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EtBr : Etidyum Bromür 

FW : Son ağırlık 

g                    : Rölatif Santrifüj Kuvveti, “RCF” 

GRL : GROWTH REGULATION FACTOR 

GZPZR : Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

IW : Başlangıç ağırlığı 

lncRNA : Uzun kodlanmayan RNA 

MS : Murashige ve Skoog 

MES : 2-(N-morfolino) etansülfonik asit 

miRNA : MikroRNA 

Mpa : Ozmatik Potansiyel 

ncRNA : Küçük kodlanmayan RNA (“noncoding RNA”) 
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NSI : Azot açlığı uyarılmış (“N-starvation- induced”) 

NLA : Azot Sınırlama Adaptasyonu (“Nitrogen Limitation Adaptation”) 

NR : Nitrat Redüktaz 

NSS : Azot açlığı bastırılmış (“N-starvation-supressed”) 

pre-miRNA : Öncül miRNA (“precursor miRNA”) 

pri-miRNA : Birincil miRNA (“primary miRNA”) 

PEG : Polietilen glikol 

PHO2 : FOSFAT2 (“PHOSPHATE2”) proteini 

RdRP : RNA’ya bağımlı RNA Polimeraz 

RISC : RNA-İndüklenmiş Susturma Kompleksi (“RNA-Induced Silencing 

Complex”) 

RNA : Ribonükleik Asit 

RTPZR : Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

RWC : Bağıl su içeriği (“Relative Water Content”) 

siRNA : Küçük interferans RNA (“small-interferace RNA”) 

TAE : Tris-asetat EDTA 

UV : Ultra Viyole 

ROS : Reaktif Oksijen Türleri (“Reactive Oxygen Species”) 

Rpm : Dakikadaki Devir Sayısı (“Roation per minute”) 
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Kodlama yapmayan RNA’ların bir grubunu oluşturan mikroRNA’lar (miRNA), genellikle 20-

22 nükleotit uzunluğundadırlar ve gen anlatımının düzenlenmesinde önemli rol oynadıkları 

bilinmektedir. MikroRNA’ların, hayvanların ve bitkilerin gelişiminde ve pek çok biyolojik 

süreçte önemli görevleri vardır. miRNA aracılı gen anlatımı düzenlenmesi genel olarak iki 

şekilde olur: Hedef mRNA’nın translasyonunu inhibe ederek veya yıkımına yol açarak. İlk 

olarak bir nematod olan Caenorhabditis elegans’ta keşfedilmiş olan miRNA’lar, bitkilerin 

büyüme ve gelişim süreçlerinde görev alan genleri ve transkripsiyon faktörlerini hedef alarak 

onların çeşitli koşullar altında anlatımlarını düzenler.  

Bitkilerde büyüme ve gelişmeyi etkileyen kuraklık, tuzluluk, besin açlığı gibi çeşitli stres 

faktörlerinin miRNA’ların anlatımlarını değiştirdiği ve bu sayede, hedef genlerin anlatımının 

düzenlendiği bilinmektedir. Bu tez kapsamında bitki gelişimi ve büyümesini önemli derecede 

etkileyen iki farklı stres koşulu olan kuraklık ve azot açlığının miRNA anlatımlarında yol açtığı 

değişimlerin incelenmesi amaçlanmıştır.  

Doku kültürü çalışmalarıyla Arabidopsis thaliana bitkilerinden kallus dokuları elde edildikten 

sonra RNA izolasyonu gerçekleştirilmiş ve çeşitli miRNA’lara özgü primerlerle cDNA sentezi 

yapılmıştır. Gerçek Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZPZR) yöntemi ile 

hedeflenen miRNA’ların anlatımlarındaki değişimler analiz edilmiştir. Ek olarak zar hasarı ve 

büyüme oranları belirlenmiştir. Zar hasarı sonuçları, kontrol grupları ile stres uygulamaları 

Arabidopsis thaliana’da AZOT AÇLIĞI ve KURAKLIK STRESLERİNİN 

MİKRORNA ANLATIMLARI ÜZERİNDEKİ ETKİLERİNİN 

ARAŞTIRILMASI  
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arasında anlamlı bir değişiklik olmadığını ortaya koymuştur. Büyüme indeksi oranlarında, 7. 

