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OZET

TUZ STRESI UYGULANMIS ARPA BITKILERINDE WRKY
TRANSKRIiPSiYON FAKTORLERININ EKSPRESYON ANALIZi

Bu tez caligmasinda, Tirkiye’de tarimi yapilan 15 arpa ¢esidi (Hordeum
vulgare L. cvs. Aver 2002, Burakbey, Cervoise, Clarica, Epona, Escadre, Gazda,
Karatay 94, Lord, Oliver, Premium, Ramata, Tarm 92, Tokak 157/37, Yesevi 93) farkli
tuz konsantrasyonlarinda (%0,5 ve %]1,0) ¢imlendirildi ve cesitlerin tuz stresine
verdikleri erken yanit fenotipik ve molekiiler analizlerle incelendi.

NCBI veritabaninda arpada tanimlanmigs olan 50 tane HVWRKY (2-61)
transkripsiyon faktorii (TF) arasindan literatiir taramasi ile daha once tuz stresi ile
iliskisi tanimlanmamig olan aday TF’ler secildi. Fenotipik analiz sonuglarina gore,
dayanikli (Avcr 2002 ve Premium) ve hassas (Escadre) arpa cesitleri secildi ve
cesitlerin tuz stresine verdigi molekiiler yamit HYWRKY6, HYWRKY9, HYWRKY 24,
HVWRKY25, HVWRKY33, HVWRKY34, HVWRKY41, HVWRKY42 ve HvVWRKY46
genlerinin ekspresyon analizleriyle karsilastirmali olarak incelendi.

Gen ekspresyon analiz sonuglara gore, genel olarak HYWRKY genlerinin
ekspresyon seviyelerinin tuz stresi ile birlikte anlamli olarak indirgendigi gozlendi.
Kontrol bitkilerine gore %1,0’lik NaCl stresi uygulanan bitkilerden Avct 2002
¢esidinde HVWRKY6, HVWRKY9, HVWRKY24, HVWRKY34 ve HVWRKY42
genlerinin, Premium ¢esidinde HYWRKY6, HYWRKY33, HYWRKY34 ve HYWRKY42
genlerinin, Escadre c¢esidinde ise HVWRKY42 geninin ekspresyon seviyelerinin
anlaml olarak diistiigii tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: arpa, tuz stresi, WRKY transkripsiyon faktori
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ABSTRACT

EXPRESSION ANALYSIS OF WRKY TRANSCRIPTION FACTORS IN
BARLEY UNDER SALT STRESS

In this study, 15 barley varieties (Hordeum vulgare L. cvs. Avci 2002,
Burakbey, Cervoise, Clarica, Epona, Escadre, Gazda, Karatay 94, Lord, Oliver,
Premium, Ramata, Tarm 92, Tokak 157/37, Yesevi 93), which are bred in Turkey were
germinated under different salt stresses (0.5% and 1.0%) and the early response of
varieties to salt stress was investigated by phenotypic and molecular analyses.

The NCBI database contains 50 HYWRKY (2-61) transcription factors (TFs)
that are defined in barley, and with literature survey, candidate TFs that were not
previously studied in response to salt stress were chosen. According to the results of
phenotypic analyses, tolerant (Avci 2002 and Premium) and sensitive (Escadre)
varieties were selected and their molecular response to salt stress were examined
comparatively by the expression analyses of HYWRKY6, HYWRKY9, HVWRKY24,
HVWRKY?25, HYWRKY33, HYWRKY34, HYWRKY41, HYWRKY42 and HVWRKY46
genes.

According to gene expression analyses results, it was generally observed that
expression of HYWRKY genes were significantly reduced under salt stress. Expression
levels of HYWRKY6, HYWRKY9, HYWRKY?24, HYWRKY34 and HYWRKY42 genes in
Avcil 2002; HYWRKY6, HYWRKY 33, HYWRKY 34 and HYWRKY42 genes in Premium;
and HYWRKY42 gene in Escadre were significantly reduced in plants treated with 1.0%
NaCl compared with control plants.

Keywords: barley, salt stress, WRKY transcription factor
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1. GIRIS

1.1. Arpa

Arpa (Hordeum vulgare L.), ekonomik énemi olan bitkilerin basinda gelen en
eski tahil bitkilerinden birisidir. Bereketli Hilal ‘‘Fertile Crescent’’ olarak
isimlendirilen bélgede (Tiirkiye, Israil, Urdiin, Liibnan, Suriye, iran, Irak ulkelerini
kapsayan alan) yaklasik 10 bin y1l 6nce kiiltiire alindig1 belirlenmistir (Badr ve dig.,
2000). O donemlerde ilk defa Tiirkiye’de Alman botanik¢i Carl Koch tarafindan
kesfedilmis bir alt tiir olan yabani arpa (Hordeum vulgare L. ssp. spontaneum) dnemli
bir besin kaynagi olarak kullamilmistir (Salamini ve dig., 2002). Insanlar arpay
diinyanin farkli yerlerinde 1slah ederek bugiin kullandigimiz arpay1 (Hordeum vulgare
L. ssp. vulgare) elde etmislerdir.

Arpa, bugdaygiller (Gramineae) ailesinin Hordeum cinsine aittir. Arpanin
taksonomisi Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Integrated Taxonomic Information System
[Itis], 2018). Hordeum, diploid (2n=2x=14), tetraploid (2n=4x=28) ve heksaploid
(2n=6x=42) genotipe sahip 32 tiirden ve 45 taksondan olusmakta olup giiniimiizde
kiltire alinan arpa diploid 6zelliktedir (Von Bothmer ve dig., 1995).

Cizelge 1.1. Arpanin taksonomisi

| Alem | Planta |

Altalem Tracheobionta

Sube Magnoliophyta

Simf Liliopsida
Altsimf Commelinidae
Takim Cyperales

Aile Gramineae
Oymak Triticeae

Cins Hordeum L.

Tir Hordeum vulgare L.

Tek yillik uzun giin bitkisi olan arpa degisik giin uzunluklarina da uyabilir.
Tahillar igerisinde en gok kardeslenenlerden olup boy uzunlugu 35-100 cm, basaklari
ortalama 8—15 cm arasindadir. Ekonomik degeri olan ve kiiltiirii yapilan arpanin basak

morfolojisine gore iki ve alt1 sirali olmak tlizere farkli iki tipi bulunmaktadir. Eksen,



basagin merkezi olup nodyumlarinda yer alan ve i¢inde tohum gelisecek olan
basakgiklardan olusur. Alt1 sirali arpa, basak ekseninin bir bogumundaki ii¢ basak¢igin
ticliniinde dane baglamasi ile olusurken, iki sirali arpa yalniz ortadaki basak¢igin dane
baglamasi ile olusur. Alt1 sirali arpa, 1liman bolgelerde yetistirilir ve protein orani fazla
oldugu i¢in hayvan yemi olarak kullanilirken, iki sirali arpa soguk bolgelerde
yetistirilir ve protein orani diisiik oldugu icin maltlik olarak kullanilir (Gramene,

2018).

Arpa, tahil tiretimi igerisinde Tiirkiye’de bugdaydan sonra ikinci sirada yer
alirken; diinyada musir (Zea mays L.), bugday (Triticum aestivum L.) ve pirincten
(Oryza sativa L.) sonra dordiincii sirada yer almaktadir (Food and Agriculture
Organization [FAQ], 2018). Ayrica tahillar igerisinde arpa tuz stresine karsi en
dayanikli tahil iken; pirin¢ en duyarli tahildir (Munns ve Tester 2008). Arpa tahillar
arasinda tuza en yiiksek tolerans gosteren tahil olmasina ragmen, farkli genotipleri
arasinda tuz toleransinda yiiksek oranda varyasyon gosterir.

Arpanin yetistirilmesi i¢in sicakligi 0 °C’nin altina diismeyen ve 18-20 °C’nin
lizerine ¢ikmayan, nispi nemi ise % 70-80 olan bolgeler tercih edilmelidir. Cok kuru
ya da ¢ok sulak olmayan her toprakta yetisebilen arpa farkli iklim ve stres kosullarina
uyum saglayabilen bir tahil olup diinyanin ¢ok cesitli bolgelerinde yetisebilir. Iklim
kosullar1 agisindan Tirkiye’nin tim bolgeleri arpa yetistirilmesine uygunluk
gOstermektedir. Arpa iretiminde Tirkiye; Avrupa Birligi, Rusya, Ukrayna,
Avusturalya ve Kanada’dan sonra altinci sirada yer almaktadir (Foreign Agriculture
Service [FAS], 2018).

Arpanin yazlik ve kislik ekimi yapilmaktadir. Yazliklarda protein oran yiiksek,
dane kiiciik ve ciliz, kigliklarda ise protein orani diisiik, dane iri ve agirdir. EKimi
yapilan arpanin Tiirkiye’de % 90’1 hayvan yemi olarak, kalan kism1 maltlik olarak bira
sanayinde ve gida endiistrisinde kullanilirken, diinyada ise % 65°1 hayvan yemi olarak,
% 33’1 biyodizel iiretimi ile maltlik olarak bira ve viski yapiminda, % 2’si ise gida
endistrisinde insan besini olarak kullanilmaktadir (Pourkheirandish ve Komatsuda,
2007).

Arpa, insan sagligina yarar saglayan bir tahil olup tohumunun ortalama % 10—
13 kadar1 kavuzdur ve yapisinda % 67 karbonhidrat, % 9-13 protein bulunur. Kavuzun

fazla olmasi besleyicilik degerini diisliriir. Tohumunun alevron tabakasi, embriyo ve



skutellumunda bol miktarda selenyum, bakir ve niasin (B3 vitamini);
endospermasinda ise lif bulunur (Gupta ve dig., 2010).

Arpanin haploid genom boyutu 5.1 Gb (gigabaz) olup genomu yiiksek oranda
tekrarli diziler ve yiiksek seviyede tek nokta mutasyonlar1 (SNP) icermektedir
(Dawson ve dig., 2015). Uluslararasi arpa genom dizileme konsorsiyomu (Mayer ve
dig., 2012) tarafindan yapilan genom dizileme projesinde (“whole-genome shotgun”)
arpa genomunun yaklasik %84’liniin mobil elementler ve tekrarli dizilerden
(retrotranspozanlar) olustugu bildirilmistir. Toplamda dizilenen 79,379 transkript
takiminin 26,159’u diger bitki genomlariyla homoloji gosteren “yiiksek giivenilirlikte”
genlerdir.

Arpada tuz toleransinin genetik temelinin arastirildigi caligmalar yapilmakta
olup son zamanlarda tuz stresiyle iligkili bazi kantitatif karakter lokuslar1 (QTL)
tanimlanmistir. Rivandi ve dig. (2011) yaptiklar1 ¢alismada Hordeum vulgare 1H
kromozomunun uzun kolu Gzerinde HvNax4 olarak adlandirilan tuzun
uzaklastirilmasinda goérevli QTL’i tanimlamiglardir. Arpa; kendine déllenen, on dort
kromozoma sahip diploid yapisi ve kisa yasam dongusi ile fizyolojik ve molekuler
caligmalarda model bitki olarak kullanilmaktadir ve yapilan ¢alismalar birgok bilimsel

konunun aydinlanmasinda yararli olmustur (Shewry, 1992; Saisho ve Takeda, 2011).

1.2. Abiyotik Stres ve Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Bitkilerde potansiyel bir hasarin olugsmasini saglayan g¢evresel bir degisiklik
stres olarak tanimlanir. Bitkiler yasamlar1 boyunca abiyotik ve biyotik stres faktorleri
ile karsilagsmaktadir. Bitkilerde abiyotik strese fiziksel ve kimyasal ¢evre etmenleri
neden olmakta olup bu etmenler igerisinde kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve diisiik
sicaklik, besin aclig1, agir metal stresi ile oksidatif stres yer almaktadir. Biyotik strese
ise fungi, bakteri, bocek gibi dogada yasayan organizmalar neden olmaktadir
(Maheswari ve dig., 2012).

Abiyotik streslerden tuzluluk, kurakliktan sonra ekim alanlarimi en fazla
etkileyen stres faktoriidiir (Blum, 1986) ve diinyada tuzluluga maruz kalmis alan 9
milyon ha’dan fazladir (Tuteja, 2007). Tuzluluk, bitkiler {izerindeki dogrudan etkisini
ozmotik ve iyonik strese neden olarak, dolayli etkisini (sekonder etki) ise oksidatif
strese neden olarak gosterir. Tuz stresi, kullanilabilir su igerigini kisitlayan ozmotik

etkisi ve de iyon igeriginin toksik diizeye ulagsmasina neden olan iyonik etkisi ile
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bitkilerde fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal degisimlere yol agmaktadir (Zhang
ve dig., 2012).

Ozmotik stres, bitkilerde kokiin ¢evresindeki tuz konsantrasyonunun artisindan
dakikalar sonra olusmaktadir. Kullanilabilir su miktarinin azalmasina neden olup kdk
uzamasinda ve siirgiin gelisiminde yavaslamaya neden olur. Iyonik stres ozmotik
stresin devaminda ortaya c¢ikar, daha yavas etkili olup etkisini gostermesi giinleri,
haftalar1 ya da aylar1 bulabilir. Iyonik stres evresinde ortamda artan Na* ve CI
iyonlarmin besin elementleri (K*, Ca*® ve NO?) ile rekabete girmesi sonucunda
bitkilerde besin dengesizligi meydana gelir. Ayrica, yapraklardaki iyon birikimi
bitkide tuz toksisitesine neden olarak yapragin 6lmesine neden olur (Hu ve
Schmidhalter, 2005).

Tuzlulugun bitkiler lizerindeki bir etkisi de, hiicre icerisinde reaktif oksijen
tarlerinin (ROS) yiiksek miktarda birikmesi ile bitkilerin oksidatif strese girmesidir.
ROS’lar normal kosullarda metabolik olaylar esnasinda iretilirler fakat diisiik
konsantrasyonlarda zararli etki olusturmazlar. Oksijen (O), bitki biylmesi ve
gelismesi icin gerekli olup ¢evresel stres kosullarinda konsantrasyonu artti§i zaman
H20 olusturmak igin hiicrede siirekli indirgenir ve gesitli reaktif oksijen turlerini
olusturur (Sekil 1.1) (Desikan ve dig., 2004).

