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KISA OZET

KURAKLIK STRESINDE miRNA CEVAPLARININ DOMATESTE ARASTIRILMASI
Aybiike Eksioglu

Bu tezin konusu kuraklik stresinde domateste miRNA cevaplarinin
arastirlmasidir. Sonugta miRNA’larin kurakhk stresi toleransinda nasil rol
oynadiklari ve hedef genler uzerindeki etkilerinin gosterilebilmesi
amaclanmisgtir.

Stres; bitkilerde potansiyel bir hasarin olugsmasini saglayan ¢evresel bir
degisikliktir. Kurakhk; yagis miktarindaki azalmadan ya da diizensizlikten
dolayr meydana gelen bir durumdur. Belli bir boélgedeki yagis ve buharlagsma
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda kurakliktan bahsedilir ve bu
kurakhigin bitkilerde hasar olusturmasi durumuna kuraklik stresi denir.

miRNA’lar yeni kesfedilmis protein kodlamayan endojen kiigiik
RNA’lardir. miRNA’lar ilk olarak 1993 yilinda Caenorhabditis elegans
nematodunda larval gelisimin zamanlanmasinin diizenlenmesi arastirmalari
sirasinda tanimlanmigtir. miRNA’lar kilicik molekiiller olsa da gen
ekspresyonunda ¢ok onemli rollere sahiptirler. miRNA’lar hayvanlarda ve
bitkilerde en 6nemli post transkripsiyonel gen diizenleyicilerinden biridir.

Domates, Solanaceae familyasina ait bir bitkidir. Solanum cinsinin
tiirleri tiim sicaklhiklarda ve kitalarda bulunmalariyla, morfolojik cesitlilikleri ve
ekonomik 6nemleriyle dikkat ¢ekmektedirler. Ekonomik olarak 6nemi her
gecen giin artan domates, yillar icerisinde arastirma programlarinda model
organizma olarak kullaniimasiyla bilim adamlari i¢in de 6nemli bir bitki haline
gelmistir.

Calisma sirasinda miRNA cevaplarinin arastirilabilmesi igin iki mutant
domates hatti ve yabani tip kurakliga toleranshi Solanum pennellii
kullanilmigtir. Calismada kullanilan mutant hatlar X5671R varyetesine ait
mutant domates hatlandir. 4.5 ve 3.409 kodlu mutant bitkiler kurakhga
tolenranshliklan farkli oldugu igin secilmistir. Calismada kurakliga karsi
cevapta gorev aldigi distiniilen on u¢ miRNA'nin ve hedef genlerinin ifade
seviyeleri RT-PCR ile gosterilmigtir.
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Sonugta secilen miRNA'larla kurakliga karsi toleransh olan mutant 4.5
hattinin ¢calisgmada kullanilan miRNA’lar agisindan gen ifade seviyelerinin
yabani tip domatese yakin seviyelerde ve benzer profil gosterdigi
belirlenmistir. miR2118a hem yabani tip S. pennellii’de hem de mutant 4.5°de
%80 oraninda artis gostermistir. Bununla birlikte mutant 3.409 hattinin ise
mutant 4.5 kadar toleransh olmadigi gen ifade seviyelerinde de gozlenmistir.
miR2118a mutant 4.5°de %80 oraninda artarken, mutant 3.409’da kontrol
grubuna gore %7 oraninda bir artis géstermektedir.

Anahtar Sozciikler : Abiyotik stres, kuraklik stresi, domates,
MiRNA, qRT-PCR

Xiii



University : Istanbul Kiiltiir University

Institute ; Institute of Science
Department : Molecular Biology and Genetics
Programme : Molecular Biology and Genetics
Supervisor . Assoc. Prof. Ozge Gelik
Degree Awarded and Date : MA - July 2016

ABSTRACT

INVESTIGATION of miRNA RESPONSES of TOMATO UNDER DROUGHT
STRESS

Aybuke Eksioglu

Main topic of this thesis study is investigating miRNA responses of
tomato plants under drought stress. It is aimed to present drought stress
tolerance of tomatos and effects of drought to target genes.

Stress is an environmental change which potentially causes damage on
plants. Drought occurs because of the decrease or lack of order in the rainfall
regime. Inbalance on the equilibrium between rainfall and evaporation in a
spesific location causes drought and the fact that drought causing damage on
plants is called drought stress.

mMiRNAs are recently discovered small endogene RNAs that do not
code protein. miRNAs are firstly identified during the studies on larval
development timing of Caenorhabditis elegans nematode in 1993. Even
though the miRNAs are small molecules, they play very important roles on
gene expression. miRNAs are one of the most important transcriptional gene
regulators in animals and plants.

Tomato is a member of Solanaceae family. Species of Solanum genus
can be found in all continent and different climate conditions, also attract
attention by their morpholgical diversity and economical importance. Tomato
became important model organism in years after scientist started research
programmes on tomato which increases its economical importance with every
passing day.

In this study, three different tomato varieties were used to investigate
MiRNA responses. Solanum pennelli is wild type drought tolerant variety.
Other two varieties are mutants of X5671R variety which were obtained from
previous studies. Plants that coded as 4.5 and 3.409 were selected for this
study because of their drought tolerance. Gene expressions of thirteen
miRNAs which were thought to play role on drought response were presented
by gRT-PCR technique.

Xiv



As a result, the salt tolerance capacities of the mutant plants were
evaluated due to the miRNA expression profiles in comparison with S.
pennellii. Mutant 4.5 was found more salt tolerant than mutant 3.409.

Key word : Abiotic stress, drought sress, tomato,
miRNA, gRT-PCR
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1. GIRIS

Domates, Solanaceae familyasina ait bir bitkidir. Ekonomik olarak énemi her
gecen gun artan domates, yillar igerisinde arastirma programlarinda model
organizma olarak kullaniimasiyla bilim adamlar igin de énemli bir bitki haline
gelmistir. Dogadaki cesitli biyotik ve abiyotik ¢cevre etmenleri bitkilerde strese neden
olurlar. Stres; bitkilerde potansiyel bir hasarin olugsmasini saglayan cevresel bir
degisiklik olarak tanimlanabilir. Bitkilerde abiyotik strese fiziksel ve kimyasal ¢evre
etmenleri neden olurken, biyotik strese ise dogada yasayan organizmalar neden
olmaktadir. Bitkilerde abiyotik stres, bitkinin blylimesini ve verimliligini etkileyen
cesitli morfolojik, fizyolojik biyokimyasal ve molekiler degisikliklere sebep olurlar.
Kuraklik; yagis miktarindaki azalmadan ya da dizensizlikten dolayr meydana gelen
bir durumdur. Belli bir boélgedeki yagis ve buharlasma arasindaki dengenin
bozulmasi sonucunda kurakliktan bahsedilir. Kuraklik, bitkiyi farkli seviyelerde,
fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda olumsuz yonde etkiler. Bitkiler abiyotik stres
kosullari altinda yasamalarini sirdirebilmek icin abiyotik stres c¢esgitlerine karsi
tolerans ve adaptasyon mekanizmalari geligtirmiglerdir. MikroRNA'lar (miRNA) yeni
kesfedilmis 20-24 nukleotidlik, tek dizili protein kodlamayan RNA’lardir endojen
kigik RNA’lardir. Bu yeni kesfedilmis kiclik RNA’larin bitki blyime ve
gelismesinde ¢ok 6nemli rolleri vardir. Ayni zamanda miRNA’lar bitkilerde abiyotik
strese cevap mekanizmasinda da c¢ok Onemlidir. Calisma sirasinda miRNA
cevaplarinin arastirilabilmesi igin iki mutant domates hatti ve yabani tip kuraklga
tolernash Solanum pennellii kullaniimistir. Calismada kullanilan mutant hatlar
X5671R varyetesine ait mutant domates hatlaridir. 4.5 ve 3.409 kodlu bitkiler
kuraklia tolenransh olmalari sebebiyle secilmistir. Calismada iki mutant domates
hattinda ve kurakliga toleransli yabani tip domateste calisiimak Gzere kuraklikla
iliskili oldugu disinilen on ¢ miRNA segilmistir. Secilen bu 13 miRNA’nin ve hedef
genlerinin gen ekspresyonlari qRT-PCR ile analiz edilmigtir. Analizlerin nasil
gercgeklestirildigi materyal metod kisminda anlatilirken, sonuglari ve sonuglarin

tartisilmasi ise sonuglar ve tartisma kisimlarinda gosterilmistir.

Yapilan g¢alisma, ekonomik dneme sahip sanayi tip domates cesitlerinden
gelistirilen kurakliga toleransli mutant domates hatlarinin daha 6nce kuraklikla iligkisi
oldugu gosterilmis on U¢ mMIRNA’nin ve hedeflerinin bu mutant hatlarda da
gOsteriimesi ve mutant hatlarin kuraklia toleransli bir yapani tip domatesle
kargilastirilarak, calisilan miRNA’lar ve hedef genler agisindan toleranslilik

mekanizmalarinin karsilastiriimasi sebebiyle 6zglindr.



2. GENEL BILGILER
2.1. DOMATES

Domates; patates, patlican, tutiin, petunya ve biber gibi ekonomik olarak
onemli bitkilerin de bulundugu 3000°den fazla turl igerisinde barindiran Solanaceae
familyasina ait bir bitkidir. Solanum; Solanaceae familyasinda 1250-1700 tiru
bulunan en blyuk cinstir. Solanum cinsinin turleri tim sicakliklarda ve kitalarda
bulunmalariyla, morfolojik  ¢esitlilikleri ve ekonomik &dnemleriyle dikkat
cekmektedirler. Solanum cinsi igerisinde barindirdi§i mahsul Grtinleriyle ve medikal
bilesiklerin yapiminda kullanilan diger tlrleriyle ekonomik degeri en ylksek olan
tirdlr (Wesse v.d., 2007).

Yabani domates tirleri, Giney Amerika’nin batisindan, Ekvator'a, Peru’'ya ve
kuzey Sil’ye oradan Galapagos Adalar’'na uzanan buyuk bir alana 6zgudir. Bu
yuzden deniz seviyesinden yuksek bolgelere, yagmurlu iklimlerden kurak iklimlere
ve cesitli toprak tlrlerine kadar birgok farkli habitatta yetisebilmektedir. Toplumlarin
Avrupa’ya gocglyle birlikte domates de Avrupa’ya ulasmistir ve zaten farkh
habitatlarda yetismeye uygun olan domates burada da yetismis ve cesitliligini

arttimistir (Bergougnoux, 2014).

Likopen, R-karoten ve C vitamini gibi insan sagligina yararli besin
kaynaklarinca zengin olan domates besleyici ve lezzetli 6zelliginden dolay! dinyanin
bircok Ulkesinde en c¢ok Uretilen bitkilerdendir. Turfanda olarak yetistirilebilmesi
nedeniyle her mevsimde tuketilebilmektedir. Gunumizde domates taze olarak
tiketilmesinin yaninda salga, sos, meyve suyu, toz, konserve, kurutulmus ve pure
haline getiriimis c¢esitleriyle endustriyel Grinler olarak da tiketiimektedir (Sahlin v.d.,
2004, Navarro-Gonzales v.d., 2011). 2011 yili itibariyle domates diinya ¢apinda 160
milyon tonluk Uretime ulagsmistir ve misir, piring, bugday, patates, soya ve
manyoktan sonraki en énemli mahsul turt haline gelmistir. Son 20 yilda dinyadaki
domates Uretimi iki katina ¢ikmistir. 20 yil 6nce Avrupa ve Amerika en 6nemli
ureticiler iken glinimiizde Asya, Cin sayesinde domates pazarini elinde tutmaktadir
(Sekil 2.1). Cin’den sonraki énemli Ureticiler ise azalan sirayla Hindistan, ABD,
Tiurkiye, Misir, Iran, italya, Brezilya, ispanya ve Ozbekistan seklindedir

(Bergougnoux, 2014).



Okvanusva Okyanusya
k);so.s g %0.4

Sekil 2.1: 1990 ve 2010 yillari arasinda farkl kitalardaki domates Uretiminin
agirhiklarinin karsilastiriimasi (Bergougnoux, 2014)

Ekonomik olarak dnemi her gegen gin artan domates, yillar igerisinde
arastirma programlarinda model organizma olarak kullanilmasiyla bilim adamlari igin
de o6nemli bir bitki haline gelmistir. Model organizma olmasinda; domatesin farkli
kosullarda yetisebilmesi ve bunun farkli abiyotik stres kosullarinda domatesin
adaptasyonunun anlagiimasi i¢cin énemli olmasi, kisa yasam déngusu, fotoperiyod
duyarsizligi, yiksek kendini dolleme yetenegi ve homozigotizesi, tozlasmasinin ve
hibridizasyonun kolayca kontrol edilebiliyor olmasi, nispeten kiiglk olan genomuyla
genetik basitligi ve gen dublikasyonunun olmamasi, asilamayla asekslel olarak
¢ogalabilme yetenegi ve bitkinin farkh bir bdlgesinden tim bitkinin rejenere
olabilmesi gibi 6zellikleri 6nemli rol oynamistir. Arabidopsis, misir, geltik gibi model
organizmalar da bilim adamlar icin dnemlidir. Fakat domatesin filogenetik olarak bu
bitkilerden daha uzak olmasi ve diger model bitkilerde olmayan spesifik morfolojik
dzelliklere sahip olmasi domatesi énemli hale getirmistir. Ornegin spontan olarak
veya kimyasallarla ya da isinlamayla uyariimasiyla olusan buylk mutant gesitliliginin
sundugu havuz bilim adamlar i¢in olduk¢ca énemlidir. Bu sayede gelisimini ve
blylmesini regile eden genlerin izolasyonu ve anlasilmasi daha kolay hale

gelmistir (Lozano v.d., 2009, Bergougnoux, 2014).



2.2. STRES

Dogadaki cesitli biyotik ve abiyotik cevre etmenleri bitkilerde strese neden
olurlar. Stres; bitkilerde potansiyel bir hasarin olusmasini saglayan cevresel bir
degisiklik olarak tanimlanabilir. Bitkilerde abiyotik strese fiziksel ve kimyasal gevre
etmenleri neden olurken, biyotik strese ise dogada yasayan organizmalar neden
olmaktadir (Mittler, 2006, Khraiwesh v.d., 2012, Maheswari v.d., 2012). Bitkilerde
biyotik ve abiyotik strese neden olan etmenler Sekil 2.2°de gdsteriimektedir
(Maheswari ve ark., 2012).

Dinya c¢apinda mahsulden elde edilecek verimin dismesine neden olan en
onemli etmen abiyotik strestir. Abiyotik stresin, verimi yaklasik olarak %50 oraninda
digurdugu belirlenmigtir (Wang v.d., 2003, Grigorova v.d., 2011). Verimin
dismesine neden olan bu stres etmenlerinin gelecek vyillarda kiresel mevsim

degisiklikleri nedeniyle daha da artacagi disunulmektedir. (Hirayama ve ark., 2010)

Bitkilerde abiyotik stres, bitkinin blyimesini ve verimliligini etkileyen gesitli
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekdiler degisikliklere sebep olurlar. Ornegin;
kuraklik ve/veya tuz stresi bitkide dncelikle osmotik stresin ortaya ¢ikmasina bunun
sonucunda da hicrenin homeostasinin ve iyon dengesinin bozulmasina neden olur.
Yiksek sicaklik, tuzluluk veya kuraklik stresiyle birlikte ortaya cikan oksidatif stres
yapisal ve fonksiyonel proteinlerin denatliirasyonuna neden olur (Wang v.d., 2003).
Bu degisiklikler bitkiyi 6lime kadar goturebilir. Ancak bitkiler stres karsisinda
benzersiz ve kompleks bir mekanizma gelistirmislerdir. Fakat bu mekanizmanin
bitkiyi koruma derecesi bitkiden bitkiye degisiklik géstermektedir (Redondo-Gomez,
2013).

Yasayan organizmalar c¢evresel ortam kosullarinda meydana gelen
degisiklikleri kontrol edemedikleri igin bu degisiklikler karsisinda hayatta kalabilmek
icin iki dnemli strateji gelistirmiglerdir. Bu iki strateji; stresten kaginma ve stres
toleransidir. Bitkilerin hareket etme yetenekleri olmadi§i icin stresten kaginma
stratejisini kullanamazlar. Bunun yerine hayat dongulerini degistirmek gibi karisik
mekanizmalar gelistirmiglerdir. Ancak bitkiler stresten korunmak igin daha c¢ok
tolerans mekanizmasini kullanirlar (Maheswari v.d., 2012). Bitkilerin gelistirdigi bu
mekanizma genelde benzer hiicresel sinyal yolaklarini ve cevaplarini ortaya ¢ikarir.
Stres proteinlerinin ortaya ¢ikmasi ve antioksidanlarin gen ifadelerinde artis olmasi

bunlara 6rnek olarak verilebilir (Wang v.d., 2003).