gün kontrol örneği ile kuraklık (****p<0.0001) ve kombine (***p<0.0006) stres 

uygulamasında anlamlı bir farklılık olduğu, azot açlığı stres uygulaması sonucunda ağırlık 

değişiminin ise anlamlı olmadığı görüldü. Bununla birlikte, 14. gün kontrol örneği ile azot açlığı 

(*p<0.0124) ve kombine (**p<0.0024) stres uygulamaları arasında anlamlı bir fark olduğu 

görüldü.  

miRNA anlatımlarının Tek Yönlü ANOVA Tukey Testi ile analizi sonucunda miR165a-3p, 

miR165b örneklerinde 7 ve 14 gün uygulamalarının tamamında anlamlı azalma, miR167a-5p, 

miR167b kallus örneklerinde 7 gün stres uygulamalarının tamamında azalma görülürken 14 

gün uygulamalarında değişimlerin anlamlı olmadığı görülmüştür. miR167c-5p’nin 7 gün stres 

uygulaması yapılan örneklerde kuraklık ve kombine uygulamalarında azaldığı, 14 gün stres 

uygulaması yapılan örneklerde azot açlığında anlamlı olarak arttığı, kuraklık ve kombine 

uygulamalarında ise azaldığı görülmüştür. miR167d anlatımının 7 ve 14 gün azot açlığı 

uygulamasında anlamlı olarak arttığı, 7 gün kombine ve 14 gün kuraklık ile kombine stres 

uygulamalarında ise anlamlı olarak azaldığı belirlenmiştir. miR169b-5p, miR169c anlatım 

analizleri sonucunda 7 gün kombine ve 14 gün kuraklık ile kombine stres uygulamalarında 

anlamlı bir azalma olduğu, miR169h-n, miR169d,e,f-5p,g-5p üyelerindeki stres 

uygulamalarının tamamında anlamlı bir değişiklik olmadığı görülmüştür. miR319a,b 

anlatımının 7 gün stres uygulamalarının tamamında azaldığı, 14 gün stres uygulaması 

sonucunda ise yalnızca kuraklık koşulu altında anlamlı olarak azaldığı görülmüştür. miR319c 

anlatımının, kallus örneklerine 7 gün uygulanan kuraklık ve kombine streslerde anlamlı 

azaldığı, 14 gün stres uygulaması sonucunda azot açlığında anlamlı olarak arttığı, geri kalan 

kuraklık ve kombinede ise anlamlı olarak azaldığı görülmüştür. miR396a-5p anlatımının 7 gün 

stres koşulları altındaki değişiminin anlamlı olmadığı, 14 gün stres uygulamalarının tamamında 

anlamlı olarak azaldığı görülmüştür. miR396b’nin 7 gün stres uygulamaları sonucunda tüm 

stres koşulları altında azaldığı, 14 gün kombine stres uygulaması sonucunda ise anlamlı artış 

gösterdiği belirlenmiştir. miR399a anlatımının 7 gün kuraklık ve kombine uygulamasında 

anlamlı azaldığı, 14 gün kuraklık stresi uygulamasının ardından anlamlı artış gösterdiği 

belilrlenmiştir. miR399b’nin 7 gün stres koşulları altındaki değişiminin anlamlı olmadığı, 14 

gün stres koşullarının tamamında anlamlı olarak azaldığı belirlenmiştir. miR399d’nin 7 ve 14 

gün uygulanan stres koşullarının tümünde azaldığı belirlenmiştir. miR399e’nin 14 gün azot 

açlığı stresi uygulaması sonucunda anlamlı arttığı belirlenirken, 7 ve 14 gün uygulanan kuraklık 

ve kombine streslerde anlamlı olarak azaldığı belirlenmiştir. miR399f anlatımının 7 gün azot 

açlığı ve kombine stres koşulu altında anlamlı azaldığı, geri kalan stres koşulları altında anlamlı 

olarak değişim olmadığı görülmüştür. miR827 anlatımının 7 gün uygulanan stres koşullarının 

tamamında anlamlı olarak azaldığı, 14 gün azot açlığında anlamlı olarak arttığı belirlenmiştir. 