HO,
a1
o, > 0, % H,0, *> OH - H,0
2H"

Haber-Weiss / Fenton
reaksiyvonu

Sekil 1.1. ROS’larin kimyasi

Hucresel suregte ikincil haberciler olarak da gorev yapabilen bilinen baslica
ROS’lar singlet oksijen (*O2), siiperoksit molekiilii (O27), hidrojen peroksit (H202) ve
hidroksil radikali (OH"), perhidroksil radikali (HO2)’dir. Cevresel stres kosullarinda
ROS’larin  artiglar1  proteinlerin  oksidasyonu, niikleik asit hasari, lipitlerin
peroksidasyonu, enzim inhibisyonu, programli hiicre O6liimiiniin aktivasyonu ve
hlcrelerin 61umu gibi bircok hasara yol agabilir (Sgherry ve dig., 1996; Mittler, 2002).

Antioksidan sistemler, bitkiler oksidatif stres altindayken ROS un kontrolii ve
detoksifikasyonunu saglamakta olup aktivitelerinin azalmasi durumunda ROS’larin
sentezlenmesini tetikleyerek birikimine neden olur (Breusegem ve dig., 2001).
Oksidasyona karsi miicadele eden maddeler olan antioksidanlar enzimatik
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antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak tiizere iki kisimda
incelenmektedir. Enzimatik antioksidanlar stiperoksid dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX)’dir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar ise askorbik asit (AA), tokoferoller (vitamin E), karotenoidler,
glutatyon ve fenolik bilesiklerdir (Smirnoff N, 2005).

1.3. Tuz Stres Toleransi

Bitkiler ¢evresel degisikler altinda yasamlarini siirdiirebilmek i¢in abiyotik
strese karsi tolerans ve adaptasyon mekanizmalart gelistirmislerdir. Abiyotik stres
faktorleri (tuzluluk, kuraklik, yiiksek ve diisiik sicaklik, kimyasal kirlilik vb.)
bitkilerde birincil stres faktorleri olarak gorev yapmakta olup baslangig stres
sinyallerini uyaran ikincil stres faktorlerini (ozmotik stres, oksidatif stres, iyonik stres)
tetiklemektedir. Bitkide tuz stres toleransi ve dayanikliligin saglanmasi amaciyla
baslangi¢ stres sinyalleri, sinyal siirecini ve transkripsiyonel kontrolii baglatarak
hiicrede bozulan dengenin geri kazanilmasi, hiicre zarinda olusan hasarlarin onarilmasi
ve proteinlerin korunmasi i¢in tuz stresi yanit mekanizmalarini aktive etmektedir

(Sekil 1.2) (Vinocur ve Altman, 2005; Agarwal ve dig., 2013).
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Tuz stresi yanit mekanizmalarinda yer alan genler erken cevap genleri ve geg
cevap genleri olmak iizere iki grupta smiflandirilir. Geg¢ cevap genlerinin
aktivasyonunda gorev alan ve transkripsiyon faktorlerini kodlayan erken cevap
genlerinin indiiklenmesinde ortamda tiim sinyal bilesenleri 6nceden mevcut oldugu
icin yeni protein sentezine ihtiya¢c duyulmamaktadir. Ge¢ cevap genleri, hizli
(dakikalar icinde) ve gegici olarak indlklenen erken cevap genlerine gore daha yavas
indiiklenir ve ekspresyonlari devamlidir (Sairam ve Tyagi, 2004).

Tuz stresinin indiikledigi genlerin iiriinleri olan molekiiller gorevlerine gore
regiilator ve efektor molekiiller olmak tizere iki gruba ayrilir. MAPK (Mitojen-aktive
edici kinaz)’lar, fosfoinositol metabolizmasinda yer alan enzimler (fosfolipazlar) ve
transkripsiyon faktorleri stres yanit mekanizmasinda sinyal iletimini ve gen
ekspresyonlarin1 diizenlemekle gorevli olan regiilatér molekiillerdir. Su kanal
proteinleri, molekiiler saperonlar, LEA (ge¢ embriyogenez) proteinleri,
detoksifikasyon enzimleri, ¢esitli proteazlar, diizenleyici ozmolitlerin sentezinde yer
alan enzimler ve iyon tasiyicilar gevresel streslere karsi koruyucu olarak gérev alan

efektor molekullerdir (Seki ve dig., 2003; Wu ve dig., 2005a).

1.4. Sinyalin Algilanmas: ve Iletilmesi

Tuz stresine ait sinyal iletim ag1 (I) MAPK birimlerinin kullanildig1 ozmotik
ve oksidatif stres sinyali, (II) LEA proteinlerini sifreleyen genlerin aktivasyonuna
onciilik eden Ca*?-bagimli sinyal, (IIT) iyon dengesini diizenleyen Ca*?-bagimli SOS
sinyali olmak tizere i¢ grupta toplanmaktadir (Sekil 1.3) (Xiong ve dig., 2002). Sinyal
yolu I’de kademeli aktivasyona sahip olan ve ii¢ kinaz biriminden (sirasiyla
MAPKKK, MAPKK, MAPK) olusan MAPK kaskat1 ozmotik ve oksidatif stres
aracilifiyla diizenlenmektedir ve sonugta ozmolit ve antioksidanlar tiretilmektedir.
MAPKKK ¢ift fonksiyonlu MAPKK’y1 aktive eder, MAPKK ise treonin ve tirozin
fosforilasyonu ile MAPK’y1 aktive eder. MAPK’nin fosforilasyon formu nukleusa
gecip transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu ve aktivasyonunu saglayarak
tuzluluk stresinde rol oynayacak genleri aktive etmektedir (Jonak ve dig., 2000). Bu
genlerin GrinG olan ozmolitler ve antioksidanlar hiicrenin tuzluluk stresine karsi
verdigi yanit olup prolin, glisin betain ve sukroz bu ozmolitler arasinda sayilabilir.
Prolin, plazma zar bitinliginin  korunmasimmi  ve serbest radikallerin

uzaklastirilmasini saglar (Mani ve dig., 2002). Glisin betain (GB), kompleks protein
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ve enzimlerin dordiinciil yapilarinin ve membranlarinin korunmasinda etkilidir

(Gorham, 1995). Sukroz ise, osmotik dengeyi saglayarak ¢Oziiniir proteinlerdeki

yapisal degisiklikleri 6nlemektedir (Wang ve dig., 2000).

Sinyal yollan
Ormatik ve  Oksidatif stres iyonik stres
A& A &
Sensor '
NP N “y
ikincil sinyal ¥ \‘ .
molekilleri / Ca?t Ca?
v v N
MAPKKK CDPK 5053
N y
— MAPKK v
protein .
kaskadlan v Fosfoprotein S052 + 5053
MAPK v ¢
v
Transkripsiyon faktori Transkripsiyon faktori
Transkrinsiyon faktori
v v v
Antioksidanlar, ozmalitler LEA proteinleri iyon tagnyicilan
Fonksiyon Koruma ve Koruma ve iyon dengesi
hasar tamiri hasar tamiri

Sekil 1.3. Tuz stresinde rol oynayan temel sinyal tipleri (2. SM: ikincil sinyal molekiilleri) (Xiong ve

dig., 2002)

Sinyal yolu Il ve 111 sitosolde artan Ca*?ile tetiklenen sinyal iletim yollaridr.

Inorganik sinyali spesifik protein fosforilasyon kaskatlarina baglamada temel rol

oynayan proteinler Ca*?-bagimli protein kinaz (CDPK) ve kalsiyum baglayan

SOS3’tiir. Sinyal yolu II’de rol oynayan CDPK ’larin diizenleyici bdlgelerine Ca*?’nin

baglanmasiyla fosfoproteinlere Ca*? sinyali aktarilir ve LEA proteinlerini sifreleyen
p y!

genlerin ekspresyonlarinda gorev alan transkripsiyon faktorleri aktif hale getirilir.

Sentezlenen LEA protein gruplari; dehidrasyona karsi hiicresel toleransta suyun

baglanmasinda, proteinler ile zar yapisinin korunmasinda ve devamliliginin

saglanmasinda, sitozolik iyon konsantrasyonunun diizenlenmesinde ve reaktif oksijen

tirlerinin (ROS) ortadan kaldirilmasinda gorev alirlar (Close, 1997).
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Sinyal yolu III tuz stresine 6zgii olup iyon tasiyicilarini aktif hale getirerek iyon
dengesini saglar. Bu sinyal yolunda, Ca*? baglayan SOS3 proteini tarafindan
sitozoldeki Ca*? artis1 algilanir ve Ca* bagli SOS3 proteini SOS2 protein kinazin
diizenleyici bolgesine baglanarak SOS2 proteinini aktive etmektedir. Na*’nin hiicre
disina verilmesi SOS3-SOS2 protein kinaz kompleksinin gesitli iyon tastyicilarini aktif
hale getirmesi veya inhibe etmesi ile saglanmakta olup ii¢ yolla gerceklesmektedir.
SOS3-S0OS2 kinaz kompleksi (1), SOS1 genini aktive ederek Na*’nin atilmasini saglar
(1), HKT aktivitesini inhibe ederek hiicre icerisine Na"’nin girisi onlenir (III), NHX
aktive ederek fazla Na"’nin vakuolde biriktirilmesini saglar. Boylece, tuz toleransi
sitoplazmik Na*’nin seviyesi diisiiriilerek saglanmis olur. Ayrica, SOS3-SOS2 kinaz
kompleksi sayesinde CAX1 aktivitesinin artmasi sonucunda tekrar sitozolik Ca*?
dengesi kurulur (Sekil 1.4) (Mahajan ve Tuteja, 2005).

Tuz stresi —>  Tuz sensori
fazla Na* 1
Ca*2artisi
SOS3 (CBL) SOS2 (CIPK)
Ca*2sensori Ca*? homeostazi
4 » g i
SOS3 + SOS2 » CAXI
/ \v-wzlu’anﬁponer
NHX HKT SOSI1
V-Na'/H* degistiricisi Diisiik affiniteli Na* transporteri PM-Na'/H* antiporter
v v v
Na*'min vakuole Na*’min girigi Na*’min membrandan
girigi bloke olur cikisi
\ v A/
Digiik sitoplazmik Na*

v

Tuzluluk tolerans:

Sekil 1.4. Tuzluluk stresi toleransi ile iliskili yollar ve SOS tarafindan iyon homeostasinin
dizenlenmesi (Mahajan ve Tuteja, 2005)



1.5. Transkripsiyon Faktorleri

Tuz stresine yanit mekanizmalart esas olarak gen ekspresyonunun
transkripsiyonel diizenlenmesini kapsamaktadir. Tuz stresiyle birlikte alginan dis
sinyaller hiicre i¢i sekonder mesajcilara (inositol fosfat, Ca™ ve ROS gibi)
dontistiiriilir. Bu ikincil mesajcilar tuz stresi yanit sinyal yolagini tetikleyerek
sinyalleri gugclendirir. Ardindan proteinler fosforlanarak ve defosforile edilerek
yonlendirilir ve transkripsiyon faktorlerine ait gen ekspresyonlari aktive olur. Boylece,
transkripsiyon faktorleri araciligiyla tuz stresi toleransinda gorevli olan molekiillerin
sentezi gergeklestirilmektedir. Tuz stresine bagli olarak genlerin eksprese olmasini
saglayan sinyal yollar1 Absisik asit (ABA) bagimli ve ABA bagimsiz oldugu i¢in bu
yollarda yer alan TF’lerde, ABA bagimli ve ABA bagimsiz transkripsiyon faktorleri
olmak iizere ikiye ayrilirlar (Sekil 1.5) (Agarwal ve dig., 2013).

Sinyal Algilanmas:

ABA bagimh ABA bagimsiz

NCR
e

‘_‘ N~

{MYCRs, MYBRS | [ ABRE|_ DRE/CRT
d22 d298 ] B
(rd22) (r ) | nacrsl N(gf(:;?)s B (rd29A)
— 7
Gen Ekspresyonu

Fizyolojik ve Kimyasal Degisiklikler

STRES TOLERANSI

Sekil 1.5. Tuz stresi alinda ABA bagimli ve ABA bagimsiz sinyal yollarinda gen ekspresyonunun
diizenlenmesi (Agarwal ve dig., 2013)



ABA bagimli yolda MYC (‘‘myelocytomatosis’’)/MYB (‘‘myeloblastosis’’),
AREB (“ABA responsive element’)/ABF (“ABRE binding factor’”) transkripsiyon
faktorleri bulunurken, ABA bagimsiz yolda DREB2 (“drought responsive element
binding”) transkripsiyon faktorleri bulunur. Ayrica, hem ABA bagimli hem de ABA
bagimsiz yolda, NAC (NAM, ATAF1,2, CUC) transkripsiyon faktorleri gorev alir.

