

herhangi bir polimorfik banda rastlanmadi.
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Kontrol Karisim
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Sekil 4.6. Nikita retrotranspozonunun IRAP-PCR analizi.

M, markir; Kontrol, sadece su; B, bor; Cu, bakir; Fe, demir; K, potasyum; N, azot; P,
fosfor; karigim, farkli giibre uygulamalari

4.3.2. Sukkula IRAP-PCR

Arpa bitkisine 6zgii Sukkula retrotranspozonu de marul bitkisinde ilk defa tanimlandi.
Kontrol ve 7 farkli giibre uygulamasi altinda yetistirilen marul bitkilerinde ait band
profilleri  incelendiginde  Nikita  retrotranspozonunda  oldugu  gibi  Sukkula
retrotranspozonunda da ornekler arasinda 500-10000 baz ¢ifti biiyiikligiinde bandlar tespit
edildi. Bununla birlikte kontrol ve farkli giibre uygulamalarinin  Sukkula

retrotranspozonunun hareketine herhangi bir sekilde etki etmedigi belirlendi (Sekil 4.7).

Kontrol Kangim
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Sekil 4.7. Sukkula retrotranspozonunun IRAP-PCR analizi.

M, markir; kontrol, sadece su; B, bor; Cu, bakir; Fe, demir; K, potasyum; N, azot; P,
fosfor; karisim, farkl giibre uygulamalari
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4.3.2. SIRE1 IRAP-PCR

Marul bitkilerinde ilk defa tanimlanan 3. retrotranspozon olan SIREL, soya fasulyesine
ozgii tekrarl elementtir. Orneklere ait bant profilleri incelendiginde 500 - 10000 baz gifti
araliginda homomorfik bantlar goriilmesine karsin herhangi bir polimorfik bant
belirlenmedi (Sekil 4.8). SIRE1 retrotranspozonunun da, Nikita ve Sukkula gibi hareketli

oldugu ama farkli giibre uygulamalarinin bu harekete etki etmedigi goriildii.

Kontrol B Cu Fe P Karisim

M 1
10000 b
5000 be
3000 be
2000 be

1000 bg
500 be

Sekil 4.8. SIREL1 retrotranspozonunun IRAP-PCR analizi.
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M, markir; kontrol, sadece su; B, bor; Cu, bakir; Fe, demir; K, potasyum; N, azot; P,
fosfor; karigim, farkli giibre uygulamalari
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda, kontrol (sadece su) ile 7 farkli giibre (B, Cu, Fe, K, N, P ve karigim)
uygulmasinin marul bitkisinde neden oldugu etkiler fizyolojik ve molekiiler agidan
incelendi. Fizyolojik ¢alismalarda, Orneklerin protein miktarlar1 belirlendi ve bununla
birlikte 6rneklerdeki SOD ve CAT enzim aktiviteleride arastirildi. Molekiiler ¢alismalarda,
arpa bitkisine 6zgii Nikita ve Sukkula retrotranspozonlart ve soya fasulyesi bitkisine 6zgii

SIRE1 retrotranspozonlarinin aktiviteleri incelendi.

Tarimsal topraklarda kullanima bagli olarak zamanla bir¢ok besin elementinin azaldigi
bilinmektedir. Artan diinya niifusu ile birlikte besin ihtiyacinin karsilanmasi i¢in topraktaki
besin elementlerini yenilemek ve ayrica tarimsal {iriinlerin miktarini1 ve kalitesini artirmak
icin kimyasal giibrelere bagimli hale gelinmektedir [117]. Diinyada goriilen bu durum
Akdeniz havzasinda da kendini gostermekte ve topraktaki organik maddelerde azalma,
toprak veriminin azalmasi, erozyonun artmasi ile yer alt1 sularinin kontraminasyonu tarim
alanlarindaki zarar1 gectikce arttirmaktadir [118]. Inorganik (kimyasal) giibrelerin
kullanimi bitkilerin biliylime ve gelisimini arttirarak birim alanda elde edilen {iriinde arts1
saglamaktadir. Kimyasal giibrelerin, bitki verimini hektar basina 26.39 tondan 39.08 tona
arttirdig1 rapor edilmistir [119]. Bununla birlikte bu giibrelerin uzun siire ve bilingsiz
uygulanmas1 topragi olumsuz etkilemektedir [120]. Ornegin, azot giibresinin fazla

kullanim1 toprakta ve yer alti sularinda metal kirliligine ve topragin asidifikasyonuna

neden olmaktadir [121].