Bu çalışmada anlatım analizleri yapılan miRNA’ların azot açlığı ve kuraklık streslerindeki 

değişimin yanı sıra kombine stres koşulunda da anlatımlarının farklı olduğu görülmüş, buna ek 

olarak 7 ve 14 günlük uygulamalar ile stres yanıtında oluşan değişimlerin miRNA’lar ile ilişkili 

moleküler mekanizmaların aydınlatılması için önemli olabileceği düşünülmüştür. 

Temmuz 2021, 100. sayfa. 

Anahtar kelimeler: Arabidopsis thaliana, miRNA, kuraklık, azot açlığı.  
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MicroRNAs (miRNAs) which involve in non-coding RNAs has generally 20-22 nucleotides 

long and they have responsibility for regulation of gene expression. miRNAs have important 

roles in the development of animals and plants and in many biological processes. miRNA 

mediated gene regulation occur in two different ways: Inhibition of translation of target mRNA 

or degredation of target mRNA. Gene expression is regulated by miRNAs which are discovered 

in Caenorhabditis elegans. miRNAs target genes and transcription factors include growth and 

development processes of plants in various stress conditions.  

It is known that several stres factors such as drought, salt and starvation, which effect 

development and growth in plants, change miRNAs expression and regulate target genes 

expression.  

In this thesis, it is aimed to investigate the changes in miRNA expression levels by drought 

treatment and nitrogen starvation, which are two different stress conditions affecting 

significantly development and growth in plants. It was targeted to establish Arabidopsis 

thaliana with plant tissue culture techniques, to achieve RNA isolation from these plants and 

to synthesize cDNA with specific primers to various miRNAs. Differences and changes in 

expression of targeted miRNAs were analyzed by Real Time Quantitative Polymerase Chain 

Reaction (qRTPCR) method. In addition, growth index and ion leakages were analyzed by 

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NITROGEN STARVATION AND 

DROUGHT STRESSES ON MICRORNA EXPRESSIONS IN 

Arabidopsis thaliana 
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Tukey Test and ion leakages had no significant data for all callus tissue under different stress 

conditions. miRNA expressions were analyzed by One Way ANOVA Tukey Test and nearly 

all miRNAs that selected had significant results. From growth index rates, it is inferred that 

there is a significant change under 7-day applications of drought (****p<0.0001) and 

combination (***p<0.0006) stress compared to control samples, while under nitrogen 

deficiency conditions no significant changes in weight were observed. In addition, there was a 

significant difference between nitrogen starvation (*p<0.0124) and combination stress 

(**p<0.0024) compared to control conditions of 14-day application. 

As a result of One way ANOVA Tukey Test analysis of miRNA expressions, all of the 7 and 

14-day applications of miR165a-3p, miR165b samples showed significant downregulation, 

while miR167a-5p, miR167b showed decrease in all 7-day stress applications and no significant 

change in 14-day applications. miR167c-5p expression decreased for 7-day applications of 

drought and combination stress while significantly increasing for 14-day nitrogen starvation 

and decreasing for drought and combination samples. Significant upregulation of miR167d 

during 7 and 14-day nitrogen starvation applications, and downregulation during 7-day 

combination, 14-day drought and combination conditions were observed. Expressions of 

miR169b-5p, miR169c, significantly decreased as a result of 7-day combination and 14-day 

drought and combination stress, while miR169h-n, miR169d,e,f-5p,g-5p showed no significant 

change under any of the stress applications. During all of the 7-day stress conditions, miR319a,b 

expressions were downregulated, when for 14-day samples only drought conditions resulted in 

downregulation. Strong downregulation of miR319c was observed in callus tissues that were 

treated with 7-day drought and combination stress, along with upregulation for 14-day nitrogen 

starvation and downregulation for the remaining drought and combination conditions. 

miR396a-5p expression under 7-day stress application were found to be non-significant, all 14-

day samples displayed significant decrease. For all 7-day samples under every stress 

application, miR396b was downregulated, when 14-day combination samples showed 

upregulation. Under 7-day drought and combination applications significant decrease of 

miR399a expression and under 14-day drought stress a significant increase was determined. 

