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OZET

ER-(ENDOPLAZMIiK RETIKULUM) STRES SINYAL YOLAGINDAKI BAZI
TRANSKRIPSIYON FAKTORU GENLERININ YONCA (Medicago sativa
L.)’DA iFADE ANALIZI

OGUZ, Muhammet Cagri
Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tez Damismani: Dog. Dr. Ahmet Metin KUMLAY

Agustos 2017, 57 sayfa

Biiyiik verim kayiplarina neden olan biyotik ve abiyotik stres kosullarina yonelik
bitkinin stresi algilamasi ve strese karsi tolerans saglamasi verim kayiplarinin oniine
gecilebilmesi i¢in hayati 6nem tagimaktadir. Stres toleransinda rol oynayan genlerin
belirlenmesi stres yolaklarinin aydinlatilmasinda biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu caligmada, stres faktorleri iceren ortamlarda (DTT ve PEQG) yetistirilen
bitkilerin yapraklarindaki su potansiyelleri 6l¢iilerek, bitki igin kritik zaman araliklari
fizyolojik 6n bulgu olarak elde edilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda, Nimet yonca
¢esidinde, yapay endoplazmik retikulum stresi olusturan DTT ve kuraklik stresi (PEG)
uygulamalarinda, ER stres yolaginda gorev alan bZIP60 ve bZIP28 genlerinin ifade
analizleri Real Time PCR ile gergeklestirilmistir. Analizler sonucunda, DTT’nin ER
stres yolaklarinda gorevli bu iki genin islevini azalttig1 belirlenmistir. Kuraklik (PEG)
uygulamalarinda bitkiler i¢in en kritik saatin 8. saat oldugu ve bZIP60’in yaprak
dokusunda ifadesini diger uygulamalara gére daha fazla artirdigi (yaklasik 42 kat)
belirlenmistir. Ayrica bu bulgular, kullanilan iki gen bolgesinden, 6zellikle bZIP60’n
bZ1P28’e gore stres yolaginda daha etkin rol aldigini; yaprak dokusunun kok dokusuna
gore stresten daha fazla etkilendigi bulgusuna varilmistir.

Arastirma, yoncada ER stres mekanizmasinda gorev alan genlerin ifadesine
yonelik ilk caligma olup, ER stres mekanizmasina yonelik gelecekte yapilacak
caligmalara da katki saglayacag: diisiintilmektedir.

Anahtar kelimeler: ER stresi, Transkripsiyon faktorleri ifadesi, Yonca stres
mekanizmasi.



ABSTRACT

EXPRESSION ANALYSIS OF SOME TRANSCRIPTION-FACTOR GENES
RELATED TO ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS SIGNALING
PATHWAY IN ALFALFA (Medicago sativa L.)

OGUZ, Muhammet Cagn

MSc Thesis, Department of Field Crops
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet Metin KUMLAY

August 2017, 57 pages

Perception of biotic and abiotic stress conditions in plants and to provide
tolerance carries a crucial importance in prevention of huge yield losses. Identification
of genes playing a role in stress tolerance has a great importance in elucidation of stress
pathways.

In this study, the water potentials of the leaves of the plants grown under stress
factors (DTT and PEG) were measured and the critical time intervals for the plant were
obtained as physiological preliminary findings. Expression analysis of bZIP60 and
bZIP28 genes involved at ER stress pathways were evaluated by RT-PCR assay at
determined intervals of time, (in alfalfa cultivar Nimet) under the artificial ER stress
implemented by DTT and drought stress (PEG). According to the results, it was
determined that DTT reduced the function of these two genes involved in ER stress
pathways. It was determined that the most critical time for plants in drought (PEG)
tolerance was 8 hours after treatment, in which the expression of bZIP60 in leaves was
increased more than other applications (about 42 times). Furthermore, according to the
findings, of the two studied gene regions bZIP60 have a more active role in the stress
pathways than bZIP28; and the leaf tissues were more affected than the root tissues
under the stress conditions.

This study is the first research on alfalfa expression of genes involved in ER
stress mechanisms and it is thought that it will contribute to the future studies on ER
stress mechanism.

Key words: ER stress, Transcription factors expression, Alfalfa stress mechanism



ONSOZ ve TESEKKUR

Bitkilerde biiyiik verim kayiplarina sebep olan biyotik ve abiyotik stres
kosullarina toleransin/dayanikliligin artirilmas1  bliylik 6nem tasimaktadir. Stres
kosullarina dayaniklilikta rol alan mekanizmalarin belirlenmesi; strese toleransin
artirtlmasinda, dayanikli c¢esit gelistirilmesinde, dayanikli transgenik bitki elde
edilmesinde, genetik diizeyde spesifik seleksiyona imkan saglayacaktir. Endoplazmik
retikulum (ER), bitkinin bagisiklik sistemini kontrol eden mekanizmadir ve stres
durumunda bitkinin hizli ve etkili bagisiklik tepkisi vermesi i¢in hayati Onem
tagimaktadir. Kuraklik stresi kosullarinda ER stres mekanizmasinda rol alan yolaklarin,
belirli zaman araliklarinda gen ifadeleri belirlenmistir. Yoncada ER stres
mekanizmasinda gorev alan genlerin ifadesine, strese toleransin artirilmasina, yeni gesit
1slahina, molekiiler diizeyde genetik tanimlamalara, transgenik bitki elde edilmesine

yonelik ¢caligmalara katki saglayacagi diistiniilen veriler elde edilmistir.

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca desteklerini eksik etmeyen ve
basarilarima 6n ayak olan, her konuda ilminden faydalandigim, insani ve ahlaki
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ve yardimlarindan dolay1 sayin Prof. Dr. Biinyamin YILDIRIM’a igten tesekkiirlerimi
sunarim. Akademik gelisimim ve tez g¢alismalarim sirasinda her tiirlii olanagindan
faydalandigim Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’'ne; tez konusunun
belirlenmesinden, tez c¢aligmamin sonuna kadar tiim asamalarda beni yonlendiren,
ozverili katkis1 ve bilimsel diisiincesi ile tez ¢alismamin sonlandirilmasinda biiyiik pay:
olan degerli hocam Saym Prof. Dr. Ali ERGUL’e en derin sayg1 ve tesekkiirlerimi
sunarim. Ayrica tlim labaratuvar ve analiz ¢aligmalarimda bilgisinden ve tecriibesinden

faydalandigim Dr. Canan YUKSEL ve Uzm. Bio. Umut KIBAR’a,

Hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini eksik etmeyen babam Mubhsin
OGUZ, annem Necla OGUZ, kardeslerim Biisra ve Melik Ahmet OGUZ ile sevgili
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1. GIRIS

Degisik iklim kosullarina yiiksek adaptasyon yetenegi ve genis ¢evre sartlarinda
yiiksek yem verimi ile yonca (Medicago sativa); tiim diinyada en 6nemli baklagil yem
bitkilerinden birisi olarak kabul edilmektedir (Putnam et al., 2001; Zhang et al., 2010).

Diinya genelinde yaklasik 40 milyon hektarlik alanda ekilen yonca (Medicago
sativa) (Zhang et al., 2010), yiiksek protein igerigi, lezzeti ve hayvanlar tarafindan
sindiriminin kolay olmasi nedeniyle hayvansal iiriin eldesi i¢in vazgecilmez yem
kaynaklarindan biridir. Yesil ot olarak meralarda ve cayirlarda tercih edilmesinin yani
sira kuru ot olarak saman ve silaj tiretimi igin de yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhang

and Wang, 2015).

Kuraklik, tuzluluk, spesifik toksisite, topraktaki bitki besin elementlerinin
eksikligi gibi faktorler bitkinin biiylimesini yavaslatict ve {iriin kaybina neden

olabilecek ¢evresel stres faktorleridir (Hanson et al., 1988; Zhu, 2001).

Kuraklik stresi, yiiksek tuzluluk vb. icin bitki toleransinin artmasi, stres
mekanizmalarinin anlasilmast ve stres kosullarina dayanikli cesit 1slah1 en Onemli

arastirma konular1 arasinda yer almaktadir (Bartels and Sunkar, 2005).

Biiyiik verim kayiplarina neden olan biyotik ve abiyotik stres kosullarina yonelik
bitkinin stresi algilamasi ve strese karsi adaptasyon saglamasi, bitkinin yasamsal bir
fonksiyonudur. Bu stres kosullarina karsi direng gosterebilmek igin bitkiler; tehditlere
karst hizli tepkiler vererek stres etmeninin erken taninmasina ihtiya¢ duymaktadir

(Kerner et al., 2015).

ER, bitki hiicrelerindeki salgi yolagi olup, bitki hiicresinde salgilanan tiim
proteinin iigte biri ER tarafindan salgilanmakta veya katlanarak birlestirilmektedir.
Katlanmanin hatali oldugu durumlarda proteinlerin tasinmasi ve islevselligi sekteye

ugramaktadir (Deng et al., 2013).

Stres kosullari, yeni sentezlenen protein katlanmasimi dogrudan etkilemekte,
protein katlanmasinin stresten etkilenmesi halinde ise ER’da katlanmamis protein
cevabi (Unfolded Protein Response) UPR, aktive edilmektedir (Liu and Howell, 2010).

Bu durumda ER dengesinin bozulmasi (katlanmamis veya yanlis katlanmis protein



birikmesi) sonucu meydana gelen hiicresel aktiviteler ER stresi olarak tanimlanmaktadir

(Kerner et al., 2015).

Tarimsal agidan yiiksek 6onem tasiyan bitkilerin, bitki genetik miihendisligi ve
biyoteknolojik yontemler ile son yillarda, biyotik ve abiyotik stres kosullarina karsi
artan direng, verim ve kalite kriterleri agisindan arzu edilen {istiin 6zellikli tarimsal

tirtinlerin {iretimi miimk{in hale gelmistir (Tohidfar et al., 2013).

Ozellikle stres tolerans mekanizmasmnin ana kaynaklarindan birini olusturan
UPR, aym zamanda bitki gelisim fizyolojisinde hiicredeki temel genetik
diizenleyicilerden birisi olarak goriilmektedir (Chen and Brandizzi, 2013). Yapay olarak
olusturulacak endoplazmik retikulum stresi kosullarinda UPR mekanizmasinda rol
oynayan genlerden (transkripsiyon faktorleri) bZIP 28, bZIP 17, bZIP60’in ifadesinin
incelenmesi,  degisik stres siiresindeki ifadesinin degisimi ve UPR cevabinin
aydinlatilmasi,  iki yolaktan hangisinin (bZIP 28/bZIP 17 veya bZIP60) daha
fonksiyonel oldugunun belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica, PEG-8000 (polietilen
glikol) kullanilarak olusturulacak bitki biiyiime ortaminda yetistirilen yonca bitkisinin
kuraklik kaynakli ER stres yolaginda, hangi transkripsiyon faktoriiniin aktif hale geldigi

ve ifadesinin belirlenmesi bu tezin amacini olusturmaktadir.

Ayrica, yetistiriciligin degisik asamalarinda ortaya cikan tuz, kurak, viral vb.
stres sorunlarinin her bir stres bazinda poligenik olarak degil, merkez odakli kontrol
sistemini olusturan genlerin iizerinde yogunlagsma imkani saglayarak, tarimsal iiretim

agisindan sorun teskil eden konularin ¢oziilmesinde birincil 6nem tasimaktadir.

Yoncanin degisik stres kosullarma (yliksek tuz ve kuraklik dahil olmak iizere,
cesitli abiyotik stres kosullart) adaptasyonunu artiracak olan UPR mekanizmasi ile ilgili
olarak, yonca kok ve siirglin dokular1 arasinda endoplazmik retikulum stres cevabina

yonelik aktif hale gelen genlerin karsilastirmali analizleri heniiz yapilmamistir.