STRES CESITLERI

ABIYOTIK STRES BiYOTiK STRES

Sekil 2.2: Stres gesitleri (Maheswari ve ark.; 2012)

2.2.1. Abiyotik Stres Cesitleri
2.2.1.1. Yuksek Sicaklik Stresi

Yiksek sicaklik stresi bitkilerin gogunlugunun iyi gelistigi 15-45°C sinirinin
Ustlindeki sicakliklarda ortaya ¢ikar. Dinya popullasyonunun 2050 yilina kadar 9.2
milyara ulasmasi beklenmektedir. Bu artisla birlikte kiresel isinmanin da gittikce
artacag! dusunulmektedir. 2100 yilina kadar CO, miktarinin ve diger sera gazlarinin
miktarinin yikselmesi sonucunda kuresel hava sicakliginin ortalama 1.4-4.5°C
artacag! dusunulmektedir (Bahuguna v.d.,2014). Beklenen bu hava sicakligi artisi
sonucunda bitkilerin yiksek sicaklik stresine bagh sorunlarinin da gin gectikce
artacagi ve bu stres c¢esidinin ¢cok daha énemli bir sorun haline gelmesi kaginiimaz
olacaktir.

Yiksek sicaklik stresinde, bitkilerin bayimeleri, metabolizmalari ve trinlerin

kalite ve miktarlari ciddi sekilde etkilenir. Yliksek sicaklik sonucunda molekdllerin

(S, ]



hareketleri hizlanir, blyldk organik molekuller arasindaki baglar gevser ve biyolojik
zarlar daha akigkan hale gelir. Ayrica yuksek sicaklik proteinlerin denatlre
olmasina, enzim aktivitesinin azalmasina ve bununla birlikte hlcre yapisinin ve
fonksiyonlarinin degismesine neden olmaktadir. Diger stres gesitlerinde goruldigu
gibi yuksek sicaklik stresiyle de fotosentez oldukca etkilenmektedir. Ylksek
sicakliklara maruz kalinmasi proteinlerin ve hem tilakoid hem de plazma
membranlarin oldukga etkilenmesine neden olmaktadir. Clnkl ylksek sicaklikla
birlikte lipitler arasindaki hidrojen baglari ve membran proteinlerinin polar gruplar
arasindaki elektrostatik etkilesim zayiflar (Sharp v.d., 2004, Yasuda v.d., 2008,
Redondo-Gomez, 2013).

Bitkiler yuksek sicakliga kompleks bir cevap gosterirler. Bu cevap uzun
dénemde kendini gosteren evrimsel fenolojik ve morfolojik adaptasyonlari igerirken
ayni zamanda Kkisa dénemde gorilen vyaprak oryantasyonunun degisimi,
transpirasyonun, membran lipid komposizyonunun degisimi gibi tekrar kaginma ve

aklimatizasyon mekanizmalarini igerir (Redondo-Gomez, 2013).
2.2.1.2. Disuk Sicaklk Stresi

Soguk stresi normalde 15-25°C’de yasayan bitkilerde sicaklik 0°C ve
Ustlindeyse gorilen bir stres iken donma stresi ise sicaklik 0°C altinda iken gérilen
bir strestir. Duslk sicaklik sonucunda bitkide bazi degisiklikler gorilir. Bunlar;
dokulardan elektrolit kagag!i olmasi sonucunda membran akiskanliginin azalmasi,
kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlarin yavaslamasi, su dengesinin ve

mevcudiyetinin azalmasidir (Redondo-Gomez, 2013).

Bitkilerde intraselller buz kristalleri plazma membranina nufuz ettigi takdirde
direk 6limle sonuglanir. Bitkiler sadece ekstraselller donmayi tolere ederler ki bu da
hicre dehidrasyonu ve hucre hacminin azalmasiyla iligkilidir (Redondo-Gomez,
2013).

2.2.1.3. Tuzluluk Stresi

Dulnyadaki ekim alanlarinin %50’sinin ve tarimsal alanlarin %20’sinin tuz
stresinde oldugu dusunulirken, her yil bir milyon hektardan fazla arazinin de
tuzluluga maruz kaldigi tahmin edilmektedir (Yildiz v.d., 2010). Bu topraklarda
blylimekte olan bitkiler ise tuz stresine gosterdikleri toleransa goére ikiye
ayrilmaktadir. Tuzluluk orani %20 olan topraklarda yetisebilenler yani halofit bitkiler
ve tuz stresine sinirli bir tolerans gosterebilen (tuzluluk orani %0.01 olan topraklarda

yasayanlar) glikofit bitkilerdir (Redondo-Gomez, 2013).
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Toprakta biriken tuz hem bitki fonksiyonunu hem de toprak yapisini
bozmaktadir. Topraktaki ylksek tuz miktari direkt olarak bitkilere zarar vermekte ve
su gecirgenligini azaltarak topragin yapisini da bozmaktadir. Tuzluluk; iyon
toksisitesi, bitki blylUmesindeki dedisimler, mineral bozukluklar, membran
kararsizligi, membran gegirgenlidi, azalan fotosentez etkinligi gibi fizyolojik surecleri
etkilemektedir. Bunlarla birlikte tim bitki seviyesinde gézlenen bodurluk, yapraklarin
kugulmesi ve hlcre dlumleriyle birlikte goérilen nekroz sonucunda biyime uglarinda,
yapraklarda ve tomurcuklarda gbézlenen sari lekeler gibi etkileri de mevcuttur
(Flowers v.d., 2008, Yildiz v.d., 2010, Zhu, 2002).

Bitkiler tuz stresine 2 farkli yolla tolerans gdsterirler. Bitkiye giren tuz
miktarinin azaltilmasi ya da fotosentetik dokularda birikiminin azaltilmasi ve
sitoplazmadaki tuz konsantrasyonunun azaltilmasidir. Bitkiler bu yollari temel alan
tuzun atilmasi, tuzun hari¢ tutulmasi ve intraselller iyon bdlinmesi gibi ana tolerans

mekanizmalarini gelistirmislerdir (Redondo-Gomez, 2013).
2.2.1.4. Besin Stresi

Bitkilerin besin ihtiyaclar 16 elementle karsilanmaktadir. Bunlar; karbon (C),
hidrojen (H), oksijen (O), azot (N), fosfor (P), potasyum (K), kalsiyum (Ca),
magnezyum (Mg), kukart (S), demir (Fe), mangan (Mn), ¢inko (Zn), bakir (Cu), Bor
(B), Molibden (Mo), klordur(Cl). C, O, N, P, K, Ca, Mg, ve S makro besinler, Fe, Zn,
Mn, Cu, B, Mo ve Cl ise mikro besinlerdir. Makro ve mikro besin dengeleri bitkiler
agisindan oldukg¢a dnemlidir (Chiou, 2007, McCauley, 2009).

Bitkilerin besin ihtiyaglarini karsilamak ve gelismelerini saglamak i¢in gerekli
besin araliklari vardir. Bu besin aralilari bitkiden bitkiye degisiklik gosterir. Besin
araliklarinin degismesi sonucunda bitkinin gelismesinde sorunlar ortaya c¢ikar ve

fazla besin alinmasi durumunda ise toksisite gorular (Fujii v.d., 2005).

Bitkilerdeki zararlanmalar element eksikligine gore farkhliklar gdsterir.
Ornegin; azot eksikliginde yapraklarin biyimesi yavaslar ve nekroz gériliirken,
fosfat eksikliginde yapraklar koyu yesil renkte goézlenirler ve koklerinde clrime
gozlenir. Potasyum hayati yolaklarda goérev aldidi icin etkileri hemen gdzle

gorilmese de uzun vadede yapraklarda nekrozlar gérular (McCauley, 2009).



2.2.1.5. Agir Metal Stresi

Agir metal stresi gun gectikge daha 6nemli hale gelmektedir ¢lnkl sanayi ve
tarimsal aktiviteler sonucunda topraklar, yer alti ve yer Gstl sularl her gegcen gin
daha da kirlenmektedir. Agir metaller icerisinde gdsterilen demir (Fe), bakir (Cu),
¢inko (Zn), mangan (Mn), ve kobalt (Co) gibi elementler eser miktarda bitkinin
blylme ortaminda bulunmasi gereken elementlerdir. Clnki bitkilerin gelisiminde bu
elementler hayati 6neme sahiptir. Ancak gerekenden fazla olmalari durumunda
bitkide zamanla birikerek ciddi zararlara neden olurlar. Bu elementler hayati 6neme
sahip olan enzimlerin galismalarini inhibe ederler, elektron aktariminda devreye
girerek solunumu ve fotosentezi olumsuz yoénde etkileyerek bitkiye ciddi zarar
verirler. Bitkiler agir metal stresinden kaginmak i¢in bazi énlemler gelistirmiglerdir.
Bunlardan bazilari; metale daha az direncgli bitki dokularindan bu agir metallerin
ayrilmasi, metallerin tuz kristalleri icerisinde bosaltilmasi gibi mekanizmalardir
(Maksymiec, 2007, Redondo-Gomez, 2013).

2.2.1.6. Oksidatif Stres

Hlcrelere zarar veren reaktif oksijen tirlerinin (ROS) bitki htcrelerinde
olusmasi hicrede oksidatif strese sebep olur. Oksidatif stres; kuraklik, tuzluluk, UV
Isinlari, sicak, soguk, agir metaller, besin eksikligi, yaralanma, hava kirliligi, patojen
enfeksiyonu ve herbisitler gibi gevresel kosullarda meydana gelir. Glgli oksidantlar
membran sistemlerinde ve DNA’da 6nemli hasarlar olustururlar. Stperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksi radikaller reaktif oksijen tirleridir (Sekil 2.3). Oksidatif hasarin
onlenmesinde ve dengelenmesinde hem enzimatik olan hem de enzimatik olmayan
antioksidatif sistemler dnemli rol oynarlar. Enzimatik sistemde superoksit dismutaz,
katalaz, peroksidaz, fenol oksidaz ve askorbik asit oksidaz enzimleri rol alir.
Enzimatik olmayan sistemde ise glutatyon, fenoller, flavonoidler ve poliaminler gibi
gucla rediktanlar rol alirlar (Mittler, 2002, Apel v.d., 2004, Gill v.d., 2010).
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sliperoksit dismutaz  glutatyon peroksidaz
katalaz

Sekil 2.3: ROS olusumu ve 6nlenmesi (Apel v.d., 2004).



2.2.1.7. Kuraklik Stresi

Kuraklik, dinya Uzerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore
siniflandiriidiginda %26’k oranla en fazla goérilen dogal stres faktéri olarak
gbzlenmistir (Kalefetoglu v.d., 2005). Son yillarda nifus artigi ve kiresel i1sinmayla
birlikte daha da 6nemli bir meteorolojik olay haline gelmektedir. Kuraklik; yagis
miktarindaki azalmadan ya da dizensizlikten dolayr meydana gelen bir durumdur.
Belli bir bélgedeki yagis ve buharlasma arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda
kurakhktan bahsedilir. Yuksek sicaklik, yagis yogunluklarindaki degisiklikler, yagis
mevsiminin gecikmesi, siddetli rizgar ve distik nem miktari kurakhgin olusmasinda
rol alan édnemli etkenler arasinda sayilabilir. Kurakligin olusmasi oldukga yavas olup
etkinligi uzun sire devam eder. Tarimsal kuraklk, toprakta bitkinin ihtiyacinin
karsilanacagi miktarda su bulunmamasi olarak tanimlanir. Bitkilerin gelisiminde
yavaglamaya ve uriin miktarinda azalmaya neden olur (Miyashita v.d., 2005; Cirak
ve Esendal, 2006).

Kuraklik, bitkiyi farkli seviyelerde, fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda
olumsuz yoénde etkiler. Oncelikle kuraklik basladiginda hiicre genislemesi ve
blylmesinde azalmalar goérulir. Kuraklikta ilerleme devam ettigi takdirde bitkideki
zararlanmalar da artar. Ozellikle fotosentez bundan olduk¢a fazla etkilenir.
Transpirasyon orani duser; dokularda ozmotik potansiyel ve solunum aktivasyonu
azalir. Hicresel seviyede ise membranlar ve proteinler hidrasyonun azalmasiyla ve
ROS artisiyla zarar gérecektir (Redondo-Gomez, 2013, Vermav.d., 2013).

Kuraklik stresi altinda turgor kaybi nedeniyle hiicre buylimesi olumsuz olarak
etkilenmekte ve hicreler kigik kalmaktadirlar. Kuraklik stresi ile tohumlarin
cimlenme yeteneklerini de kaybettikleri gorilmektedir. Yeterli miktarda suyun
olmamasi ksilem ve floem aktivitelerini olumsuz olarak etkiledijinden meyvelerin
kiguk kalmasina ve Urln kalitesinin digsmesine neden olmaktadir. Kuraklik boyunca

fotosentez ve solunum yavaslamakta, hatta durabilmektedir (Kalefetoglu v.d., 2005).

Stomalarin kapanmasi ise kurakliga karsi verilen en erken tepkilerden biridir.
Stomalarin kapanmasiyla, kloroplastlara CO, girigi kisitlanmaktadir. Son yillarda
yapilan c¢alismalarla stoma kapanmasinin yapraktaki su potansiyelinden ¢ok,
topragin su potansiyeline bagh oldugu gérilmustir (Mullet v.d., 1996, Kalefetoglu
v.d., 2005).



Bitkiler kurakhk stresinin Ustesinden gelmek icin bazi mekanizmalar
gelistirmiglerdir. Oncelikle su kaybinin azaltiimasi igin stomalar kapatilir (Mullet v.d.,
1996, Kalefetoglu v.d., 2005, Redondo-Gomez, 2013, Verma v.d., 2013). Stomalarin
kapanmasi absisik asit (ABA) tarafindan indUklenir. Bitki hormonu olan ABA,
kuraklik stresinde stomal davranisin ve metabolizmanin regile edilmesiyle
gorevlendiriimistir. Kbkte sentezlenen ABA ksilem aracilifiyla serbest formuyla ya

da glikozla konjuge halde yapraklara tasinir (Sauter v.d., 2002).

Kuraklik devam ettigi takdirde yapraklar su kaybetmeye devam eder.
Bdylece yaprak dokularindaki turgor basinci diser ve yapraklar solmaya baglar. Bu
durumla karsilasildiginda bitki glines isinlarindan korunabilmek igin ilk olarak
fotosentetik mekanizmay!r koruma altina alir. Kloroplastlarla yapilan calismalar
sonucunda iki fotosistemin 6zellikle de fotosistem II'nin kuraklik stresinden oldukca
fazla etkilendigi gorulmustir. Fotosistem II'nin reaksiyon merkezinde yer alan ve
fotoinhibisyonun en etkili oldugu bolgeler olan D1 ve D2 proteinlerinin guglu stres
altinda degredasyonlarn gergeklesmekte ve bunun sonucunda tim fotosistem I
parcalanmaktadir. Bunun olmamasi igin stomal koruma gergeklestirilir, stomalar
kapatilir ve CO, akisi sinirlandiriir (Giardi v.d., 1996, Lu v.d., 1999, Redondo-
Gomez, 2013).