For miR399b expression under 7-day stress conditions, no significant change was observed 

while expressions of all 14-day samples strongly decreased. miR399d exhibited downregulation 

for all stress conditions applied for 7 or 14 days. While miR399e expression increased in 14 

day nitrogen starvation samples, it was downregulated under 7 and 14-day drought and 

combination stresses. Expression level of miR399f significantly dropped under 7-day nitrogen 

starvation and combination stress conditions, where the remaining samples displayed no 

significant change. miR827 expression was downregulated for 7-day applications of all stress 

conditions, while significantly increasing under 14 day nitrogen starvation. 

Aside from the changes of expression under nitrogen starvation and drought stresses, miRNAs 

for which the expression analyses were performed in this study, are also shown to be variable 

under the combination of two stress conditions, additionally, the changes occuring in stress 

responses between 7 and 14-day applications are believed to be valuable to elucidate the 

associated molecular mechanisms of miRNAs. 

July 2021, 100. pages. 

Keywords: Arabidopsis thaliana, miRNA, drought, nitrogen starvation.      
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1. GİRİŞ 

Bitkilerin bulundukları çevrede karşılaştıkları çevresel faktörler stres olarak tanımlanır ve 

bitkinin gelişimini, büyümesini, hayatta kalabilmesini etkileyebilirler. Biyotik ve abiyotik stres 

olarak gruplandırılan stres faktörleri bakteri, mantar, yüksek ya da düşük sıcaklık, tuzluluk, 

kuraklık, ağır metaller, besin eksikliği, radyasyon, sel gibi etkenler olabilir (Mahajan ve Tuteja, 

2005; Fedoroff ve diğ., 2010; Hacquard ve diğ., 2017; Hussain ve diğ., 2018).  

Kuraklık ve azot açlığı stresleri bitkiler için en önemli faktörlerindendir (Clarkson, 1996). Bu 

iki stres faktörü bitkinin gelişimini, verimini ve büyümesini önemli ölçüde etkilemekle beraber 

morfolojik ve fizyolojik olarak da değişikliklere sebep olmaktadır (Challinor ve diğ., 2004; 

Wang ve diğ., 2004; Anithakumari ve diğ., 2012). Kuraklık stresine maruz kalan bitki, anti-

oksidatif savunma sistemlerini aktif hale getirerek yanıt oluşturur (Duan ve diğ., 2007; Praba 

ve diğ., 2009; Anjum ve diğ., 2011). Anti-oksidatif savunma sistemleri, Reaktif Oksijen Türleri 

(ROS; “Reactive Oxygen Species”) ile ilişkilidir ve ROS üretimi kuraklık stresine karşı verilen 

ilk erken yanıttır (Miller ve diğ., 2010). Azot açlığı stresine karşı oluşturulan yanıtta ise nitrat 

redüktaz (NR) enziminin aktivitesinde düşüş olduğu ve azotun farklı formlarının bu stres 

faktörüyle ilişkili olduğu görülmüştür (Scheible ve diğ., 1997; Wang ve diğ., 2004; Kant ve 

diğ., 2011).  

Bitkiler sahip oldukları karmaşık metabolizma sayesinde biyokimyasal araştırmalar için diğer 

organizmaların çoğuna kıyasla daha fazla önem taşırlar. Arabidopsis thaliana bitkisinin 

tohumlarının küçük olması, kolay kültürlenebilmesi ve hızlı büyümesi gibi avantajları 

sayesinde araştırmalarda fazlasıyla tercih edilir (Leutwiler ve diğ., 1984; Meyerowitz ve Pruitt, 

1985; Provart ve diğ., 2016; Woodward ve Bartel, 2018). Bu özelliklere ek olarak, genomunun 

küçük olması, beş kromozomunun olması A. thaliana’nın model organizma olarak seçilmesini 

teşvik etmiştir (Cheng ve diğ., 2017). Model organizma olarak Arabidopsis thaliana’nın 

kullanılması, bitki yapısı ve işlevlerinin keşfini hızlandırmıştır (Koornneef ve Meinke, 2010; 

Woodward ve Bartel, 2018).  

MikroRNA'lar (miRNA'lar), düzenleyici, kodlama yapmayan, tek iplikli, 20-24 nükleotit 

uzunluğundaki küçük RNA'lardır (Llave ve diğ., 2002; Dinger ve diğ., 2008; Bustin, 2015; 

Cheng ve diğ., 2017). Hayvanlarda ve bitkilerde transkripsiyon sonrası gen anlatımının 
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düzenlenmesinde görevli olan miRNA’lar ilk olarak Caenorhabditis elegans’ta keşfedilmiştir. 