Bu tezin Onemi, tarimsal ac¢idan pratik anlamda daha tolerant/dayanikli
bireylerin genler diizeyinde karsilastirilmasi, 1slah asamasinda strese dayanikli F1
adaylarinin se¢imi vb. imkan saglamasinin yani sira, uzun vadede bu genlerin genetik
modifikasyonuna veya klonlanip asir1 ifade ettirilerek (over expressyon) cok yonlii

streslere kars1 kalici transgeniklerin gelistirilmesine olanak saglamaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Yonca (Medicago sativa), Fabaceae (Baklagiller) familyasina ait, besin degeri ve
ham protein miktar1 olduk¢a yiiksek olan ¢ok yillik bir yem bitkisidir. Diger yem
bitkilerine gore daha yiiksek miktarda mineral (6zellikle kalsiyum, ayni zamanda
magnezyum, potasyum, kiikiirt, demir, kobalt, mangan ve ¢inko) ve vitaminler (beta-
karoten) igermektedir. Uzun Omiirlii baklagil yem bitkisi olan yonca; derin kokleri ile
toprak biinyesini iyilestirmek, koklerinde nodiil seklinde bulunan ve ortak yasam
gosteren “Rhizobium” bakterileri ile havanin serbest azotunu topraga baglayarak toprak
besin elementini artirmak (Zhang and Wang, 2015), topraga organik madde ilave etmek
ve golge yapmak suretiyle toprak erozyonunu oOnlemesi bakimindan da oldukca

onemlidir (Suttie, 2000).

Yoncanin toprak yoniinden fazla seciciligi olmamasina ragmen, derin, verimli,
sulanabilir, iyi drenajli, yeterli kirece sahip ve notr topraklarda iyi gelistigi
belirlenmistir (Widyati et al., 2012). Diisiikk verimli ve asidik karakterli topraklarda
ozellikle potasyumlu giibreleme, yiiksek verim ve ot kalitesi agisindan biiylik 6nem
tagimaktadir. Yonca bir yilda bircok kez bigildiginden ve her bigimde fazla miktarda
yesil aksam irettiginden, topraktan olduk¢a fazla miktarda besin maddesi
kaldirmaktadir. (Lanyon and Griffith, 1988).

Cizelge 2.1. Turkiye’de yillara gore (2011-2016) yonca ekilis ve hasat alanlar, tiretim
ve verim miktarlar1 (TUIK, 2017)

il E‘Egiesk‘;'r‘;‘”‘ H"’E;aetkﬁl'r")"”‘ Uretim (ton)  Verim (kg/da)
2011 5.585.525 5.545.763 12.076.159 2178
2012 6.741.832 6.620.705 11.536.328 1.742
2013 6.286.419 6.264.502 12.616.178 2,014
2014 6.923.055 6.874.768 13.432.968 1.954
2015 6.620.459 6.595.357 13.949.958 2115
2016 6.501.107 6.482.615 15.714.381 2.424

Son yillara ait verilerinden Tiirkiye’de yonca ekilis alanlarinin ve iiretilen yesil ot
miktarmin arttigi goriillmektedir. 2016 yili verilerine gore Tiirkiye’de 6.501.107 dekar
ekili yonca alan1 ve 15.714.381 ton yesil ot iiretimi gerceklestirilmistir (TUIK, 2017).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Fabaceae

2.1. Bitkilerde Kuraklik Stresi ve Etkileri

Kuraklik, tuzluluk, ¢evresel faktorler, hastalik ve zararlilar vb. kosullarin sebep
oldugu bitkisel iiretimdeki kayiplar nedeniyle bitkideki stres fizyolojisi, tarimsal
tiretimin stirdiiriilebilirligi i¢in en énemli konulardan birisi haline gelmistir (Chaitanya

et al., 2003).

Bitkinin yagamini siirdiirebilmek i¢in gereksinim duydugu suyu topraktan
karsilayamamasi durumu kuraklik olarak tanimlanmaktadir (Miyashita et al., 2005).
Sicakliktaki artig, yagis miktarlarinin azalmasi, terleme ile topraktan asir1 su kaybi,
siddetli riizgar, diisiik nem miktar1 gibi etmenler kurakligin olusmasinda etkili

faktorlerdir.

Bitkilerin verimliligini siirlayan en onemli c¢evresel faktor, kuraklik stresidir
(Araus et al., 2002) ve tim diinyada artan ¢ollesme ve tarim arazilerinde yiiksek
tuzluluk, tarima elverigli arazilerin %10’una yakinim etkisi altina almakta ve {iriin

veriminin %50 oraninda diisiisiine neden olmaktadir (Bray, 1997).

Bitkide kuraklik stresinin etkileri, kurakligin oranina, siddetine ve maruz kalma
siresine gore degismekle birlikte bitkinin tiim gelisme donemlerinde etkili

olabilmektedir (Carpici ve Erdel, 2015).

Kuraklik stresi bitkide hiicre diizeyinden, doku ve bitki kaybina kadar genis
oranda etki alanina sahiptir. Buna ek olarak bitkide morfolojik, fizyolojik ve molekiiler
diizeyde metabolik degisimlere ve mutasyonlara sebep olabilmektedir (Medrano et al.,
2002).

Bitkisel iiretimden elde edilen mahsuliin verimi, bitkinin fotosentez yapma
kapasitesine baghdir. Fotosentez ise kuraklik ile yakindan iliskilidir (Lawlor and
Tezara, 2009). Topraktaki su noksanligi bitkinin fotosentez hizini, etkinligini ve iiriin

verimini etkileyen en Onemli etmenlerin basinda gelmektedir (Ingram and Bartles,
1996).

Kuraklik durumunda bitki aktivitelerinin (fotosentez, hiicre biiylimesi vb.) zarar
gormesi ve verim kayiplari hiicre boyutunda; solunum sistemi, hiicredeki ATP sentezi,
stres sonucu salgilanan metabolitlerin hiicrede birikimi, gen ekspresyonu ve protein

sentezi ile direk iligkili oldugu kaydedilmistir (Lawlor and Tezara, 2009). Kuraklik
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kosullarinda {irtin verimindeki kayiplarin Oniline gecebilmek i¢in, bitki stres

mekanizmasinin ¢ok iyi algilanmasi gerekmektedir (Chaves et al., 2009).

PEG (polietilen glikol-6000) kullanilarak hazirlanan kuraklik stresi ortamlarinda
yapilan denemelerde, belirlenen farkli kuraklik stres seviyelerinde (MPa/Bar)
tohumlarin ¢imlenme yiizdesi iizerinde farkli oranlarda azalisa sebep oldugu
belirlenmistir (Castroluna et al., 2014; Carpici ve Erdel, 2015). Ayrica biiylimenin erken
donemlerinde bitkilerin kurakliga maruz kalmasi ve stresin artmasina bagl olarak vigor

indeksinde 6nemli azalmalar ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Carpici ve Erdel, 2015).

2.2. Bitkilerdeki ER (Endoplazmik Retikulum) Stresi ve Sinyalizasyon Y olaklari

ER bitki bagisiklik sistemini kontrol eden mekanizma olarak kabul edilmektedir
(Li et al, 2009). ER yeni sentezlenen hiicre membranindaki (transmembran)
proteinlerin ve salgilanan (sekresyon) proteinlerin katlanma ve olgunlagsma merkezidir.
ER’ nin yiiksek protein katlanmasi gergeklestirmesi ve salgilama kapasitesi, stres
durumunda bitkinin hizli ve etkili bagisiklik tepkisi i¢in hayati Onem tasidigi
belirtilmistir (Wang et al., 2005).

Salgilanan proteinler, sentezlenme asamasinda, katlanmamis polipeptidler olarak
endoplazmik retikulum liimenine giris yaparlar. Bu proteinlerin katlanmalari
endoplazmik retikulum faktorleri yardimciliginda gerceklesmekte olup dogru
katlanmamis proteinler ER kalite kontrol (ERQC) sistemi tarafindan tespit edilir ve ER
iligkili degredasyon (ERAD) sistemiyle indirgenirler (Howell, 2013; Deng et al., 2013).

Salg1 proteinlerinin yliksek miktarda sentezlenmesi, hatali katlanmis proteinlerin
fazla miktarda ifadesi, katlanma islevinin gerceklestirilmesinde gorevli proteinlerdeki
mutasyonlar, besin kithigi, ER’daki Ca** seviyesindeki anormal degisimler ve viral
enfeksiyonlar ER’da protein birikimini tetikleyen etkenler olarak sayilabilir (Howell,
2013).

ER, hiicrede kalite kontrol sistemi sayesinde, yalnizca dogru bir sekilde
katlanmis proteinlerin ER’dan ¢ikisini, katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin
ER iginde tutumunu ve sonradan parcalanmasini saglar (Kerner et al., 2015; Howell,
2013).



Proteinlerin katlanamamasi ya da hatali katlanmasi durumunda ER iginde
bulunan ERAD (ER - associated degredation) kontrol sistemi hasarli ve hatali katlanmig
proteinlerin yikimini saglayarak proteinlerin ER ig¢inde birikimini 6nlemektedir

(Howell, 2013).

Deng et al. (2013), stres sinyalizasyon yolaginda ERAD veya ERQC
mekanizmalarinda hataya sebep olan eksikliklerin gergeklestigi durumlarda farkl
kusurlar meydana gelirken, sinyalizasyonun basariyla tamamlandigi bazi mutant

bitkilerde, farkli gevresel stres faktorlerine karsi toleransin arttigini belirtmiglerdir.

2.3. ER Katlanmams Protein Cevabi1 (UPR: Unfolded Protein Response)

ER iginde katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi sonucu
hiicrelerde gergeklesen aktivitelerin tiimii ER stresini meydana getirmektedir. ER stresi
sonucu bozulan dengenin tekrar diizenlenebilmesi i¢in UPR (Unfolded Protein

Response) (katlanmamis protein cevabi) yolagi aktif hale ge¢cmektedir (Brodsky and
Woijcikiewicz, 2009; Banhegyi et al., 2012).

UPR; ER’da protein katlanmasi ve taginmasindaki rolii 5nemli olan Ca®* bagimh
molekiiler saperon proteinlerinin ifadesini artirma veya translasyonunu azaltma yoluna
giderek, katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin ER’da  birikimini

engellemektedir (Howell, 2013).

Bitkilerdeki UPR sinyal yolu mekanizmasi, Arabidopsis'deki c¢aligmalardan
faydalanilarak ortaya cikmistir ve bitkilerdeki UPR mekanizmasmin ilk tepkileri
mutasyona ugratilmig misirlardan elde edilmistir (Kim et al., 2004; Deng et al., 2013).

Bitkilerde UPR sinyalizasyon yollarinda, memelilerde ER membraninda
bulunup UPR sinyalizasyonundan sorumlu olan sensér molekiillerinden (IRE1, ATF6
ve PERK) sadece IRE1 (bZIP60) ve ATF6’nin homologunun (bZIP28 ve bZIP17)
bulundugu belirtilmistir (Fanata et al., 2013).

UPR mekanizmasinda yer alan bZIP28, bZIP17, bZIP60 genlerinin kurak-tuz
(Liu et al., 2007a; Fujita et al., 2007), yiiksek sicaklik vb. abiyotik streslere karsi
ifadelerinin degisik bitkilerde (soya, bugday, tiitlin vb.) ylriitiilen ¢alismalarda arttigi
diger bir ifade ile bitki toleransini artirmada bu genlerin devreye girdigi kanitlanmigtir

(Gao et al., 2008; Deng et al., 2011).
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Sekil 2.1. Bitkilerde UPR sinyal yolaklar1 (Fanata et al., 2013)

Temel 16sin fermuar proteini (Basic leucine zipper protein) bZIP genlerinin
bitkide ¢cimlenme, cicek gelisimi, tohum baglama, bitkinin yaslanmas1 gibi fizyolojik
aktivitelere etki etmesinin yani sira (Alonso et al., 2009; Lee et al., 2010); patojen (Lee
et al., 2006), kuraklik, tuzluluk, vb. gevresel stres faktorlerine (abiyotik ve biyotik
stresler) karst bitki biinyesinde gerceklesen stres mekanizmasinda gorev aldigi
bildirilmistir (Nijhawan, 2008). ER stres sinyal yolag: ikiye ayrilmistir; birinci yolak
bZIP, ER membranina bagli ve katlanmamis veya asir1 katlanmig proteinlerin iglenmesi
ve toplanmasi i¢in iken, diger yolak RNA ekleme faktorii olan IRE1’dir (Sekil 2.1)
(Deng et al., 2013).