Ayrica kuraklik stresinin Ustesinden gelebilmek icin bazi genlerin kodladigi
duzenleyici proteinler de mevcuttur. Bu proteinler, stres sinyalinin transduksiyonunu
reglle ederler ve gen ekspresyonunu ayarlarlar. Kodlanan proteinlerin bazilari
hicreleri kurumanin etkilerinden korurular. Bu durum, ¢6zinen maddelerin
birikiminin yonetiimesini, membranlar arasindaki pasif tasinmayi, su tasinma
sisteminde gerekli enerji ihtiyacinin dizenlenmesini ve hicre yapisinin kuruma ve

ROS hasarindan korunmasini icermektedir (Redondo-Gomez, 2013).
2.2.2. Abiyotik Stres Toleransi

Abiyotik stres; bitkilerin gelisimini ve verimliligini morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekuler degigikliklerle oldukga fazla etkileyen g¢evresel
degigikliklerdir. Cevresel faktorler tretim verimliligini %70 oraninda engellemektedir.
Dinya genelinde g¢evresel degisikliklerden etkilenmemis ekilebilen alanlarin orani
sadece %3.5’tur. Bu oranin dinya populasyonunun artmasiyla ve kiresel iIsinmayla
gun gectikge daha da azalmasi beklenmektedir (Wang v.d., 2003, Vinocur v.d.,
2005, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008, Hirayama v.d., 2010, Cramer v.d., 2011).
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Bitkiler bu sartlar altinda yasamalarini surdurebilmek icin abiyotik stres
cesitlerine kargi tolerans ve adaptasyon mekanizmalari gelistirmiglerdir. Cevresel
streslere karsi gelistirdikleri adaptasyon mekanizmalari molekiler ag kaskatlariyla
kontrol edilirler. Bu durum stres cevap mekanizmalarini aktiflestirir; boylece
homeostaz yeniden saglanir ve hasar goren proteinlerin ve membranlarin tamiri ve
korunmasi saglanir. Ancak bu durumun kontroli oldukg¢a zordur. Clnku bitkilerde
abiyotik stres cevaplari oldukga karmasik mekanizmalardir ve multigeniktir. Birgok
genin, biyokimyasal ve molekller mekanizmanin bulundugu bitkilerin abiyotik strese
cevap mekanizmalari sekil 2.4’'te sematize edilmistir (Wang v.d., 2003, Vinocur v.d.,
2005, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008, Hirayama v.d., 2010, Cramer v.d., 2011).
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Sekil 2.4: Bitkilerin abiyotik strese cevap mekanizmalar (Wang v.d., 2003)

Bitkilerde abiyotik stres toleransinin molekuler mekanizmasi; spesifik olarak
stresle iligkili genlerin ekspresyonlariyla ilgilidir. Bu genler 3 ana grupta incelenebilir.
Bunlar; sinyal ve duzenleyici yolaklarda gorevli genler (MAP kinazlar, fosfolipazlar
ve transkripsiyon faktorleri), stres toleransiyla ilgili proteinleri kodlayan genler (isi
soku proteinleri (Hsps) ve saperonlar, ge¢c embriyogenez bagimli (LEA) proteinleri
ve serbest radikal tutucularn) ve fonksiyonel ve vyapisal metabolitlerin

sentezlenmesinde gorevli yolaklarda bulunan enzimlerdir (iyon tasiyicilar) (Wang
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v.d., 2003, Vinocur v.d., 2005, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008, Hirayama v.d., 2010,
Cramer v.d., 2011). Stresle iligkili genler ve proteinler ana gruplar halinde sekil

2.5’de gosterilmistir.
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Sekil 2.5: Stresle iligkili genler ve metabolitler (Vinocur ve ark., 2005)

2.2.2.1. Transkripsiyon Faktorleri

Bitkilerin strese cevaplari ¢oklu sinyal yolaklarini regile ederler, bu durumda
da gen transkripsiyonu ve onun downstream mekanizmasi aktive olur. Bitki genomu
cok sayida transkripsiyon faktérii (TF) icerir. Ornegin; Arabidopsis genomunun
%5.9'u 1500’den fazla transkripsiyon faktérind kodlar. Bu TF’lerinin gogu MYB,
MYC, AP2/EREBP, bZIP, WRKY gibi birka¢c buyuk multigen ailesine aittir. Ayni
aileye mensup olan TF’leri genelde farkli olan cesitli stres uyarilarina cevap
verirken, bazi stres baskilayici genler de ayni TF’lerini kullanabilirler (Singh v.d.,
2002, Wang v.d., 2003, Vinocur v.d., 2005, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008, Hirayama
v.d., 2010).
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Dehidrasyona duyarli transkripsiyon faktorleri (DREB) ve C-tekrarli baglanma
faktorleri (CBF); DRE ve CRT’nin cis-aktive edici elementlerine baglanirlar ki bunlar
ayni motifi (CCGAC) igerirler. CBF1, CBF2, CBF3 ya da DREB1B, DREB1C ve
DREB1A gibi CBF/DREB1 ailesinin Uyeleri stresle uyarilirlar. DREB/CBF proteinleri
AP2/EREBF multigen ailesi tarafindan kodlanir ve kinl, kin2, erd10, rd17, corl5a
gibi soguk ve su stresiyle iliskili bazi genlerin transkripsiyonlariyla ilgilidir (Singh v.d.,
2002, Wang v.d., 2003, Vinocur v.d., 2005, Agarwal v.d., 2006, Bhatnagar-Mathur
v.d., 2008).

Absisik asit (ABA) sinyali bitki stres cevabinda ¢ok dnemli bir role sahiptir.
Kuraklikla uyarilan genlerin galismalarinda bu genlerin ABA tarafindan uyarildigi
gOsterilmigtir. TF aileleri olan bZIP ve MYB,; ABA sinyalinde ve onun gen
aktivasyonunda gorevlidir. ABA ile uyarilan genlerin ¢cogu; ABA-duyarli elementin
(ABRE) promotorunin cis-aktive edici bolgesindeki (C/T) ACGTGGC maotifini
paylasirlar (Singh v.d., 2002, Wang v.d., 2003, Vinocur v.d., 2005, Agarwal v.d.,
2006, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).

Suyun sinirh oldugu hicresel dehidrasyon kosullarinda endojen ABA
seviyesinin yukselmesi induklenir. Bu durumda sinyal faktorlerinin ve transkripsiyon
faktorlerinin kodlandigi genlerin downstream hedefleri uyarilir. ABA ile iliskili bitki
stres toleransinin kazanilmasi dehidrasyon stresi haricinde kuraklik stresinde de
etkilidir. ABF3 ve ABF4 ekspresyonu; Arabidopsis’de rab18, ABI1 ve ABI2 gibi
ABA/stres-duyarli genlerin ekspresyonlarinin  degisimiyle kurakhk toleransini
artirmistir (Wang v.d., 2003, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).

2.2.2.2. Osmolitler

Osmolitler; osmotik strese cevap olarak organizmalarda birikirler. Osmolitler;
dusuk molekiler agirhgi olan oldukga fazla ¢éziinebilen bilesiklerdir ve genellikle
yluksek hicresel konsantrasyonlarda bile toksik degildirler. Genelde bitkileri;
hicresel osmotik dizenlemenin ayarlanmasiyla, ROS detoksifikasyonuyla,
membran butlinliagindn korunmasiyla, kimyasal saperon olarak gérev almalariyla ve
enzimlerin/proteinlerin stabilizasyonunun saglanmasiyla stresten korurlar. Ayni
zamanda c¢ogu ¢ozlnen; bitkileri, hicresel bilesikleri dehidrasyon hasarindan
koruduklari icin osmoprotektanlar olarak da adlandirilirlar. Osmolitler; ¢ ana gruba
ayrilirlar. Bunlar; amino asitler (prolin), kuaterner aminler (glisin betain, poliaminler)
ve cesitli sekerler ve seker alkolleridir (mannitol) (Chen v.d., 2002, Wang v.d., 2003,
Vinocur v.d., 2005, Ashraf ve Foolad, 2007, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).
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Prolin; glutamik-y-semialdehit (GSA) ve A'-pirolin-5-karboksilat (P5C)
tarafindan glutamattan sentezlenir. P5C sentaz (P5CS) glutamatin P5C’ye
dénlisimind katalizler, bunu P5C’nin P5C rediktaz (P5CR) tarafindan proline
donudstirulmesi izler. Bitkide tuz stresi altinda prolin birikiminin oldugu goérulmustar.
Bu durum, prolin dehidrogenaz enziminin upregulasyonuyla sonuglanir ve prolin
seviyesi duser. Prolin dehidrogenaz enziminin antisens veya duyarsiz oldugu
Arabidopsis bitkisinde serbest prolin miktari artar ve bitki tuz stresi altinda daha iyi
bir tolerans gosterir (Chen v.d., 2002, Wang v.d., 2003, Vinocur v.d., 2005, Ashraf
ve Foolad, 2007, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).

Bitkilerde glisin betain oldukga fazla ¢alisilan bir osmoprotektandir. Glisin
betain kloroplastlarda kolinden iki adimli bir siiregle sentezlenir. ilk adimda kolin
betain aldehide kolin monooksigenaz (CMO) enzimiyle donustirilir ve bu adim
kuraklik ve tuzlulukla indiiklenir. ikinci adimda ise betain aldehit glisin betaine
donadstarulur ve bunu betain aldehit dehidrogenaz (BADH) enzimi katalizler. Piring,
patates ve domates gibi bircok énemli bitki glisin betain birikimini gerceklestiremez.
Bu sebeple glisin betain birikimini gerceklestiremeyen bitkilerde glisin betain
biyosentezinin genetik muhendisligiyle bitkilerin daha toleransli hale getiriimesi son
dbénemlerde tercih edilen bir yaklagimdir (Chen v.d., 2002, Wang v.d., 2003, Vinocur
v.d., 2005, Ashraf ve Foolad, 2007, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).

Seker alkolleri de bitkilerin tolerans mekanizmalarinda dnemlidir. Mannitol;
tuz ve su stresi altinda bitkide birikimi gergeklesen bir seker alkolidir. Tarczynski ve
ark.(1993) tutunde mannitol 1-fosfat dehidrogenaz kodlayan bakteriyel bir gen
bulmuslardir. Bu enzim sayesinde mannitol birikiminin gergeklestigini ve bu birikimle
birlikte bitkinin tuzluluga toleransinin arttigini rapor etmislerdir. Trehalozun
biyomolekdllerinin ¢evresel stresten korudugu da dusunilmektedir (Chen v.d., 2002,
Wang v.d., 2003, Vinocur v.d., 2005, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).

2.2.2.3. Antioksidanlar ve Detoksifikasyon Genleri

Bitkilerde abiyotik strese karsi verilen ilk cevaplardan biri ROS Uretiminin
gerceklesmesidir. Ozellikle tuz, kuraklik, sicaklik ve bu gibi birincil stresler
sonucunda olugan ikincil bir stres olan oksidatif stres sebebiyle meydana gelen ROS
membranlara ve makromolekillere ciddi hasarlar verir hatta hicreyi 6lime bile
goturebilirler (Sekil 2.6). Bitkiler; ROS seviyesini kontrol altinda tutabilmek ve ROS
sonucunda olugsacak oksidatif hasarlanmadan kendilerini koruyabilmek amaciyla
oldukga kompleks bir antioksidan savunma mekanizmasi gelistirmiglerdir. Bitkilerin

gelistirdikleri bu mekanizma 6nemli bir tolerans mekanizmasidir. Antioksidanlar yani
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ROS temizleyicileri; katalaz, stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX)
ve (glutatyon rediktaz gibi enzimatik olabildikleri gibi askorbat, glutatyon,
karotenoidler ve anthosiyaninler gibi enzimatik olmayan molekiiller de olabilir. Bu
molekiillere ek olarak ROS temizleyicileri arasinda osmolitler, bazi proteinler ve
amfifilik molekuller de sayilabilir (Bhatnagar-Mathur v.d., 2008, Cramer v.d., 2011,
Gill v.d., 2010, Mittler v.d., 2004, Vinocur v.d., 2005, Wang v.d., 2003).

Tuzluluk, kurakhk, agir
metal stresi, UV, hava
kirliligi gibi abiyotik stresler

/

ROS

(0,7,'0,, OH", H,0,)

Oksidatif
stres

Hicre olumda

Sekil 2.6: Abiyotik stres-ROS iligkisi (Gill ve ark., 2010)

Transgenik tatin bitkilerinde over-eksprese olan Cu/Zn-SOD ile birlikte
oksidatif strese karsl artan bir dayaniklilk elde edilmistir. Baska bir ¢alismada
kuraklik sartlarindaki transgenik alfalafa (Medicago sativa) bitkilerinin Mn-SOD
eksprese ettikleri ve sonugta hasarin azaldigi kanitlanmistir (Wang v.d., 2003,
Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).
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2.2.2.4. lyon Tasinmasi

Osmotik stres, topraktaki ve sulama suyundaki iyon toksisitesi ve tuzluluk
ozellikle de Na* ve CI iyonlarinin dengesizligi bitkilerin gelismesini yavaslatan ve
hasar veren durumlardir. Bitkiler bunun gibi durumlarda iyonik ve osmotik
homeostazi saglamak amaciyla iyon tagiyicilarina segici bir iyon taginmasinin

+

olusmasini saglarlar. Hiicresel iyon homeostazinin saglanmasinda Na*/H
antiporterlari gok 6nemli bir rol oynar. Na*/H" antiporterlari; membranda Na* ve H*
degisimini katalizler ve bdylece sitoplazmik pH’'in, sodyum seviyesinin ve hucre
turgorunun dengelenmesi gorevlerini de yerine getirirler (Wang v.d., 2003, Zhu,

2003, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).

Arabidopsis’te vakuolar Na‘'/H* antiporter geni olan AtNHX1 geninin
ifadesinin artmasiyla tuzluluk durumunda buyumenin ve gelismenin gergeklestigi
gOsterilmistir. Tuzlu toprakta yetistirilen transgenik domates bitkisinde yine ayni
genin gen ifadesinin artmis olmasi durumunda blylUmenin, cicek ve meyve
uretiminin normal kosullardaki gibi gergeklestigi gosterilmistir (Wang v.d., 2003, Zhu,
2003, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).

Bitkiler iyon dengesinin bozulmamasi i¢in bir yol daha gelistirmislerdir.
Bitkilerde protonlar, iyon tasinmasi sisteminde iyonlara eslik ederler. Bu durum
hicre membraninda bulunan proton pompalari sayesinde proton gradientinin
olusturulmasiyla saglanir. Proton elektrokimyasal gradientinin olusmasindan 3
proton pompasi sorumludur. Bunlar; plazma membran H-ATPaz pompasi (PM H-
ATPaz), vakuolar tipli H-ATPaz pompas! (V-ATPaz) ve vakuolar H pompalayan
pirofosfataz pompasidir (H-PPaz). PM H-ATPaz; H"nin hiicreden gegirimesini
saglayarak proton harekete gecirme kuvvetini olustururken V-ATPaz ve H-PPaz;
vakuolar limenin ve endo-membran bilesenlerini asitlestirirler (Zhu, 2002, Wang
v.d., 2003, Zhu, 2003).

2.2.2.5. Stresle iligkili Proteinler

Bitkiler stres kosullari altinda yasayabilmek igin stresle iligkili olan proteinleri
kodlayan genleri aktif hale getirirler. Kuraklk, tuzluluk ve ylksek sicaklik ¢ogu
proteinin denatlrasyonuna ve fonksiyonlarinin kaybina neden olur. Isi soku
proteinleri (Hsps) ve ge¢ embriyogenez bagimli (LEA) protenleri stres kosullari
altinda biriken stresle iligkili iki Gnemli protein tlridir. Bu proteinler stres kosullar
altinda hiicresel korunmada goérev alirlar (Sun v.d., 2002, Wang v.d., 2003, Vinocur
v.d., 2005, Wahid v.d., 2007, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).
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2.2.2.5.1. Isi Soku Proteinleri

Bitkiler stres altinda iken proteinler ve enzimler fonksiyonlarini yerine
getiremezler. Stres altinda hicrelerin sag kalimi igin proteinlerin fonksiyonlarini
devam ettirebiliyor olmasi olduk¢a 6nemlidir. Stresle iligkili bircok protein vardir.
Fakat bunlardan en dnemlisi Hsps’dir. Hsps kodlayan genlerin aktivasyonu yuksek
sicaklk altinda organizmalarin molekuler seviyede gosterdikleri en belirgin cevaptir.
Hsps’ler; normal hicresel slregte protein sentezinden, hedeflenmesinden,
olgunlasmasindan ve degredasyonundan sorumlu olan molekiler saperonlar gibi
davranirlar. Bununla birlikte molekiler saperonlar; proteinlerin ve membranlarin
stabilizasyonunda ve proteinlerin stres sartlari altinda yeniden katlanmasinda da
fonksiyoneldirler (Sun v.d., 2002, Wang v.d., 2003, Vinocur v.d., 2005, Wahid v.d.,
2007, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).

Bitkilerde 5 korunmus Hsps ailesi vardir. Bunlar; Hsp100, Hsp90, Hsp70
Hsp60 ve kuclk Hsps’lerdir (sHsps). Bununla birlikte bitkilerde en etkili olan Hsps de
sHsps’dir. Ayrica birgcok calismada da bitkilerde sHsps’nin sadece yuksek sicaklik
altinda degil ayni zamanda kuraklik, tuzluluk, oksidatif stres ve diguk sicaklikta da
eksprese edildigini géstermistir. Domates sHsps olan tom66 ve tom111l disuk
sicaklik altinda eksprese edilmistir (Sun v.d., 2002, Wang v.d., 2003, Vinocur v.d.,
2005, Wahid v.d., 2007, Bhatnagar-Mathur v.d., 2008).