Diziye 0zgu olan transkripsiyon faktorleri (TF), hedef genin promotorlerindeki
DRE/CRT, ABRE gibi cis-etkili (ayn1 etkili) elementlere 6zgiin olarak baglanarak
hedef genlerin transkripsiyonu aktive veya inhibe eder. Bitkilerin tuz stresine
verdikleri yanitta yer alan MYC/MYB, AREB/ABF, NAC, CBF, DREB, ERF ve
WRKY transkripsiyon faktorlerinin etkilisimde bulunduklari cis-etkili elementler
Cizelge 1.2°de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Bitkilerin tuz stresine verdikleri yanitta yer alan 6nemli TF’lerin etkilisimde bulunduklar
cis-etkili elementler

- Cis-etkili (aym etkili) elementler
TF Allesi Tsim : T NS
MYC/MYB MYCRS/MYBRS AITAACCA ve C/TAACGITG
AREB/ABF ABRE ACGTGGC
NAC NACRS TCNNNNNNACACGCATGT
CBF CRT TGGCCGAC
DREB DRE TACCGACAT
ERF GCC kutusu AGCCGCC
WRKY W kutusu TTGACC/T

Abiyotik stresle iliskili bircok gen ve transkripsiyon faktorii farkli bitki
tirlerinde tanimlanmistir (Agarwal ve dig., 2013). Transkripsiyon faktorlerinden ERF
(“‘ethylene responsive factor’’), abiyotik ve biyotik streslere yanitta rol oynamakta
olup yaklagik 124 ERF proteini Arabidopsis bitkisinde tanimlanmistir (Zhou ve dig.,
2010; Riechmann ve dig., 2000). DREB (‘‘dehydration responsive element binding’”)
genleri, AP2/ERF (APETALA2/EREBP) TF ailesinin bir iiyesidir. ABA bagimsiz
stres yanit genleri, 6zgiin 5'-TACCGACAT-3' nikleotid dizisine sahip olan DRE
(“‘dehydration-responsive element’’) elementlerine baglanan DREB proteinleri
tarafindan diizenlenirler. ilk defa kurakliktan sorumlu rd29A geninin promotoriinde
tanimlanan DRE elementi, dehidrasyon ve yiiksek tuzluluk kosullarinda rd29A geninin
hizli bir sekilde ekspresyonunu saglamaktadir (Yamaguchi-Shinozaki ve Shinozaki,
1994). Korunmus niikleotid dizisine sahip olan CRT (*‘C-repeat responsive element’’)

elementi, soguk indiiklemeli corl5a geninde tanimlanmistir (Baker ve dig., 1994).
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DREBI ve DREB2 transkripsiyon faktorleri DRE’ye baglanarak DRE
elementini tasiyan haberci (reporter) genin transkripsiyonunu sagladiktan sonra
transkripsiyon faktorlerine ait mMRNA molekdlleri stres etkisiyle aktif hale gelerek
hiicrede yiiksek seviyede birikmeye baslar (Kizis ve dig., 2001). Arabidopsis’te
DREB1’in DREB1A (CBF3), DREB1B (CBF1), DREB1C (CBF2), DREB1D (CBF4)
olmak iizere 4 tane homologu tanimlanmigsken, DREB2’nin DREB2A ve DREB2B
olmak tizere 2 adet homologu tanimlanmistir. CBF4/DREBI1D haric DREBI
genlerinin  ekspresyonlart  diisiik sicaklikla artarken, DREB2  genlerinin
ekspresyonlarinin tuz, kuraklik ve soguk stresi altinda indiiklendigi belirtilmistir (Liu
ve dig., 1998; Nakashima ve dig., 2000; Dubouzet ve dig., 2003). CBF4/DREBI1D
geninin ekspresyonunun ise sogukla indiiklenmedigi, kuraklik ve ABA uygulamasina
verilen yanitta biriktikleri gosterilmistir (Haake ve dig., 2002). Bircok CBF/DREB
genlerinin piring (Matsukura ve dig., 2010), bugday (Egawa ve dig., 2006), misir (Qin
ve dig., 2007), soya fasulyesi (Chen ve dig., 2007) ve arpa (Choi ve dig., 2002)
bitkilerinde farkli streslere cevap verdigi belirtilmistir.

Hem ABA bagimli hem de ABA bagimsiz yolda gorev almakta olan NAC
(NAM-ATAF1,2-CUC2) transkripsiyon faktorleri bitki gelisiminde, patojene karsi
cevapta ve tuz toleransinda rol oynayan ¢esitli genlerin aktivasyonunda gorev alirlar
(Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki, 2007). NAC transkripsiyon faktorlerinin N
terminal ucunda bulunan yaklagik 150 aminoasitlik yiiksek oranda korunmus domen
bolge NAM (“‘no apical meristem’’), ATAF1 (‘‘Arabidopsis transcription activation
factor’”) ve CUC2 (‘‘Cup-shaped cotyledon’’) genlerinde de bulunmaktadir. N-
terminal ucundaki NAC domeni HTH (‘‘helix turn helix’”) yapis1 olusturarak hedef
DNA’ya baglanmada gorevliyken, C-terminal bolgesi yliksek oranda cesitlilik
gostermekte olup transkripsiyonel aktivasyondan sorumludur (Olsen ve dig., 2005).
Genomdaki NAC sayis1 farkli bitkilerde degisiklik gostermekte olup arpada 48,
pirincte 140, Arabidopsis’te 105 ve domateste 40 NAC aile iiyesi belirtilmistir (Fang
ve dig., 2008; Huang ve dig., 2013; Ooka ve dig., 2003).

Yiiksek bitkilerde ¢ok sayida geni igeren en genis transkripsiyon faktorii
ailelerinden birisi olan MYB’ler (‘‘Myeloblastosis’’) N-terminal ucunda yuksek
derece korunmus MYB domenleri ile karakterizedir. MYB domenleri 50-53
aminoasitlik miikkemmel olmayan tekrarlardan olusmakta olup tekrar sayisina gore
birli (R1 MYB), ikili (R2R3 MYB) ve lc¢lu (R1IR2R3 MYB) olmak (zere (i¢ gruba

ayrilmaktadir. MYB proteinlerinin C-terminal ucu transkripsiyonel aktivasyondan
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sorumlu olup farkli MYB proteinlerinde yiiksek oranda cesitlilik gdstermektedir.
Bitkilerde bulunan MYB proteinlerinin ¢ogu ikili tekrardan (R2R3) olusan DNA’ya
baglanma domenlerine sahiptir (Liu ve dig., 2014). Arabidopsis’te bulunan 198 MYB
proteinin 126 tanesinin R2R3 MYB tipte oldugu belirtilmistir (Chen ve dig., 2006).
Ayrica, MYB genlerinin ¢ogunun ekspresyonunun farkli stres yanitlarinda farkl

fonksiyonlara sahip oldugu gozlemlenmistir.

1.6. WRKY Transkripsiyon Faktorleri

WRKY proteinleri ¢ok sayida liye barindiran ve bitkilere 6zgili olan korunmus
transkripsiyon faktorleri ailesidir (Rushton ve dig., 2010). Bu aile iiyelerinin N-
terminal ucunda DNA’ya baglanmadan sorumlu olan 60 amino asitlik yiiksek oranda
korunmus WRKYGQK motifini iceren bir ya da iki tane WRKY domeni
bulunmaktadir. WRKY proteinlerinin C-terminal ucunda ise C.H> ya da C>HC
yapisinda bir ¢inko parmak motifi bulunur (Ulker ve Somssich, 2004). WRKYGKK
ve WRKYGEK’yi iceren WRKY motifleri, ortak bir W(R/K)(K/R)Y motifininin
varligin1 6nermektedir.

ABA sinyalinde gorev alan ABF, COr47 ve RD29A gibi ¢ok iyi karakterize
edilmis genler WRKY transkripsiyon faktorlerinin hedef genlerindendir (Rushton ve
dig., 2012). WRKY transkripsiyon faktorlerinin ¢ogunlugunda WRKYGQK
domenleri dayaniklilikla ilgili olan genlerin promot6r bolgelerinde bulunan “W-box”
olarak da bilinen TTGACC/T kor DNA dizisine baglanarak hedef genlerin
transkripsiyonunu kontrol etmektedir (Rushton ve dig., 2010). Arabidopsis’te
WRKY#4’iin WRKY domeninin C terminal bolgesinin NMR (*‘niiklear manyetik
resonans’’) analiz sonucuna gore, korunmus WRKYGQK dizisinin, dogrudan
DNA'’ya baglanma bolgesini igerdigi belirtilmistir (Yamasaki ve dig., 2005).

WRKY domenlerinin sayist ve ¢inko-parmak motiflerinin 0zellikleri baz
almarak, WRKY proteinleri ailesi dort ayr1 grup icerisinde siniflandirilmaktadir
(Eulgem ve dig., 2000; Mingyu ve dig., 2012). Grup | proteinleri iki WRKY domeni
ve tipik olarak bir C2H> ¢cinko parmak motifi icermektedir. Grup Il proteinleri tek bir
WRKY domeni ve tipik olarak bir C2Hz ¢inko parmak motifine sahiptir. Ayrica, kisa
korunmus yapisal motiflerin varligina bagli olarak a-e alt gruplarina boliinmektedir.

Grup III proteinleri, tek bir WRKY domeni tagimaktadir fakat ¢inko parmak motifleri

12



C2HC yapist seklindedir. Grup IV proteinleri ise WRKY motifi icermektedir fakat tam
bir ¢inko parmak motifine sahip degildir.

Gen duplikasyonlart WRKY genlerinin biiylimesinde énemli rol oynamakta
olup yeni WRKY genlerinin olusumuna yol agmaktadir. Ramamoorthy ve dig., (2008)
yaptiklart aragtirmada, piringte WRKY gen lokuslarinin % 80’inin duplikasyon
bolgelerinde bulundugu belirtilmigtir. WRKY proteinlerinin evrim boyunca farkli
zamanlarda ortaya ¢iktiklar1 bilinmektedir. Grup I ve II proteinlerinin ¢ogu iiyesinin
monokot ve dikotlarin ayrilmasindan oOnce ortaya ciktigi, grup III WRKY
proteinlerinin ise daha sonraki bir evriminin oldugu tahmin edilmektedir (Wu ve dig.,
2005b). Tatli patatesten (Ipomoea batatas) ilk WRKY proteini SPF1 klonlanmistir
(Ishiguro ve dig., 1994). Ayrica, WRKY genleri arpa (Sun ve dig., 2003, Xie ve dig.,
2007), tatin (Nicotiana tabacum) (Hara ve dig., 2000), bugday (Triticum aestivum)
(Sun ve dig., 2003) gibi birgok bitkide de klonlanmustir.

Mangelsen ve dig., (2008) yaptiklar1 aragtirmada Hordeum vulgare’de bulunan
WRKY proteinlerin, Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa genomlarinda ortologlari
oldugu belirlenmistir (Cizelge 1.3). HVWRKY proteinleri, AtWRKY ve OsWRKY
ortologlar1 arasinda sadece dizi benzerligi degil, ayn1 zamanda ekspresyon
modellerinde de benzerlik gostererek ekspresyon diizeyiyle ilgili bilgi saglamaktadir.
Bulgular, monokot ve dikot bitkileri arasindaki gesitlenmenin, WRKY transkripsiyon
faktorlerinin ~ fonksiyonlarmm  farklilasmasindan sonra meydana geldigini
gOstermektedir.

Cizelge 1.3. Ekspresyonu incelenen HYWRKY'lerin Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa’daki
ortologlar1

HVWRKY Erisim numarasi WRKY grup | AtWRKY ortolog | OsWRKY ortolog

HVWRKY6 EF488106 ! 1 82
HVWRKY9 DQ840408 I 7

HVWRKY24 DQ863108 | 30,4153 63
HVWRKY25 DQ863109 I 30,4153 81
HVWRKY33 DQ863117 I ; 46
HVWRKY34 DQ863118 I ; 46
HVWRKY41 DQ863124 |

HVWRKY42 DQ863125 | 2 80
FSVL\j\/SF:gZ\A;]S AY323206 | 20 78

13



Abiyotik ve biyotik strese verilen yanitta WRKY transkripsiyon faktorleri
anahtar diizenleyici olarak gorev yapmaktadir (Rushton ve dig., 2010; Eulgem ve dig.,
2000; Zhou ve dig., 2011). WRKY proteinleri savunma yanitinda pozitif ya da negatif
diizenleyici olarak islev gorebilmektedir. Bir¢ok rapor, WRKY proteinlerinin DNA’ya
baglanma aktivitelerinin diger bir deyisle WRKY iiyelerini kodlayan genlerin
ekspresyonlarinin arttigin1 géstermektedir (Fowler ve Thomashow, 2002; Singh ve
dig., 2002; Seki ve dig., 2002). Mare ve dig. (2004) yaptiklar1 arastirmada, arpa
bitkisinde diisiik seviyede bulunan WRKY38 mRNA miktarinin soguk ve kuraklik
stresiyle arttigini, 30 dakika kuraklik stresinde en yiiksek miktara ulasildigini, ancak
daha uzun sdreli muamelelerin gen ekspresyonunda azalmaya neden oldugunu

belirtmislerdir.

Arabidopsis bitkilerine GmWRKY21 ve GmWRKY54 genleri aktarildiginda bu
genlerin ekspresyonlarinin artmasi sonucu tuza karsi toleransin arttigi belirtilmistir
(Zhou ve dig., 2008). Wang ve dig., (2010) yaptiklar1 arastirmada, sekonder hiicre
duvart olmayan Arabidopsis’in korteks ve 0z hicrelerinde WRKY12 geninin
transkriptlerinin fazla miktarda bulundugunu ve WRKY12’nin sekonder hiicre
duvarinin biyosentezini baskiladigini bildirmislerdir. Bulgularin sonucunda bu genin
mutantlarinda, sekonder hiicre duvarinin biyosentezinde ve bitki biyokiitlesini arttiran
molekdllerin (seliloz, lignin, ksilan) ektopik birikiminde gorev yapan transkripsiyon

faktorlerinin ekspresyonlarinin arttig belirtilmistir.

Savunma yanitinin yani sira WRKY transkripsiyon faktorleri bitkilerde farkli
cevresel kosullar altinda bitki biiylimesi ve gelismesi, yaprak yaslanmasi ve trikom
gelisimi gibi Goklu rollere sahiptir ve farkli streslere yanit olarak bulunduklari bitkilere
dayaniklilik veya direng saglamaktadir (Sekil 1.6) (Phukan ve dig., 2016). Piringte
(Oryza sativa) WRKY89 bitkiyi zararli UV radyasyonundan korumaktadir. Tiitiinde
(Nicotiana attenuata) WRKY3/6 ve Arabidopsis thaliana’da WRKY18/40 otcullara;
AtWRKY?22/29/38/62 patojen saldirisina karsi direng saglamaktadir. AtWRKY22 su
basmasina; Pamukta (Gossypium hirsutum) WRKY41, (zumde (Vitis vinifera)
WRKY11 ve misirda (Glycine max) WRKY 13 kurakliga ve tuza karsi dayaniklilik
saglamaktadir. Gossypium barbadense’de  WRKY1 fosfat eksikliginde bitkiye
yardimer olmaktadir. AtWRKY18/40 trikom gelisiminde; SUSIBA2 ve AtWRKY4/34
seker metabolizmasinda rol oynamaktadir. AtWRKY25/26/33 termotoleransi
saglamaktadir. AAWRKY53/70 yaprak yaslanmasini tetiklerken, OSWRKY23 yaprak
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yaslanmasint 6nlemektedir. AtWRKY71, TTG2 biiyiime ve gelismeyi saglarken;
Catharanthus roseus, Artemisia annua ve Gossypium arboreum’da WRKY1,

Medicago truncatula’da WRKY ’ler sekonder metabolizmaya katilmaktadir.