2.3.1. ER stres sensorii IRE1 (Inositol Requiring Enzyme 1)

IRE1; Sitozolik kinaz/ribonukleaz alani ve luminal ER stres sensor alani ile
birlikte, transmembran reseptor proteini olarak ER membranina yerlesmistir (Chen and
Brandizzi, 2013). IRE1 ilk olarak mayalarda tanimlanmistir. ER’da ilk transkripsiyonel
faktor olan IRE1’in bitki ve hayvanlardaki homologlari belirlenmistir. Tanimlanan tim
IRE1’ler benzer gorev ve galisma mekanizmasina sahiptir (Wang et al., 1998; Koizumi
etal., 2001).
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Sekil 2.2. IREL1 stres yolagi (Kerner et al., 2015)

Stres kosullarinin gergeklesmedigi durumlarda, ER liimenine Baglayici Protein
(BIP: Binding Protein) ile baglanan IRE1’in sensor alani duyarsizlastirilarak stres disi
faktorlerde aktivasyonu durdurulmus olur. ER stres kosullarinda BIP, IREI ile
arasindaki baglar1 kopararak, katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin IRE1
tarafindan toplanmasina izin vermektedir (Sekil 2.2). Proteinlerin toplanmasi ardindan
IRE1 bilesenleri protein fosforilasyonu ile aktif hale geger. Bu asamadan sonra
(Arabidopsis’ de) AtbZIP60’1n kendine 6zgii hedefleri mRNA’ya ekledigi belirtilmistir
(Kerner et al., 2015). Bu asama, RIDS (Regulating Dependent Splicing-Diizenleyici
IRE1) olarak adlandirilmaktadir (Deng et al., 2011; Hayashi et al., 2012).

RIDS, mRNA hedeflerinin artmasina ve mRNA’nin fonksyonel transkiripsiyon

faktorlerine doniisebilmesine sebep olur. Aktif hale gecen IRE1 aym1 zamanda



(Regulated IRE1- Dependent Decay) RIDD adi verilen siiregte, spesifik hedefleri olan

mRNA’larin hacminin kiigiiltiilmesine sebep olmaktadir (Hollien and Weissman, 2006).

RIDD boyunca IRE1 in indirgedigi mRNA’larin, ¢ekirdek zarindan gecerek, ER
katlanmas1 (Unfolded Protein Response Elements—UPRE) i¢in gerekli proteinin
kodlanmasina yardimct olur. Bu durum AtbZIP60’1n, katlanmamis protein cevabina

baglandigini gostermektedir (Mishiba et al., 2013).

AtbZIP60, UPRE’e etki ederek ER stres geninin salgilanmasina yardimci
olmaktadir. Bu sayede, ER’iin protein katlama yiikiinii azalttigt Ongdriilmektedir
(Mishiba et al., 2013). AtbZIP60’1n ER stres geninin salgilanmasindaki 6nemli etkisi,
UPRE’nin ER stresine sebep olan birgok gen tarafindan tesvik edildiginin kanit1 olarak
gosterilmektedir (Sun et al., 2013).

Fujita et al. (2007), bZIP60’1n asir1 ifade ettirilmesi sonucu (Overexpression),

Arabidopsis' de tuz stresine karsi daha fazla tolerans gézlemlendigini bildirmislerdir.

Model bitki olarak tanimlanan Arabidopsis’in (Arabidopsis thaliana), IRE1la,
IRE1b ismi verilen ve ER stres yolaginda spesifik rol tistlenen iki adet IRE1 homologu
kodladigi belirlenmistir (Kerner et al., 2015). IREla, SA (salsilik asit) ve patojen
kaynakli stres sonucu bZIP60 eklemede rol oynamasina karsin, IRElb, TM
(Tunusamisin) / DTT (Dithiothreitol) / Is1 kaynakli stres sonucu bZIP60 eklemesinde rol
oynar (Deng et al., 2011; Moreno et al., 2012).

Deng et al., (2013), TM’nin ER protein gegislerini engelleyerek strese sebep
oldugunu, DTT’nin ise proteinlerde redoks kosullarin1 bozarak ER stresine sebep

olabilecegini belirtmistir.

2.3.2. bZIP28 ve bZIP17 ER stres yolag:

IREL’in (bZIP60) yan1 sira bir diger ER stres yolagi hayvanlardaki ATF6’nin
(Activating Transcription Factor 6) homologu olan bZIP28 ve bZIP17’dir. bZIP28, ER
stres sinyalini kontrol eden ve ER membranina bagl transkiripsiyon faktoridiir (Kerner
et al., 2015). Hem bZIP17 hem de bZIP28, ER stres etkenleri (DTT ve TM) 1s1 ve tuz
stresi gibi ¢evresel stres kosullar tarafindan aktif hale gecer (Liu et al., 2007b; Che et
al., 2010). bZIP28, ER liimeninde yanlis katlanmis proteininin birikmesi sonucu stres
indiiklemesi ile IRE1’e benzer sekilde aktif hale gegmektedir (Kerner et al., 2015).
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bZ1P28 C- terminal ve N- terminal olmak iizere iki kisma ayrilir (Di Cola et al.,
2005; Deng et al., 2013). bZIP28’in C-terminal kuyruk kismi ER liimenine ve N-
terminal kismi sitoplazmaya yoneliktir. Di Cola (2005), Stres algilanmadigi siire
boyunca BIP tarafindan ER liimenine C-terminal kismindan bagh tutulmaktadir. IRE1
de oldugu gibi stres sonucu (katlanmamis protein birikimi) UPR algilandig1 zaman BIP

ile arasindaki bag kopmaktadir (Liu et al., 2007b; Srivastava et al., 2013).

ER limeninden UPR sonucu olusan proteinleri toplayan bZIP28, hedeflerinin
islenmesi i¢in Golgi’e dogru yer degistirerek burada SIP ve S2P transkripsiyon
faktorler tarafindan islenirler. SIP ve S2P, bZIP17 ve bZIP28'in boliinmesi ve
aktivasyonundan sorumlu iki anahtar proteazdir ve golgiye yerlesiktir (Sekil 2.3). Hem
S1P hem de S2P'nin, BIP tarafindan serbest birakilan ve protein yiiklii aktif bZIP17
veya bZIP28 ifadesi ile tamamlanabilecegini bildirmistir (Che et al., 2010).

S1P ve S2P transkripsiyon faktorler tarafindan islenen bZIP28’in (benzer yolak
bZIP17 i¢in gegerli) BIP DNA’s1 igeren kisimlari, ER stres geninin (ER stres element
motifi — ERSE) sentezlenmesine katilmak iizere ¢ekirdege yonlendirilirler (Di Cola et
al., 2005; Liu et al., 2007a; Liu et al., 2007b). IRE1 (bZIP60) ile bZIP28 ve bZIP17
tarafindan diizenlenen genler birbirine benzer yollar izlemesine ragmen her ikisi de
farkli yolaklardir; her iki yolagin gorevleri birbirinden farkli ve kendilerine 6zgiidiir

(Sun et al., 2013).

Bunlara ek olarak Arabidopsis’de bZIP17 ad1 verilen (Basic Leucine Zipper 17)
S1P ve S2P tarafindan islenmis 2. Transkripsiyon faktoriiniin kodlandig1 belirlenmistir.
bZIP17 absisik asit ve tuz stresi gibi etkilere cevap veren 6nemli bir etmendir (Kerner et

al., 2015).
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Sekil 2.3. bZIP28 stres yolagi (Kerner et al., 2015)

Arabidopsis’de tuz stresi nedeniyle ER’ da bZIP17’nin aktif hale geldigi ve
bZIP17’nin asir1 ekspresyonu Arabidopsis’de tuz stresine toleransi artirdigt bildirmistir.
Ayrica bZIP17’nin yapisal olarak bZIP28 e benzedigi belirtilmistir (Liu, 2008).

Stres durumunda 1s1l islemin, bZIP17 ve bZIP28'in ER liimeninden ayrilarak
¢ekirdege yer degistirmesini hizlandirdig: belirtilmistir (Che et al., 2010).

Valente et al. (2009), soya fasulyesinde BIP in asir1 miktarda ifadesi ile

kurakliga kars1 daha fazla tolerans gosterildigini bildirmislerdir.

Bitkinin zararli mikroorganizmalara karst savunmasi, hiicre bosluklarinda
(apoplast) bulunan stresi tetikleyici Mikroba Bagli Molekiil (MAMP: Microbe
Associated Molecules)’lerin aktivasyonu ile basladigini, mikroorganizma saldirisinin
plazmada bulunan reseptorler tarafindan algilanmasi ile ER’da protein katlanmasi aktif
hale getirmesiyle proteinlerin ifadesi sonucu kontrol edildigi bildirilmistir (Saijo et al.,
2009).
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2.4. Kuraklik Stresi Kosullarinda Gen Ifadesinin Belirlenmesi

Gen ifadesi analizleri, stres kosullar1 altinda bitkide meydana gelen degisim ve
tepki mekanizmalarinin belirlenmesinde 6nem tagimaktadir. Stres kosullarinda bitki
dokularinda ifadesi gerceklesen genlerin analizleri farkli molekiiler teknikler
kullanilarak gerceklestirilmektedir. Gen ifade analizleri protein ve RNA temelli olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Northern Blot, Real Time PCR (RT-PCR), RNA mikroarray,
in situ Hibridizasyon, Gen Ifadesinin Seri Analizi (SAGE: Serial Analysis of Gene
Expression) gibi analiz yontemleri RNA temelli genomik metotlar1 olusturmaktadir.
Kiitle spektrofotometresi, iki boyutlu jel elektroforezi veya protein mikroarray benzeri
gen ifade analizleri protein tabanli gergeklesmekte olup, ifadesi artan ve azalan

transkriptlerin belirlenmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir (Bakir, 2012).

2.5. Real Time PCR

Kuraklik, tuzluluk vb. abiyotik stres kosullari altinda bitkilerde meydana gelen
fizyolojik, morfolojik, metabolik degisimlerde rol oynayan mekanizmalarin
belirlenmesinde, hangi genlerin rol oynadiginin (gen ifadesi) belirlenmesi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Hiicrelerde aktif hale gelen genlerin farkliliklarinin belirlenmesinde Real
Time PCR ¢ogu zaman dogru ve en giivenilir yontem olarak kabul edilmektedir (Kozera
and Rapacz, 2013).

Gen ifadesinin belirlenmesindeki hassasiyeti, giivenilirligi, reaksiyonlarin gergek
zamanli ve toplu olarak tespiti, analizi yapilan 6rneklerin hizli ve hassas 6l¢iilmesi Real

Time PCR’m (qPCR) en biiyiik avantajlar1 arasinda sayilmaktadir (Gachon et al., 2004).

Real Time PCR; ¢ok sayida 6rnegin ayn1 zamanda analizine imkan saglamaktadir
(Giinel, 2007). Orneklerden izole edilen DNA’nin kopya sayisim belirleme, spesifik
mutasyonlar1 belirleme, patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti,
SNP analizi ve kromozom bozukluklarin tespiti gibi calismalarda yaygin olarak
basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Kubista et al., 2006).

Real Time PCR, niikleik asit amplifikasyonlarinin es zamanli olarak
gozlemlenmesini saglayan yenilik¢i teknoloji olarak tanimlanmaktadir ve PCR
(Polimeraz Zincirleme Tepkimesi) temelli analiz yontemidir (Kubista et al., 2006). Real
time PCR teknolojisinde, reaksiyondaki genler veya hedef DNA pargalarindaki
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tamamlayict baz sirasint tanimlamak i¢in kullanilan ve belirleyici molekiille
isaretlenmis tek zincirli DNA'dan olusan prob dizilerinin yardimiyla, amplifikasyon
miktar1 tespit edilmektedir (Bustin et al., 2005; Nolan et al., 2006).

Bu yontemde, ortamda bulunan DNA sarmalina baglanan ve floresan 1simaya
sebep olan bazi 6zel boyalar kullanilmaktadir. “SYBR Green” yanliz ¢ift zincirli DNA
sarmalina baglandiginda floresan 1sima yapar (Monis et al., 2005). “SYBR Green”
diziye spesifik olamamakla birlikte, 497 nm dalga boyunda yiikseltgenip, 520 nm dalga

boyunda indirgenerek floresan isima yapar (Morrison et al., 1998).

Real Time PCR’dakullanilan diger floresan prob sistemleri ise Hidrolizasyon
prob metodu (TagMan (PE Biosystem), Beacons, Scorpions) ve Hibridizasyon prob
metodudur (Light Cycler (Roche)).