2.2.2.5.2. Geg¢ Embriyogenez Bagimh Proteinleri

Gec embriyogenez bagimh (LEA) proteinleri de stresle iligkili olan proteinlere
ornektir. LEA proteinleri birgok bitkide kurakliga, soguda ve osmotik strese cevap
olarak bulunur. LEA proteinlerinin goérevleri tam olarak bilinmemekle birlikte
embriyogenezin ge¢ evresi sirasinda sentezleniyor olmalari, stresle uyariimalari ve
yapisal karakteristikleri (hidrofilik olmalari ve tekrar eden motifleri) bize fonksiyonu
hakkinda tahminde bulunma firsati verir. LEA proteinlerinin iyon ayrilmasinda su
baglayici molekiller gibi bir fonksiyonunun oldugu ve membran stabilizasyonunu
sagladigr dustunulmektedir. Grup Il tip LEA proteini olan COR85’in soduk stresinde
etkili oldugu gdésterilmistir. Grup Il tip LEA proteini olan HVA?'’in ise kuraklik ve tuz
stresinde etkili oldugu goésterilmistir (Bhatnagar-Mathur v.d., 2008, Tunnacliffe v.d.,
2007, Vinocur v.d., 2005, Wang v.d., 2003).
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2.3. MIKRORNA'LAR

MikroRNA’lar (miRNA) yeni kesfedilmis protein kodlamayan endojen klglk
RNA’lardir. Bu yeni kesfedilmis kiicik RNA’larin bitki blylime ve gelismesinde ¢ok
onemli rolleri vardir (Zhang v.d., 2006, Phillips v.d., 2007, Lu v.d.., 2008a,
Khraiwesh v.d., 2012, Kumar, 2014). miRNA’lar ilk olarak 1993 yilinda C. elegans
nematodunda larval gelisimin zamanlanmasinin dizenlenmesi arastirmalari
sirasinda tanimlanmistir (Lee v.d.,1993). Bununla birlikte miRNA’larin bitkilerde
kesfedilmesi birka¢ farkli grubun Arabidopsis’te yaptigi ¢alismalarla 2002 yilinda
gerceklesmistir (Llave v.d., 2002, Park v.d., 2002, Reinhart v.d., 2002).

miRNA’larin bazi karakteristik 6zellikleri vardir. miRNA’lar 20-24 nukleotidlik,
tek dizili protein kodlamayan RNA’lardir. Tum miRNA onculeri iyi tahmin edilmis
stem loop sag tokasi yapisina sahiptirler ve bu geriye katlanan sa¢ tokasi yapisi
dusuk serbest enerjiye sahiptir. Olgun miRNA’larin 5’ terminal fosfat ve 3’ terminal
hidroksil yapilari miRNA’lari diger oligontkleotidlerden farkli hale getirir. Tim
bunlara ilaveten miRNA’lar korunmus, dokuya spesifik ve gecicidirler. Simdiye kadar
tahmin edilmis ve tanimlanmis tim miRNA’lar bu kurallari dogrular niteliktedir
(zhang v.d., 2006, Lu v.d., 2008a).

2.3.1. miRNA Biyogenezi

miRNA biyogenezi; miRNA geninden, 20-24 nukleotidlik olgun miRNA
olusmasi igin ¢esitli enzimlere ihtiya¢ duyulan ¢ok adimh karisik bir surectir (Sekil
2.7). Oncelikle miRNA geni, birkag ylz niikleotidden olusan uzun bir diziye sahip
primer miRNA'ya (pri-miRNA) transkribe olur. Bu adim Pol Il enzimi ile kontrol edilir.
ikinci adimda pri-miRNA, stem loop ara iriiniine déniisir ve buna miRNA énciisii
(pre-miRNA) denir. Bu adim Dicer benzeri 1 enzimi (DCL1) tarafindan kontrol edilir.
Uglincli adimda DCL1 enzimiyle pre-miRNA, miRNA:miRNA* dubleksi halini alir.
Tdm bu adimlar nukleusta gergeklesir. Daha sonra mIRNA:miRNA* dubleksi,
eksportin 5’in bitki ortologu olan HASTY (HST1) tarafindan sitoplazmaya tasinir.
Sitoplazmada miRNA:miRNA* dubleksinden helikaz sayesinde tek iplikli olgun
miRNA meydana gelir (Bartel, 2004, Zhang v.d., 2006, Lu v.d., 2008a, Yang v.d.,
2012).
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Sekil 2.7: Bitkilerde miRNA biyogenezi ve fonksiyonu (Yang ve ark., 2012)

Biyogenez sirasinda adimlari kontrol eden enzimlere ilaveten bazi protein
komplekslerine de ihtiyag duyulur. Ornegin protein kompleksinde yer alan nuklear
protein olan HYL1 cift iplikli RNA’nin baglanmasinda goérev almaktadir. Bitkiye
spesifik metiltransferaz olan HEN1 ise miRNA dubleksinin 3’ ucuna metil gruplari
ekleyerek miRNA dubleksinin stabil kalmasinda gérevlidir (Lu v.d., 2008a, Yang v.d.,
2012).

Sonugta meydana gelen olgun miRNA, RNA ile uyariimig susturma
kompleksi (RISC) adi verilen ribonukleoprotein kompleksine giris yapar. RISC
proteinine giris yapan miRNA:miRNA* dubleksindeki miRNA’'dir. Dubleksteki
mMiRNA* ise ayrilir ve degrade olur. RISC’in Argonaute-1 (AGO1) proteini denilen
temel bir bileseni vardir. AGO1 proteini iki domainden olusur; PAZ ve PIWI
domainleri. ~20 kDA buyukligindeki N-terminalPAZ domainindeki hidrofilik bosluk
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tek iplikli RNA molekllinin 3 ucundan baglanmasini saglar. ~40 kDA
blayukliguindeki C-terminal PIWI domaini ise RNase H benzeri bir yapiya sahiptir.
Bu iki domainden olusan AGO1 proteini ise RISC’in fonksiyonel olmasini saglar (Lu
v.d., 2008a, Khraiwesh v.d., 2012, Yang v.d., 2012, Kumar, 2014).

RISC’de miRNA’lar hedef mRNA'ya baglanirlar ve gen ekspresyonunu iki
farkll post-transkripsiyonel mekanizmayla regule ederler (Sekil 2.6). mRNA’ya
baglanarak ribozomal hareketin engellenmesiyle translasyonu inhibe ederler ya da
yine mRNA’ya baglanarak mRNA’nin degrade olmasini saglarlar ve her iki yolla da
gen susturulmus olur (Lu v.d., 2008a, Zhang v.d., 2006, Yang v.d., 2012). miRNA’lar
araciligiyla bu sekilde gen susturulmasi olayina hayvanlarda RNA interferansi
(RNAIi) adi verilirken, bitkilerde bu olaya post-transkripsiyonel gen susturulmasi
(PTGS) adi verilmektedir (Zhang v.d., 2006).

2.3.2. miRNA Tanimlama Yaklagimlari

miRNA’lar tanimlayabilmek icin 4 farkli yaklasim kullaniimaktadir. Bunlar;
genetik goriuntileme, kigik RNA’larin izolasyonundan sonra direkt klonlama,
hesaplamali strateji ve eksprese olmus sekans etiketleri (ESTs) analizidir (Zhang

v.d., 2006). Bu 4 yaklasimin farkli avantajlar ve dezavantajlari vardir (Tablo 2.1).

Genetik goruntileme metodu diger geleneksel gen tanimlama metodlarina
benzer bir metoddur. Bu metodla bazi miRNA’lar tanimlanmis olsa da pek
kullaniimaz ¢lnkd bu yaklasim oldukga pahall, zaman alan ve sans eseri sonug

veren bir ydntemdir (Zhang v.d., 2006).

Kicuk RNA’larin izolasyonundan sonra direkt klonlama metodunda éncelikle
kigik RNA molekilleri boyutlarina goére ayrilarak izole edilirler. Daha sonra bu
RNA’lar 5’ ve 3’ uglarindan RNA adaptodrlerine baglanirlar ve cDNA’ya gevrilirler.
cDNA’ya cevrildikten sonra amplifiye olur ve sekanslanirlar. Bu metodla hem
bitkilerde hem de hayvanlarda yeni miRNA’lar tanimlamak mumkuandur (Zhang v.d.,
2006).
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Tablo 2.1: Dort farkh miRNA tanimlama yaklasiminin karsilastiriimasi (Zhang ve ark., 2006)

kantitatif bilgisi

Genetik Kiciikk RNA Hesaplamali EST analizi
goruntilleme | izolasyonundan metod
sonra direk
klonlama
Spesifik yazilim Yok Yok Var Yok
Genom ihtiyaci Yok Yok Var Yok
Maliyet Yiksek Genetik Orta Dusuk
goérintilemeden
daha az
Verimlilik Dusuk Yuksek Dusuk Yiksek
Yanlhs pozitiflik Dusuk Dusuk Yiksek Orta
olasiligi
Deneysel Yok Yok Var Degisken
dogrulama
ihtiyaci
Yeni miRNA Yuksek YUuksek Yuksek Dusuk
olasihgi
Fazla Var Var Yok Var
cesitlilikte ture
uygunlugu
Genis Var Var Degisken Var
kapsamlihgi
miRNA Yok Var Yok Biraz

Uclincii yaklasim ise geleneksel hesaplamali stratejidir. Bu yaklasim, genom

sekanslama yontemine dayanir. Cesitli laboratuvarlar MIRscan ve MiRAlign gibi

hesaplamali programlar dizayn etmiglerdir ve bu sayede insanda, C. elegans’ta
celtikte ve Arabidopsis’te miRNA’lar basariyla bulunmustur. Su anda miRNA

veritabanlarinda bulunan miRNA’larin blyldk cogunlugu hesaplamali stratejiyle
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tanimlanmistir. Fakat hesaplamall yaklasim kismen verimsiz ve tam olarak genis
kapsaml degildir. Tahmin edilen miRNA'nin klonlama veya northern blot

yontemleriyle dogrulanmasi gerekmektedir (Zhang v.d., 2006).

Bazi miRNA’larin evrimsel slregte tirden tire korundugu bilinmektedir. EST
analizi, daha 6nceden bilinen miRNA’larin homolojilerini ve ortologlarini tahmin
etmede olduk¢a glcli bir metoddur. Bununla birlikte daha da 6énemlisi 6zellikle
genomlari henlz bilinmeyen ¢odu tirde miRNA’larin tahmin edilmesinde oldukcga
kullanighidir. Fakat bu yéntemin en biyUk dezavantaji sadece korunmus miRNA’lari
analiz edebilmesidir (Zhang v.d., 2006).

2.3.3. Hayvan ve Bitki miRNA’larinin Farkliliklar

Hayvanlardaki ve bitkilerdeki miRNA’lar  birbirlerinden  farkliliklar
g6sterebilirler. Oncelikle hayvan miRNA’lari genelde ~20-22 niikleotidlik bir diziden
olusurken bitki miRNA’lari ~ 20-24 nikleotidden olusmaktadir. Bitki miRNA’lari
hayvanlardakinden daha az korunmuslardir. Bitkilerde genelde sadece olgun
miRNA’lar korunurken hayvanlarda miRNA oncilerinin de korundugu goértlmastir.
Hayvanlarda pri-miRNA DICER aile Uyesi olan Dorsha tarafindan 60-70 nukleotidlik
pre-miRNA’ya doénusurken bitkilerde pri-miRNA DCL1 tarafindan 60-300 nukleotidlik
pre-miRNA’'ya donUsmektedir. Bitkilerde miRNA:miRNA* dubleksinin  DCL1
tarafindan nukleusda olusturuldugu dusundlmektedir. Fakat hayvanlarda
MIRNA:MIRNA* dubleks ve olgun miRNA olusumu Dicer tarafindan sitoplazmada
kontrol edilmektedir. Hayvanlarda miRNA:miRNA* dubleksi sitoplazmaya Exportin-5
tarafindan tasinmaktadir. Bitkilerde ise bu islem Exportin-5 homologu olan HASTY
(HST1) tarafindan gerceklestirimektedir. Hayvan miRNA’lari genelde hedef
MmRNA’ya hatali komplementerlikle 3’ ¢cevriimemis bdlgedeki (3’UTR) bir¢ok alandan
baglanir ve gen ekspresyonunu baskilar. Fakat bitkilerde cogu hedef mRNA acik
okuma penceresinde sadece bir miRNA komplementer bdlgesine sahiptir ve ilgili
MiRNA mikemmel bir komplementerlikle bu bélgeye baglanarak mRNA’y1 baskilar
(Bartel, 2004, Millar v.d., 2005, Lu v.d., 2008a, Yang v.d., 2012). Tim bunlara ek
olarak hayvanlarda miRNA’lar protein kodlayan genlerin yaklasik %60’in1 regule
ederken bitki miRNA’lari protein kodlayan genlerin %71’inden azini regule
edebilmektedir (Sunkar v.d., 2012, Kumar, 2014).
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2.3.4. Bitkilerde miRNA Fonksiyonlari

miRNA'lar kiglk molekiller olsa da gen ekspresyonunda ¢ok énemli rollere
sahiptirler. miRNA’lar hayvanlarda ve bitkilerde en 6nemli post-transkripsiyonel gen
dizenleyicilerinden biridir. Hayvanlarda miRNA’larin gelisim, stres cevabi ve
karsinogenez gibi bircok fonksiyonel suregte rol aldiklari bulunmustur. Bununla
birlikte bitkilerde de miRNA’larin ¢ok yonliu rollere sahip oldugu bilinmektedir.
Bitkilerde miRNA’lar; bitki gelisiminin regulasyonunda, yaprak gelisiminde, gicek
gelisiminde, vejetatif faz degisiminde, slirgin ve kok olusumunda, vaskiler
gelisimde, miRNA ve siRNA biyogenezinin ve fonksiyonunun regule edilmesinde,
sinyal iletiminde, bitki hastaliklarinda ve abiyotik strese cevapta 6nemli rollere
sahiptirler (Bartel. 2004, Lu v.d., 2008, Yang v.d., 2012).

2.4. miRNA VE STRES ILiSKiSI

Bitkiler cesitli cevresel streslerin Ustesinden gelebilmek icin ¢ok karisik
mekanizmalar gelistirmislerdir. Besin stresi, kuraklik, soguk, tuzluluk, agir metal,
oksidatif stres gibi abiyotik streslerin bitkilerde transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel dizeylerde yluzlerce genin ekspresyonunu regile ettigi ortaya
¢cikmisgtir. Son vyillarda yapilan ¢alismalarla miRNA’larin da bu mekanizmalarda rol
aldiklari ortaya ¢ikmaktadir (Zhang v.d., 2006, Phillips v.d., 2007, Lu v.d., 2008b,
Khraiwesh v.d., 2012, Sunkar v.d., 2012, Kumar, 2014).

Bitkilerde miRNA’lar protein kodlayan genlerin %1’inden azini regule ederler.
Bununla birlikte bitkilerde miRNA’larin transkripsiyon faktorleri gibi duzenleyici
proteinleri hedefledikleri gérilmektedir. Bu transkripsiyon faktorleri bitkinin gelisimsel
surecinde rol almalarinin yaninda strese gelistirilen cevapta da goérev aldiklari
g6ralmustar (Phillips v.d., 2007, Sunkar v.d., 2012, Kumar, 2014).

Son yapilan ¢alismalarla fonksiyonel olgun miRNA’nin komplementeri olan
miRNA*nin da bitkilerin strese olan toleransinda etkili olabilecedi gosterilmistir.
MiRNA*nin hizla yikildi§i ya da sadece ¢ok az miktarda biriktigi distnilmekteydi;
fakat bazi kosullarda bitkilerde miRNA*nin yiksek seviyelerde akimile oldugu
gosterilmistir. Ornegin; Arabidopsis’de fosfat yoksunlugu sirasinda miR399*un
yuksek seviyelerde biriktigi gosterilmigtir. Bu konudaki caligmalar artmis olsa da
hedeflerinin ne oldugu, fonksiyonel olan olgun miRNA ile biyokimyasal yolaklarinin
ayni olup olmadigi gibi sorular hala aydinlatilamadigi icin bu konu gizemini
korumaktadir (Hsieh v.d., 2009, Sunkar v.d., 2012).
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2.4.1. miRNA ve Oksidatif Stres iliskisi

miRNA'lar ve oksidatif strese cevap arasindaki iligski ilk olarak miR398'’in
tanimlanmasiyla ortaya cikmistir (Sekil 2.8). Siperoksit dismutaz (SOD) enzimi
oldukca toksik superoksit anyonunu daha az toksik olan hidrojen perokside
cevirerek bitki hicrelerini stperoksit radikallerinden korurlar. Cu/Zn superoksit
dismutaz (CSD) genlerinin artan regulasyonunun miR398’le iligkili oldugu
goérilmustir. Sitosolik CSD1 ve plastidik CSD2’nin her ikisi de miR398’in hedefidir.
Oksidatif stres durumunda miR398’in ekspresyon seviyesi azalir; béylece CSD1 ve
CSD2 mRNA’larinin akimilasyonu artar. Sonugta da superoksit radikallerinin
akumdulasyonu azalmig olur ve bitki oksidatif strese tolerans gostermis olur (Sunkar
v.d., 2006, Bej v.d., 2014, Kumar, 2014).