Sekil 1.6. WRKY ’lerin bitkilerde farkli ¢cevresel kosullar altinda ¢oklu rolii (Yesil oklar pozitif veya
yararli bir diizenlemeye isaret ederken, kirmizi oklar negatif veya zararli diizenlemeleri
gostermektedir) (Phukan ve dig., 2016)
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2. AMAC

Bitkiler yasamlar1 siiresince tuzluluk, kuraklik, yiiksek ve diisiik sicaklik,
kimyasal kirlilik gibi cesitli abiyotik ¢cevresel faktorlere maruz kalmaktadir (Agarwal
ve dig., 2013; Mahajan ve Tuteja, 2005). Uriin verimini smirlandiran en 6nemli
abiyotik stres kaynaklarindan biri olan tuzluluk i¢in iilkemiz ve diinya genelinde hala
ortak ve giiclii koruma yaklasimlar: gelistirilememistir.

Arpa, tuza dayanikli bir tahil olup dstiin genetik ve genomik kaynaklara
sahiptir. Bu nedenle, tahillarda tuza dayaniklilik mekanizmalarinin ¢alisilmasinda iyi
bir model teskil etmektedir (Shelden ve dig., 2016). Molekiiler seviyede, strese yanit
veren ve strese dayanikli genlerin indiiklenmesi bitkilerin elverissiz ¢evresel kosullara
adapte olmasina katkida bulunur (Chen ve dig. 2012). Bu anlamda arpa ¢esitlerinin tuz
stresine verdigi yanmitin fenotipik ve molekiiler diizeyde analiz edilmesi, tahil
yetistiriciligi agisindan 6nemlidir.

Stresle iligkili genlerin indiiksiyonu ¢ogunlukla transkripsiyonel seviyede
meydana gelir. WRKY transkripsiyon faktorleri bitkilerde dizenleyici proteinlerin
bliyiik bir ailesini teskil etmektedir. Daha once yapilan c¢alismalarda WRKY
transkripsiyon faktorlerinin ¢esitli abiyotik stres yanitlarinda ve bir¢ok gelisimsel ve
fizyolojik siireglerde gorev aldig1 gosterilmistir (Eulgem ve dig., 2000; Zhou ve dig.,
2011).

Bu tez ¢aligmasinda, oncelikle Tiirkiye’de tarimi yapilan 15 arpa cesidinin
(Hordeum vulgare L. cvs. Aver 2002, Burakbey, Cervoise, Clarica, Epona, Escadre,
Gazda, Karatay 94, Lord, Oliver, Premium, Ramata, Tarm 92, Tokak 157/37, Yesevi
93) farkli konsantrasyonlardaki (%0,5 ve %1,0) tuz stresine dayaniklilik derecelerinin
belirlenmesi ve ardindan dayanikli ve hassas olarak segilen ¢esitlerde HYWRKY®6,
HVWRKY9, HvVWRKY24, HvWRKY25, HvVWRKY33, HVWRKY34, HvWRKY4l,
HVWRKY42 ve HYWRKY46 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikliklerin

karsilastirmali olarak incelenmesi amaglandi.
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3. GERECLER

3.1. Bitki Materyali

Bitki materyali olarak yerel ticari arpa ¢esitlerinden 2 sirali Burakbey, Clarica,

Gazda, Karatay 94, Premium, Tarm 92, Tokak 157/37 ve Yesevi 93 ile 6 siral1 Avci

2002, Cervoise, Epona, Escadre, Lord, Oliver ve Ramata kullanildi. Avci 2002,

Burakbey ve Tarm 92 tohumlar1 Ankara Tarla Bitkileri Mrk. Aras. Ens. Miid., Epona

ve Ramata tohumlar1 Alfa Tohum Tarim Gida Ins. Hayv. Paz. San. Tic. Ltd. Sti.;

Cervoise, Clarica, Escadre, Gazda, Karatay 94, Lord, Oliver, Premium, Tokak 157/37

ve Yesevi 93 tohumlari Istanbul Yeni Yiizyll Universitesi Tohum Kiltir

Koleksiyonu’ndan saglandi. Calismada kullanilan arpa g¢esitlerinin  morfolojik

ozellikleri Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan arpa cesitleri ve 6zellikleri

‘Arpa Cesidi ‘ Kisaltma ‘ Ozellikleri

Avci1 2002 Av

Bagaklar1 6 sirali, kiglik, kilgikli ve orta uzun boyludur. Beyaz homojen
daneli, genis koyu yaprakli, 95-105 cm bitki boyundadir. Yatmaya
dayanikli, suya ve azota tepkisi ¢ok iyi, yiiksek kardeslenme ve biyolojik
verime sahip, basak kiriliciligi olmayan ve kolay harmanlanabilir bir
cesittir. Yemlik kalitesi iyidir.

Bagaklar1 2 sirali, kislik, kil¢ikli, uzun ve diizglindiir. Beyaz ve iri daneli,
genis uzun yaprakli ve uzun boylu bir gesittir. Saglam sapli, yatmaya
dayanikli, kardeslenme kapasitesi yiiksek, suya ve azota tepkisi iyi, es
zamanli olgunlagsmaya sahip, basaklanma zamani orta, basak kirilicilig
olmayan ve kolay harmanlanabilen, yiiksek verimli bir ¢esittir. Yemlik
kalitesi iyidir.

Bagaklar1 6 sirali, kiglik, orta uzun boylu ve siktir. Saplar 85-95 cm
uzunlugundadir. Kalin sapli, koyu yesil yaprak yapisina sahiptir. Daneleri
dolgun, orta biiyiikliikte ve beyaz renklidir. Kiglik gelisme tabiathdir.
Kisa boyludur ve yatmaya karsi olduk¢a dayaniklidir. Bagaklanma
zamani erkenci olup giibreye reaksiyonu ¢ok iyidir. Maltlik kalitesi ¢ok
iyidir.

Bagaklar1 2 sirali, kiglik ve orta uzun boyludur. Dane yapisi dolgun ve
iridir. Bagaklanma zamani orta erken olup yatmaya dayaniklidir. Soguga
kars1 toleranshidir.

Bagaklar1 6 sirali, kishk, orta uzunlukta, uzun kilgikli ve tam egik
goriinimdedir. Bundan dolayr basak kirilmasi goriilmez. Danesi orta
irilikte, agik sar1 renkte ve homojen yapidadir. Soguklara dayaniklilig:
iyidir.

Burakbey Bu
Cervoise Ce
Clarica Cl
Epona Ep
Escadre Es

Bagaklar1 6 sirali, kiglik, basak boyu kisa ve oldukga siktir. Bitki boyu
105-115 cm arasinda degismektedir. Daneleri orta buyukluktedir.
Bagaklanma zamani erken olup soguga karsi toleranshdir. Yatmaya
dayaniklidir.
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Cizelge 3.1. (devam) Calismada kullanilan arpa gesitleri ve 6zellikleri

|Arpa Cesidi | Kisaltma | Ozellikleri
Karatay 94 Ka Bagaklar1 2 sirali, beyaz renkli ve kilgiklidir. Kuraga dayaniklidir.
Yatmaya hassastir. Cinko eksikligi ve bor fazlaligina orta dayaniklidir.
Gazda Ga Hirvatistan orijinli olup basaklart 2 sirali, kighik ve orta boyludur.

Daneleri orta biiyiikliiktedir. Basaklanma zamani erken-orta olup soguga
kars1 toleranshidir. Yatmaya dayanikhidir. Yemlik kalitesi iyidir.

Lord Lo Hirvatistan orijinli olup basaklar1 6 sirali, kislik ve orta uzun boyludur.
Daneleri orta biiyiikliiktedir. Bagaklanma zamani ge¢ olup soguga karst
toleranshdir. Yemlik kalitesi iyidir.

Oliver Ol Hirvatistan orijinli olup basaklart 6 sirali, kishik ve orta boyludur.
Daneleri orta buyukliktedir. Erkenci bir ¢esit olup yatmaya dayaniklidir.
Yemlik kalitesi iyidir.

Premium Pr Bagaklar1 2 sirali, kislik, ince kilgikli ve orta boyludur. Daneleri sari
renkli ve enine dolguncadir. Cok erkenci bir gesittir olup soguga
dayaniklidir. Sert ve dayanikli sap yapisi sayesinde yatmaya dayaniklidir.
Yiiksek verimlidir. Kullanilan giibre miktarina bagh olarak yemlik veya
maltlik olarak da kullanilabilir.

Ramata Ra Fransiz orijinli olup bagsaklar1 6 sirali, kishik ve uzun kilgiklidir. Orta
uzunlukta ve tam egik goérinimdedir. Bundan dolay1 basak kirilmasi
goriilmez. Orta uzun boyludur. Danesi orta irilikte, agik sar1 renkte ve
homojen yapidadir. Soguklara dayanikliligi iyi olup yatmaya karsi
dayaniklidir. Yemlik kalitesi iyidir.

Tarm 92 Ta Bagaklar1 2 sirali, kiglk, kilgikli ve uzundur. Bitki boyu 90-100 cm
uzunlugundadir. Daneleri kavuzlu ve beyaz olup yapraklari ince uzundur.
Yatmaya ve kurakliga dayaniklidir. Verimi yiiksek, basaklanma zamani
orta-erkencidir. Yemlik kalitesi iyidir.

Tokak To Basaklar1 uzun 2 sirali, seyrek ve paralel kil¢ikl arpa ¢esididir. Bitki boyu

157/37 90-100 cm’dir. Daneleri agik saman sarisi rengindedir, kisa ve kuraga az
dayaniklir. Bagaklanma zamani orta erkencidir. Maltlik kalitesi iyi olup
adaptasyon kabiliyeti yiiksektir.

Yesevi 93 Ye Bagaklar1 2 sirali, kislik, kilgikli, uzun ve yart dik goriiniimdedir. Bitki
boyu 90-100 ¢cm uzunlugundadir. Yatmaya ve kurakliga dayaniklidir.
Bagaklanma zamani erkencidir. Yetistirildigi ekolojiye gore yemlik veya
maltlik olarak kullanilabilir.

3.2. Cimlenme Asamasinda Kullanilan Soliisyonlar

Fizyolojik analiz i¢in gerekli soliisyonlar Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Cimlenme agsamasinda kullanilan soliisyonlar

Solusyonlar ’ Icerigi ’ Markasi ’
Sterilizasyon Soliisyonu %0,64 Sodyum Hipoklorit (Camagir Suyu) Domestos

%10 Etanol (Sigma-Aldrich)
Tuz Soliisyonlari %0,5 ve %1,0’1lik NaCl (Sigma-Aldrich)

3.3. Primerler

Gen ekspresyonu incelenecek genlere 0zgin tasarlanan primerler Cizelge

3.3’de gOsterilmektedir.
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Cizelge 3.3. gPCR analizinde kullanilan genlerin primer dizileri

Erisim Baglanma Amplikon
Primerin ad1 Yonii (5°-3°) 3 Sicakhigi P
Numarasi °C) (bg)

HVAKTIN_F CGTGTTGGATTCTGGTGATG

AY145451.1 60 208
HVAKTIN_R AGCCACATATGCGAGCTTCT
HVWRKY6_F | CGAAGGTCATTGTGCTGTTG

EF488106.1 60 101
HVWRKY6_R | CTGTACCCATCGCTCATCTT
HVWRKY9_F | AGGTTTCAGCTCATGCACCA

DQ840408.1 60 106
HVWRKY9 R | TGACACCCTTGCCACCACTA
HVWRKY24_F | CATGAGCAGAGCACCATCT

DQ863108.1 60 110
HVWRKY24_R | GACATCATCCGCACCTGTAT
HVWRKY25_F | CATCATGGAGGTCCAAGCAA

DQ863109.1 60 114
HVWRKY25_R | ACCCGACAATGTCCTTCTGG
HVWRKY33_F | CTGCAACTTTCCCAGGTACT

DQ863117.1 60 96
HVWRKY33_R | GGGTCGCTGTGATCTTTCT
HVWRKY34_F | AACCAACAGAGCGACATAGG

DQ863118.1 60 98
HVWRKY34 R | CTGTCGGTCTCCATCTTGAC
HVWRKY41 F | AGGAAGAGGGAGATGAGCA

DQ863124.1 60 94
HVWRKY41 R | TCGGCATCACCAACATCTC
HVWRKY42_F | AGTGAAGGACAGTGCTGATG

DQ863125.1 60 104
HVWRKY42 R | GGTCTTCCTCGTTCTCTTCC
HVWRKY46_F | ATTCGCCTGGTATGGTTGAG

AY323206.1 60 106
HVWRKY46_R | TCCTCCTCCTCAGTAGCATC

3.4. Kullanilan Kitler

Molekiiler analizlerde kullanilan kitler Cizelge 3.4’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.4. Molekiiler analizlerde kullanilan kitler

Kitler

‘ Markasi

Total RNA izolasyon Kiti: NucleoSpin® Total RNA izolasyon Kit

(Macherey-Nagel)

cDNA Sentez Kiti: Protoscript® First Strand cDNA Synthesis Kit

(BioLabs)

gPCR Kiti: SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit

(Bioline)

3.5. RNA izolasyonunda Kit Iceriginde Yer Almayan Kimyasallar

RNA izolasyonunda kit iceriginde yer almayan kimyasallar Cizelge 3.5’de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. RNA izolasyonunda kit i¢eriginde yer almayan kimyasallar

‘ Kimyasallar | Markasi
B-Merkaptoetanol (Merck)
%70’lik Etanol (Sigma-Aldrich)

3.6. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tampon ve Kimyasallar

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon ve igerigi Cizelge 3.6’da,

kimyasallar ise Cizelge 3.7°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.6. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon ve igerigi

‘ Tampon ‘ Icerik ‘ Markasi
42 g Tris Bazi (Sigma-Aldrich)
TAE Tamponu 57,1 ml Glasiyal Asetik Asit (Merck)
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) (Sigma-Aldrich)

Cizelge 3.7. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasallar

Kimyasallar ‘ Markasi ‘
Agaroz (Sigma-Aldrich)

UltraPure™ Etidyum Bromdir (EtBr), 10 mg/ml (Thermo Fisher Scientific)

6X Elektroforez Yiikleme Boyasi (Thermo Fisher Scientific)

3.7. Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.8’ de gosterilmektedir.