RT PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karisimda, c¢ift zincirli DNA molekiili,
hedeflenen gen dizisinin ¢ogalmasini saglayabilmek i¢in tasarlanan primerler ve “SYBR
Green” bulunur (Kozera and Rapacz, 2013). RT PCR temelde 3 fazdan olusan reaksiyon
gerceklestirir. i1k olarak yiikselme faz1 (exponensiyal faz), sirasiyla linear faz ve plateu
fazidir (Morrison et al., 1998).

SYBR Green floresan 1s1ma basamaklar1 Sekil 2.4°de verilistir (Van der Velden et
al., 2003).

1 Denaturation
AN E NN NN NN

2 Anneali
eamg‘ Taq@®®
CANRRRT R AN AT

3 Extension

=r=Tag
selavic b Ll

Sekil 2.4 “SYBR Green” floresan 1s1ma basamaklari (Van der Velden et al., 2003)
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Sekil 2.5. Real Time dongii asamalar1 (Heid et al., 1996)

RT PCR yiikselme fazinda (exponensiyal faz) tiim reaksiyon igeriginin etkinligi
%100 olmakta ve PCR iiriin miktar1 her dongiide iki katina ¢ikmaktadir. SYBR Green
baglanmayan DNA molekiiliintin gerceklestirdigi 1s1ma ¢ok azdir. Primerler DNA ile
baglanmaya bagladiginda “SYBER Green” araya girer ve floresan 1sima artar (van der
Velden et al., 2003) . Uriin miktar1 arttikca floresan 151ma da artmakta, es zamanl
olarak RT PCR ekranindan okunan 1sima degeri de artis gostermektedir (Kubista et al.,

2006). Real Time dongii asamalar1 Sekil 2.5’de verilmistir.

Linear faz (dogrusal faz) da ise reaksiyon bilesenlerinin giderek azalmasi
nedeniyle PCR iriinlerinin olusum hiz1 da diismektedir. Linear fazda gergeklesen
dongiilerde tretilen {iirlin miktar1 az oldugu i¢in 1s51ma da azdir. Olusan iriinler
bozulmaya baslar ve reaksiyon hizi diiser. Son olarak plateu fazinda (sonlanma noktast,
duragan faz) reaksiyon igerigi tilkenmekte, olusan iiriinlerin bozulma hizi artmakta ve

yeni {iriin olusumu tamamen sonlanmaktadir (Ginzinger, 2002).

Amplifikasyon sirasinda floresan 1s1mim degerlerinin esik seviyesi ile kesistigi
nokta Ct (threshold cycle/esik dongiisii) degerini olusturur. Esik dongiisii (Ct),
reaksiyonun eksponensiyel faza ilk gecis asamasinda, sistemin floresan 1g1nim

miktarindaki artig1 tanimlamaya bagladigr an1 belirtmektedir. Hedef DNA miktar1 ne
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kadar fazla ise PCR iiriinleri eksponensiyal faza o kadar erken giris yapmaktadir (Pfaffl,
2001).

Reaksiyon sirasinda farkli orneklerin ilk anlamli artisi gerceklestirdigi Ct
degerleri karsilastirilabilmekte ve bu Real Time PCR analizinin temel bilesenlerinden
birini olusturmaktadir. Analizin gerceklestirilebilmesi i¢in bir diger bilesen veri analiz
metodunun (kantifikasyon/relative quantitation) belirlenmesidir. Kontrol ornekleri ile
gergeklestirilen reaksiyonlarda ifade olan bir 6rnek, seri seyreltmeler halinde standart
olarak tamimlanmaktadir. Standartlar arasindaki seyreltme kaliplarinin  orami
tekrarlanabilir ve Olgiilebilir olmalidir (Pfaffl, 2001). Kontrol &rneklerden yapilan
standart seyreltmeler kullanilarak konsantrasyonlara karsilik gelen seyreltmelerin Ct
degerleri belirlenir. Elde edilen Ct degerleri ile standart egri (regresyon egrisi)
cizilmektedir. Standart egri, kantifikasyon igin gerekli olup, Real Time PCR i¢in 6nemli
asamalarindan bir digerini olusturmaktadir (Dheda et al., 2004).

Omneklerin reaksiyondan elde edilen Ct degerleri, standart egri iizerinde 6nceden
yapilan seyreltmelerdeki hangi konstantrasyonu temsil ettigi tespit edilerek goreceli

miktar tayini yapilmaktadir (Ginzinger, 2002).

2.5.1. Real Time PCR ¢alismalarinda kontrol (housekeeping) genleri

Real Time PCR analizlerinde elde edilen tiim Ornekleri esit bir sekilde
kiyaslayabilmek icin tiim orneklerin ortak bir paydada esitlenmesi gerekmektedir. Bu
islem normalizasyon olarak adlandirilmaktadir. Bu islem i¢in degisik kosullarda ifade
diizeyinde fark olmayan bir referans gene ihtiya¢ duyulmaktadir (Pfaffl, 2001). Diger
bir ifade ile normalizasyon igin kullanilacak referans (housekeeping) gen, arastirilan
dokularda ya da hiicrelerde degisiklik gostermemeli (kararlilik) ve en stabil olan

minimum sayida gen kullanilmalidir (Dheda et al., 2004).

Analizlerde hedeflenen genin ifade diizeyi, housekeeping gen ile oranlanarak,
Real Time PCR’dan 6nce Orneklere ait RNA’lardan elde edilen cDNA miktarlarinin,
Real Time PCR sonrasinda elde edilen analizler sonucunda meydana gelen farkliliklar

normalize edilmektedir (Dheda et al., 2004).
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2.5.2. Real Time PCR ¢alismalarinda erime egrisi (melting curve)

Real time PCR analizleri sirasinda hedeflenen gen veya DNA’nin ¢ogaltiminin
yan1 sira, istenmeyen lriinlerin cogalmasiyla da floresan 1s1ma agiga c¢ikmasi
miimkiindiir. Ayrica ortamda baglanacak hedef DNA dizisinin olmamas1 durumunda da
primerler birbirleri ile baglanarak dimer olusturabilmektedir. Tim bu istenmeyen
amplifikasyon {riinlerinin tespiti i¢in “‘erime egrisi” (melting curve) analizi

yapilmaktadir (Kubista et al., 2006).

Her {irtiniin kendine 6zgii uzunlugu ve gen dizisi olmasi nedeniyle, istenmeyen
baglanmalarin (primer dimerleri vb.) belirlenmesinde DNA zincirlerinin Tm dereceleri
arasindaki farktan yararlanilmaktadir. Cift zincirli DNA’nin, RT PCR dongiileri
sirasinda sicaklik artigi ile zincirlerinin birbirinden ayrilmaya basladigi andaki sicaklik
derecesi erime sicakligi (melting temperature/TM) olarak adlandirilmaktadir.
Amplifikasyon sonrasi sicaklik kademeli olarak artirilarak, agiga ¢ikan floresan boya
belirli araliklarla olgiiliir. Elde edilen erime egrisinden yararlanilarak amplifikasyonun

dogrulugu belirlenmektedir (Giinel, 2007).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
Yoncada ER stres yolaklarinin belirlenmesi igin yapilan calismada bitkisel
materyal olarak Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Ankara Yenimahalle Kampiisii

Tohum Bankasi’ndan alinan “Nimet” yonca ¢esidi kullanilmistir.
3.2. Metot

Cimlendirme kagidinda, 25°C sicak ve karanlik kosullarda ¢imlendirilen yonca
tohumlari, Hoagland besin soliisyonunda (Cizelge 3.1), 16 saat aydinlik ve 8 saat
karanlik kosullarinda yaklasik 3 hafta sitire ile siire iklim odasinda biiyiimeleri

saglanmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Hoagland besin soliisyonu igerigi

Makro elementler Mikro elementler
K,SO, 1.57g/L HsBO; 0.124 g/L
KH,PO, 0.27 g/L MnSO, 0.066 g/L
MgS0O,.7H,0 2.4 g/L CuS0O45H,0 0.100 g/L
Ca(NO5),.4H,0 4.7 g/L (NH“L{;'\:'SOZ“' 0.048 g/L
KCI 0.07 g/L ZnS0,4.7H,0 0.155 g/L

Makro ve mikro elementler kullanilarak hazirlanan besin soliisyonunda son
konsantrasyon; 2mM Ca, 10°M Mn, 4mM NOs, 2.10'M Cu, ImM Mg, 10°M NH,,
2mM K, 10°M Zn, 0.2 mM P, 10“*M Fe ve10™®M B olacak sekilde hazirlanmigtur.
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Sekil 3.1. Cimlendirme kagidinda ¢imlendirilen Nimet yonca ¢esidinin goriiniisii.

3.2.1. Bitkilerin stres ortamlaria aktarilmasi

Yeterli gelisim gosteren bitkiler, Hoagland besin soliisyonu igerisinde, 1mM
dozunda DTT (Dithiothreitol) olacak sekilde (3.08 g DTT/20L) hazirlanan ortamlara
aktarilmistir. Kontrol bitkileri ise stres faktorii igermeyen Hoagland soliisyonunda

bekletilmistir.

e Kontrol bitkileri i¢in hazirlanan (stres faktorii e  Stres faktori (DTT/PEG) igeren Hoagland
icermeyen) Hoagland soliisyonu soliisyonuna aktarilan bitkiler

Sekil 3.2. Hoagland soliisyonunda kontrol bitkileri ve stres bitkilerine yapilan

uygulamalar
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Ayni sekilde kuraklik denemeleri de Hoagland besin soliisyonu igerisine eklenen
%18 PEG-8000 (HO(C,H4O),H: Polietilen Glikol) (AppliChem/Darmstadt-Almanya)
ile hazirlanan ortama aktarilan bitkiler ile yapilmistir. Kuraklik stresi kontrol bitkileri

PEG igermeyen Hoagland besin soliisyonunda bekletilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.3. Stres uygulamalari i¢in hazirlanan diizenek havalandirma sistemi

Bitki koklerinin oksijen eksikligi yasamamasi i¢in hava {iifleyen motorlar
diizeneklere yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Bu sayede uygulanan stres faktorii (DTT ve
PEG) disinda bitkinin strese girmesine sebep olabilecek durumlar (oksijen eksikligi,
sicaklik, 151k vb.) engellenmistir. Hazirlanan tiim diizenekler iklim odalarinda (Digitech-
Growth Chamber) sabit sicaklikta (25°C), diizenli 151k (16 saat aydilk ve 8 saat

karanlik) kosulunda ve sabit nem (%350) oraninda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Stres denemeleri

Nimet yonca ¢esidine ait bitkiler {igerli gruplar halinde soliisyon i¢in hazirlanan
diizenege yerlestirilmistir. DTT stresi i¢in 0.154 gr/L (Dithiothreitol), kuraklik stresi ise
osmotik olarak 0.154g/L DTT stresine karsilik gelen ve osmometrede (Wescor VAPRO
5520 Utah — USA) belirlenen %18 PEG (Polietilen Glikol) uygulamalari ile yapilmistir.
Stres denemesinde, belirlenen her zaman araligindan 6l¢iim igin 3 bitki kullanilmustir.

Uygulanan stres deneme desenleri Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’ de verilmistir.
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Cizelge 3.2. DTT stresi uygulama deneme deseni (0.154 g DTT/L Sivi Hoagland)

Yapay ER Stres Uygulamalar1 (DTT)

Zaman Araliklar1  2.saat 4.saat 8.saat 12.saat 24.saat 48.saat 96.saat Kontrol

Bitki Sayilart 3 3 3 3 3 3 3 3

Cizelge 3.3. Kuraklik stresi uygulama deneme deseni (%18 PEG/L Sivi Hoagland)

Kuraklik Stres Uygulamalar1 (PEG)

Zaman Araliklar1  2.saat 4.saat 8.saat 12.saat 24.saat 48.saat 96.saat Kontrol

Bitki Sayilart 3 3 3 3 3 3 3 3

3.2.3. Bitkideki osmotik su potansiyeli 6l¢iimii

Tiim stres ve kontrol uygulamalar1 ol¢timleri bitkilerin homojenligi (6l¢iim
yapilan bitkide yaprak sayisit ayni tutularak) saglanarak yapilmistir. Stres ol¢limii i¢in
belirlenen her zaman araliginda bitkideki osmotik su potansiyeli, Wescor VAPRO 5520
(Utah—USA) osmometre cihazi ile dlgiilerek fizyolojik 6n bulgular saglanmigtir. Bagatta
(2008)’in belirttigi sekilde, stres uygulanmis/kontrol yaprak disklerinin sivi azotta
dondurulup ¢ozdiiriilmesi sonrasi ¢ikan Ozsudan osmometre aleti kullanilarak
osmometre okumalar1 tamamlanmistir. Bitki 6z suyunun osmometre okunma degeri X
2.58/1000 seklinde MPa olarak hesaplanmistir.