Bu keşfin ardından bitkilerde miRNA’lar ilk olarak Arabidopsis’te gösterilmiştir (Lee, 

Feinbaum ve Ambros, 1993; Llave ve diğ., 2002; Reinhart ve diğ., 2002). miRNA’lar evrimsel 

olarak korunmuşluğa sahiptir ve miRNA biyogenezi sırasında meydana gelebilecek bir 

mutasyon, bitki için hayati önem taşıyabilir (Yu ve diğ., 2017). 

Bitki miRNA’ları transkripsiyon faktörlerini ve stres ile düzenlenen genleri hedefler (Llave ve 

diğ., 2002; Sunkar ve Zhu, 2004; Sunkar ve diğ., 2006). Bu hedeflemeyi gen anlatımını 

baskılayarak yaparlar (Tang ve diğ., 2003; Mallory ve diğ., 2004). 

miRNA anlatım analizlerini yapabilmek için geleneksel yöntemler yetersiz kalmıştır ve bu 

sebeple miRNA’ların tespitinde kullanılmak üzere Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu (GZPZR) tekniği geliştirilerek optimize edilmiştir (Chen ve diğ., 2005; Tang ve 

diğ., 2006). 

Bu tez kapsamında, Arabidopsis thaliana Col-0 bitkisinden kallus kültürleri kurulmuş, kallus 

örneklerine azot açlığı, kuraklık ve bu iki stresin 7 ve 14 gün boyunca birlikte uygulamasının 

büyüme indeksine etkisi, oluşturduğu zar hasarı ve stresle ilişkili miRNA’ların anlatımları 

değerlendirilmiştir. A. thaliana Col-0 tohumları MS besiyerinde çimlendirildikten 2 hafta sonra 

MS besiyerlerinde 14 gün boy uzaması sağlanmış ve ardından 1 mg/l 2,4-Diklorofenoksiasetik 

asit (2,4-D) içeren MS besiyerlerinde kök dokularından kallus kültürleri kurulmuştur. İlk alt 

kültürlemenin ardından kallus örnekleri azot açlığı, kuraklık ve kombine stres uygulaması için 

stres besiyerlerine aktarılmıştır.  

Büyüme indeksi ve zar hasarı incelenen stres uygulanmış örneklerde zar hasarında anlamlı 

değişim görülmezken, kuraklık ve kombine stres uygulamalarının kallus büyümesini anlamlı 

olarak azalttığı görülmüştür. 

Uygulama yapılan A. thaliana kallus örneklerinden RNA izolasyonu yapıldıktan sonra cDNA 

sentezi gerçekleştirilmiş ve uygulanan stres koşullarıyla ilişkili olan miRNA’ların GZPZR 

yöntemi ile anlatım analizleri incelenmiştir. miRNA’ların anlatımlarının stres koşulları altında 

farklı gün uygulamalarına bağlı olarak da değişim gösterdiği belirlenmiştir. 
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Yapılan bu tez çalışması, miRNA’lar ve hedefledikleri genlerin görevli olduğu moleküler 

mekanizmaların aydınlatılması için farklı stres koşullarının bir arada değerlendirilmesi ve strese 

maruz kalınan süreyle ilişkilendirilmesi bakımından önem taşıdığı düşünülmektedir. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. Arabidopsis thaliana 

Dr. Johannes Thal tarafından Almanya’nın Harz Dağları’nda keşfedilmiş olan Arabidopsis 

thaliana bitkisi, ilk keşfedildiğinde Pilosella siliquata olarak isimlendirilmiştir (Wagenitz, 

2008; Woodward ve Bartel, 2018). Daha sonra Linnaeus bitkiyi taksonomik olarak Arabis 

cinsine yerleştirirken, Thal’ın anısına bitkiyi Arabis thaliana olarak yeniden isimlendirmiştir 

(Woodward ve Bartel, 2018). İlerleyen zamanlarda farklı şekillerde de isimlendirilen bitki son 

olarak Arabidopsis türleri arasında sınıflandırılmıştır (Holl ve Heynhold, 1842; Casper, 1990; 

Candolle ve Candolle, 2011). Friedrich Laibach, deneysel Arabidopsis araştırmalarının 

kurucusudur ve bitkiye ait kromozomları tanımlamıştır (Laibach, 1943; Steinitz-Sears, 1963; 

Koornneef ve Meinke, 2010; Somssich, 2018). Laibach ayrıca Arabidopsis’in genetik 

çalışmalar açısından uygun olduğuna dair veriler ortaya koymuştur (Laibach, 1943). 