Cizelge 3.8. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Markasi
Porselen Havan ve Havaneli (Isolab)
Cam Petri (Isolab)
Filtre Kagid1 (Isolab)
Pens (Isolab)
Spatiil (iki Ucu Diiz) (Isolab)
Parafilm (Bemis)
15 ml, 25 ml, 50 ml Falkon (Isolab)
250 ml Erlen (Isolab)
50 ml, 500 ml, 1000 ml Mezir (Isolab)

250 ml, 500 ml, 1000 ml Borosiliat Cam-Seffaf-Vida

Kapakli Sise (Isolab)
Beher (Isolab)
10 mL Corning® Costar® Stripette® Serolojik Pipet (Sigma-Aldrich)
Mikropipet uglar1 (Isolab)
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Cizelge 3.8. (devam) Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler ‘ Markasi

0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Mikrosantrifuj Tup (Axygen)

0,2 ml PCR Tipu (Axygen)

Rack (fsolab)

PCR ®Mikroplate (Axygen)
Eppendorf PCR Sogutucu (Sigma-Aldrich)
Platemax® Ultra Clear Sealing Film (Axygen)

3.8. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.9’da gosterilmektedir.

Cizelge 3.9. Caligmada kullanilan cihazlar

Cihazlar

Markasi

Laminar Kabin

(Faster Safe Fast Classic)

TK 252 Iklimlendirme Kabini (Nve)
FN 500 Kuru Havali Stelizator (Nuve)
Barnstead™ Smart2Pure™ Su Aritma Sistemi (Thermo Fisher Scientific)
Dik Tip Otoklav (BES)

Azot Tanki

(Thermo Fisher Scientific)

-80°C Buzdolab1

(Haier-Biomedikal)

-20 °C Buzdolabi (Beko)
AF80 Kar Buz Makinesi (Scotsman)
MD592 Siiper Mikrodalga (Arcelik)

Finnpipette™ Degisken Hacim Tek Kanall1 Pipet

(Thermo Fisher Scientific)

Finnpipette™ Novus Elektronik Tek Kanall1 Pipet

(Thermo Fisher Scientific)

S1 Pipet Filler (Isolab)

Hassas Terazi (Isolab)

Vorteks (Heidolph Reax Top)
Universal 320 R Masalistt Santrifij (Hettich)

mySPIN™ 6 Mini Spin

(Thermo Fisher Scientific)

Multiskan™ GO Mikroplate Spektrofotometre

(Thermo Fisher Scientific)

Elektroforez Tank1

(Cleaver Scientific)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi EC250-90

(Thermo Fisher Scientific)

Jel Goriintiileme Cihazi GEN-BOX-imagER CFx

(ER Biyotek)

Thermal Cycler T100™ PCR

(BioRad)

CFX Connect™ Real-Time PCR Belirleme Sistemi

(BioRad)
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4, YONTEMLER

4.1. Fizyolojik Analizler

Arpa gesitlerinin (Av, Bu, Ce, Cl, Ep, Es, Ga, Ka, Lo, Ol, Pr, Ra, Ta, To ve Ye)
farkli konsantrasyonlardaki (%0,50 ve %1,00) tuz stresine yanit1 fenotipik diizeyde
arastirildi. Kontrol bitkilerinin (%0) fizyolojik analizlerinin sonuglari ile deney
gruplarimin (%0,50 ve %1,00) sonuglar karsilastirilarak, dayanikli ve hassas g¢esitler

belirlendi.

4.1.1. Arpa Tohumlarinin Cimlendirilmesi

Arpa gesitlerine ait tohumlar % 0,64 sodyum hipoklorit ve % 10 etanol i¢eren
cozeltide 5 dakika bekletilip, Ug kez steril distile su ile yikanarak yiizey sterilizasyonu
yapildi. Arpa ¢esitlerine ait tohumlar 9 cm ¢apindaki steril cam petrilerde, her petride
10 tane olacak sekilde, steril kurutma kagitlar1 arasina yerlestirildi. Kurutma
kagitlarina kontrol grubu icin distile su, stres gruplari i¢in % 0,5 ile % 1,0’1ik NaCl
sollisyonlarindan 5’er ml eklenerek ¢cimlendirme baslatildi. Petriler 25 °C’de 16 saat
151k ve 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmis iklimlendirme kabininde 10 giin
inkiibe edilerek, tohumlarin ¢imlenmesi saglandi ve 10. gunin sonunda bitkilerin
yapraklarindan 6rnekleme yapildi. Yapraklar ani olarak sivi azotla dondurulup —80

°C’de muhafaza edildi ve deney 2 biyolojik tekrarli olarak 2 kez yapildi.

4.1.2. Tuz Stresinin Fenotipe Etkisinin Belirlenmesi

Tohumlarin ¢imlenme siirecinde biiylime karakteristikleri Cizelge 4.1°de
verilen skalaya gore belirlendi (Badridze ve dig,. 2009). Bu kapsamda, 10. ginin
sonunda ¢imlenen tohumlarin siirgiin uzunluklar1 dl¢iiliip, kok sayis1 ve morfolojisi

degerlendirildi.
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Cizelge 4.1. Cimlenme siirecinde biiyiime karakteristiklerinin skorlanmasi

l Skor ‘ Aciklama
0  Hig ¢imlenme yok

Bir adet kiigiik kok ¢ikmis ya da zayif kok yapisi var

2 adet ya da biraz daha fazla kokler uzamis ve uclar1 kahverengi

3 adet ya da biraz daha fazla kokler uzamis ve uglar1 kahverengi

Yesil siirgiin var ve 10 mm’den kisa

Yesil sirguin var ve 10-25 mm arasinda

Ilk yaprak ¢ikmis koleoptilden 1 cm ileride

Ilk yaprak ¢ikmis koleoptilden 3 cm ileride

Ilk yaprak ¢ikmis koleoptilden 6 cm ileride

Olo(N[lo|lO|R~|[W|IN|F

[lk yaprak ¢ikmis koleoptilden 6 cm’den daha fazla ileride

4.2. Biyoinformatik Calismalar

NCBI veritabaninda arpada tanimlanmis olan 50 tane HVWRKY (2-61)
transkripsiyon faktori (TF) arasindan literatiir taramasi ile daha dnce tuz stresi ile
iligkisi tanimlanmamig olan aday TF’ler (HVWRKY6, HVWRKY9, HvWRKY24,
HVWRKY25, HvVWRKY33, HvWRKY34, HvVWRKY41, HvWRKY42, HvWRKY46)
secildi (EK-1) (National Center for Biotechnology Information [NCBI], 2018).

4.3. Gen Ekspresyon Analizleri

Fizyolojik analiz sonucuna gore se¢ilen dayanikli (Aver 2002 ve Premium) ve
hassas (Escadre) arpa g¢esitlerinin yapraklarindan total RNA izolasyonu
gergeklestirildi. Ardindan ¢cDNA sentezi yapilarak HYWRKY genlerin ekspresyonu
gPCR analizleriyle belirlendi.

4.3.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu sirasinda olast RNaz kontaminasyonunu onlemek
amaciyla tiim malzemeler otoklavlandi. RNA izolasyonu i¢in Macherey-Nagel
Nucleospin RNA kiti kullanildi ve izolasyon kitin protokoliine uygun olarak
gergeklestirildi.

1. Izole edilecek ceside ait yapraklar (30 mg) havanda sivi azot yardimiyla
ezilerek toz haline getirildi ve 1,5 ml mikrosantrifijj tiipiine aktarildu.

2. Tupe 350 ul RA1 tamponu ve 3,5 ul B-merkaptoetanol eklendi ve
vortekslenerek karigmasi saglandi.

3. Karigim filtrasyon kolonuna ylklendi ve 11, 000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

23



4. Filtre kolonu atild1 ve toplama tiipiinde kalan karigim tizerine 350 pul % 70’lik
etanol eklendi ve 5 kez pipetaj yapilarak karigimi saglandi.

5. Karisim RNA kolonuna yiklendi ve 11, 000 x g’de 30 sn. santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 RNA kolonu yeni bir toplama tiipiine koyuldu.

6. RNA kolonuna 350 pl MDB eklendi ve 11, 000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Steril bir tiipte rDNaz reaksiyon karisimi hazirlandi (Her bir 6rnek i¢in 10 pl
rDNaz I ile 90 ul rDNaz reaksiyon tamponu). Bu karigimdan 95 ul alinarak
RNA kolonunun filtresini tamamen kaplayacak sekilde 6rneklere uygulandi ve
oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi.

8. 1.Yikama: RNA kolonuna 200 ul RA2 tamponu eklendi ve 11, 000 x g’de 30
sn. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 RNA kolonu yeni bir toplama tiipiline
koyuldu.

9. 2.Yikama: RNA kolonuna 600 pl RA3 tamponu eklendi ve 11, 000 x g’de 30
sn. santriftyj edildi.

10. 3.Yikama: RNA kolonuna 250 ul RA3 tamponu eklendi ve 11, 000 x g’de 2
dk. santriflij edildi. RNA kolonu steril 1.5 ml mikrosantriftj tiptne koyuldu.

11. RNA kolonuna 50 pL RNaz igermeyen distile su eklendi ve 11, 000 x g’de 1
dk. santriftj edildi.

4.3.2. RNA’nin Spektrofotometrik Analizi

Elde edilen RNA 0Orneklerinin konsantrasyon ve safliklarinin belirlenmesinde
Multiskan™ GO Mikroplate Spektrofotometre cihazinin microdrop aparatina her bir
RNA 6rneginden 3’er pl yiiklendi. RNA’larin 230, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki
absorbans degerleri 6l¢iildii. 260 nm’deki 1 absorbans iinitesi tek zincirli RNA’nin 40
pg/ml’sine esit oldugu icin RNA miktari; RNA (pug/ml) = A260 x sulandirim katsayist
X 40 formiiliine gore hesaplandi. RNA’larin safliklart ise 260/280 ve 260/230 nm dalga
boylarindaki absorbans oranlari ile belirlendi. Azso/Azg0 oranmin 1,8-2,1 arasinda

olmast RNA’nin saf oldugunu gostermektedir.

4.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi ile Total RNA’nin Saglamhiginin Belirlenmesi

RNA’larin saglamlhiginin belirlenmesi i¢in, RNA’lar %1’lik agaroz jelde
gorintiilendi. Bu amagla %1°lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0,5 g agaroz tartilip 50 ml
1X TAE tamponunda kaynatilarak eritildi. Agaroz jel yaklastk 60 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra iizerine 0,5 pul/ml etidyum bromdr ilave edildi. Hazirlanan agaroz
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jel, taragin yerlestirilmis oldugu yatay elektroforez kasedine dokildi ve oda
sicakliginda 30 dakika boyunca katilasmaya birakildi. Polimerize olan jel, iginde 1X
TAE jel tamponu bulunan elektroforez tankina koyuldu. Her bir RNA 6rnegi 1 pl 6X
elektroforez yiikleme boyasi ile karistirildi. Ardindan 6rnekler jeldeki kuyucuklara
yuklendi ve 70 V akimda 50 dk. yiritiilerek saglamliligi kontrol edildi.

4.3.4. cDNA Sentezi

gPCR analizini gergeklestirmek i¢in RNA oOrneklerinden cDNA sentezi
yapildi. cDNA sentezi i¢in Protoscript First Strand cDNA Synthesis Kiti kullanildi ve
sentez, kitin protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. Hedef gen ekspresyon
degisikliklerinin tespiti i¢in baslangigtaki transkript sayisinin esit olmast onemlidir.
Bu amagla birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip o6rneklerin her biri,
baglangic RNA miktar1 1 pg olacak sekilde ayarlandi. 0,2 ml’lik PCR tuplerinde
Cizelge 4.2°de verilen miktarlarda kit bilesenleri bir araya getirilerek 70 °C’de 5 dk.
inkbe edildi.

Cizelge 4.2. cDNA sentezinin ilk asamasinda kullanilan bilesenler

RNA 1 pg
Oligo d(T)23VN (50 uM) 2 ul
dH>0 Degisken
‘ Toplam hacim ‘ 8 ul ‘

Siire bitiminde tiipler buz {izerine alinarak Cizelge 4.3’de verilen miktarlarda
kit bilesenleri ilave edildi ve 5 dk. buzda bekletildikten sonra 42 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. Ardindan tiipler 85 °C’de 5 dk. bekletilerek reaksiyon sonlandirildi. cDNA
ornekleri 25 ng/ul olacak sekilde sulandirilarak qPCR’da kullanilmak tizere —20 °C’de

muhafaza edildi.

Cizelge 4.3. cDNA sentezinin ikinci agamasinda kullanilan bilesenler

M-MuLV Reaksiyon Tamponu 10 pl

M-MuLV Enzim Karigimi 2ul

Total 12 ul
‘ Toplam hacim ‘ 20 pl ‘

4.3.5. Primer Ciftlerinin Tasarlanmasi

Gen ekspresyon analizi yapilacak olan transkripsiyon faktorlerinin dizileri
NCBI veritabaninda taranarak erisim numaralar1 bulundu. qPCR’da kullanilacak

primerlerin tasarlanmasinda; primerlerin uzunluklari, % GC igerigi, erime sicakliklari
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(Tm) ve gen tirlinlerinin uzunluklar1 dikkate alindi. Genlere 6zgii primer ¢iftleri Primer
Guest (idtdna.com/Primerquest/Home/Index) programiyla tasarlandi. Oligo analyzer
3.1 (eu.idtdna.com/calc/analyzer) program: ile primerlerin  primer-dimer
etkilesimlerine (self-dimer, hetero-dimer) girip girmedigi ve sag¢ tokasi yapisi
olusturup olusturmadigi kontrol edildi. Sentezlettirilen primerler niikleaz-igermeyen

suyla 100 uM olacak sekilde ¢oziindiiriildii ve -20 °C’de muhafaza edildi.