PMS Model 600 Specs Pressure Chamber (USA) cihazi ile bitkilerden alinan
stirgiinlerin, nitrojen gazi ile uygulanan basing altinda MPa degerleri 6l¢iilerek osmotik
su potansiyelleri belirlenmistir (Sekil 3.4). Stres ve kontrol bitkileri hakkinda fizyolojik
on bulgular tamamlanmstir. Olgiimleri gergeklestirilen bitkilere ait yapraklar sivi azotta

dondurulduktan sonra, RNA izolasyonuna kadar -80 °C’de saklanmustir.
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Sekil 3.4. PMS Model 600 Specs Pressure Chamber (USA) cihazi ile yaprak/su

potansiyeli 6l¢limii

3.2.4. RNA izolasyonu

Stres dozlar1 uygulanmis ve kontrol bitkileri kokleri ve yapraklari sivi azotta
dondurularak, RNA izolasyonu asamasma kadar -80 °C’de saklanmigtir. Toplanan
ornekler Promega SV Total RNA Izolasyon kiti (Madison-USA) ile izole edildikten
sonra %]1’lik agaroz jelde gorsel olarak kontrol edilmistir. Miktar ve saflik tayinleri,

Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre (USA) ile yapilmistir.

3.2.5. Real Time PCR uygulamalari

Real Time PCR uygulama reaksiyonlar1 Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisi=  Merkez Laboratuvari’ndaki Light Cycler 480 (Roche) aletinde
gerceklestirilmistir. Real time PCR uygulamalar1 Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’ da sunulan
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deneme deseninde, 3 bitkiden toplanan yaprak ve kok (stres ve kontrol) 6rneklerinin
karigimindan en az 3’1l teknik tekrar seklinde Real Time PCR uygulama reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Thtiyag halinde Real Time PCR uygulamalari, RNA izolasyonlar1 ve

cDNA sentezleri tekrar edilmistir.

3.2.6. Kullamlan primerler

Nimet yonca ¢esidi kullanilarak olusturulan kuraklik ve DTT stres yolaklarinin
belirlenmesinde, Arabidopsis thaliana basic region/ bZIP60 (NM_103458.3) ve Glycine
max bZIP transcription factor bZIP28 (NM _001250309.2) iki gen bolgesi ile
housekeeping kontrol gen boélgesinin primerleri kullanilmistir. Genlere ait primer

dizileri Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Real time PCR primer dizileri (5°-3”)

Gen Ad1 Real Time PCR primerleri
ER-bZIP 60 f: gaaatagagatgcggcggtt r.gcaaacagtaacgtagagactgg
ER-bZIP 28 f: ttccaagaccgacgtagctg r: tttgcgaggggttgaattge
PDF2 (Kontrol geni) f: gtgttttgcttcegecegtt I ccaaatcttgctccctcatctg

f: ileri(Forward) primer; r: Geri(Revers) primer

3.2.7. cDNA sentezi

Fizyolojik ol¢iimii  gergeklestirilen Orneklerden izole edilen RNA’lar
kullanilarak, Promega GoScript™ Reverse Transcription System (Madison-USA)
cDNA sentez kiti ile 6rneklerin cDNA sentezi yapilmistir. cDNA sentezi igin hazirlanan
karigimin igerigi Cizelge 3.5°de, PCR programi Cizelge 3.6’da verilmistir. PCR
programi baglatilirken kapak 1sitmasi yapilmis, Kapak 1sitmasi tamamlaninca program
durdurulmustur. Oligo DT ile RNA dan olusan karisitm PCR’a konulduktan sonra
program devam ettirmistir. PCR programi 2. basamaga gectigi sirada tekrar
durdurularak, ornekler buza alinmis ve en az 5 dk. bekletildikten sonra, hazirlanan
cDNA sentez mix karisima eklenmistir. cDNA sentez karisimi ile ornekler iyi pipetaj

yapilarak karistirildiktan sonra PCR aletine geri konularak program devam ettirilmistir.

22



Nanodrop ile miktar analizi yapilan cDNA’lar, Real-Time PCR asamasina kadar -20

°C’de saklanmustir.

Cizelge 3.5. cDNA sentez karigimi igerigi

Icerik Hacim
RNA (1000ng) 2 ul
Oligo (dt) Primer (50pmol/ul) 0.5 ul
Su (PCR grade) 1.05 ul
5% Reaksiyon Buffer 2 ul
MgCl, 3.2l
dNTP (PCR Nuc. Mix) 0.5 ul
R inhibitor 0.25 ul
R transkriptas 0.5 ul
Toplam 10 pl

Cizelge 3.6. Promega cDNA sentez kiti PCR programi

Kapak 1sitmasi 105°C -

1. Dongii 70°C 5dk
2. Dongii 25°C 5 dk
3. Dongii 42°C 60 dk
4. Dongii 70°C 15 dk
5. Dongii 10°C 0

3.2.8. Standart egri

Her bir primere ve ilgili housekeepinge yonelik (zeytinde kullanilan bir
housekeeping geni sec¢ilmistir) primer optimizasyonlarinda; 6rnege ait cDNA’lardan
10'-10° sulandirmalar ile (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 ve 1/100000) her gene ait
primerlere standart egriler c¢izilmistir. En az 1 logaritmik konsantrasyonun egri
tizerinden geg¢mesi ve etkinlik degerinin (efficiency) 1.7 ile 2 arasinda olmasi
istenmektedir. Slope degerinin ise -3.3’e yakin olmasi standart egrinin giivenilirligini

desteklemektedir.
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3.2.8.1. Primer optimizasyonu

Tezde kullanilan 3 primer (bZIP60, bZIP28 ve PDF2) ayr1 ayri, SYBER Green |
(Roche) Master Kit igerikleri kullanilarak optimizasyonu saglanmistir. Primerlere gore
optimize edilen igerik ve Real Time PCR programinda kullanilacak baglanma dereceleri

Cizelge 3.7, Cizelge 3.8, Cizelge 3.9’ da verilmistir.

Cizelge 3.7.bZIP60 primer optimizasyon kosullari

bZIP60 primer optimizasyon kosulari (TM 50 °C)

I¢indekiler Miktar V/V pl
cDNA 3
fleri Primeri (10pmol) 2
Geri primeri (10pmol) 2
ddH20 -
SyberGreen 5
Toplam hacim 12

Cizelge 3.8. bZIP28 primer optimizasyon kosullari

bZIP28 primer optimizasyon kosulari (TM 50°C)

Icindekiler Miktar V/V ul
cDNA 3
Tleri Primeri (10pmol) 2
Geri primeri (10pmol) 2
ddH20 0
SyberGreen 5
Toplam hacim 12
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Cizelge 3.9. PDF2 (housekeeping) primer optimizasyon kosullari

PDF2 (housekeeping) primer optimizasyon kosular: (TM 51°C)

Icindekiler Miktar V/V ul
cDNA 3
Ileri Primeri (10pmol) 2
Geri primeri (10pmol) 2
ddH20 0
SyberGreen 5
Toplam hacim 12

3.2.9. Orneklerin alete yiiklenmesi

Cizelge 3.10. Real Time PCR programi

Program Cycles (Dongii) Analysis Mode (Analiz Modu)
Pre inkubation ~ Acquisition Mode Cycle Hold(hh:mm:ss) Ramp Rate
None 1 00:10:00 4.8
Amplification ~ Acquisition Mode Cycle Hold(hh:mm:ss) Ramp Rate Quantifcation
95 °C None 00:00:10 4.8
T™ °C None 45 00:00:10 2.5
72°C Single 00:00:05 48
Melting Acqusition mode  Cycle Hold Ramp Rate  Melting Curve
95°C None 00:00:30
T™M °C None 1 00:00:30
99 °C Continuoues -
Cooling Acqusition mode  Cycle Hold(hh:mm:ss) Ramp Rate
40°C None 1 00:00:10 0.11 None

Orneklere ait cDNA’lar, her primer igin optimize edilen kosullara gére, Promega
GoTaq® gqPCR Master Mix (Madison-USA) ile hazirlandiktan sonra Real Time PCR
aletine ait 384°liik platelere dagitilan 6rneklerin iizeri LightCycler” 480 Sealing Foil ile
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kaplanmistir. Hazirlanan plate Backman Coulter Allegra X-12 Centrifuge (USA)
aletinde 14.000 rpm’ de 1 dk. santrifiij edilmistir.

Roche LightCycler®-LC 480 aletinde optimize edilen sicakliklar segilerek
protokole uygun PCR (Polimeraz zincirleme reaksiyonu) programi kosullarinda
amplifikasyon reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Real Time PCR programi Cizelge

3.10°da verilmistir.

3.2.10. Verilerin degerlendirilmesi

Farkli zaman araliklarinda stres kosullarinda bekletilen bitkilerin biinyesindeki
su potansiyelleri ve MPa degerleri, IBM SPSS Statistics 22.0 istatistik programi
kullanilarak gergeklestirilen ANOVA testi ile istatistiksel agidan Onemli bulunan

degerler belirlenmistir.

Real-Time PCR sonucu ¢izilen standart egriler yardimiyla ifade analizi yapilmak
istenen Orneklerin Cr (cycle threshold) dongii esigi degerlerine, REST 2009 yazilimi ile

-AACT
2

uygulanacak metoduna gore, p<0.05 anlamlilik diizeyinde analizler yapilmstir.

Amplifikasyon egrilerindeki degisimler, her stres ve zaman kosulu i¢in 3 tekrara
ait AACt degerleri ile bu tekrarlara ait kontrol AACt degerleri, zaman faktorii dikkate
alinarak, wuygulanantek yonli ANOVA testine gore istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Tiim uygulamalara ait, stres X zaman kosullari birbirleri ile
karsilagtiritlmis p degeri 0.05' ten kiiglik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Tiim uygulamalar ve analizler, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Laboratuvarinda yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Stres Uygulamalar:
4.1.1. Kuraklik ve DTT stresi uygulamalari, MPa ve osmometre sonuclari

Nimet yonca cesidi bitkilerde PEG ve DTT stresi sonucu uygulanan zaman
araliklarin da (2, 4, 8, 12, 24, 48, 96.saat) bitkilerde belirgin bir morfolojik degisim

gozlenmemistir (Sekil 4.1).

E.5

Sekil 4.1. Stres uygulanan bitkilerin 96.saat sonundaki goriintiisii

Yaprak su potansiyeli Ol¢ciim degerleri farkli zaman araliklarinda, kuraklik
(PEG) ve yapay ER stresi (DTT) uygulanan bitkilerde kontrole gore onemli 6l¢iide
farklilik gdstermistir. Onceden belirlenmis zaman araliklarinda (2, 4, 8, 12, 24, 48 ve 96
saat) osmometre degerleri ortalama 300 ile 700 g/mol arasinda degisim gosterirken
(Cizelge 4.1); MPa degerleri ortalama 0.85-1.61 MPa arasinda degismistir (Cizelge
4.2). Gen ifadesinin anlamli olarak yiiksek oranda degistigi zaman araliklarinda,
kuraklik stresi uygulamalarinda 1.61 MPa (8.saat) ortalama deger oOlgiiliirken; DTT

stresinden ortalama 1.34 MPa (8.saat) olarak belirlenmistir.