[Normal sartlar ' -i ’O:iiatif =
- —

‘H W\/ﬂ\
miR 398 miR398
Up regule Down regule
Transkriptlerin
akiimalasyonu

ROS detoksifikasyonu

@ Stres toleransi

ROS homeostazisinin
devamiliig

Sekil 2.8: miR398’in oksidatif stres toleransindaki rolii (Bej ve ark., 2014)
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2.4.2. miRNA ve Besin Stresi iligkisi

Bitkiler yasamlarini slrdurebilmeleri icin gerekli olan besinleri topraktan
alirlar. Toprakta sik sik besin dedisimleri meydana gelmektedir; bdyle durumlarda
bitkiler inhtiyaglari olan elementleri topraktan temin edemedikleri igin strese girerler.
Besin stresi ve miRNA’lar arasindaki iliski miR399’un kesfiyle ortaya cikmigtir.
Normal sartlar altinda miR399 daha c¢ok koklerde eksprese edilmektedir.
Arabidopsis’te inorganik fosfat eksikliginde miR399 ekspresyonu artar ve E2
ubikuitin konjugasyon enzimini (UBC24) represe eder. Bdylece inorganik fosfat alimi
baskilanir (Fujii v.d., 2005, Bari v.d., 2006). Bitkide sulfat eksikligi oldugunda ise
fonksiyonel olan miRNA miR395’dir. miR395; birikimi olan sulfuri ATP sulfataz ve
silfat tasiyicisi AST68’e paylastirmakla goérevlidir. Bitkide silfat eksikligi olustugu
takdirde miR395 ekspresyonunun upregtle oldugu gézlenmistir (Liang v.d., 2010).

2.4.3. miRNA ve Yiiksek-Diisiik Sicaklik Stresi iligkisi

Soguk stresi ve miRNA arasindaki iligki birgok bitkide go&sterilmistir. Soguk
stresi sirasinda miR397 ve miR169’un Arabidopsis ve Populus’da upregile oldugu,
mirl72’nin ise Arabidopsis ve Brachypodium’da upregile ooldugu goésterilmektedir
(Sunkar v.d., 2004, Liu v.d., 2008, Lu v.d., 2008b, Zhang v.d., 2009). miR168
seviyesi Arabidopsis’te soduk stresiyle artarken, ¢eltikte azaldigi rapor edilmistir(Liu
v.d., 2008, Lu v.d., 2008b).

Son yillarda kuresel 1sinmayla birlikte yuksek sicaklik bitkiler i¢in oldukca
onemli bir hale gelmistir. Yapilan calismalar sonucunda saptanan 32 miRNA
ailesinden korunmus 9 mIiRNA'nin bugdayda vyuksek sicaklikla ilgili oldugu
gorulmustir. miR172 seviyesi 6nemli derecede duserken miR159, miR160, miR166,

miR169, miR393’Un seviyelerinin arttigi gézlenmistir (Xin v.d., 2010).
2.4.4. miRNA ve Agir Metal Stresi iligkisi

Agir metal stresi giin gegtikge daha 6énemli hale gelmektedir. CUnkl sanayi
ve tarimsal aktiviteler sonucunda topraklar, yer alti ve yer Ustl sulari her gegen gin
daha da kirlenmektedir. Bitkiler agir metal stresinden kaginmak igin bazi énlemler

gelistirmislerdir; miRNA aktiviteleri de bunlardan biridir. CSD1 ve CSD2 enzimleri,

+2s

Cu*? homeostazisini ve kloroplasttaki tilakoid limeninde, Cu*?nin plastosiyanin

+21

proteinine hareketini regule ederler. Cu™nin sinirli oldugu durumlarda miR398

overeksprese edildigi gériimustir (Sunkar v.d., 2004, Yamasaki v.d., 2007).
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2.4.5. miRNA ve Tuz Stresi lliskisi

Dinyadaki ekim alanlarinin %50’sinin ve tarimsal alanlarin %20’sinin tuz
stresinde oldugu dusunulirken, her yil bir milyon hektardan fazla arazinin de
tuzluluga maruz kaldigi tahmin edilmektedir. Toprakta bulunan asin tuz
konsantrasyonu bitkilerin su emilimini etkilemektedir. Bu sebeple tuz stresi ve
kuraklik stresi benzer hlcresel ve metabolik siregleri paylasmaktadir (Yildiz v.d.,
2010). Arabidopsis’te tuz stresi altinda farkh olarak regiile edilen miRNA’lar
tanimlanmigtir. miR156, miR158, miR159, miR165, miR167, miR168, miR169,
miR171, miR319, miR393, miR394, miR396 ve miR397 upregtile olurken, miR398’in
birikiminin dustigd gézlenmistir (Liu v.d., 2008).Tuza duyarl ve tuza toleransli olan
iki misir hattiyla yapilan mikroarray ¢aligmalari sonucunda 27 miRNA ailesinin tuz
stresiyle birlikte ekspresyonlarinda belirgin dedisimlerin oldugu goézlenmistir. Her iki
misir hattinda da miR396 ailesi Uyelerinin gen ifade seviyelerinde azalma
goOzlenirken, miR395 ve miR474 aileleri Uyelerinin ifade seviyelerinde ise artig

g6zlenmistir (Ding v.d., 2009).
2.4.6. miRNA ve Kuraklik Stresi iligkisi

Tum abiyotik stres faktorleri arasinda kuraklik en fazla Grin kaybina neden
olan stres c¢esididir. Bitkiler kuraklikla basa c¢ikabilmek icin c¢esitli fizyolojik,
biyokimyasal ve molekller mekanizmalar geligtirmiglerdir. Bitki stres hormonu olan
ABA, su kaybini 6nlemek amaciyla stomalarin kapanmasini saglayarak bitkiyi
kurakliktan kurtarmaya calisir. Yine kurakliktan kacabilmek icin bitkiler
ozmoprotektanlar denilen organik bilesikleri akimule ederler. Bu bilesikler su alimini
saglayarak bitkinin su kaybini énlemeye calisirlar. Fakat bu bilesiklerin hiicrede gok
yuksek konsantrasyonlarda bulundugu sartlarda bile enzim aktivitelerini inhibe etme

yetenekleri yoktur (Kumar, 2014).

miR169'un kuraklik stresi toleransinda c¢cok o6nemli bir rolinin oldugu
goralmustir. Kurakhk durumunda Arabidopsis’te miR169’'un ABA-bagimli yolak
Uzerinden ekspresyonu azalir. Béylece hedefi olan transkripsiyon faktérd nuklear
faktor YAS5'in (NFYAS) ekspresyonu artar ve sonucgta kuraklik stresine cevap
genlerinin ekspresyonlari artmis olur (Li v.d., 2008). Celtikte kuraklik stresinde
miR169g ve miR393’Un gen ifadesinde artis oldugu gozlenmistir (Zhao v.d., 2007).
Gen ifadesinde artis olan miR393 transport inhibitér cevabi 1 (TIR1) transkripsiyon
faktoranu hedefler ve bitkinin buylimesi ve gelisimi yavaslar boylece bitki kendini
kuraklik stresinden korumaya c¢alisir (Shukla v.d., 2008). Domateste miR169 ile

yapilan g¢alismalarda kuraklik stresindeki bitkilerde stres altinda olmayan bitkilerle
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karsilastiriidiginda miR169'un daha fazla indiklendigi goértulmustir. Sonucta
domateste miR169'un ve onun hedefinin kuraklik stresine cevapta 6énemli bir rol

oynadigi ortaya konmustur (Zhang v.d., 2011).

Kdk ve surgln gibi farkli dokularda ayri ayrn yapilan miRNA ekspresyon
analizleri sonucunda bazi miRNA’larin stres sirasinda farkl dokularda degisik
cevaplar verebilecegini godstermektedir. Kuraklhk durumunda arpada yapilan
calismalar dért miRNA'nin dokuya spesifik reglilasyonunu ortaya koymustur.
miR169 yapraklarda regulasyonu artarken, koklerde regulasyonunun azaldigi
gorilmustir. miR156a, miR171 ve miR408 yapraklarda induklenirken, koklerde
herhangi bir degisimin olmadigi gézlenmistir. Bu durum tim bitkide yapilan miRNA

c¢alismalari sirasinda dokuya spesifik 6nemini géstermektedir (Kantar v.d., 2010).
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3. MATERYAL METOD

Tez kapsaminda istanbul Kiltir Universitesi Bitki  Biyoteknolojisi
Laboratuvar’'nda mutasyon islahi metodu ile kurakliga toleransli hale getirilmis olan
Mz generasyonuna ait mutant domates hatlarinda kuraklikla iligkili oldugu dusinulen
on U¢ miRNA’nin ve hedef genlerinin gen ifade seviyeleri farkli kuraklik dozlarinda

kurakhga toleransh yabani tip domates ile karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

3.1. TOHUMLARIN ELDESI

Bu calismada iki mutant domates hatti ile yabani tip Solanum pennellii
kullanilmistir. Calismada kullanilan mutant domatesler istanbul Kiiltir Universitesi
Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarindan alinmistir. X5671R varyetesinin 300 Gray
gama radyasyon dozu ile 1sinlanmasi sonucu elde edilen Ms; generasyonundan in
vitro seleksiyon ile kurakliga toleransli olarak belirlenen 4.5 ve 3.409 kodlu mutant
bitkiler calismaya alinmigtir.

Yabani tip kurakliga toleransli Solanum pennellii ise
NLO37.CGN15533#689680 kodlu Wageningen, Centre for Genetic Resources
(CGN) Hollanda’'dan alinmistir. CGN’den tohumlarla birlikte génderilen tohum bilgisi
Ek.1’de gosterilmektedir.

3.2. mMiRNA’LARIN ve mRNA’LARIN DizZILERININ BELIRLENMESi VE PRIMER
TASARIMI

Calismada kullanilan miRNA’lar daha dnce domates, Arabidopsis, titin gibi
bitkilerde kuraklikla iligkili oldugu bildiriimis olan miRNA'lar arasindan segilmistir.

Yapilan c¢alismada miRNA ekspresyon analizleri iki asamali olarak
yapilmigtir. Birinci asamada cDNA sentezi gergeklestiriimistir. Bu asamada stem-
loop cDNA sentez primerleri kullaniimig, miRNA uzunluklari ters transkripsiyon ile
uzatilmistir. ikinci asamada ise uzunlugu arttinlmis olan cDNA’lar reverse ve
forward primerler kullanilarak gRT-PCR’da kantitatif olarak analiz edilmiglerdir.

Calismada kullanilan miRNA dizileri www.mirbase.org isimli internet
sitesinden elde edilmistir. Buradan elde edilen miRNA dizileri igin tasarlanan stem-
loop cDNA primerleri ve gRT-PCR sirasinda kullanilan reverse ve forward primerler
http://genomics.dote.hu:8080/mirnadesigntool/ isimli internet sitesi yardimiyla
tasarlanmistir (Tablo 3.1).

Domates bitkisinin - mRNA dizileri http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

internet  sitesi aracihigiyla belirlenmigtir. Belirlenen mRNA dizilerine gore
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast internet sitesi araciligiyla miRNA’larin

hedef genlerine ait olan qRT-PCR reverse ve forward primerleri tasarlanmigtir

(Tablo 3.2).

Tablo 3.1: Olgun miRNA dizileri, stem-loop primerler ve gRT-PCR’da kullanilacak olan forward

primerler.
miRNA Adi Olgun miRNA Dizisi Stem-loop Primer Forward Primer
5'- 5'- 5'-
MiR157b GAAAAGAAGAUAGAGA GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC GTTTGGGGGAAAAGAA
GCAC - 3 GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA GATAGA - 3
CGTGCTC -3
5'- 5'- 5'-
miR170a UGAUUGAGCCGUGUCA | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC GTTGTGATTGAGCCGT
AUAUC - 3 GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA GTC-3
CGATATT -3
5' - 5'- 5' -
MiR170b UGAUUGAGCCGUGCCA | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC | GTTTTGATTGAGCCGTG
AUAUC - 3' GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA CcC-3
CGATATT - 3'
5 - 5'- 5'-
MiR170c UGAUUGAGCCGUGCCA GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC | GTTTTGATTGAGCCGTG
AUAUC - 3' GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA cCc-3
CGATATT -3
5' - 5'- 5'-
miR398 UGUGUUCUCAGGUCAC | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC GTGGTGTGTTCTCAGG
CCCuU - 3 GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA TCA-3'
CAAGGGG - 3
5'- 5'- 5' -
miRA73 CCUCUCCCUCAAGGGC | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC TTGCCTCTCCCTCAAG
uucuc -3 GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA GG-3
CGAGAAG - 3
5 - 5'- 5'-
miRA79 AGUGAUAUUGGUUCGG | GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC GGGAGTGATATTGGTT
CUCAUC - 3' GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA CGG -3
CGATGAG -3
5'- 5'- 5'-
miR828 UCUUGCUCAAAUGAGU GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC | GTTTGGTCTTGCTCAAA
AUUCCA - 3' GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA TGAGT - 3'
CTGGAAT -3
5'- 5'- 5'-
miR830 UGACUAUUAUGAGAAG GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC | GTTGGGGTGACTATTAT
AAGUG - 3' GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA GAGAA - 3'
CCACTTC - 3
5'- 5'- 5'-
iR1446 UUCUGAACUCUCUCCC GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC GTGGGTTCTGAACTCT
m UCAA -3 GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA CTC-3
CTTGAGG - 3
5'- 5'- 5'-
miR2111 UAAUCUGCAUCCUGAG GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC GGGGTAATCTGCATCC
GUUUA - 3' GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA TGA -3
CTAAACC - 3
5' - 5'- 5' -
miR2118a UUUCCAAUUCCACCCA GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC | GGGTTTCCAATTCCACC
UUCCUA - 3' GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA CA-3
CTAGGAA - 3
5'- 5'- 5'-
miR2118b UUACCAAUUCCACCCA GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCC GGGTTACCAATTCCAC
UUCCUA - 3' GAGGTATTCGCACCAGAGCCAA CCA-3
CTAGGAA - 3'
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Tablo 3.2: miRNA’larin hedef genleri ve hedef genlere ait foward ve reverse primerler

miRNA adi Hedef gen adi Forward/Reverse primer
iR157h SS:?E,?;Z %rggztr?r F: 5-GGCCCAATAGGTTCTCCTCA-3’
9 . R: 5-CGACCTGGCAAGAAGGATGT-3'
protein
miR170a, miR170b, |  gcarecrow benzeri F: 5-GCAGGGTTCCACCAGTATCC-3'
miR170c proteinler R: 5-CTTCAGTGCCAAGCTGATGC-3'
miR398 Cu/Zn suiperoksit F: 5-AGGTTCGCGATCTATACAATACT-3'
dismutaz R: 5-GAAGGCGTGGCAAGTAACAG-3’
mir828 MYB transkripsiyon F: 5-CCACTGAAGAAGAGTTCCCGT-3
faktorleri R: 5-TCTCTGAGTATCCTTCAATTCTGAT-3’
iR211L F-box protein F: 5" TGGAGATTATTCCCACTCTTCCT5
R: 5-CAATTCGAGCTTGCGCCATT-3
miR2118a, Pektat liyaz ailesi F: 5-TCTTTTCTACCCCCACACCA-3’
miR2118b proteini R: 5-GATTCCCTGATCCGCACGAT-3’

3.3. BITKILERIN BIiTKi DOKU KULTURU ILE YETISTIRILMESI VE STRES
UYGULAMASI

Solanum pennellii, 4.5 ve 3.409 bitkilerinden her uygulama igin (kontrol, %4
PEG ve %6 PEG) beser adet olmak lzere toplamda on bes adet tohum 6nce
%20’lik ticari gamasir suyu ile yuzey sterilizasyonu uygulamasina alindi. Ylzey
sterilizasyonundan sonra ise tohumlar %3 sukroz (S-5391 Sigma-Aldrich) ve %0,8
agar (P1001.1000, Duchefa Biochemie) iceren Murashige and Skoog (MS)
(Murashige ve Skoog, 1962) (M0222.0001, Duchefa biochemie) besiyerine ekildi.
14. giin sonunda dort yaprakli asamaya gelen bitkiler kontrol i¢in yeniden %3 sikroz
ve %0,8 agar iceren ve kuraklik stresi uygulamasi icin sirasiyla %4 ve %6
polietilenglikol 6000 (PEG 6000) (807491, Merck millipore), %3 sukroz ve %0,8 agar
iceren MS besiyerine aktarildilar. Kuraklik stresi uygulamasinin 14. gunundn
sonunda ise bitkiler es zamanli olarak toplandi ve sivi azotta dondurulduktan sonra

RNA izolasyonu yapilana kadar -80°C’de saklandi.