4.3.6. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR)

HVWRKY6, HYWRKY9, HYWRKY?24, HYWRKY25, HYWRKY33, HYWRKY 34,
HVWRKY41, HYWRKY42 ve HYWRKY46 genlerinin ekspresyon analizleri gPCR ile
yapildi. HvAKTIN geni referans gen olarak kullanildi ve gen ekspresyon
degisimlerinin  analizi SensiFAST™ SYBR® No-ROX kiti kullanilarak
gerceklestirildi. Ilgili cDNA ve primerler kullanilarak hazirlanan bilesenler (Cizelge
4.4) 96 kuyucuklu plakaya konuldu ve plakanin tizeri seffaf filmle kapatildi. Plaka,
1500 rpm’de 30 sn. santifiij edildikten sonra CFX Connect™ Real-Time cihazina

yerlestirildi.
Cizelge 4.4. qPCR’da kullanilan bilesenler
SensiFAST SYBR® Non-ROX Karigimi (2X) 10 pl
fleri primer (10 uM) 0,8 ul
Geri primer (10 uM) 0,8 ul
dH.0 5,9 ul
cDNA 2,5l
‘ Toplam hacim ‘ 20 pl ‘

Her bir ornege uygun baglanma 1sis1 secilerek Cizelge 4.5°de gosterilen
reaksiyon kosullarinda SYBR Green kanalinda floresans okuma yapilarak analiz
edildi.

Cizelge 4.5. qPCR’da reaksiyon kosullari

| Basamak | Sicakik (°C) | Sure | Déngii Sayist
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 2dk 1
Denatirasyon 95 5sn
Baglanma 58 10sn 40
Uzama 72 10 sn

qPCR ile elde edilen floresan 1simalar hedef bolgenin amplifikasyonu ile
gerceklesebilecegi gibi 6zgiil olmayan bir iiriinde olabilir. En son agamada istenen

hedef bolgenin ¢ogalip cogalmadigini anlayabilmek icin her 6rnek icin “melting
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curve” (erime egrisi) analizi yapildi. Erime egrisi analizi i¢in ornekler 65°C - 95°C
arast 2-5 sn/asama’da 0,5 °C arttirildi. qPCR verileri CFX Connect™ yazilimi
aracihigiyla elde edildi. Karsilastirmali Cq ydntemi (2724%Y) ile ortalama hedef gen
kopya sayis1 ortalama referans gen (HvAKTIN) kopya sayisina oranlanarak drnekler

arasindaki ekspresyon ve hedef genlerin goreceli mRNA seviyeleri belirlendi.

4.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilen GraphPad Prism (siiriim 5.01) programi kullanilarak tek
yonll varyans analizi (“analysis of variance”) (ANOVA) Tukey HSD ile istatiksel
olarak analiz edildi (*P<0,05,** P<0,01,***P<0,001).
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5. SONUCLAR

5.1. Fizyolojik Analizler

5.1.1. Tohum Cimlenmesinde Buyime Karakteristikleri

Arpa tohumlarinin ¢imlenme siirecinde biiyiime karakteristikleri Cizelge
4.1°de belirtilen skorlamaya gore belirlendi. Analiz edilen tiim arpa gesitlerinde,
kontrol gruplartyla karsilagtirildiginda %1,0’lik NaCl stresi uygulanan tohumlarda
slirgin ve kok uzamasinin anlaml derecede baskilandigi goriildii. Cizelge 5.1°de farkli
konsantrasyonlarda tohum c¢imlenme surecindeki biuyume karakteristikleri

gosterilmektedir.

Cizelge 5.1. Farkli konsantrasyonlarda tohum gimlenme siirecindeki blytime karakteristikleri

Arpa Fenotipik skor Kontrole goére fark

cesitleri Kontrol %0,5’lik NaCl | %1,0’lik NaCl %0,5 %1,0
Av 8,6+0,2 7,2+0,8 4,7+0,8 1,4 3,9
Bu 8,3+0,2 6,0+0,3 2,4+0,2 2,3 59
Ce 8,2+0,3 53+0,2 2,3+04 2,9 59
Cl 7,1+0,8 52+0,4 35+04 1,9 3,6
Ep 6,6 +0,8 33+05 1,0+£04 3,3 5,6
Es 6,9+0,9 54+0,6 1,1+04 1,5 5,8
Ga 7,8+0,2 56+0,8 2,0+£0,6 2,2 5,8
Ka 6,9+0,9 55+0,5 34%03 1,4 3,5
Lo 8,2+0,2 6,9+0,6 2,7+04 1,3 55
ol 8,1+0,2 6,9+0,6 1,4+0,5 1,2 6,7
Pr 8,5+0,2 6,3+0,5 3,9+0,9 2,2 4,6
Ra 7,8+0,6 6,9+0,4 32+04 0,9 4,6
Ta 85+0,1 6,7+0,3 3,1+0,6 1,8 5,4
To 6,8+0,9 4,3+0,6 1,104 2,5 5,7
Ye 8,5+0,2 6,8+0,8 32+04 1,7 5,3

Her bir deger 2 biyolojik tekrarli 2 deneyin Cizelge 4.1°de gosterilen skalaya gore ortalamasini ve standart hatay: (£ SH)
goOstermektedir.

Tuz stresi uygulanmayan kontrol grubunda arpa c¢esitleri arasinda biiyiime
karakteristigi bakimindan istatiksel olarak 6nemli bir fark olmadig goriildii (P>0,05)
(Sekil 5.1).

28



[=1]
1

(4%
1

Kontrol Cimlenme Skoru

Arpa t;e$1tler1

Sekil 5.1. Cizelge 5.1°de verilen kontrol degerleri kullanilarak arpa ¢esitlerinin ¢imlenme strecindeki
biiylime karakteristikleri bakimindan karsilagtirilmas: (Av:Avcer 2002, Bu:Burakbey, Ce:Cervoise,
Cl:Clarica, Ep:Epona, Es:Escadre, Ga:Gazda, Ka:Karatay 94, Lo:Lord, Ol:Oliver, Pr:Premium,
Ra:Ramata, Ta:Tarm 92, To:Tokak 157/37, Ye:Yesevi 93)

%0,5’1ik NaCl stresi uygulanan grupta Av (7,2+0,8), Lo (6,9+0,6), Ol (6,9+0,6)
ve Ra (6,9+0,4) cesitlerinin siirglin uzunluklarmin, Ep (3,3+0,5) ¢esidine gore daha
uzun oldugu ve farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (*P<0,05) (Sekil
5.2).
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Sekil 5.2. Cizelge 5.1°de verilen %0,5’lik NaCl degerleri kullanilarak arpa gesitlerinin gimlenme

stirecindeki biiylime karakteristikleri bakimindan kargilastirilmasi (Av:Aver 2002, Bu:Burakbey,

Ce:Cervoise, Cl:Clarica, Ep:Epona, Es:Escadre, Ga:Gazda, Ka:Karatay 94, Lo:Lord, Ol:Oliver,
Pr:Premium, Ra:Ramata, Ta:Tarm 92, To:Tokak 157/37, Ye:Yesevi 93)

%1,0’lik NaCl stresi uygulanan grupta Av (4,7+0,8) ve Pr (3,9+0,9) ¢esitleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (P>0,05). Av (4,7+0,8) ¢esidinin
stirglin uzunluklarmin, Ep (1,0+0,4) (***P<0,001) ile Es (1,1£0,4), Ol (1,4+0,5) ve
To (1,1£0,4) cesitlerine gore daha uzun oldugu ve farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptandi (**P<0,01). Pr (3,9+0,9) ¢esidinin siirgiin uzunluklarimnin ise, Ep
(1,0+0,4), Es (1,1+£0,4) ve To (1,1£0,4) gesitlerine gore daha uzun oldugu ve farkin
istatiksel olarak anlamli oldugu goriiliirken (*P<0,05); O1 (1,4+0,5) ¢esidi ile arasinda
istatiksel olarak anlamli fark goriilmedi (P>0,05) (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. Cizelge 5.1°de verilen %1,0°’lik NaCl degerleri kullanilarak arpa ¢esitlerinin ¢gimlenme

stirecindeki bllyiime karakteristikleri bakimindan karsilastirilmasi (Av:Aver 2002, Bu:Burakbey,

Ce:Cervoise, Cl:Clarica, Ep:Epona, Es:Escadre, Ga:Gazda, Ka:Karatay 94, Lo:Lord, Ol:Oliver,
Pr:Premium, Ra:Ramata, Ta:Tarm 92, To:Tokak 157/37, Ye:Yesevi 93)

5.1.2. Fenotipik Farkhlarin Analizi

Distile suda (kontrol) ve % 0,5 ile % 1,0’lik NaCl soliisyonlarinda
¢imlendirilen arpa tohumlar1 10. giiniin sonunda siirgiin ve kok gelisimleri agisindan
incelendi. Fenotipik farkliliklar degerlendirilerek skorlama yapildi. Bunun i¢in siirgiin
ve Kok uzunluklart 6lgiildii ve kok sayilari karsilastirildi. Fizyolojik analizlerin
sonuglarina gore c¢imlenme skoru bakimindan en iyi biiyiime karakteristiklerini
gostermesi nedeniyle dayanikli ¢esitler Aver 2002 ve Premium olarak belirlenirken
(Sekil 5.4, 5.5), en az biiylime karakteristigi gosteren ¢esitler arasinda yer alan Escadre

ise hassas ¢esit olarak belirlendi (Sekil 5.6).

Av-kontrol

Av-%0,5 NaCl

Av-%1,0 NaCl

Sekil 5.4. Distile suda (kontrol) ve %0,5 ile %1,0’lik NaCl soliisyonlarinda ¢imlendirilen Aver 2002
(Av) ¢esidinin tuz stresine verdigi yanit
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Pr-%0,5 NaCl

Pr-%1,0 NaCl

Sekil 5.5. Distile suda (kontrol) ve %0,5 ile %1,0°lik NaCl soliisyonlarinda ¢imlendirilen Premium
(Pr) ¢esidinin tuz stresine verdigi yanit

KEs-%0,5 NaCl

Es-%1,0 NaCl

Sekil 5.6. Distile suda (kontrol) ve %0,5 ile %1,0’lik NaCl soliisyonlarinda ¢imlendirilen Escadre (Es)
¢esidinin tuz stresine verdigi yanit

5.2. Gen Ekspresyon Analizleri

5.2.1. Total RNA’min Miktar ve Safhig

Avcr 2002, Premium ve Escadre arpa ¢esitlerinin yapraklarindan izole edilen

total RNA’larin miktar ve safliklar1 Cizelge 5.2°de verilmistir.
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Gizelge 5.2. izole edilen total RNA’larin miktar ve safliklar1 (Av.K:Aver 2002-Kontrol, Av.S:Avci
2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol, Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres)

| Ornek Konsantrasyon (ng/ul) |  260/280 2601230 |
AV.K 2355 2,142 2,223
AV.S 460,5 2,191 2,417
Pr.K 204,5 2,237 2,398
Pr.S 5184 2,187 2,458
Es.K 2483 2,219 2,440
Es.S 352,5 2,158 2,337

5.2.2. qPCR ile Gen Ekspresyon Analizleri

Arpa cesitlerinin qPCR sonuglarinin ortalamasi ve standart sapmasi Cizelge
5.3’de gosterilmektedir.
Cizelge 5.3. Arpa gesitlerinin gPCR sonuglarinin ortalamasi ve standart sapmasi (Av.K:Avcr 2002-

Kontrol, Av.S:Aver 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol, Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontraol,
Es.S:Escadre-Stres)

AVCI 2002 PREMIiUM ESCADRE

TF’ler

Av.K AvV.S Pr.K Pr.S Es.K Es.S

HVWRKY6 4,15+0,49 1,2+0,61 1,68+0,21  0,2+0,02 2,24+0,08 0,94+0,11

HVWRKY9 7,83£1,57 1,24+0,09 1,72+0,33 0,91+0,15 1,63+0,46 1,70+0,40

HVWRKY24  2,16+0,28 1,14+0,03 1,66+0,15 1,00+0,11 1,50+0,11 1,84+0,31

HVWRKY25 0,72+0,11 0,97+0,35 1,58+0,46 0,95+0,43  1,84%#0,59 1,00+0,38

HVWRKY33 0,97+0,25 0,70+0,08 2,28+0,34 0,87+0,21 1,23+0,03 0,71+0,06

HVWRKY34  1,69+0,24 0,91+0,02 2,28+0,26 0,80+0,21  1,25+0,03 0,57+0,04

HVWRKY41 0,96+0,16 0,61+0,05 1,83+0,63 1,33+0,28 2,01+0,09 0,89+0,16

HVWRKY42  1,72+0,12 0,43+0,04 0,98+0,10 0,22+0,07  1,59#0,07 0,11+0,05

HVWRKY46  1,09+0,05 0,99+0,05 1,55+0,16 1,15+0,27 1,12+0,02 1,01+0,09

5.2.2.1. HYWRKY®6 Geninin Ekspresyon Analizi

Avc1 2002, Premium ve Escadre ¢esitlerinin kontrol gruplari ile %1,0’lik NaCl
stresi uygulanan bitkilerin yapraklarindaki HYWRKY®6 geninin ekspresyon seviyeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Avcr 2002 (**P<0,01) ve Premium (*P<0,05)
cesitlerinde kontrole gore anlamli diisiis, Escadre ¢esidinde ise kontrole gére anlamli

olmayan diisiis gorildi (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7.Arpa cesitlerinin yapraklarindaki HYWRKY6 goreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
karsilastirilmasi (Av.K:Avci 2002-Kontrol, Av.S:Aver 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol,
Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.