Belirlenen bu degerler genel olarak; bitkinin strese girdigine yonelik kabul

edilen yaklasik MPa degerleri ile (1.1-1.5 MPa) ortiismektedir (Castroluna et al., 2014).
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Cizelge 4.1. Nimet yonca gesidinde 6l¢iilen osmometre sonuglar1 (g/Mol) (VAPRO)

SAAT DTT PEG
Kontrol (0) 709,00 d 689,16
2. 652,00 607,33 bc
4. 634,00 c 631,00 bc
8. 489,66 a 301,33 a
12. 629,33 ¢ 550,00 b
24, 529,66 b 600,66 b
48. 630,66 ¢ 366,33 a
96. 704,33 d 628,00 bc

*Her stitundaki farkli harfler, ortalama farkin 0,05 diizeyinde 6nemli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.2. Nimet yonca ¢esidinde 6l¢iilen MPa sonuglari (PMS)

SAAT DTT PEG
Kontrol (0) 0,73 ¢ 0,94 c
2. 0,94 bc 1,05 bc
4, 0,97 bc 1,34 ab
8. 1,34a 161a
12. 1,05 ab 1,14 bc
24, 1,14 ab 1,33 ab
48. 1,10 ab 1,12 bc
96. 0,85 bc 1,01 bc

*Her stitundaki farkli harfler, ortalama farkin 0,05 diizeyinde dnemli oldugunu gostermektedir.
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Osmometre Sonuclan g/Mol (VAPRO)

800
700

600
500
400
300
200
100

0

2.Saat 4. Saat 8. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat 96. Saat Kontrol

W DTT ®PEG

e  Ortalamalara arasindaki fark 0.05 diizeyine gore gruplandirilmigtir (p<0.05).
e Sonuglar ve standart hata 3 (ii¢) tekerriir (n=3) tizerinden hesaplanmustir.

Sekil 4.2. Nimet yonca ¢esidinde, osmometre sonuglarinin grafiksel gosterimi

MPa Sonuglari
1,8
1,6

1,4

0 II I‘ ‘I I‘ “ |‘ I| II

2. Saat 4. Saat 8. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat 96. Saat Kontrol

1

[

-

=

0

[o.e]

Py

0

<
=]

0

=y

K,

0

-
L%

mDTT mPEG

e Ortalamalara arasindaki fark 0.05 diizeyine gére gruplandirilmistir (p<0.05).
e  Sonuglar ve standart hata 3 (iig) tekerriir (n=3) lizerinden hesaplanmuistir.

Sekil 4.3. Nimet yonca ¢esidinde, MPa 6l¢iim sonuglarinin grafiksel gosterimi
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4.2. Niikleik Asit izolasyonu
4.2.1. RNA izolasyonu, miktar ve kalite tayini

Izole edilen RNA 6rnekleri %1° lik agarozda yiiriitillerek Nanodrop ND 1000
cihaz ile spektrofotometre 6lglimleri Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6 verilmistir. Elde edilen
jel gorintiileri (Sekil 4.4) ve spektrofometrik veriler Real Time PCR analizlerinde

kullanilacak kadar miktar ve saflikta RNA elde edildigini gostermektedir.

1 e e D e et e e e e e

Sekil 4.4. izole edilen Nimet yonca gesidine ait bazi RNA’larin agaroz jel (%])

goruntisi
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Cizelge 4.3. DTT stresi drneklerinden izole edilen RNA’larin spektrofometrik dl¢timleri

(nanodrop sonuglari)

Ornek ng/ ul 260/280 260/230
2.sa. l.yap. 247.32 2.12 1.99
2.sa. 2.yap. 132.62 2.20 1.98
2.sa 3.yap. 267.87 2.23 2.10
2.sa 1.kok 77.73 2.15 2.11
2.sa 2.kok 69.20 2.14 1.96
2.sa 3.kok 173.52 2.12 1.95
4.sa 1.yap. 91.42 221 1.97
4.5a 2.yap. 107.23 2.11 2.10
4.5a 3.yap. 154.12 2.10 2.08
4.sa 1.kok 120.80 2.14 1.97
4.sa 2.kok 56.32 2.21 2.01
4.sa 3.kok 76.21 2.10 2.05
8.sa 1.yap. 128.24 2.18 2.05
8.sa 2.yap. 124.93 2.17 2.09
8.sa 3.yap. 113.23 2.17 2.04
8.sa 1.kok 96.82 2.15 2.08
8.sa 2.kok 87.72 2.16 2.04
8.sa 3.kok 89.23 2.16 2.07
12.sa 1.yap. 130.41 2.17 1.98
12.sa 2.yap. 110.76 2.17 1.97
12.sa 3.yap. 105.21 2.19 2.05
12.sa 1.kok 89.51 2.12 2.09
12.sa 2.kok 93.32 2.11 2.04
12.sa 3.kok 76.11 2.14 2.08
24.5a 1.yap. 96.12 2.12 2.04
24.5a 2.yap. 134.21 2.13 2.07
24.5a 3.yap. 171.11 2.13 1.98
24.sa 1.kok 187.42 2.15 2.09
24.sa 2 .kok 110.67 2.11 2.04
24.sa 3.kok 156.23 2.10 2.08
48.sa 1.yap 299.65 2.17 1.96
48.sa 2.yap. 191.57 2.13 1.95
48.sa 3.yap. 134.62 2.13 1.97
48.sa 1.kok 131.27 2.11 2.10
48.sa 2.kok 169.32 2.17 2.08
48.sa 3.kok 155.58 2.19 2.04
96.sa 1.yap 326.90 2.18 2.08
96.sa 2.yap. 198.17 2.18 1.96
96.sa 3.yap. 138.81 2.14 1.95
96.sa 1.kok 278.82 2.11 2.08
96.sa 2.kok 305.57 2.10 2.04
96.sa 3.kok 220.72 2.11 2.08
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Cizelge 4.4. Kuraklik stresi Orneklerinden izole edilen RNA’larin spektrofometrik

Olgtimleri (nanodrop sonuglari)

Ornek ng/ ul 260/280 260/230
2.sa. l.yap. 17411 1.13 1.99
2.sa. 2.yap. 151.22 1.20 1.98
2.sa 3.yap. 197.87 1.23 2.10
2.sa 1.kok 98.73 1.15 2.11
2.sa 2.kok 62.20 1.14 1.96
2.sa 3.kok 53.23 1.12 1.95
4.sa 1.yap. 91.42 1.21 1.97
4.5a 2.yap. 78.23 1.11 2.10
4.5a 3.yap. 82.42 1.10 2.08
4.sa 1.kok 62.32 1.12 1.97
4.sa 2.kok 71.32 1.11 2.01
4.sa 3.kok 69.21 1.10 2.05
8.sa 1.yap. 248.21 1.12 2.05
8.sa 2.yap. 309.13 111 2.09
8.sa 3.yap. 206.11 1.17 2.04
8.sa 1.kok 83.12 1.15 2.08
8.sa 2.kok 165.13 1.16 2.04
8.sa 3.kok 99.41 1.16 2.07
12.sa 1.yap. 193.10 1.17 1.98
12.sa 2.yap. 186.76 1.17 1.97
12.sa 3.yap. 109.32 1.19 2.05
12.sa 1.kok 106.12 1.12 2.09
12.sa 2.kok 107.21 111 2.04
12.sa 3.kok 141.32 1.14 2.08
24.5a 1.yap. 72.32 1.12 2.04
24.5a 2.yap. 86.11 1.13 2.07
24.5a 3.yap. 79.92 1.13 1.98
24.sa 1.kok 68.12 1.13 2.09
24.sa 2.kok 98.63 1.11 2.04
24.sa 3.kok 123.41 1.17 2.08
48.sa 1.yap 285.62 1.21 1.96

48.sa 2.yap. 161.57 1.13 1.95
48.sa 3.yap. 96.62 1.13 1.97
48.sa 1.kok 121.27 111 2.10
48.sa 2.kok 120.32 1.17 2.08
48.sa 3.kok 73.58 1.19 2.04
96.sa 1.yap 236.90 1.10 2.08
96.sa 2.yap. 162.17 1.17 1.96
96.sa 3.yap. 184.11 1.13 1.95
96.sa 1.kok 164.31 1.11 2.08
96.sa 2.kok 76.57 1.17 2.04
96.sa 3.kok 89.72 1.21 2.08
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4.3. Real Time PCR Analizleri
4.3.1. cDNA sentezi

Orneklerden izole edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA’larin safliklar:
Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre ile Olgiilmiistiir. Sentezlenen cDNA’larin
miktarlart (ng/ul) yaklasik 1000 ng olarak olgiilmiistiir. Diger 6rneklerin ng/ul sonuglari
Cizelge 4.7’de verilmistir.

Ayrica denemede Nimet yonca ¢esidinden izole edilen RNA’lar kullanilarak

sentezlenen bazi cDNA’ larin agaroz jel (%1) goriintiisii Sekil 4.5° de verilmistir.

Cizelge 4.5. cDNA’larin spektrofometrik 6l¢timleri

cDNA No Ornek ng/pl 260/280 260/230
1 DTT 2. saat 951.50 2.23 2.39
2 PEG 2. saat 900.00 2.22 2.36
3 DTT 4. saat 990.22 2.22 2.38
4 PEG 4. saat 988.23 2.23 212
5 DTT 8. saat 934.50 2.24 2.28
6 PEG 8. saat 921.89 2.22 2.36
7 DTT 12. saat 1005.50 221 2.26
8 PEG 12. saat 1024.20 2.22 1.99
9 DTT 24. saat 980.73 2.23 2.36
10 PEG 24. saat 1005.90 2.23 2.32
11 DTT 48. saat 1018.00 2.22 231
12 PEG 24. saat 958.89 2.22 2.36
13 Kontrol 987.21 2.23 231

Sekil 4.5. Sentezlenen bazi cDNA’larin agaroz jel (%]1) goriintiisii
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4.3.2. Standart egri (standart curve)

Kullanilan primerlere ait bazi standart egri grafikleri Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve 4.8
de verilmistir. Cizilen standart egri grafiklerinin etkinlik degerleri ve slope degerleri
uygun bulunmustur. Kullanilan primerler i¢in Real Time PCR reaksiyon kosullarinin ve

standart egrilerin uygun oldugu belirlenmistir.

Standard Curve (BITKI CAGRI TEZ- BZIP28-2
[—std curve + Samples |

Error; 0.0949
Efficiency: 2.472
Slope: -2.545
Yintercept: 45.29
Link: 0.000

Crossing Point
B2YBEEEEER A

5 [
Log Concentration

Sekil 4.6. Real Time PCR cihazindan alinan bZIP-28 primerine ait standart egri grafigi
(efficiency ve slope degerleri)

Standard Curve (BITKI-CAGRI TEZ- HOUSEKEEPING Std))
[—Sld curve # Samples ]

Ermor: 0.0355
Efficiency: 2.107
Slope: -3.089
Yintercept: 47 .31
Link: 0.000

Crossing Point
BEEULLPYESBILLREYR

Log Concentration

Sekil 4.7. Real Time PCR cihazindan alinan housekeeping primerine ait standart egri

grafigi (efficiency ve slope degerleri)
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Standard Curve (BITKI CACRI TEZ- bIIP§0-1(S14d))
[—S!d curve + Samples ]

?; Eror: 0.0324

24 Efficiency: 2.065

34 ~— Slope: -3.176

3 Yilercepl 43.09
3 g \\ Link: 11,570
i ~
S AN

€1

: \

30

29 \

5 3

Log Concentration

Sekil 4.8. Real Time PCR cihazindan alinan bZIP-60 primerine ait standart egri grafigi

(efficiency ve slope degerleri)

4.3.3. Gercek zamanh amplifikasyon egrileri

Tasarlanan primerlerin standart egrileri ve drneklere ait 2 farkli dokunun (kok ve
yaprak) amplifikasyon egrileri Sekil 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17,
4.18, 4.19, 4.20’de sunulmustur. Amplifikasyon egrilerinde Ct degerleri 25-35.
dongiiler arasinda elde edilmis ve analizlerle bu Ct degerlerinin anlamli degerler olarak

kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Amplification Curves

— H1: Sample 169 — H2: Sample 170 — H3: Sample 171 — H4: Sample 172 — HS: Sample 173 HE: Sample 174
— H7: Sample 175 HE: Sample 176 — HS: Sample 177 H10: Sample 178 — H11: Sample 1739 H12: Sample 180
—— H13; Sample 181 — H14: Sample 182 — H15: Sample 183 — H16: Sample 184 —— H17: Sample 185 H18: Sample 186
21322 P
19.3229 LAl e
17.322 g i
= 15.322

Fluorescence (483-533

] 10 15 20 25 30 ] 40
Cycles

Sekil 4.9. bZIP28 primeri standardina ve PEG uygulanan yaprak orneklerine ait

amplifikasyon egrileri

Amplification Curves

—— H1: 2.8a kurak kok —— H2: 4 sat kurak kok — H3: §.35 —H4: 1225 —— H5: 24 53
HE: 45.sa — H7: 96.za HE: Poztf kortrol  —— H9: su H10: standart