3.4. KUGUK RNA’LARIN iZOLASYONU
Kiacik RNA’lar ve total RNA izolasyonu mirVana miRNA izolasyon Kiti
(Ambion, by life technologies) ile izolasyon kitinin c¢alisma protokolliine bagli
kalinarak yapilmistir. miRNA izolasyon kitinin ¢alisma protokolu:
o 0,1 gram bitki yapragi 1000yl liziz tamponu (Lysis/Binding buffer) ile

steril havanda homojenize edilmigtir.
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o Elde edilen homojenatin toplam hacminin 1/10'u kadar miRNA
homogenate additive tamponu eklenmis ve 10 dakika buz lzerinde
inkibasyona birakilmistir.

o Buzdan alindiktan sonra 6érneklere homojenat hacmi kadar asit-
fenol:kloroform eklenmis, 30 saniye vorteks yapildiktan sonra 5
dakika 10000g’de santrifij edilmistir.

o Santrifij sonrasinda asit-fenol:kloroform sebebiyle faz farki olusmus,
Ust faz yeni bir tipe alinmigtir. Elde edilen toplam hacmin 1,25 kati
kadar %100 etanol eklenmistir ve filtreli tliplere alinmig, 30 saniye
10000g’de santriflij edilmistir.

o Santriflij sonunda filtreden gegen supernatant atilmis, 700ul miRNA
wash solution 1 eklenerek 15 saniye 10000g’de santrifuj yapilmistir.

o Santrifij sonunda filtreden gegen supernatant atiimis, 500ul wash
solution 2/3 eklenerek 15 saniye 10000g’de santrifij edilmigtir.

o Santrifij sonunda filtreden gecgen supernatant atimis, 500ul wash
solution 2/3 eklenerek 15 saniye 10000g’'de santrifij yapilmigtir.

o Santriflj sonunda filtreden gecgen sivi kisim atilmig, filtre bos olarak 1
dakika maksimum hizda santrifij edilmistir.

o Santriflij sonunda filtre yeni bir santrifij tipline alinmis, 50ul dnceden
95°C’de bekletilmis elution solution eklenmistir. 30 saniye maksimum
hizda santrifiij edilmis ve filtreden gegen RNA'lar tiipe aktariimistir.

o Elde edilen RNA daha sonraki ¢aligsmalar yapilana kadar -80°C’de

saklanmistir.

3.5. RNAIZOLASYONUNUN NIiTEL VE NiCEL OLCUMLERI
RNA’larin  nicel Olglimleri olan safllk ve konsantrasyon analizleri UV
spektrofotometre (NanoDrop 2000c ThermoScientific) kullanilarak yapilmigtir
(Downs ve Wilfinger, 1983).
RNA'larin nitel dlgimleri ise agaroz jel elektroforezi ile yapiimigtir. Agaroz jel
elektroforezi ile ilgili islemler:
o 0,5 pyg/ml etidyum bromar (Sigma-aldrich E1510) iceren %3’luk agaroz
(Sigma-aldrich A5093) jel 1X TAE (Tris edta asetat) ile hazirlanmistir.
o Agaroz jelin polimerizasyonun gerceklesmesi icin 30 dakika bekletilmigtir.
o Polimerize olan agaroz jele 1ng RNA, 1:1 RNA yukleme boyasi (RNA
loading dye mirVana ambion) ile karistirilarak ylklenmistir. Kigik RNA
markeri da yuklenerek 70V’da 40 dakika yurGtilmustar.
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o Agarozun jelin gérintilenmesi Bio-Rad jel gériintileme sistemi Gel Doc

XR System ile yapilmigtir.

3.6. cDNA SENTEZI
cDNA sentezi miRNA’lar ve poliA RNA'lar (mRNA) igin iki ayrn protokol

kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.6.1. PoliA Kuyrugu Tasiyan mRNA’lar igin cDNA Sentezi

cDNA sentezi igin iScript cDNA Synthesis Kit (170-8890 Bio-Rad) kullaniimistir
ve sentez kitin protokoline uygun olarak gergeklestiriimistir. cDNA sentezi igin
gereken reaksiyon bilesenleri Tablo 3.3'te, sentezin gergeklesme kosulu ise Tablo

3.4’te gosterilmektedir.

Tablo 3.3: PoliA tasiyan mRNA’larin cDNA sentezi igin gereken reaksiyon bilesenleri

. Her bir reaksiyon i¢in gereken
Icerik i
miktar
5X reaksiyon miktar 4 ul
iScript reverse transcriptaz 1 ul
Nukleaz-free su Degisken
RNA 200 ng
Toplam hacim 20 pl

Tablo 3.4: PoliA tasiyan mRNA’larin cDNA sentezi igin gereken sentez kosulu

Derece Zaman
25°C 5 dakika
45°C 30 dakika
85°C 5 dakika

3.6.2. miRNA’lar igin cDNA Sentezi

miRNA’larin cDNA sentezi icin Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
(Roche 05091284001) kullaniimistir ve sentez kitin protokoline uygun olarak
gerceklestiriimistir. cDNA sentezi igin gereken reaksiyon bilesenleri Tablo 3.5'te,

sentezin gergceklesme kosulu ise Tablo 3.6’da gdsteriimektedir.

33



Tablo 3.5: miRNA’larin cDNA sentezi icin gereken reaksiyon bilesenleri

. Her bir reaksiyon i¢in
Igerik ] Son konsantrasyon
gereken miktar
dH,O Degisken 10 pl tamamlamak igin
Stem-loop primer
2 ul 50nM
(250nM)
5X reaksiyon tamponu 2yl 8mM MgCl,
Protector RNAse
S 0,25 i 20 Unite
inhibitor
dNTP mix 1l 1mM her biri
Transcriptor reverse
_ 0,25 i 1 Unite
transcriptase
mMiRNA Degisken 200 ng
Tablo 3.6:miRNA’larin cDNA sentezi i¢in gereken sentez kosulu
Zaman Derece Siklus sayisi
30 dakika 16°C 1
30 saniye 20°C
30 dakika 42°C 60
1 saniye 50°C
5 dakika 85°C 1
1 dakika 4°C 1

3.7. qRT-PCR

Tez kapsaminda kuraklik stresi ile iliskili miRNA’larin ve bu miRNA’larin hedef
genlerinin ekspresyon seviyeleri gRT-PCR analizi ile gdsterilmistir. gqRT-PCR
analizleri Bio-Rad CFX Connect Real Time PCR cihazi ile yapiimistir. qRT-PCR igin
gereken reaksiyon bilegsenleri Tablo 3.7°de, gerceklesme kosulu ise Tablo 3.8'de

gOsterilmigtir.
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Tablo 3.7: qRT-PCR igin gereken reaksiyon bilesenleri

igerik Miktar
Primer 2 ul
dH,O 5,5 ul
cDNA 2,5l
SYBR Green IQ supermix 10 ul
(Bio-Rad 170-8882) H
Tablo 3.8: gRT-PCR kosulu
PCR cihazi okuma Derece Zaman Siklus sayisi
modu
95°C 3 dakika 1
95°C 10 saniye
55°C 30 saniye 40
SYBR Green
72°C 60 saniye
Erime egrisi
95°C-55°C 5 saniye (0,5°C her bir
siklus degisimi)

3.8. gRT-PCR ANALiZ METODU

gRT-PCR sonucunda elde edilen cT degerleri Pfaffl metodu kullanilarak

analiz edilmis ve anlasilabilir veriler haline getiriimistir. Bu metodda i¢gsel kontrol

olarak kullanilan uzama faktoéru 1 alfa'ya (eEFlal) oranla rolatif gen ifade farklari

hesaplanmistir. Hesaplamada kullanilan formll asagidaki gibidir (Referans olarak

elongation faktor 1 alpha geni kullaniimistir.) (Pfaffl, 2001).

(Ehedef)ACThedef(kontrol—uygulama)

(EreferanS)AcTreferans (kontrol-uygulama)
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4. SONUCLAR
4.1. KURAKLIK STRESi UYGULAMASININ SONUGLARI

Calismada iki mutant domates hatti 4.5, 3.409 ve yabani tip Solanum

pennelli’'ye uygulanan %4 ve %6 PEG 6000 uygulamalarinin sonuglari Sekil 4.1°de

verilmigtir.
A
s ! s
b e
Kontrol %4 PEG 6000 %6 PEG 6000 v
B
Kontrol %4 PEG 6000 %6 PEG 6000
Cc
Kontrol %4 PEG 6000 %6 PEG 6000

Sekil 4.1: in vitro kuraklik stresine ait sonuglar (A) Solanum pennelli (B) 4.5 (C) 3.409
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4.2. miRNA GEN iFADESi ANALIZ SONUGLARI

Calismada elde edilen cT degerleri 3 teknik tekrar sonucunda onlarin
ortalamalari hesaplanarak elde edilmigtir. Uzama faktori 1 alfa icin her calismada
tekrar PCR yapilmig, hepsinin ortalamasi alinarak sonug¢ elde edilmistir. Calisma

sonucunda tim hesaplamalar yapilarak elde edilen cT degerleri Tablo 4.1°de
verilmigtir.
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4.3. miRNA GEN IFADESIi ANALIZ GRAFIKLERI

miRNA gen ifadelerinin erime pikleri ve amplifikasyon egrileri qRT-PCR

sonucunda primerlerin dogru yerlere baglandiklarini gdstermek amaciyla verilmistir.

4.3.1. lIgsel Kontrol Uzama Faktérii 1 Alfa Analiz Sonucu

igsel standart genine ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve
amplifikasyon egrileri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verilmistir.

Erime piki

-d(RFU)/dT

Sicaklik, Santigrat

Sekil 4.2: Uzama faktori 1 alfa erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

Siklus

Sekil 4.3: Uzama faktérii 1 alfa amplifikasyon egrisi
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4.3.2. miR157b Analiz Sonucu

miR157b’'ye ait gRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri
amplifikasyon egrileri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5'te verilmistir.

Erime piki

-d(RFU)/dT

Sicakhk, Santigrat

Sekil 4.4: miR157b erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktar)

Amplifikasyon

0 10 20 30 40
Siklus

Sekil 4.5: miR157b amplifikasyon egrisi
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4.3.3. miR170a Analiz Sonucu

miR170a’'ya ait gRT-PCR analizinden elde edilen erime

pikleri
amplifikasyon egrileri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir.

Erime piki

140 4
120 J
100 &

80 T

-d(RFU)/dT

60 }

Sicaklik, Santigrat

Sekil 4.6:miR170a erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

¥ —_—
0 10 20 30
Siklus

Sekil 4.7:miR170a amplifikasyon egrisi
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4.3.4. miR170b Analiz Sonucu

miR170b’ye ait gRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve
amplifikasyon egrileri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'da verilmistir.

140 -:
120 }
100 }

o0 §

-d(RFU)/dT

0

20 -4

Sicaklik, Santrigrat

Sekil 4.8:miR170b erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

Amplifikasyon

T % T ) s, T

800 |

600 |

RFU

400 |

200 |

Siklus
Sekil 4.9:miR170b amplifikasyon egrisi

42



4.3.5. miR170c Analiz Sonucu

miR170c’ye ait gRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri
amplifikasyon egrileri Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

ve

Erime piki

—T T T T T T T T T T

150

8

-d(RFU)/dT

Sicaklik, Santrigrat

Sekil 4.10:miR170c erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

Amplifikasyon

N O HEOEEEE L O e e

1200 £ T

Siklus
Sekil 4.11:miR170c amplifikasyon egrisi
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4.3.6. miR398 Analiz Sonucu

miR398’e ait qRT-PCR analizine ait erime pikleri ve amplifikasyon egrileri
Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te verilmistir.

Erime piki
120 T T T T T T ERAOEAI R s S e e e BREmomoso o

100 |

80 |

-d(RFU)/dT
3

Sicakhk, Santrigrat

Sekil 4.12:miR398 erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

300__ ................ ................ ..............
700 E e s O 4
B0 £5 2o s IR0 S ]
B0 ................. ................ oy M

RFU

e, . . NO— T — %] I,
300 -- ................ A T T A ................ ..... {/f
zoo__ ................ ................

i : . :

01

—_— e e e ]
0 10 20 30 40

Siklus
Sekil 4.13:miR398 amplifikasyon egrisi
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4.3.7. miR473 Analiz Sonucu

miR473’e ait QRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon
egrileri Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te verilmistir.

Erime piki

-d(RFU)/dT

Sicaklik, Santrigrat

Sekil 4.14:miR473 erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

Amplifikasyon
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Siklus

Sekil 4.15:miR473 amplifikasyon egrisi
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4.3.8. miR479 Analiz Sonucu

miR479’a ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon
egrileri Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmistir.

Erime piki
200 T T

N N N D e R R e

-d(RFU)/dT

Sicaklik, Santrigrat

Sekil 4.16:miR479 erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktar)
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Sekil 4.17:miR479 amplifikasyon egrisi
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4.3.9. miR828 Analiz Sonucu

miR828’e ait qRT-PCR analizi ait erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil
4.18 ve Sekil 4.19'da verilmigtir.

200 |
150 +

100

-d(RFU)/T

50

Sicaklik, Santrigrat

Sekil 4.18:miR828 erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)
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Siklus
Sekil 4.19:miR828 amplifikasyon egrisi
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4.3.10. miR830 Analiz Sonucu

miR830’a ait gRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon
egrileri Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de verilmistir.
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20 1 ]
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Sicaklik, Santrigrat
Sekil 4.20:miR830 erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)
Amplifikasyon
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Siklus

Sekil 4.21:miR830 amplifikasyon egrisi
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4.3.11. miR1446 Analiz Sonucu

miR1446’ya ait gRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve
amplifikasyon egrileri Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’te verilmistir.

120 4 ]
100 § ]
5 804 :
s | :
E ] :
v 1 ]
40 I ]
20 1 - s :
0 :
Sicakhk, Santrigrat
Sekil 4.22: miR1446 erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)
Amplifikasyon
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Siklus

Sekil 4.23:miR1446 amplifikasyon egrisi
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4.3.12. miR2111 Analiz Sonucu

miR2111’'e ait gRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve
amplifikasyon egrileri Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’te verilmistir.

140 I
120 -:
100 T

30 -':

-d(RFU)/dT

Sicaklik, Santrigrat

Sekil 4.24:miR2111 erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

Erime piki
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Siklus

Sekil 4.25:miR2111 amplifikasyon egrisi
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4.3.13.

miR2118a’'ya ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri

miR2118a Analiz Sonucu

amplifikasyon egrileri Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de verilmistir.

-d(RFU)/dT

RFU

Erime piki

Sicaklik, Santrigrat

Sekil 4.26:miR2118a erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)
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Siklus

Sekil 4.27:miR2118a amplifikasyon egrisi

51

ve



4.3.14. miR2118b Analiz Sonucu

miR2118b’'ye ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve
amplifikasyon egrileri Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da verilmistir.

Erime piki

200 ey

-d(RFU)/T

Sicaklik, Santrigrat
Sekil 4.28:miR2118b erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

Amplifikasyon
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Siklus

Sekil 4.29:miR2118b amplifikasyon egrisi
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HEDEF GENLERIN GEN IFADESi ANALIZ SONUGLARI

4.4.

Tez kapsaminda kuraklikla iligkili olan miRNA’larin hedef aldiklari genlerin

ekspresyon seviyeleri gRT-PCR ile analiz edimistir. Elde edilen cT degerleri 3 teknik

Elongation faktér 1

tekrar sonucunda ortalamalari hesaplanarak elde edilmistir.

alpha icin her galismada tekrar PCR yapilmis, hepsinin ortalamasi alinarak sonug

elde edilmigtir. Calisma sonucunda tim hesaplamalar yapilarak elde edilen cT

degerleri Tablo 4.2’de verilmistir.
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4.5. HEDEF GENLERIN GEN iFADESi ANALiZ GRAFIKLERI

Hedef genlerin gen ifadelerinin erime pikleri ve amplifikasyon egrileri qRT-
PCR sonucunda primerlerin dogdru yerlere baglandiklarini goéstermek amaciyla
verilmigtir.