5.2.2.2. HYWRKY?9 Geninin Ekspresyon Analizi

Avce1 2002, Premium ve Escadre ¢esitlerinin kontrol gruplari ile %1,0’lik NaCl
stresi uygulanan bitkilerin yapraklarindaki HYWRKY9 geninin ekspresyon seviyeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Avei 2002 ¢esidinde kontrole gore anlamli diisiis
(***P<0,001), Premium g¢esidinde kontrole gbre anlamli olmayan diisiis, Escadre

¢esidinde ise kontrole gore anlamli olmayan artig goruldi (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8. Arpa cesitlerinin yapraklarmdaki HYWRKY9 goreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
kargilagtirilmas: (Av.K:Aver 2002-Kontrol, Av.S:Aver 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol,
Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.

5.2.2.3. HYWRKY24 Geninin Ekspresyon Analizi

Avc1 2002, Premium ve Escadre ¢esitlerinin kontrol gruplari ile %1,0’lik NaCl
stresi uygulanan bitkilerin yapraklarindaki HYWRKY24 geninin ekspresyon seviyeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Avci 2002 g¢esidinde kontrole gore anlamli diisiis
(*P<0,05), Premium c¢esidinde kontrole gore anlamli olmayan diisiis, Escadre

cesidinde ise kontrole gore anlamli olmayan artig goriildi (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9. Arpa ¢esitlerinin yapraklarindaki HYWRKY24 géreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
karsilastirilmasi (Av.K:Avci 2002-Kontrol, Av.S:Aver 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol,
Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.

5.2.2.4. HYWRKY25 Geninin Ekspresyon Analizi

Avce1 2002, Premium ve Escadre ¢esitlerinin kontrol gruplari ile %1,0’lik NaCl
stresi uygulanan bitkilerin yapraklarindaki HYWRKY25 geninin ekspresyon seviyeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Avci 2002 ¢esidinde kontrole goére anlamli
olmayan artis, Premium ve Escadre gesitlerinde ise kontrole gére anlamli olmayan

diisiis goriildii (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10. Arpa gesitlerinin yapraklarindaki HYWRKY25 goreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
kargilagtirilmas: (Av.K:Aver 2002-Kontrol, Av.S:Aver 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol,
Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.

5.2.2.5. HYWRKY33 Geninin Ekspresyon Analizi

Avc1 2002, Premium ve Escadre ¢esitlerinin kontrol gruplari ile %1,0’lik NaCl
stresi uygulanan bitkilerin yapraklarindaki HYWRKY33 geninin ekspresyon seviyeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Premium ¢esidinde kontrole gore anlamli diisiis
(**P<0,01), Avci 2002 ve Escadre ¢esitlerinde kontrole gore anlamli olmayan diisiis
goriildi (Sekil 5.11).
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Sekil 5.11. Arpa ¢esitlerinin yapraklarindaki HYWRKY33 goreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
karsilastirilmasi (Av.K:Avci 2002-Kontrol, Av.S:Aver 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol,
Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.

5.2.2.6. HYWRKY34 Geninin Ekspresyon Analizi

Avce1 2002, Premium ve Escadre ¢esitlerinin kontrol gruplari ile %1,0’lik NaCl
stresi uygulanan bitkilerin yapraklarindaki HYWRKY34 geninin ekspresyon seviyeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, Aver 2002 (*P<0,05) ve Premium (**P<0,01)
cesitlerinde kontrole gore anlamli diisiis, Escadre ¢esidinde ise kontrole gére anlamli

olmayan diisiis goriildii (Sekil 5.12).
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Sekil 5.12. Arpa gesitlerinin yapraklarindaki HYWRKY34 goreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
karsilagtirilmas: (Av.K:Aver 2002-Kontrol, Av.S:Avci 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol,
Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.

5.2.2.7. HYWRKY41 Geninin Ekspresyon Analizi

Avc1 2002, Premium ve Escadre ¢esitlerinin kontrol gruplari ile %1,0’lik NaCl
stresi uygulanan bitkilerin yapraklarindaki HYWRKY41 geninin ekspresyon seviyeleri
istatiksel olarak karsilastirildiginda, tiim gesitlerde kontrole gore anlamli olmayan
dusiis saptand1 (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13. Arpa ¢esitlerinin yapraklarindaki HYWRKY41 goreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
karsilastirilmasi (Av.K:Avci 2002-Kontrol, Av.S:Aver 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol,
Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.

5.2.2.8. HYWRKY42 Geninin Ekspresyon Analizi

Avce1 2002, Premium ve Escadre ¢esitlerinin kontrol gruplari ile %1,0’lik NaCl

stresi uygulanan bitkilerin yapraklarindaki HYWRKY42 geninin ekspresyon seviyeleri

istatiksel olarak karsilastirildiginda, tim cesitlerde kontrole gore anlamli diisiis

saptand1 (***P<0,001) (Sekil 5.14).
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Sekil 5.14. Arpa gesitlerinin yapraklarindaki HYWRKY42 géreceli mRNA seviyelerinin kontrole gére
kargilagtirilmas1 (Av.K:Aver 2002-Kontrol, Av.S:Avcr 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol,
Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.

5.2.2.9. HYWRKY46 Geninin Ekspresyon Analizi

Avce1 2002, Premium ve Escadre gesitlerinin kontrol gruplari ile %1,0’lik NaCl

stresi uygulanan bitkilerin yapraklarindaki HYWRKY46 geninin ekspresyon seviyeleri

istatiksel olarak karsilastirildiginda, tiim gesitlerde kontrole gore anlamli olmayan

diisiis saptand1 (Sekil 5.15).
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Sekil 5.15. Arpa ¢esitlerinin yapraklarindaki HYWRKY46 goreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
karsilastirilmasi (Av.K:Avci 2002-Kontrol, Av.S:Aver 2002-Stres, Pr.K:Premium-Kontrol,
Pr.S:Premium-Stres, Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 géstermektedir.

5.2.3. Arpa cesitlerinde WRKY Transkripsiyon Faktorlerinin Ekspresyon
Analizi

Arpa g¢esitlerinde kontrol bitkilerine gore %1,0’lik NaCl stresi uygulanan
bitkilerin yapraklarinda analiz edilen tiim TF’ler arasinda; Avecir 2002 ¢esidinde
HVWRKY6, HYWRKY9, HYWRKY 24, HYWRKY 34 ve HYWRKY42 genlerinin, Premium
¢esidinde HYWRKY6, HYWRKY33, HYWRKY34 ve HVWRKY42 genlerinin, Escadre
cesidinde ise HYWRKY42 geninin ekspresyon seviyelerinin anlamli olarak diistigii
tespit edildi (Sekil 5.16, 5.17, 5.18).
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Sekil 5.16. Avci 2002 ¢esidinin yapraklarindaki TF’lerin géreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
karsilagtirilmasi (Av.K:Avcr 2002-Kontrol, Av.S:Avci 2002-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik
replikanin ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay: géstermektedir.
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Sekil 5.17. Premium ¢esidinin yapraklarindaki TF’lerin géreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
karsilastirilmasi (Pr.K:Premium-Kontrol, Pr.S:Premium-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik replikanin
ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.
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Sekil 5.18. Escadre ¢esidinin yapraklarindaki TF’lerin goreceli mRNA seviyelerinin kontrole gore
karsilastirilmasi (Es.K:Escadre-Kontrol, Es.S:Escadre-Stres). Veriler 2 biyolojik, 2 teknik replikanin
ortalamasidir. Barlar ortalama ve standart hatay1 gostermektedir.

Arpa cesitlerinde WRKY transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon analiz

sonuglar: Cizelge 5.4’de gosterilmisir.
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Cizelge 5.4. Arpa gesitlerinde WRKY transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon analiz sonuglari

AVCI 2002 PREMIUM ESCADRE
Artig Azals Artig Azalig Artis Azalg
TF’ler = = = = = S = S - S = =
E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E
A= A= A= A= = = = = A A & &
= = = = = = = = = = = =
< < < <« < < < < < < < <
HvVWRKY6 v ' '
HVWRKY9 v ' v
HvVWRKY?24 v ' v
HVWRKY25 v \ '
HVWRKY33 v \ '
HVWRKY34 v \ '
HVWRKY41 v v ')
HVWRKY42 v v ')
HVWRKY46 v v ')
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6. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, Tiirkiye’de tarimi yapilan 15 arpa ¢esidi farkli tuz
konsantrasyonlarinda (%0,5 ve %1,0) ¢imlendirildi ve ¢esitlerin tuz stresine verdikleri
erken yanit fenotipik ve molekiiler analizlerle incelendi. Arpa ¢esitlerinin tuzluluga
olan toleransimnin fenotipik olarak belirlenmesinde siirglin ve kok uzunlugu
parametrelerine gore ¢imlenme skorlamasi yapildi. Cimlendirilen arpa tohumlarinin
10. glndn sonunda siirglin uzunluklar1 o6lciiliip, kok sayist ve morfolojisi
degerlendirildiginde uygulanan tuz konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak tiim
parametrelerde ¢imlenmenin anlamli olarak baskilandig1 goriildii.

%1,0’lik NaCl stresi uygulanan arpa ¢esitleri ¢imlenme skoru bakimindan
degerlendirildiginde 15 arpa ¢esidi arasinda Avci 2002 ve Premium en iyi biiylime
karakteristiklerini gostermesi nedeniyle dayanikli gesitler olarak segilirken, Escadre
cesidi ise en az biiylime karakteristigi gosteren ¢esitler arasinda yer aldigindan hassas
cesit olarak secildi. Calismamiza benzer olarak, Othman ve dig., (2006) yaptiklari
arastirmada farkli tuz konsantrasyonlarinda (100 mM ve 200 mM) ¢imlendirdikleri 12
arpa c¢esidinde, uyguladiklar1 tuz konsantrasyonu arttikca ¢imlenme oraninin
diistiigiinii belirtmislerdir.

Bu tez caligmasinda, NCBI veritabaninda arpada tanimlanmis olan 50 tane
HVWRKY (2-61) transkripsiyon faktorii arasindan literatiir taramas ile daha once tuz
stresi ile iligkisi tanimlanmamis olan aday TF’ler (HVWRKY6, HVWRKY9,
HVWRKY?24, HvVWRKY25, HVWRKY33, HvVWRKY34, HvVWRKY41, HvWRKY42,
HVWRKY46) secildi. TF’lerin ekspresyon seviyeleri kontrol ve %1,0’lik NaCl stresi
uygulanmis dayanikli (Avci 2002 ve Premium) ve hassas (Escadre) arpa gesitlerinin
yaprak dokularinda analiz edildi. Analiz sonucunda tuz stresinin Avci 2002 ¢esidinde
HVWRKY6, HYWRKY9, HYWRKY24, HYWRKY 34 ve HYWRKY42 genlerinin; Premium
¢esidinde HYWRKY6, HYWRKY33, HYWRKY34 ve HYWRKY42 genlerinin; Escadre
cesidinde ise HYWRKY42 geninin ekspresyon seviyelerini anlamli olarak azalttigi

goralda.
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HVWRKY6; AtWRKY1 ve OsSWRKY82 genleri ile ortologtur (Mangelsen ve dig.,
2008). AtWRKY1 fonksiyonel bir transkripsiyon faktorii olup mutanti ile yapilan
calismalarda, AtIWRKY 1’in bekgi hiicrelerinin ve stoma hareketlerinin ABA tarafindan
diizenlenmis iyon degisimlerine artirilmis duyarlilik gosterdigi ve boylece bitki
kuraklig1 toleransini gelistirdigi bildirilmistir (Duan ve dig., 2007). Bir diger ortolog,
OsWRKY82’nin ise hem abiyotik hem de biyotik streslere yanit veren, ¢oklu stresle
uyarilabilen bir gen oldugu ve jasmonik asit / etilen bagimli sinyal yolu ile abiyotik
strese tolerans ve patojenlere karsi cevap verebilmek icin regulasyona dahil
olabilecegini gostermektedir. OSWRKY82’nin, yiikksek tuz stresi muamelesinin
kantitatif RT-PCR analizi sonucunda; 0-1 saat araliginda OSWRKY 82 transkriptlerinde
anlamli bir artis oldugu, bu artis1 takiben 6. saat sonrasinda bir miktar azalis, 12. saat
sonrasinda tekrar ekspresyonunun artmasi ve 24 saat sonra ekspresyonun azalma
yoniinde egilim gosterdigi belirlenmistir (Peng ve dig., 2011). Calismamizda ise tuz
stresi uyguladiktan 10 giin sonra Avci 2002 ve Premium ¢esitlerinde HYWRKY6 nin
ekspresyonunun anlamli olarak azaldig: tespit edildi.

HVWRKY9, AtWRKY?7 ile ortologtur (Mangelsen ve dig., 2008). AtWRKY?7,
besin yoklugu durumlarinda kokler araciligiyla hiicresel cevabin olugmasi igin, iki
potasyum kanali ve bilinmeyen bir protein ile hidrojen peroksit’in (H202) module
edilmesinde gorev yapmaktadir (Shin ve Schachtman, 2004; Mangelsen ve dig., 2008).
AtWRKY7, HsfAla/1b’e bagimli olarak ¢alisan sicaklik stres geninin Grintdur (Busch
ve dig., 2005). AtWRKY7 ayn1 zamanda savunma sisteminin (patojen direnci) negatif
diizenlenmesinde salisik asiti baskilayarak birgok genle beraber gorev almaktadir
(Andreasson ve dig., 2005; Higashi ve dig., 2008). Calismamizda, Avci1 2002 ¢esidinde
HVWRKY9’un ekspresyonunda anlamli azalma goriildi. AAWRKY7’nin ortologu olan
HVWRKY?9, negatif diizenleme ile stres yolaklar1 ve hormonal yolak arasinda islev
gosteriyor olabilir.