Marul, diinyanin hemen hemen her yerinde yaygin olarak tiiketilen sebzelerden biridir.
Antioksidanlar, polifenol, askorbik asit ve tokoferol gibi bir¢ok biyoaktik bilesen
bakimindan zengin olan bu sebzede; kimyasal, organik ve inorganik giibrelerin marul
bliylime ve gelisimi, liriin verimi ve kalitesi olmak iizere farkl acilardan etkileri analiz
edilmektedir [122]. Bu tez ¢alismasinda; kontrol ile B, Cu, Fe, K, N, P ve karisim olmak
tizere 7 farkli giibre uygualamsi altinda yetistirilen marullarda protein miktar1 ve
antioksidan enzim akvitileri incelendi. Farkli giibre uygulamalarinin protein miktarini,
SOD ve CAT aktivitesini arttirdigi goriildii. Bu giibreler iginde o6zellikle B ve K

uygulamalarinin her iki enzimin de aktivitesini arttirdig belirlendi.
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Birgok caligmada bitkinin antioksidan koruyucu mekanizmalarinda B elementinin
diizenleyici bir farktor olarak rol oynadigi ve B uygulamasinin antioksidan enzimlerinin
aktivitelerini arttirdigi gorilmistiir [123, 124]. Benzer bir sonug¢ yusuf hirkasi olarak
bilinen Amaranth tricolor L. bitkisinde de rapor edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (28,5
- 200,5 ppm) K giibre uygulamas: altinda yetistirilen bu bitkide artan K konsantrasyonuna

bagli olarak antioksidan aktivitesinin arttig1 belirlenmistir [125].

Bazi durumlarda azot, fosfor ve kalsiyum bakimindan zengin balik ya da diger deniz
iriinlerinin de 6zellikle marul bitkilerine giibre olarak uygulandig1 ve bu giibrelerin bitki
verimini arttirdigir goriilmektedir. Bu c¢alismalardan birinde deniz yosunundan elde edilen
bir gilibrenin marul bitkilerinde antioksidan enzim aktivitelerinin arttigini bildirilmistir
[126]. Benzer bir ¢alisma da bitki biiyiime diizenleyicileri bakimindan zengin olan deniz
yosunu kullanilarak yapilmustir [127]. Antioksidan ile ilgili yapilan ¢aligmalarda genelde
total antioksidan kapasitesine bakilmis ve bu amagla da DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) metodudun kullanilmis oldugu goriilmektedir. Bu tez calismasinda ise

SOD ve CAT olarak iki farkli antioksidan enziminin aktivitesi incelenmistir.

Kimyasal giibrelerin yan1 sira son zamanlarda organik iiriinlerin popiiler hale gelmesi ve
aynt zamanda besin giivenligi ile taze Uriin elde etmedeki gereklilik ciftcileri organik
giibreler kullanmaya dogru itmistir [128, 129]. Borges vd. [130] yaptiklar1 g¢alismada
organik giibrelerin de antioksidanlarin sentezini arttigin1 rapor etmistir. Bitkinin biiyiime
ile gelisimi ve icerdigi antioksidan enzimlerinin aktiviteleri, uygulanan giibrelerin
konsantrasyonu, uygulama zamani ve hasat zamanina bagli olarak belirgin bir sekilde
etkilenmektedir [131]. Hangi giibre ¢esidi olursa olsun bu parametrelere bagli olarak
sonuclarin degisiklik gosterecegi diistinlilmektedir. Bu goriiste yapilan bir caligmada
kimyasal (NPK 16-16-16®), organik (Orgevit®) ve biyolojik (Micoseeds MB®) olmak
tizere li¢ farkli giibre uygualamasi altinda yetistiirlen Ravent (Rheum rhabarbarum L.)
bitkisi incelendigine antioksidan enzim aktivitelerinin biyolojik>organik>kimyasal olacak
sekilde etki ettigi bildirimistir [119]. Diger bir arastirmada ise su stresi altinda yetistirilen

domates bitkilerinde s1v1 glibre uygulamasinin etkisi incelenmistir.
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Total antioksidan kapasitesinin FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) yontemi
kullanilarak analiz edildigi bu arastirmada, Bio-algeen S-92 (deniz yosunundan elde
edilen), Slavol (mikrobiyolojik kokenli giibre) ve Ergonfill (hayvansal proteinlerden elde
edilen) olmak iizere ii¢ sivi giibrenin total antioksidan aktivitelerini istatistiksel olarak

belirgin sekilde arttirdigi belirlenmistir [132].

Nanoteknoloji, son yillarda artan bir ilgi ile ¢alisilan giibrelemede alternatif bir yontem
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Nanoteknolojinin, iiriiniin biiylime ve gelisimini, topraktan
ve sudan besin aliminin artmasini ve tohum ¢imlenmesini arttirdigini rapor eden ¢aligmalar
bulunmaktadir [133, 134, 135]. Bitkiler tizerideki nanopartikiillerin etkileri; bitkinin hangi
evrede olduguna, uygulama metoduna, zamana-konsantrasyona ve nanopartikiiliin fiziksel
ve kimyasal kompozisyonuna bagli olarak degismektedir [136]. Meie vd. [137], marul
bitkilerine bor igeren NF (nanopartikiil giibre — nanoparticle fertiliser) yapraklara sprey
araciligt ile uygulamislar ve bitkinin bor aliminda NF temelli sistemin oldukga etkili
oldugunu rapor etmislerdir. Pandorf vd. [138] benzer bir ¢alismada grafit karbon
nanopartikiillerini (graphite carbon nanoparticles) uyguladiklar1 marularda, bitkilerin azot
alimmin arttigin1 ve bu bakimdan azot bakimindan fakir olan topraklarda bu sistemin

kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Kimyasal giibrelerin farkli bitkilerde sebep oldugu etkiler genellikle bitki biiyiimesi, total
fenolik icerigi ve antioksidan aktivite lizerine yogunlagmistir [139]. Bununla birlikte bu
giibrelerin marul genomundaki etkileri ile ilgili ¢aligmalar yok denecek kadar azdir.
Okaryotik genomlarm biiyiik bir kismi transpozonlardan olusmaktadir. Retrotranpozonlar,
hareketli olan bu elementlerin bir sinifidir ve kopyala yapistir mekanizmasi ile hareket
ettikleri i¢in genomda polimorfizme sebep olur. Retrotranspozlarin hareketleri onlarin
molekiiler markir olarak kullanilabilmelerine olanak saglar [10]. Retrotranspozon temelli
molekiiler markir yontemlerinden biri olan IRAP ayn1 canlinin farkli organlarinda, ayni tiir
icindeki farkli canlilarda ve farkl tiirler arasinda polimorfizimlerin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir [140, 141, 142]. Bu calismada ilk defa arpa bitkisine 6zgii (Nikita
ve Sukkula) ve soya fasulyesine 6zgii (SIRE1) 6zgii retrotranspozonlar marul bitkisinde
IRAP teknigi ile tanimlandi ve ayrica bu retrotranspozonlarin hareketleri farkli giibre

kosulu altinda yetistirilen marul bitkilerinde analiz edildi.
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Farki bitkilere 0zgli retrotranspozonlarin tamamen farkli bitki, hayvan ve insan
genomlarinda tanimlandigi bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu arastirmalain birinde kavun,
karpuz ve hiyar bitkilerinde Sukkula ve Nikita transpozonu IRAP metodu ile
tamimlanmistir. Bu tez calismasinda oldugu gibi her iki retrotranspozonun da sadece
homomorfik bant profili gosterdigini rapor etmistir [143]. Benzer sekilde anason
bitkisinde de bu iki retrotranspozon tanimlanmis ama hareketli olmadiklar1 goriilmiistiir
[144]. Nikita ve Sukkula ile yapilan ¢alismalarda bu iki retrotranspozonun hareketli
oldugunu bildiren raporlar da bulunmaktadir. Anadoluya 6zgili iki karagam varyetesinde
(Pinus nigra ssp. pallasiana var. pyramidata and var. Seneriana) yapilan c¢alismada
ornekler arasinda Nikita icin %0-56 ve Sukkula ig¢in %0-76 oranlarinda polimorfizm
oldugu goriilmistiir [145]. Sari kantaron bitkisinde yapilan g¢alismada ise her iki
retrotranspozon iginde daha yiiksek polimorfizim oranlari belirlenmistir (Nikita igin
%81.25 ve Sukkula igin %79,48) [146]. Insan genomunda da Sukkula retrotranspozonunun
tanimlandig1 arastirmalar bulunmaktadir. Cakmak vd [147], 24 farkli bireyden aldiklar
kanlardan genomik DNA izolasyonu gerceklestirmis ve bu bireylerde Sukkula
retrotranspozonunun hareketini analiz etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda tiim bireyler
arasinda %8-100 polimorfizm oranini rapor etmislerdir. Bununla birlikte kadinlar arasinda

%10-91 ve erkekler arasinda da %13-100 olacak sekilde farkli sonuglar bulmuslardir.

SIRE1 ile yapilan c¢aligmalarin birinde bu retrotranspozon ilk defa arpa bitkisinde
tanimlanmustir. Her birinden 4 biyolojik tekrar olmak iizere arpa embriyosu, 10 giinliik kok
ve 10 giinliik yaprak 6rneklerinde yapilan analizlerde polimorfizim oranlart embriyolar igin
%0-27, kokler i¢in %8-60 ve yapraklar i¢in %11-50 olmak {izere farkli polimorfizim
oranlart rapor edilmigtir [148]. Bu tez c¢alismasinda da farkli olarak SIRE1

retrotranspozonunun marul bitkilerinde aktif olmadig1 goriildi.

Kiiresel 1sinmanin etkisiyle toprakta, suda, iklimde goriilen ve bunlara bagl olarak bitkiyi
etkileyen biyotik ve abiyotik stresler tiim bitkileri oldugu gibi marul bitkisinin biiylime ve
gelismesini de olumsuz yonde etkilemektedir. Bu tez, farkli gilibrelerin marul bitkilerinde
neden oldugu etkilerin fizyolojik ve molekiiler agidan arastirildig: ilk detayli ¢alismadir.
Elde edilen sonuglarin, marul ve benzeri ¢ig tiiketilen sebzelerde giibre kullaniminin
etkilerinin anlagilmasina katki saglamasi beklenmektedir. Toprakta yapilacak analizler ile
giibrelerin sadece bitkilerde degil toprakta olusturdugu degisimlerin belirlenmesi de bu

konuda yapilan ¢alismalara fayda saglayacaktir.
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