4.5.1. igsel Kontrol Uzama Faktorii 1 Alfa Analiz Sonucu

icsel standart genine ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime pikleri ve
amplifikasyon egrileri Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°de verilmigstir.

Erime piki

-d(RFU)/dT

Sicaklik, Santigrat

Sekil 4.30: Uzama faktoriu 1 alfa erimepiki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

1500 |

RFU

500 |

Siklus

Sekil 4.31: Uzama faktoru 1 alfa amplifikasyon egrisi
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4.5.2. Squamosa Promotor Baglanma Benzeri Protein Analiz Sonucu

miR157b’nin hedefi olan squamosa promotdr baglanma benzeri proteinine ait
gRT-PCR analizinden elde edilen ait erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil
4.32 ve Sekil 4.33'de verilmistir.

Erime piki

-d(RFU)/dT

Sicaklik, Santrigrat

Sekil 4.32: Squamosa promotdr baglanma benzeri protein erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi
(okunan floresan miktarr)

Amplifikasyon
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1
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Siklus

Sekil 4.33: Squamosa promotdr baglanma benzeri protein amplifikasyon egrisi
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45.3. Scarecrow Benzeri Protein Analiz Sonucu

miR170 ailesinin hedefi olan scarecrow benzeri proteine ait qRT-PCR

analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.34 ve Sekil
4.35’de verilmigtir.

Erime piki

-d(RFU)/dT

Sicaklik, Santigrat

Sekil 4.34: Scarecrow benzeri protein erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

Amplifikasyon
o ¥ 1 I e e e Rt ST T P e S R R T P B e R e R B S P I, i e Syl
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800
400 1

200 T

Siklus

Sekil 4.35: Scarecrow benzeri protein amplifikasyon egrisi
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4.5.4. CulZn Superoksit Dismutaz Analiz Sonucu

miR398’in hedefi olan Cu/Zn superoksit dismutaza ait gqRT-PCR analizinden

elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.36 ve Sekil 4.37°de
verilmigtir.

Erime piki

CACNCI S SO B ECEC ArEr ArEr e |

A0 T

LOENL S JrNR BCN BrEr e Sran FECUCEELECL IR A o

-d(RFU)/ T

Sicaklik, Santigrat

Sekil 4.36:Cu/Zn siliperoksit dismutaz erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

Amplifikasyon

..............................................
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Siklus

Sekil 4.37:Cu/Zn sliperoksit dismutaz amplifikasyon egrisi
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4.5.5. MYB Transkripsiyon Faktorii Analiz Sonucu

miR828'in hedefi olan MYB transkripsiyon fadktériine ait gqRT-PCR

analizinden elde edilen erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.38 ve Sekil
4.39’da verilmigtir.

-d(RFU)/dT

Sicaklik, Santigrat

Sekil 4.38:MYB transkripsiyon faktérleri erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

A G G i G G G G S N E S o sy
i "
NN L st o i o e i o A i e A e A e Ao A e 4o it s < 5ol 4 _/‘
O N B G N R e e 3
g BO0UEL s ot s ot s et SN N N SEW . W S i 3
soo_ ................ ................
BOOT <ooeommsmmsanis . B sttt .
200 }. S e s SR '
0+ " n T : . . . e
n — Tt T
0 10 20

Siklus

Sekil 4.39:MYB transkripsiyon faktorleri amplifikasyon egrisi
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45.6. F-box Protein Analiz Sonucu

miR2111’in hedefi olan f-box proteinine ait gRT-PCR analizinden elde edilen

erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.40 ve Sekil 4.41°de verilmigtir.

0 £
%0 §
250 §

200 ¥

-d(RFU)/dT

150 4

100 §
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Sicaklik, Santigrat

Sekil 4.40:F-box protein erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

1500

1000

RFU

500

Sekil 4.41:F-box protein amplifikasyon egrisi
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45.7. Pektat Liyaz Analiz Sonucu

miR2118 ailesinin hedefi olan pektat liyaza ait gRT-PCR analizinden elde

edilen erime pikleri ve amplifikasyon egrileri Sekil 4.42 ve Sekil 4.43’te verilmigtir.

Erime piki

360 f..:oooooiinn. HSA RIS A Bt A B e BN RO S “
300 F-cooeeeeee e R _
250 Foioeeoeeeenee (AN _
h -+ : -
z T w
g 2w -: : : S S R R R R R :.._:
T 10 £t PR R .................................. S
100, L« F5omsannniny ISR . S T S5
50_:_..,: ......... ...... s oot ATt i SV s s ;.._:
2 G . : S & 3
0 . . PO e — .
+—r—t—t—t—t—t T t T T T T

a5 70 75 80 85 0 95
Sicaklik, Santigrat

Sekil 4.42: Pektat liyaz erime piki. RFU: Relatif floresan unitesi (okunan floresan miktari)

500_ ................ ................

Siklus

Sekil 4.43: Pektat liyaz amplifikasyon egrisi
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4.6. miRNA'LARA AIT ROLATIF GEN iFADE SEVIYESI

Tez kapsaminda ¢alisilan kuraklikla iligkili miRNA’larin eEFlal’ya goére rolatif

gen ifade farklari verilmistir.

4.6.1. miR157b Rolatif Gen ifade Seviyesi

miR157b gen ifadesinin kontrole goére rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil
4.44’de verilmigtir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli'nin %74,
mutant 4.5'in %78 ve mutant 3.409'un ise %40 oraninda kontrol gruplarina gore

azaldiklari gérilmektedir.

E S.pennellii =4,5 #3,409

%4 PEG %6 PEG
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ey

Sekil 4.44: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR157b gen ifadelerinin
kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylzdelik verilmistir.

4.6.2. miR170a Rélatif Gen ifade Seviyesi

miR170a gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil
4.45’de verilmistir. Her iki stres uygulamasiyla miR170a gen ifadesinde azalis
saptanmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli’'nin %30, mutant
4.5'in %23 ve mutant 3.409°un ise %10 azaldigi gorulmektedir.
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E S.pennelli =4,5 83,409
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Sekil 4.45:Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR170a gen
ifadelerinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ytzdelik verilmigtir.

4.6.3. miR170b Rélatif Gen ifade Seviyesi

miR170b gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil
4.46’da verilmistir. Kuraklik stres uygulamalarinda miR170b de, miR170a ile benzer
bir degisim profili gostermistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S.
pennelli'nin %30, mutant 4.5’in %26 ve mutant 3.409un ise %11 azaldigi

g6rilmektedir.
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Sekil 4.46: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR170b gen ifadelerinin
kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylzdelik verilmistir.
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4.6.4. miR170c Roélatif Gen ifade Seviyesi

miR170c gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktar bar grafigi Sekil
4.47’de verilmistir. Kuraklida toleransh olan yabani tip domates bitkisinde her iki
kuraklik stresi uygulamasinda miR170c’nin gen ifadesinde en ylksek oranda
azalma saptanmis olup, stres dozunun artmasiyla da paralel bir azalma
gbzlenmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli’'nin %39, mutant
4.5'in %35 ve mutant 3.409’un ise %19 azaldig1 gértulmektedir.

E S.pennelli 4,5 #3,409
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Sekil 4.47:Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR170c gen
ifadelerinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylizdelik verilmistir.

4.6.5. miR398 Rolatif Gen ifade Seviyesi

miR398 gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil
4.48'de verilmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli'nin %46,

mutant 4.5’in %45 ve mutant 3.409'un ise %9 azaldigi gorulmektedir.
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Sekil 4.48: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR398 gen
ifadelerinin kontrole gore rélatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler yiizdelik verilmistir.

4.6.6. miR473 Rolatif Gen ifade Seviyesi

miR473 gen ifadesinin kontrole gére rélatif gen ifade miktar bar grafigi Sekil
4.49'da verilmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelliinin %63,
mutant 4.5’in %37 ve mutant 3.409'un ise %10 arttigi goérulmektedir.
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Sekil 4.49: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR473 gen
ifadelerinin kontrole gore rélatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler yiizdelik verilmistir.
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4.6.7. miR479 Rélatif Gen ifade Seviyesi

miR479 gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil
4.50’de verilmistir. Her iki stres uygulamasinda da miR479 gen ifadesinin mutant
3.409'da kontrol grubuna gore farkhlik gostermedigi belirlenmistir. Mutant 4.5’te her
iki dozda da S. pennelli gibi azalis gozlense de bu azalis yabani tipe gore dnemli
oranda az olarak bulunmustur. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S.
pennelli'nin %67, mutant 4.5’in %13 ve mutant 3.409'un ise %0,5 azaldigi

gorilmektedir.

m S.pennelli =4,5 =3,409

%4 PEG %6 PEG

-

Sekil 4.50: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR479 gen ifadelerinin
kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylzdelik verilmistir.

4.6.8. miR828 Rolatif Gen ifade Seviyesi

miR828 gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil
4.51°de verilmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli’nin %64,
mutant 4.5’'in %50 ve mutant 3.409'un ise %4 azaldigi gorulmektedir. Kuraklik
toleranshliginin en belirgin farkliigini gdsteren sonuglardan bir tanesini temsil
etmektedir.
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Sekil 4.51: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR828 gen
ifadelerinin kontrole gére rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler yuzdelik verilmigtir.

4.6.9. miR830 Rélatif Gen ifade Seviyesi

miR830 gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil
4.52’de verilmigtir. Uygulanan PEG 6000 konsantrasyonuna bagl olarak miR830
gen ifadesinde hem mutant hatlarda hem de yabani tip domates ¢esidinde azalma
kaydedilmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli’'nin %40, mutant

4.5'in %15 ve mutant 3.409’un ise %8 azaldigi gortulmektedir.
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Sekil 4.52: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR830 gen
ifadelerinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler yiizdelik verilmistir.
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4.6.10. miR1446 Rolatif Gen ifade Seviyesi

mMiR1446 gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil
4.53’te verilmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli'nin %42,

mutant 4.5’in %18 ve mutant 3.409'un ise %9 azaldigi gorulmektedir.

mS.pennelli =4,5 3,409
%4 PEG %6 PEG
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Sekil 4.53: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR1446 gen ifadelerinin
kontrole gore rélatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylzdelik verilmistir.

4.6.11. miR2111 Rolatif Gen ifade Seviyesi

miR2111 gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil
4.54’de verilmistir. Calismada kullanilan miRNA’larin gen ifade degisimlerinden farkli
olarak, miR2111, tUm orneklerde kuraklik stresinin artisina paralel olarak bir artis
gostermistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli'nin %53, mutant
4.5'in %32 ve mutant 3.409°un ise %13 arttigi gérulmektedir.
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Sekil 4.54: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR2111 gen ifadelerinin
kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylzdelik verilmistir.
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4.6.12. miR2118a Rolatif Gen ifade Seviyesi

miR2118a gen ifadesinin kontrole goére rolatif gen ifade miktar bar grafigi
Sekil 4.55'de verilmistir. Kuraklik stres dozunun artmasiyla mutant 3.409 hattinda
miR2118 gen ifade seviyesinin dnemli bir degisim gbstermedigi ancak buna karsin
mutant 4.5'in gen ifade seviyesindeki artis oraninin stres dozu ile pararlellik
gostermesi, bu miRNA’nin gen ifadesinde rol oynadigi hedef genlerin tolerans
mekanizmasinda rol alan yolagin, mutant 4.5 agisindan dnemini gostermektedir. %6
PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli'nin %80, mutant 4.5’'in %80 ve

mutant 3.409’un ise %7 arttigi gérulmektedir.
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Sekil 4.55: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR2118a gen ifadelerinin
kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylzdelik verilmistir.

4.6.13. miR2118b Rélatif Gen ifade Seviyesi

miR2118b gen ifadesinin kontrole gore rolatif gen ifade miktar bar grafigi
Sekil 4.56’da verilmistir. miR2118b gen ifade degisimleri de miR2118a ile benzerlik
gOstermekle birlikte, mutant 4.5'te gézlenen artis, %6 PEG 6000 uygulamalasinda
S. pennelli’nin altinda kalmistir. Mutant 3.409 6rneginde gen ifade seviyesinde stres
dozunun artis1 dnemli bir degisiklik olusturmamistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda
yabani tip S. pennelli’'nin %75, mutant 4.5’in %65 ve mutant 3.409’un ise %8 arttigi

g6rilmektedir.
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Sekil 4.56: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde miR2118b gen ifadelerinin
kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylzdelik verilmistir.

4.7. HEDEF GENLERE AIT ROLATIF GEN IFADE SEVIYESI

Tez kapsaminda calisilan kuraklikla iligkili miRNA'larin hedef genlerinin

eEFlal’ya gore rolatif gen ifade farklari verilmistir.

4.7.1. Squamosa Promotdr Baglanma Benzeri Protein Rélatif Gen ifade
Seviyesi

miR157b’nin hedefi olan squamosa promotdr baglanma benzeri proteininin
kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil 4.57°de verilmigtir. %4 ve %6
PEG 6000 uygulamalarinda, mutant 4.5'in gen ifade seviyesinin S. pennelli’den
daha fazla artis gosterdigi belirlenmistir. Mutant 3.409'da ise stres dozunun artisina
gobre gobzlenen artis oraninin mutant 4.5’e gére az oldugu kaydedilmigtir. %6 PEG
6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli’nin %53, mutant 4.5’'in %62 ve mutant
3.409'un ise %30 arttigi goérilmektedir.
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Sekil 4.57: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde squamosa promotor
baglanma benzeri protein gen ifadelerinin kontrole gére rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler
yuzdelik verilmigtir.

4.7.2. Scarecrow Benzeri Protein Rolatif Gen ifade Seviyesi

miR170 ailesinin hedefi olan scarecrow benzeri proteininin kontrole goére
rolatif gen ifade miktari bar grafigi Sekil 4.58'de verilmistir. Her iki stres dozuna
paralel olarak tim o&rneklerde gen ifadelerinde artis saptanmistir. %4 PEG 6000
uylamasina cevaben elde edilen S.pennellii ve mutant 4.5 arasindaki gen ifade
farklliginin %6 PEG 6000 uygulamasinda daha arttigi goézlenmistir. %6 PEG 6000
uygulamasinda yabani tip S. pennelli’'nin %90, mutant 4.5'in %87 ve mutant
3.409'un ise %30 arttig1 gorulmektedir.
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Sekil 4.58: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde scarecrow benzeri protein
gen ifadelerinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylzdelik verilmigtir.
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4.7.3. Cu/Zn Siiperoksit Dismutaz Réaltif Gen ifade Seviyesi

miR398’in hedefi olan Cu/Zn slperoksit dismutazin kontrole goére rélatif gen
ifade miktari bar grafigi Sekil 4.59’da verilmistir. %4 PEG 6000 uygulamasina gore
gen ifade seviyelerinin stres dozunun artmasi ile belirgin bir artis profili ortaya
koydugu yapilan analiz sonucunda belirlenmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda
yabani tip S. pennelli'nin %125, mutant 4.5'in %104 ve mutant 3.409’un ise %30

arttigi goértlmektedir.
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Sekil 4.59: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde Cu/Zn slperoksit dismutaz gen
ifadelerinin kontrole gore roélatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler yuzdelik verilmigtir.
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4.7.4. MYB Transkripsiyon Faktérii Rélatif Gen ifade Seviyesi

miR828’in hedefi olan MYB transkripsiyon fadktorinin kontrole goére rolatif
gen ifade miktar bar grafigi Sekil 4.60’da verilmistir. Mutant 3.409 hattinda MYB
transkripsiyon faktérd gen anlatiminin, kuraklik stres dozunun artisina ragmen ¢ok
dusuk oranda cevap vermis olmasi, kuraklik toleransli olan ancak toleranslilik
seviyesi mutant 4.5’e gbére daha dusulk olan bu mutantin, stres varliginda kullandigi
yolaklarin aydinlatiimasi acgisindan énemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir. %6
PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli'nin %66, mutant 4.5'in %36 ve

mutant 3.409’un ise %4 arttig1 gorulmektedir.
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ekil 4.60: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3. itkilerinde ranskripsiyon faktoru
kil 4.60: Yabani tip Sol Ilii 4.5 3.409 bitkilerinde MYB t kripsiyon faktord
gen ifadelerinin kontrole goére rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler yizdelik verilmistir.
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4.7.5. F-box Protein Rélatif Gen ifade Seviyesi

miR2111’in hedefi olan f-box proteininin kontrole gore rolatif gen ifade miktari
bar grafigi Sekil 4.61°de verilmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S.
pennelli'nin %81, mutant 4.5’in %35 ve mutant 3.409’un ise %23 azaldigi

gorulmektedir.
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Sekil 4.61: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde f-box protein gen
ifadelerinin kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler yiizdelik verilmistir.
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4.7.6. Pektat Liyaz Rolatif Gen ifade Seviyesi

miR2118 ailesinin hedefi olan pektat liyazin kontrole goére roélatif gen ifade
miktari bar grafigi Sekil 4.62’de verilmistir. Calismada kullanilan tim &rneklerde,
stres dozunun artmasina paralel olarak, hedef genin ifade seviyelerinde azalis
gOzlenmistir. %6 PEG 6000 uygulamasinda yabani tip S. pennelli'nin %30, mutant
4.5'in %20 ve mutant 3.409’un ise %5 azaldigi gérulmektedir
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Sekil 4.62: Yabani tip Solanum pennellii, mutant 4.5 ve mutant 3.409 bitkilerinde pektat liyaz gen ifadelerinin
kontrole gore rolatif gen ifade miktari bar grafigi. Degerler ylzdelik verilmistir.
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, istanbul Kiiltir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolumu Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarlarinda Cs-137 gama kaynagi kullanilarak,
X5671R domates varyetesine ait kurakliga toleransl olarak segcilen iki mutantin (4.5
ve 3.409) kuraklik stresi altinda miRNA cevaplari arastiriimistir. Domates, titlin gibi
farkl bitki turlerinde kuraklk stresi toleransi yanitiyla iligkili olduklari belirlenmis 13
miRNA geninin, elde edilen mutant varyeteler Uzerinde kuraklik stresi toleransinda
nasil rol oynadiklart ve hedef genleri Uzerindeki etkilerinin gdsterilmesi
amagclanmistir. Bu amagla kuraklikla iliskili oldugu disundlen miRNA’lar ve bu
miRNA’larin hedef genleri secilmis, gqRT-PCR ile eskpresyonlari analiz edilmis ve

yabani tip Solanum pennellii ile veriler karsilastiriimigtir.