HVWRKY24, AtWRKY30,_41, 53 ve OsWRKY63 genleri ile ortologtur.
HVWRKY25 ise, AtWRKY30, 41, 53 ve OsWRKY8L1 genleri ile ortologtur (Mangelsen
ve dig., 2008). Bu genlerden; AtWRKYS53’Un AtWRKY 30 ile bagimsiz olarak etkilestigi
gosterilmistir. AtWRKY30 un, gelismekte olan yapragin yaslanmasi boyunca eksprese
edildigi ve diger WRKY'ler ile bir yaglanma stirecini diizenleyici gérevde olabilecegi
Onerilmektedir (Scarpeci ve dig, 2008). A. thaliana'da; WRKY6, WRKY8, WRKY 22,
WRKY30, WRKY39, WRKY48, WRKYS53 ve WRKY75’lerin H202 uygulanmasina
yanit olarak upregiile oldugu bildirilmistir (Davletova ve dig.,2005). AtWRKY30 ve
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AtWRKYS53, reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi ek sinyallere yanit verirler (Besseau ve
dig., 2012). AtWRKY41 ise, jasmonik asit (JA) ve salisilik asit (SA) yolaginin
koordinasyonunda anahtar rol oynayan sinyal yolaklar: ile birgok hiicresel ve stres
yanit silirecinde yer alan bitkiye spesifik TF’yi kodlayan ¢ok genli bir ailenin Gyesidir
(Higashi ve dig., 2008). HVWRKY24, OsWRKY63 geni ile ortologtur. Yapilan
deneylerde, Oryza sativa’da WRKY4, WRKY43, WRKY61, WRKY53, WRKY63 ve
WRKY100’iin farkli abiyotik stres kosullarinda birlikte diizenlendigi gosterilmistir
(Berri ve dig., 2009). OsWRKY63’Un soguk uygulanmasi ve ozmotik stres altinda
(yapraklar, 5. saat) ekspresyon miktarinda artis meydana geldigi gozlenmistir.
HVWRKY25, OsWRKY81 geni ile ortologtur. OSWRKY81, kuraklik ile metil jasmonat
ve salisilik asit sinyal yolaklarinda gorev almaktadir (Ramamoorthy ve dig., 2008).
Calismamizda, Avcr 2002 ¢esidinde HYWRKY24 lin ekspresyon miktarinda anlamli
diistis gozlendi. HYWRKY25 in ekspresyonu ise higbir arpa ¢esidinde anlamli olarak
degismedi. Bu genin ortolog genleri ile yapilan ¢alismalarda da daha ¢ok kuraklik ve
hormon-stres yolu iliskisinde etkili olabilecegi bildirilmistir (Ramamoorthy ve dig.,
2008).

HVWRKY33 ve HYWRKY34, OsWRKY46 ile ortologtur (Mangelsen ve dig.,
2008). OsWRKY46’nin tuz stresi altinda upregiile oldugu gosterilmistir (Ding ve dig.,
2014). OsWRKY46, kuraklik ve tuz stresi altinda ozmolaritenin diizenlenmesi ve
oksidatif detoksifikasyon ile iligkili bir dizi genin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
NaCl ile olusturulan stres kosullari altinda OSWRKY46’nin ekspresyonu mRNA
transkript seviyelerinde normalden 6,1 kat artis gostermistir (Kiranmai ve dig., 2016).
Bircok farkl: tiirde yapilan ¢aligmalarda gen ekspresyonunda meydana gelen artiglara
karsin, calismamizda Premium c¢esidinde HVWRKY33 ile yaptigimiz analizler
sonucunda gen ekspresyonunun 2,6 kat anlamli olarak azaldigir bulundu. Diger bir
arastirmada ise, tuz-alkali stresi iki farkli piring gesitlerine (Dongdao-4; Cin’in
kuzeydogusunda tuz-alkali topraklarda yetisen bir elit piring ¢esidi ve Jigeng-88;
nispeten daha tuz-alkalin stresine duyarl bir piring ¢esidi) uygulanmigtir. Uygulama
sonucunda OsSWRKY46, orta dereceli tuz stresine karsi toleransin altinda yatan
fizyolojik ve molekiiler mekanizmalar aragtirmak i¢in kullanilmistir. qPCR 1ile analizi
sonucunda, OsWRKY46’nin her iki genotipte upregiile oldugu ve Dongdao-4
ekspresyon miktar1 Jigeng-88’e gore daha fazla oldugu gosterilmistir (Li ve dig.,

2016). Calismamizda, Avci 2002 ve Premium c¢esitlerinde HVWRKY34’iin
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ekspresyonunda anlamli bir azalma gortlmesi, Li ve dig., (2016) yapmis oldugu
calisma ile benzerlik gostermemektedir.

HVWRKY41’in  Arabidopsis’te ve Oryza sativa’da ortolog genleri
belirlenmemistir (Mangelsen ve dig., 2008). AtWRKY41, jasmonik asit (JA) ve salisilik
asit (SA) yolaginin koordinasyonunda anahtar rol oynamaktadir. Bu sinyal yolaklar
birgok hiicresel ve stres yanit siirecinde yer alan JA ve SA fitohormonlarindan
sorumludur. A. thaliana’da filagellin proteini ile indiklenebilir genlerden biri olan
WRKY, bitkiye spesifik TF'yi kodlayan ¢ok genli bir ailenin Gyesidir (Higashi ve dig.,
2008). AtWRKY41’in yoklugu, ABA duyarliligini azalttig1 icin AtWRKY41’in ABA
sinyal yolu yolunda pozitif diizenlemede rol oynadigi goriilmiistiir (Ding ve dig.,
2014). Calismamizda, HYWRKY41’in ekspresyonu hicbir arpa ¢esidinde anlamli
olarak degismedi. HYWRKY41’in ortolog genleri ile ilgili bilgi yetersizliginden dolay,
bu genin abiyotik stres ve patojen ile enfekte sonucu gen ekspresyon seviyelerindeki
degisim gibi 6zellikleri karakterize edilmelidir.

HVWRKY42, AtWRKY2 ve OsWRKY80 ile ortologtur (Mangelsen ve
dig.,2008). AtWRKY2 ile yapilan ¢alismalarda, AtWRKY2’nin, NaCl ve mannitoliin
neden oldugu ozmotik streste uyarilabilecegini gdsterilmistir. Bununla birlikte, bu
genin ABA sinyal yolunda negatif diizenleyici olarak hareket ettigi bildirilmistir (Jiang
ve Yu., 2009). OsWRKY80 geni, yuksek demir birikiminin oldugu piring tarlalarinin
su altindaki siirglinlerinde biiyiik 6l¢iide uyarilmistir. Bundan dolay: bitkilerde asir1
demir bulunan kosullarda uyarilan transkripsiyon faktoriidiir. Soguk ile muamele
edilmis bitkilerde ise, yapraklarda OSWRKY80 mRNA’sinin birikiminde anlamli bir
degisiklik olmazken, tuz (100 mM NaCl) ile muamele edilmis bitki yapraklarinin
mRNA oranlarinda 24 saat sonra anlaml bir diisiis gostermistir (Ricachenevsky ve
dig., 2010). Her iki ortolog gende NaCl ile yapilan tuz stresinde, gen ekspresyonunda
anlamli azalma gorilmesi ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir.
Calismamizda, HYWRKY42’nin ekspresyonunun tim arpa gesitlerinde anlamli olarak
azaldig1 gozlendi. Bu sonu¢ HYWRKY42’nin tuz stresi yanitina dogrudan katilan bir
transkripsiyon faktorii olabilecegini gostermektedir.

HVWRKY46 [SUSIBA2], OsWRKY78 ve AtWRKY20 ile ortologtur (Mangelsen
ve dig., 2008). OsWRKY78'in, ISA (izoamilaz) ve nisasta dallanma enzimi IIb'yi
(SBEIIb, SBE3) kodlayan genlerin ekspresyonunu diizenledigi ve alternatif nigasta
sentezi ile sonuglandig: bildirilmistir (Zhang ve dig., 2011). Bu genlerin, ii¢ farkli

organdan elde edilen 6rnekleri ile (kokler, yapraklar ve tohumlarda) karsilastirmali
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ekspresyon analizi yapilmig ve en fazla miktarda bulunduklar1 organlarda ayni
miktarda eksprese edildikleri gosterilmistir. Uygulamalarin tiimiinde OSWRKY78
ekspresyon analizlerinin kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olarak degismedigi
bulunmustur (Zhang ve dig., 2011). Baska bir ¢alismada Mangelsen ve dig., (2010),
endosperm dokularinda HVWRKY46’nin yiksek diizeyde eksprese edildigini
gostermistir. Caligmamizda analiz edilen arpa ¢esitlerinde HYWRKY46°nin ekspresyon
profillerindeki degisiminin anlamli olmadigi tespit edildi. Sonuglar, bu ortolog
genlerin daha ¢ok kok uzama regililasyonu ve tohum gelisimine dogrudan
katilabilecegini gostermistir (Zhang ve dig., 2011).

Incelenen TF’lerin ekspresyonlarmin arttirilmasi ya da susturulmasiyla tuz
duyarlilig1 olan bitkilerde tuz toleransi arttirilabilir. Teknolojik gelismeler 15181nda gen
aktarimi aracilifiyla tuz stresine karsi direncgli biyoteknolojik iiriinler gelistirilebilir.
Bu anlamda arpada ekspresyonlar1 incelenmis olan WRKY genlerinin tuz stresine
karsi yanitlarinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Bu c¢alismada dokuz farkli
HVWRKY ile yaptigimiz ekspreyon analizi sonucunda anlamli azalislar ve anlamsiz
artis-azaliglar tespit edildi. WRKY transkripsiyon faktorlerinin savunma yanitinda
negatif yonde diizenleme yaparak ekspresyonlarinin azalmasi, bitkilerde stres
toleransinin oldukg¢a karmasik oldugu ve tek bir mekanizmanin kontroli altinda
olmadigin1 géstermektedir. Tuz stresi ile birlikte diger abiyotik ve biyotik streslerin
uygulanmasi, genlerde tekli veya birden fazla mutasyonlarin olusturulmasi ile ortolog
genler yardimiyla karsilastirmali genomik, transkriptomik ve biyoinformatik
calismalar yapilmast WRKY proteinlerinin etki ettigi sinyal yolaklarinin

aydinlatilmasina yardimci olabilir.
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. EKLER

EK-1. NCBI veritabaninda arpada tanimlanmig WRKY transkripsiyon faktorleri ve bu TF’lerle

yapilan ¢aligmalar

Gen Erisim Numarasi Stres Kaynak
HVWRKY2 KC776268.1 Tuz stresi, Kuraklik, (Li ve dig., 2014)
Abiyotik Stres
HVWRKY3 EF488104.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008), (Hatano ve
Biyotik Stres dig., 2012)
HVWRKY4 EF488105.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY5 KC776269.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Li ve dig., 2014)
Biyotik Stres
HVWRKY6 EF488106.1, Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
AJ853842.1 Biyotik Stres
HVWRKY7 DQ840406.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY8 DQ840407.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Liu ve dig., 2014), (Mangelsen ve dig.,
Biyotik Stres 2008)
HVWRKY9 DQ840408.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008), (Han ve dig.,
Biyotik Stres 2013)
HVWRKY10 DQ840409.1, Kuraklik, Abiyotik ve | (Cui ve dig., 2013), (Li ve dig., 2014)
KC776270.1 Biyotik Stres
HVWRKY11 DQ840410.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY12 DQ840411.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Tufan ve dig., 2017)
Biyotik Stres
HVWRKY13 DQ840412.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY14 DQ840413.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY15 DQ840414.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY16 DQ840415.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY17 DQ840416.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008), (Liu ve dig.,
Biyotik Stres 2012)
HVWRKY18 DQ840417.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY19 KC776271.1, Tuz Stresi, Kuraklik, (Li ve dig., 2014), (Mangelsen ve dig.,
DQ840418.1 Abiyotik Stres 2008), (Meng ve dig., 2012)
HVWRKY20 DQ840419.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY21 DQ863105.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY22 DQ863106.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY23 DQ863131.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY24 DQ863108.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY25 DQ863109.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY26 DQ863110.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)

Biyotik Stres
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EK-1. (devam) NCBI veritabaninda arpada tanimlanmig WRKY transkripsiyon faktérleri ve bu

TF’lerle yapilan ¢aligmalar

Gen Erisim Numarasi Stres Kaynak
HVWRKY27 DQ863111.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY28 DQ863112.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008), (Meng ve
Biyotik Stres dig., 2012)
HVWRKY29 DQ863113.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008), (Reinert ve
Biyotik Stres dig., 2016)
HVWRKY30 DQ863114.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY31 DQ863115.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY32 DQ863116.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008), (Han ve dig.,
Biyotik Stres 2013)
HVWRKY33 DQ863117.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY34 DQ863118.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Chen ve dig., 2012), (Han ve dig., 2013),
Biyotik Stres (Ye ve dig., 2014), (Gujjar ve dig., 2014)
HVWRKY35 DQ863119.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY36 DQ863130.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY37 DQ863121.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008), (Han ve dig.,
Biyotik Stres 2013)
HVWRKY38 AY541586.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mondini ve dig., 2012)
Biyotik Stres
HVWRKY39 DQ863122.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY40 DQ863123.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY41 DQ863124.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Chen ve dig., 2012), (Mangelsen ve dig.,
Biyotik Stres 2008), (Han ve dig., 2013), (Ye ve dig.,
2014), (Gujjar ve dig., 2014)
HVWRKY42 DQ863125.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY43 DQ863126.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY44 DQ863129.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY45 DQ863128.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Mangelsen ve dig., 2008)
Biyotik Stres
HVWRKY46 KC776272.1, Kuraklik, Abiyotik ve | (Li ve dig., 2014), (Mangelsen ve dig.,
AY323206.1 Biyotik Stres 2008), (Chen ve dig., 2012), (Gujjar ve
dig., 2014)
HVWRKY48 JQ806389.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Meng ve dig., 2012)
Biyotik Stres
HVWRKY49 JQ806390.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Meng ve dig., 2012)
Biyotik Stres
HVWRKY53 JQ806391.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Meng ve dig., 2012)
Biyotik Stres
HVWRKY55 JQ806392.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Meng ve dig., 2012)
Biyotik Stres
HVWRKY61 JX216840.1 Kuraklik, Abiyotik ve | (Meng ve dig., 2012)

Biyotik Stres
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8. OZGECMIS

Ozge GUNGOR, 10.01.1991 tarihinde Bursa’da dogdu. 2008 yilinda Bursa
Fatih Lisesi’nden mezun olduktan sonra 2009 yilinda Uludag Universitesi Biyoloji
Bolimii’nde basladigi lisans 6grenimini 2015 yilinda tamamladi. 2015 yilinda, Halig
Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisti Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda
yuksek lisans 6grenimine basladi.
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