Fluorescence (483-5
o
-
LP

5 10 15 20 25 30 35 40
Cycles

Sekil 4.10. bZIP28 primeri standardina ve PEG uygulanan kok oOrneklerine ait

amplifikasyon egrileri
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Amplification Curves

—E1: Sample 97  —E2 Sample 88 2 — E3 Sample 99  — E4: Sample 100 — E5: Sample 101 E6: Sample 102
— E7: Sample 103 EG Sample 104 —ES: Sample 105 — E10; Sample 106 — E11: Sample 107 -E12: Sample 108
— E13: Sample 109 — E14: Sample 110 — E15: Sample 111 — E16: Sample 112 — E17: Sample 113 E15: Sample 114

23,658
21.658
19.6584

_ 17.658

-~

& 156584

-~

$ 13.658]

Fluorescence
2
o g
[ I )
PP

o
-
o
o
[58]
o
o8]
[d]
[
Q
[75)
o
S
o

Cycles

Sekil 4.11. bZIP28 primeri standardina ve DTT uygulanan yaprak orneklerine ait

amplifikasyon egrileri

Amplification Curves

——D1: Sample 73 —— D2 Sample 74 —— D3: Sample 75 —— D4 Sample 76 —— D5: Sample 77 DE: Sample 78
— D7: Sample 79 D8: Sample 80 — D9: Sample 81 D10: Sample 82 — D11: Sample 83 D12 Sample 84
—— D13: Sample 85 — D14: Sample 86 —— D15: Sample 87 — D16 Sample 88 — D17: Sample 83

17.734
16.234
14.734/
13.2341

3

—_
b=
~J
w
-

Fluorescence (483-533
~
nN
W
=

Cycles

Sekil 4.12. bZIP28 primeri standardina ve DTT uygulanan kok orneklerine ait

amplifikasyon egrileri
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Amplification Curves

—Kl:2sa —K24sa —K3Bsa —K412sa —K5: 24sa KB 48sa —K7:96sa — KB PK  —KI NK
- K10: STD

12,222
11.222]
10.222
9,222
8.222
7.2221
6.2221
5,222
4,222
3.222
2.222
1.222
0.2221 %
0,778

Fluorescence (483-533)

40

o
—_
o
=,
w
(oS
(=}
[as
o
[oa]
[=}
w2
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Sekil 4.13. bZIP60 primeri standardina ve DTT uygulanan yaprak orneklerine ait

amplifikasyon egrileri

Amplification Curves

—_ A1 31 —_ A 3-2 — AZ 14-1 — Ad 14-2 A5 54 AB: 5-2 —_ AT 1621
AR 16-2 — AT 71 Al 7-2 — A11: 201 A12: 20-2 — A13: 1041 — Al4: 10-2
— A5 2341 — A1E: 23-2 — MY standart A18: nk
33.215]
30.215]
27.215
= 24.215]
-
& 21.215
]
3 18215
g 15.215]
g 12.21%
g
£ 9215
£.215]
3215 o
0.215] —— ==
5 10 15 20 25 i 35 40
Cycles

Sekil 4.14. bZIP60 primeri standardina ve DTT uygulanan kok orneklerine ait

amplifikasyon egrileri
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Amplification Curves

—— H13: 2.sa kurak kok —— H14: 4.sa —— H15: 8.3a — H16: 12.3a —— H17: 24 3a
H18: 48.sa — H19: 96.5a H20: PK — H21: NK H22: STD

9,844
8.844]
7.844
£.844-
58441
4,844
38441
2844

Fluorescence (483-533)

1.844
0.844
0156

Sekil 4.15. bZIP60 primeri standardina ve PEG uygulanan kok oOrneklerine ait

amplifikasyon egrileri

Amplification Curves

— B1: 2.sa kurak yap —— B2 2.sakurak yap —— B3 4sakurakyap —— B4:4sakrakyprk —— BS: 8.sakurak yprk
B6: 8.sa kurak yprak —— B7: 12.sa B8 12.sa — B9 24 sa B10: 24 sa
~— B11: 48.3a B12: 48.3a — B13: 96 32 — B14: 96 sa ~—— B15: 96 kotrol yap
—— B16: 96 knt yap —— B17: NK B18: 48.5a 1 .yap
8.356
7.556
6.756
g 5.956
g 5.156
E 4,356
$ 35561
§ 2.756
E
T 1.956]
1.156
0.356
-0.444
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycles

Sekil 4.16. bZIP60 primeri standardina ve PEG uygulanan yaprak oOrneklerine ait

amplifikasyon egrileri

39



Amplification Curves

——F1: Sample 121 ——F2: Sample 122 —— F3: Sample 123 —— F4: Sample 124 —— F5: Sample 125 FB: Sample 126

— F7. Sample 127 F8: Sample 128 — F3: Sample 129 F10: Sample 130 — F11: Sample 131 F12: Sample 132
—— F13: Sample 133 — F14: Sample 134 —— F15: Sample 135 —— F16: Sample 136 — F17: Sample 137 F18: Sample 138
— F19: Sample 139 F20: Sample 140 — F21: Sample 141 F22: Sample 142 — F23: Sample 143 F24: Sample 144

35,0814
31.581
28,0814

3 24581

8

g 2109

Sekil 4.17. Housekeeping primeri standardina ve DTT uygulanan yaprak drneklerine ait

amplifikasyon egrileri

Amplification Curves

‘ —H:28a —J2d4sa —J38sa —Jd12se —J5 2458 JE: 48.sa — J7: 96.sa J8: PK — J9: NK — J10: STD
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E.811
4.811
2811
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Fluorescence {

5 10 15 20 2 0 kS 40
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Sekil 4.18. Housekeeping primeri standardina ve DTT uygulanan kdk orneklerine ait

amplifikasyon egrileri
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Amplification Curves

—— F1: 2.3a kurak yprk —— F2: 2.3a kurak yprk —— F3: 4 sa kurak yaprak  —— F4: 4 sa kurak yaprak
F5: 8.sa kurak yap FB: 8.3a kurak yap —— F7: 12.3a kurak yaprak F8: 12.sa kurak yaprak
—— F9: 24 sa kurak yaprak F10: 24 sa kurak yaprak —— F11: 48.5a F12: 48.sa
——F13: 96.5a ——F14: 96.sa ~———F15: PK ——F16; PK
——F17: NK F18: 48.1yap STD —F19. ..Bos... F20: 96.sa Kurak KOK
——F21: 24 5a DTT KOK F22: 24 5a DTT KOK —— F23: 96.yprk kurak F24: 96yaprak kurak
33.402
30.402
27.4021
& 24.402
“w
g 21.402
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H 15.402
§ 12402
3
S 9402
* 402
3.4021
0402‘ [ e p— S —

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 28 30 32 34 3B
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Sekil 4.19. Housekeeping primeri standardina ve PEG uygulanan yaprak orneklerine ait

amplifikasyon egrileri

Amplification Curves

N2 288 —J13d4sa —J4B8sa — N5 1288 — N6 2458 — N7 4858 M8 9658 — J19: PK —J20: MK
— J21: STD

22,433
20433
18.4334
16.433]

7 14.433
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B.433
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533)
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0,433 e, e S

o
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Sekil 4.20. Housekeeping primeri standardina ve PEG uygulanan kok Orneklerine ait

amplifikasyon egrileri
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4.3.4. Erime egrisi (melting curve)

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve 6zgiin
olmayan amplifikasyon iiriinlerinin tespitinde erime egrisi (melting curve) analizleri
gerceklestirilmistir (Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23.). Erime egrisi analizlerinde iist
iiste cakisan tek pik goriintiileri elde edilmis ve dimer varligi saptanmamistir. Erime

egrisinde farklilik olan 6rneklerin reaksiyonlar: tekrarlanmistir.

Melting Peaks

— A1: 341 — A2 3-2 — A3 1441 — A4 14-2 — A5 541 AB: 5-2 — AT 1641
AB 16-2 — A 741 A10:7-2 — A11: 201 A12: 20-2 — A13:1041 — A14:10-2
— A15: 231 — A16: 23-2 — A17: standart A18: nk

10.6581
9.658
8.658
7.658
6.658
5.658
4.658
3.658
2.658
1.658
0.658

-0.342

-(d/dT) Fluorescence (483-533)

60 65 70 75 80 85 a0 9%
Temperature (*C)

Sekil 4.21. bZIP28 primeri standardina ve 6rneklerine ait erime egrileri

Melting Peaks

— B1: 751 — B2 75-2 — B3: 871 — B4: 87-2 —BS5 771 B6: 77-2 — B7: 901
B8: 90-2 — B9 791 B10: 79-2 — B11: 9341 B12: 83-2 — B13: 821 — B14: 82-2
— B15: 94-1 — B16: 94-2 — B17: standart B18: nk

9.356
8,456
7.556
6.656
5.756
4.856
3.956-
3.056
2.156
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Sekil 4.22. bZIP60 primeri standardina ve drneklerine ait erime egrileri
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Sekil 4.23. Housekeeping primeri standardina ve 6rneklerine ait erime egrileri

4.3.5. Real Time PCR normalize verilerinin relatif ifade analizleri

Nimet yonca ¢esitinde DTT ve PEG kosullarinda aktine gore normalize edilmis
(PDF2), bZIP60 ve bZIP28 primerlerine gore relatif ifade seviyeleri Cizelge 4.8, Sekil
4.24 ve Sekil 4.25’ de belirtilmistir.

Cizelge 4.6. Nimet yonca ¢esidine uygulanan DTT ve PEG stresinde bZIP28 ve bZIP60
primerlerine ait normalize verilerin relatif ifade seviyeleri (anlamli

degisiklikler renkli alanlardir.)

DTT DTT DTT DTT PEG PEG PEG PEG
Zaman Kok Kok  Yaprak Yaprak Kok Kok  Yaprak Yaprak
BZIP28 BZIP60 BZzIP28 BZIP60 BZIP28 BZIP60 BZIP28 BZIP60

2.5a Fark yok Farkyok = 2,17  Farkyok Fark yok
4.sa Fark yok = 5,06 3,04
8.sa Fark yok 5,68 12,61 12,58 42,52

12.sa  Farkyok Farkyok Farkyok Farkyok = 2,93 8,94 3,85 5,13

24.sa Fark yok 3,66 7,13 3,51 Fark yok
48.sa Fark yok Fark yok Fark yok 3,21 10,51 2,83
96.sa Farkyok Farkyok Farkyok = 8,46 6,74 12,32  Fark yok Fark yok

* “* gen ifadesinin azaldigini belirtmektedir.
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Gen ifadesi

000  E— Is . | lIll al g |
2.5a 4'1 I 8.s5a 12.5a 24.sa I 48.5a 96.sa
-10,00

-20,00

-30,00
B DTT-Kok-BZIP28-exp B DTT-Kok-BZIP60-exp DTT-Yaprak-BZIP28-exp W DTT-Yaprak-BZIP60-exp

B KUR-K&k-BZIP28-exp M KUR-K6k-BZIP60-exp  EMKUR-Yaprak-BZIP28-exp B KUR-Yaprak-BZIPG0-exp

Sekil 4.24. Nimet yonca ¢esidine uygulanan DTT ve PEG stresinde bZIP28 ve bZIP60

primerlerine ait normalize verilerin relatif ifade seviyeleri

DTT DTT DTT DTT PEG PEG PEG PEG
Zaman Kok Kok | Yaprak | Yaprak | Kok Kok | Yaprak | Yaprak
BZIP28 | BZIP60 | BZIP28 | BZIP6O | BZIP28 | BZIP60 | BZIP28 | BZIP60
2.5a
4.5a
8.5a i
12.sa
24.5a
48.sa
96.sa

-22,21 42,52
Sekil 4.25. Nimet yonca ¢esidine uygulanan DTT ve PEG stresinde bZIP28 ve bZIP60

primerlerine ait normalize verilerin relatif ifade seviyeleri (HeatMap)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasinda Nimet yonca ¢esidinden 2, 4, 8, 12, 24, 48 ve 96 saatlik zaman
araliklarinda, DTT ve PEG (kuraklik) stresi durumunda, ER stres sinyalizasyon
yollarinda aktif hale gegcen bZIP60 ve bZIP28 genlerinin ifade seviyelerindeki
degisimler aragtinlmistir. PDF2 housekeeping gen bdlgesi ile normalizasyon
saglanmistir. Uygulanan DTT ve PEG stres kosullarinda, zaman araliklarina baglh
olarak degisen gen ifadeleri ve kritik saat araliklar1 (Gen ifadesinin anlamli olarak
yiiksek oranda degistigi zaman araligl) PDF2 genine gore yapilan normalizasyonlar

sonucunda tamamlanmastir.