Kuraklk stresiyle birlikte bitkilerde miR157b’nin gen ifadesi indirgenmektedir.
MiR157b; squamosa promotér baglanma protein benzeri (SPL) geninin gen ifadesini
reglle etmektedir (Chen v.d., 2010, Preston v.d., 2013). Squamosa promotdor
baglanma proteini; bitkilerde kok uzamasinda rol oynayan faktdrlerden olan
giberellinin sinyal mekanizmasinda ve bitki morfolojisinin yénetimi konusunda kritik
bir role sahiptir (Chen v.d., 2010). miR157b’nin gen ifadesinin mutant hatlarda ve
yabani tip domateste azaldii gdzlenirken hedef geni olan squamosa promotor
baglanma proteini benzeri genin gen ifadesinin arttigi goérilmektedir. Bununla birlikte
mutant 4.5’de gen ifade duzeyinin %4 ve %6 PEG 6000 uygulamalar ile yabani tipe
oranla artis gdstermis olmasi dnemli bir veri olarak kaydedilmistir. Bunun yani sira
mutant 3.409'da miR157b hedef geninin ifadesinin 4.5 ve yabani tipe gore duguk
seviyelerde gozlenmesi, bitkinin maruz kaldigi kuraklik stres dozlarini tolere etmekte
zorlandigini ve strese bagl olarak bu hedef genin rol aldigi glikoz, inorganik tuzlar,
ATP ve giberellin sentezindeki metabolik sireglerinin de yavaslamasi ile iligkili

olabilecegi dusunulmektedir.

miR170 ailesi ve miR171 ailesi ayni gen ailesinin ortologlarini post-
transkripsiyonel olarak regule eden miRNA aileleridir (Bari v.d., 2013). Her iki aile de
Scarecrow-benzeri (SCLp) proteinler ailesinin gen ifadesini reglle etmektedirler.
SCLp 1sik altinda buyudyen bitkilerde protoklorofillid oksidorediktaz (POR) geninin
gen ifadesinin durdurulmasinda kilit rol oynar (Todesco v.d., 2010, Ma v.d., 2014).
miR170 ailesinin Arabidopsis'de karakterizasyonu yapilmis scarecrow benzeri
proteinleri hedef aldi§i gosterilmistir. Hedefi olan scarecrow benzeri proteinler GT
cis elementlere baglanarak giberellin regilasyonundaki klorofil Il biyosentezini 1gikh

kosullarda ydnetmekte ve induklemektedir (Ma v.d., 2014). Kuraklik stresinin
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sonuglarindan biri olan klorosis yani fotosistem II'nin yikilarak bitkinin fotosentez
kapasitesinin azalmasi, bitkilerde senesense sebep olmaktadir (Thomas v.d., 2003).
Yapilan ¢alismada mutant domates hatlarinda miR170a, miR170b ve miR170c gen
ifadelerinin  kuraklk stresi uygulamasiyla yabani tipe kiyasla daha az oranda
azaldigi gosterilmistir. miIRNA gen ifade seviyelerinin mutantlarda ve yabani tipte
hedef gen ifadesi agisindan bir korelasyon gdstedigi gozlenmistir. S. pennelli’de
miRNA’larin hedef geninin ifadesinin mutant hatlardan her iki stres dozunda da daha
fazla artis gOsterdidi belirlenmigtir. Mutant 4.5'in gen ifadesinin %6 PEG
uygulamasinda mutant 3.409’dan 3 kat fazla artis gostererek yabani tipe yakin bir
gen ifade dizeyi gosterdigi belirlenmistir. Boylece mutant hatlarin ve S. pennellii'nin
kurakhk stresi kosullarinda hayatta kalabilmek ve senesensten kurtulabilmek igin
klorofil Il biyosentezini indukledikleri ve klorosisten kacinma yoninde

mekanizmalarini devreye soktuklari gézlenmistir.

Kuraklikla birlikte diger bircok abiyotik streste oldugu gibi miR398 gen ifadesi
azalmaktadir. miR398; sitoplazmik ve kloroplastik Cu/Zn slperoksit dismutaz (CSD)
genlerini post-transkripsiyonel olarak reglle eder (Sunkar v.d., 2006, Zhu v.d.,
2011). CSD enzimi ROS detoksifikasyonunda gorevlidir. Oldukca toksik olan
superoksit anyonunu daha az toksik olan hidrojen peroksite cevirerek Dbitkiyi
superoksit radikallerinden korurv e ROS detoksifikasyonu aginin ilk adimini
olusturur (Apel v.d., 2004, Mittler v.d., 2004). Yapilan ¢alismada %4 ve %6 PEG
6000 uygulamalarinda miR398’in gen ifadesinin S.pennellii ve mutant 4.5'te 6nemli
oranda azalis gosterdikleri ve buna baglh olarak miR398 hedef geni olan CSD
geninin gen ifadesinin ise arttig1 gézlenmistir. %6 oraninda PEG 6000 uygulanmis
mutant 4.5 ve yabani tip S. pennelli'"de CSD geninin daha yuksek oranda artis
gOstermesinin sebebinin bu tirlerin ROS detoksifikasyonunu gergeklestirebilmis
olmasi ve kuraklik stresine karsi ylksek tolerans gelistirmesinden kaynaklandigi
diusunulmektedir. Buna karsilik mutant 3.409’'un CSD geninin gen ifadesinin her iki
stres uygulamasinda da belirgin bir artis gdsteremiyor olmasi; bu bitkinin ROS
detoksifikasyonunda basarisiz oldugu ve mutant 4.5 ile aralarinda gbzlenen

toleranshlik farkliligini gésteren énemli bir bulgu oldugu distnutlmektedir.

miR473, post-transkripsiyonel olarak orman agdaclarinda vepl (damar
sekillenmesi 1) genini kontrol etmektedir (Harfouche v.d., 2014). Vepl geni
kardenolid sekonder metabolizmasini yoneten proteini tretmektedir (Herl v.d.,
2009). Kardenolidler toksik steroidlerdir ve bitkilerin herbivorlara karsi
savunmasinda goérev alirlar (Agarwal v.d., 2011). Yapilan c¢alismada kuraklik

stresine maruz birakilan domates hatlarinda miR473’Un gen ifadesinin arttigi
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gosterilmistir. miR473’Un gen ifadesinin artmasinin sebebi; bitkinin kuraklik stresine
maruz kalmasiyla var olan metabolizmasini kuraklik stresiyle basa ¢ikmaya
yonlendirmis olmasi ve aslinda biyotik strese kargi gorevli olan bir miRNAnin,
abiyotik stres cevabinda da fonksiyonel oldugunu gdstermektedir. Diger miRNA
cevaplarinda gozlendigi Uzere, mutant 3.409'da kuraklik stresi uygulamalari
sonucunda goézlenen gen ifade artislari, mutant 4.5 ve yabani tip domatesten elde
edilen degerlerin ¢ok altinda kaydedilmistir. Bu tez kapsaminda miR473’in hedef
gen ifade seviyeleri henlz domatesteki hedefinin de vep1 geni olup olmadidinin
dogrulanamamis olmasi sebebiyle galigilamamistir.

mMiR479'un hedefi titlin bitkisinde BAF60b domainini iceren SWI/SNF
(Switch/Sukroz fermente olmayan) protein kompleksidir (Guo v.d., 2011). SWI/SNF
kromatin yeniden modelleme kompleksi transkripsiyonun reglilasyonunda oldukca
onemli bir rol oynar (Lores v.d., 2010). SWI/SNF kompleksi ayni zamanda DNA
replikasyonunda ve tamirinde gorev alir. Bitki blylmesi ve gelismesi uUzerinde de
onemli etkileri vardir. Bitki hormon metabolizmasinda 06zellikle de giberellin
biyosentezinde anahtar role sahiptir (Sarnowska v.d., 2013). Giberellin kok ve govde
uzamasinda gorevli bir bitki hormonudur. Yapilan ¢alismada miR479’un gen ifade
seviyesinin S. pennellii ve mutant 4.5'te kuraklik stres dozunun artmasina paralel
olarak azaldig1 ancak mutant 3.409'da gen ifade seviyesinin stres uygulamasi ile
kontrol grubundan farklilik gbéstermedidi gozlenmistir. miR479’un gen ifadesinde
kuraklik stresi uygulamasi ile gozlenen degdisimlerin hedef genin gen ifadesi
uzerindeki etkisi, bu tez calismasi kapsaminda heniiz domatesteki hedef geninin
SWI/SNF  kompleksi olup olmadiginin goésterilememis olmasi sebebiyle
cahsilamamistir. Ancak kuraklik stresine maruz kalan bitkinin su bulabilmek
amaciyla koklerini uzatarak hayatta kalma refleksi gostermesinin ve bu durumla
iliskili olarak oksin ve giberellin biyosentezinin de uyarilabilecegi 6n goériimektedir.
Mutant 3.409 bitkisinde miR157b'nin hedef geninin de (SPL) bu mutantta dusuik
ifade seviyesi gostermesinin domates bitkisinde de potansiyel hedefin oksin ve/veya

giberellin mekangzmasi ile iligkili olabilecegini gdstermektedir.

miR828’'in hedefi;, MYB domainli transkripsiyon faktori genidir (Guan v.d.,
2014). MYB proteini transkripsiyon faktori olarak goérev yapmaktadir. Bitkilerde,
bitkilere 6zgu cesitli streclerde gorevlidir. Bitki gelisiminin, metabolizmanin, biyotik
ve abiyotik stresin reglilasyonunda anahtar rol oynar (Dubos v.d., 2010). MYB
domainli transkripsiyon faktéri ayni zamanda RD22’nin gen ifadesini indikler. RD22
gen ifadesi arttiginda bitki kuraklk stresine karsi kendini modifiye eder, fenotipik

degisiklikler gdézlemlenir. Stomalarin bekgi hiicrelerinde eksprese olan RD22 proteini

76



stomalarin kapanmasina ve var olan suyun korunmasina olanak verir
(Harshavardhan v.d., 2014). Yapilan calismada miR828’in gen ifadesinin azaldigi
buna bagh olarak hedefi olan MYB domainli transkripsiyon faktorl geninin gen
ifadesinin arttigi gézlemlenmistir. Bu durumda domates bitkisinde artan MYB
domainli transkripsiyon faktori geninin ve onun indukledigi RD22 proteininin kuraklik

stresi toleransinda 6nemli bir rol oynadi§i sdylenebilir.

Yapilan transkriptomik calismalarda miR830’un tespit edilebilmis bir hedefi
bulunmamaktadir (Yin v.d., 2008). Yapilan calismada miR830’'un gen gen ifade
ifadesinin kuraklik stresiyle en fazla oranda azalmasinin S. pennelli’de oldugu
gbzlenmistir. Kuraklik toleransina sahip olan yabani tip domates bitkisinde %6 PEG
6000 uygulamasi ile belirgin bir azalma gdsteren miR830'un rol aldigi

mekanzmalarin aydinlatiimasi igin ileri molekiler analizler yapilmasi gerekmektedir.

MiR1446’'nin hedefinin RGL1/RGL2 (giberellin cevabi modilatéri benzeri
protein) oldugu gdsterilmistir (Merchan v.d., 2009). RGL1/RGL2 giberellin yanitinin
negatif regulatoridir (Wen v.d., 2002). Giberellin bitkilerde uzamayi saglayan
hormondur (Yamaguchi, 2008). Bitki kurakhk stresi altinda gdvde uzamasini
durdurup kok uzamasina yonelmelidir. Bu sebeple giberellin gen ifadesinin
dizenlenmesi gerektiinden RGL1/RGL2 gen ifadesi artmaktadir. Yapilan
calismada miR1446'nin ifade seviyesinin diger miRNA’lara benzer bir gen ifade
profili gosterdigi gdzlenmistir. miR1446'nin domatesteki hedefinin de RGL1/RGL2
olup olmadiginin gosterilmemis olmasi sebebiyle hedef gen ifade dizeyini belirleme

yoéninde galisma ylratilememistir.

miR2111’in hedefinin F-box proteinleri oldugu gdsterilmigtir (Xu v.d., 2013). F-
box proteinleri ubikitinasyon araciligiyla hicresel proteinlerin  kontrollG
degredasyonunu saglamaktadir. Yapilan calismada kurakliga toleransli olarak
geligtirilen mutant domates hatlarinda stres dozunun artigina paralel olarak bir artis
gbzlenmistir. Bunun sonucu olarak da hedef gen ifadesinde bu artisa paralel bir

azalig gozlenmisgtir.

miR2118a ve miR2118b’nin putative (varsayimsal) hedefi pektat liyaz proteinidir
(Luan v.d., 2014). Pektat liyaz; pektini a1-4 bagl galakturonik asite ayiran bir
enzimdir (Sun v.d., 2010). Pektin primer hiicre ¢eperinde yer alir. Bitki uzamasi
sirasinda dncelikle hlcrelerin belli bir bayuklige gelmesi gerekmektedir. Bu sebeple
primer ceper zayiflamall ve yeterli blyime alani olusturulmalidir. Pektat liyaz,
pektinleri kirarak c¢eperin zayiflamasina ve hicrenin uzamasina olanak saglar.

Yapilan ¢alismada miR2118a ve miR2118b’nin kurakliga toleransli bitkilerde gen

77



ifadesinin arttigi buna bagll olarak pektat liyazin gen ifadesinin azaldi§i
gOsterilmigtir. Bunun sonucunda hiicre membran stabilitesi bozulmayacak, bdylece

membran zayiflamadidi icin hicreler turgor yardimiyla da baylyemeyeceklerdir.

Bu calisma ile kuraklikla iligkili oldugu dusundlen miRNA’larla ve hedef
genleriyle yapilan qRT-PCR analizlerinin verileri incelendiginde secilen miRNA’larin
mutant domates bitkilerinde kuraklik toleransi ile iligkileri basarn ile ortaya

konmustur.

Calismada kullanilan gama radyasyonu ile kurakliga toleransh olarak geligtirilen
ancak in vitro stres uygulamasinda toleranslilik farklihgi gésteren mutantlarin, tez
kapsaminda secilen miRNA’larin ifade seviyelerinde farkhliklar géstermis olmalari
¢alisma acisindan dnemli bir bulgudur. Mutant hatlarda farkli miRNA’larin kuraklik
stres toleransi ile iligkilerinin aydinlatiimasi ve farkli miRNA’lari kullanarak
toleranshlik duzeylerinin degerlendiriimesinin de calismalarda faydal olabilecegi
dusunulmektedir. Ayrica, tez kapsaminda kullanilan mutant domates hatlarinin yeni
nesil dizileme metodu kullanilarak miRNA dizilerinin belilenmesi ve tim
transkriptom taramasi ile de toleranshliktan sorumlu mekanizmalarin detayli bir
sekilde aydinlatiimasi ticari 6nem tasima potansiyeli bulunan bu mutantlarin ileriki

donemlerde kullanilabilirliginin artmasi agisindan son derece 6nem arz etmektedir.
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