Yoncada DTT ve kuraklik (PEG) stresinin algilanmasinda, ER stres sinyalizasyon
yolaginda bulunan iligkili yolaklardaki genlerin ifadelerinin belirlenmesi, strese karsi
toleransin belirlenmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Tarimsal iirlin ve hayvansal gida
tiretimi i¢in olduk¢a 6nem tasiyan yonca yem bitkisinde bu alanda ¢alisma yok denecek
kadar az olmakla birlikte, ER stres sinyalizasyon yolaginin aktivasyonu ve bitkinin ER
merkezli stres cevabina yonelik ¢alismalarin ¢ogu Arabidopsis model bitkisi {izerinde

gerceklestirilmektedir (Ruberti, 2014).

0.154g/L DTT igeren yapay ER stresi ortaminda bitkilerde farkli dokularda,
belirlenen zaman araliklarinda kontrol bitkisine gore degisen gen ifadesi seviyeleri
incelendiginde; yaprak dokusunda bZIP28 stres yolaginin aktivasyonunda (gen
ifadesinde) 4. saat harig, diger uygulama zamanlar1 boyunca belirgin (istatistiksel agidan
onemli) bir fark gézlenmemistir (p>0.05). 4. saat zaman araliginda bZIP28’in yaprak
dokusunda, kontrol bitkisine gore gen ifadesinde 2 kat azalma gergeklesmistir (p<0.05).
Kok dokusunda bZIP28 in ifadesinin 2, 4, 8, 24 ve 48. saatlerde sirasiyla; 14, 3, 5, 18 ve
6 kat azalma gosterdigi belirlenmistir (p<0,05). 12. saat ve 96. saat araliklarinda kok
dokusunda DTT uygulamasinda kontrol bitkisine gore, bZIP28’in gen ifadesinde
herhangi bir fark belirlenmemistir. Bu durum bitkinin strese kars1 verdigi tepki sonucu

biinyesindeki su potansiyelini iyilestirmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Benzer sekilde 0.154 g/l DTT uygulamasinda belirlenen zaman araliklarinda
yaprak dokusunda bZIP60 gen ifadesi en anlamli artis 96. saat aralifinda (8 kat) olarak
belirlenmistir. DTT uygulamasi yaprak dokusunda bZIP60’in gen ifadesi 2, 4, 8 ve 24
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saat zaman araliklarinda sirasiyla; 3, 2, 2, ve 2 kat azalma gozlenmistir (p<0.05 ). DTT
kok dokusunda bZIP60’1n en anlamli gen ifadesi azalisi (kontrol bitkisine gore) 2.saat
de (22 kat) belirlenmistir. Diger zaman araliklarinda en 6nemli gen ifadesi azalisi

24 .saat (11 kat) olarak belirlenmistir (p< 0.05).

Deng et al. (2013), DTT’ nin proteinlerde redoks kosullarin1 bozarak ER stresine
sebep olabilecegini belirtmiglerdir. Yaptigimiz ¢aligmada yapay ER stresi olugturmada
kullanilan DTT’ nin ER stres yolaginda rol alan genlerin ifadesinin azalmasina sebep
olarak (engelleyerek), stres mekanizmasinin aktif hale gegmesine yol agtigi
belirlenmistir. Tim DTT uygulamalarinda genel olarak gen ifadesinde azalma s6z
konusudur. Farkli doku (kok ve yaprak) ve stres yolaklarinda (bZIP28 ve bZIP60),
hedeflendigi gibi gen ifadelerindeki azalma zaman araliklarina, dokulara ve stres
yolaklarina gore degisim gostermektedir. Gen ifadelerindeki en fazla azalma bZIP28 ve
bZIP60’a gore doku olarak kok de gozlemlenirken, yaprak dokusundaki gen
ifadelerinde birbirine benzer sonuglar vermistir. bZIP28” in DTT kosullarinda, yaprak
dokusunda ifadesi istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0.05) (4.saat harig). 12.

saat zaman araliginda her iki yolakta ve dokuda da fark 6nemsiz bulunmustur.

DTT uygulamalarinin bitkide hedeflenen genlerin ifadesinde azalmalara sebep
oldugu ve bu durumun ER stres sinyalizasyon yolaklarinda engellemeye yol actigi

belirlenmistir.

DTT uygulamalarinda kok dokusunda bZIP28 ve bZIP60’1n 2 ve 24 saat zaman
araliginda gen ifadelerinde azalmalar olduk¢a fazla bulunmustur. Bu nedenle belirtilen
zaman araliklarinda, DTT stres faktorii yonca bitkisi i¢in, kritik donem oldugu kabul
edilebilir. Diger zaman araliklarinda ifadelerdeki degisimin az olmasi, bitkinin strese

cevap vererek stres durumuna tolerans gostermesinden kaynaklandigi 6ngoriilmektedir.

PEG uygulamas1 icin bitkilerde zamana gore degisen gen ifade seviyeleri
incelendiginde, bZIP28 ve bZIP60 gen bolgesinin kok ve yaprak dokularinda genellikle
artan ifade gosterdigi gozlenmistir. Paul and Kumar., 2013 tarafindan ¢ay (Camellia
sinensis (L.) O.Kuntze) ’ da farkli zamanlarda (1., 4., 24., 48. saat) yapilan PEG

uygulamast sonucunda DHN gen ifadesi (bitki stres toleransi ile DHN gen ifadesi
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arasinda pozitif iligki oldugu bilinmektedir) uygulamanin bagladigi 1.saat itibari ile

artmaya basladig1 ve 24.saatte en yiiksek seviyeye ulastigi bildirilmistir.

PEG (kuraklik) uygulamasinda Nimet yonca ¢esidi i¢in kontrole ve diger saat
uygulamalarina gore, bZIP28 ve bZIP60 gen bolgesinin her iki doku icin (kok ve
yaprak) en kritik ve gen ifadesinin istatistiksel agidan 6nemli (42 kat artig) bulundugu

saat aralig1 8. saat olarak belirlenmistir.

PEG uygulamasi sonucu bZIP28 ifadesinin kok dokusunda 8, 12, 24 ve 96 saat
araliklarinda artis gosterdigi (sirasiyla; 5, 3, 3 ve 6 kat) belirlenmistir. Yine beklendigi
tizere PEG uygulamasi sonucu bZIP28 ifadesinin yaprak dokusunda 4, 8, 12, 24 ve 48
saat zaman araliklarinda yaklasik (sirasiyla) 5, 12, 3, 3 ve 10 kat arttig1 belirlenmistir.
Bu durum PEG stres etmeni ile indiiklenen bZIP28 aktivasyonunun kok ve yaprak
dokusunda artigsa sebep oldugunu gostermektedir. Degerler arasindaki farklarin bitkinin

strese olan cevap farkindan (zaman) kaynaklandig1 6ngoriilmektedir.

PEG kullanilarak hazirlanan kuraklik ortamlarinda belirlenen zaman
araliklarinda bekletilen bitkilerin bZIP60 gen boélgesinin ifadesi genel olarak artis
gostermistir. En 6nemli artis yaprak dokusunda 8. saat zaman araliginda yaklasik 42 kat
arttig1 belirlenmistir. Kok dokusunda bZIP60 gen ifadesinin en fazla artis gdsterdigi
zaman aralig1 yine 8. saat olarak belirlenmistir (yaklasik 12 kat). Bu sonuglar

istatistiksel olarak p<0.05 degerinde kontrol bitkisine gore olduk¢a 6nemli bulunmustur.

PEG uygulamasinin gergeklestirildigi zaman araliklarinda gen ifadesinde en
diisiik degerler 2.saat zaman araliginda (gen bolgeleri ve dokular arasinda)

gozlemlenmistir (p>0.05).

Her iki gen bdlgesinin ifadesi (bZIP28 ve bZIP60) yonca bitkisinde 8.saat zaman
araliginda hem kok hem de yaprak dokusunda 6nemli artis gdstermistir. Kuraklik stresi
(PEG) icin 8. saat kritik donem olarak kabul edilebilir. 8. saat zaman araligindan sonra

bitkinin toleransim1 artirmaya baslamasinda, aktif hale gelen genlerin devreye girdigi

kabul edilebilir.

UPR mekanizmasinda yer alan bZIP28 - bZIP17, bZIP60 genlerinin kurak-tuz
(Liu et al., 2007b; Fujita et al., 2007), yiiksek sicaklik vb. abiyotik streslere karsi
ifadelerinin; soya, bugday, titin vb. bitkilerde yiiriitilen ¢alismalarda arttig1
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belirtilmistir. Diger bir ifade ile bitki toleransini artirmada bu genlerin devreye girdigi
kanitlanmistir (Gao et al., 2008; Deng et al., 2011). Deng et al. (2013), sicakligin
bZIP60 ifadesini artirdigini belirtmistir. Fujita et al. (2007), bZIP60’ in overexpressiyon

ile Arabidopsis de tuz stresine toleransi artirdigini gostermistir.

Yapilan fizyolojik analizler sonucu elde edilen bulgulara gére (hem osmometre
sonuclart hem de MPa sonuglarl) 8.saat zaman araliginda bitkinin biinyesinde su
potansiyelinin diisiik oldugu belirlenmistir. Belirlenen bu degerler genel olarak; bitkinin
strese girdigine yonelik kabul edilen yaklastk MPa degerleri ile (1.1-1.5 MPa)
ortigmektedir (Castroluna et al., 2014).

bZIP60 ve bZIP28’in ER stresi sonucu bitkinin bagisikliginin ve toleransinin
artirllmasinda gorev almasi ve 6nemi goz ardi edilemeyecek 6nem tasir. ER stres sinyali
ile bagisiklik sistemi ve toleransin iliskilendirilmesine ragmen bitki toleransi iizerine
farkli ER stres sinyali bilesenlerinin rolii tam olarak belirlenememistir (Kerner et al.,

2015).

Elde edilen Real Time PCR sonuclari, fizyolojik ©n bulgular ile
karsilagtirildiginda; bitkinin strese girdigi kabul edilen zaman aralifinda hedeflenen

genlerin ifadelerinin arttig1 gézlemlenmistir.

Kurakligin sebep oldugu {iriin kayiplarinin 6niine gegebilmek i¢in gelistirilecek
yeni ¢esit ve 1slah ¢aligmalarinda, bu gen boélgelerinin molekiiler biyoloji ve bitki
biyoteknolojisi yardimiyla kiiltiir bitkilerinde asir1 ifade ettirilerek veya bu genler
susturularak strese toleransli bitki elde edilmesi miimkiindiir. ER stres mekanizmasinin

aktivasyonunun belirlenmesi bu is i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu sonuglarin ER stresi (DTT ve kuraklik stresi) calismalarinda, 1slah
aragtirmalarinda, dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesinde ve ayni1 gen ifade seviyeleri
bakimindan diger bitki tiirlerine yonelik arastirmalara da katki saglayacagi

ongoriilmektedir.

Sonu¢ olarak; ER stres mekanizmasimna yonelik ilk tez calismasi
gerceklestirilmistir. Kullanilan iki UPR geninden 6zellikle bZIP60° n daha etkin rol
aldigi ve bu genin yaprak dokusunda koke gore daha fazla ifadesinin arttigi

gozlemlenmistir.
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ER stresinin pozitif kontroli olarak kullanilan DTT’nin, belirlenen iki genin
islevini azalttig1 gozlemlenmistir. Dolayisiyla yoncanin, strese toleransini artirmada ve

ER stres calismalarinda kullanilmak {izere hedef tiir olduklar1 kanitlamistir.

Ayrica elde edilen Real Time PCR sonuglarina gore, iki genin bitkilerde gen
diizeyinde seleksiyon yapilabilecegini gostermistir. Osmotik stres kaynakli bitki
tolerans kayiplarma yonelik bu iki genin klonlanarak tekrar ana bitkiye aktarilmasiyla,
kuraklik stresine dayanikliligin artirilmasi ve iyimser transgeniklerin (bitki kokenli gen

transferi) eldesi miimkiin olabilecektir.
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