Modern bilimin ve teknolojinin gelişmesine ek olarak Arabidopsis thaliana’nın model 

organizma olarak görülmesiyle birlikte bitki yapısı ve işlevlerinin keşfi hızlanmıştır. Buna ek 

olarak, A. thaliana Franz Josef Kribben tarafından 1964 yılında botaniğin Drosophila’sı olarak 

tanımlanmıştır (Koornneef ve Meinke, 2010; Woodward ve Bartel, 2018).  

Bitkiler sundukları birçok avantaj sayesinde çeşitli araştırmalarda kullanılırlar. Diğer 

organizmaların çoğuna kıyasla metabolik karmaşıklığı sayesinde biyokimyasal araştırmalar 

için büyük önem taşırlar. Diğer bitki türleriyle karşılaştırıldığında ise A. thaliana tohumları çok 

küçüktür, hızlı büyür, kolayca yetiştirilebilir ve kendi kendine tozlaşabilir. Büyüme koşullarına 

bağlı olarak bir Arabidopsis thaliana tohumunun çimlendirilmesinden olgun ve tohum taşıyan 

bir bitki halini almasına kadar geçen süre yaklaşık altı haftadır (Şekil 2.1)  (Leutwiler, ve diğ., 

1984; Meyerowitz ve Pruitt, 1985; Provart ve diğ., 2016; Woodward ve Bartel, 2018). 
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Şekil 2. 1: Arabidopsis thaliana bitkisinin yaşam döngüsü (Woodward ve 

Bartel, 2018). 

Arabidopsis, büyüme hızının fazla olması ve boyutunun küçük olması sayesinde genetik 

araştırmalara uygundur. Diğer bitkilere kıyasla Arabidopsis genomu (132 Mbç) küçüktür, beş 

nükleer kromozomu ve bu kromozomlar arasında dağılmış olarak 20.000 protein kodlayan gen 

dahil olmak üzere 38.000 lokus bulunmaktadır (Leutwiler ve diğ., 1984; Kaul ve diğ., 2000; 

Cheng ve diğ., 2017).  

Arabidopsis’in model organizma olması ve genetik araştırmaların ilerlemesi, ortak gen 

ailelerinin varlığı sayesinde diğer bitkilerin iç işleyişinin aydınlatılmasını sağlamıştır, birçok 

biyolojik süreç ilk olarak Arabidopsis’te gösterilmiştir (Meyerowitz ve Pruitt, 1985; Provart ve 

diğ., 2016). Chang ve Meyerowitz (1986) tarafından ilk Arabidopsis geninin klonlanması da 

moleküler genetik yaklaşımlarının sonuç vermeye başladığının ispatı olmuştur (Chang ve 

Meyerowitz, 1986). Bitki transformasyonundaki gelişmeler ve Arabidopsis bitkisinin 

Agrobacterium tumefaciens ile transformasyona elverişli olmasının anlaşılmasıyla 

Arabidopsis’in bitki çalışmalarında kullanılması yaygınlaşmıştır (Koornneef ve Meinke, 2010). 



6 

 

 

 

Arabidopsis’te bulunan dört gen ailesinden üçü diğer çiçekli bitkilerle ortaktır (Şekil 2.2). Bu 

sebeple Arabidopsis’te keşfedilen genler işlevleri bakımından diğer bitkiler ile 

karşılaştırıldıklarında genellikle benzerdir (Meyerowitz ve Pruitt, 1985; Woodward ve Bartel, 

2018). 

 

Şekil 2. 2: Arabidopsis thaliana, Populus trichocarpa (Kavak) ağaçları ve tahıl 

bitkileri Sorghum bicolor ile Oryza sativa (Pirinç) karşılaştırmalı 

genomiklerinin Venn şemasıyla gösterimi (Woodward ve Bartel, 2018). 

Verilen türlerin birbirleriyle ortak ve benzersiz olan gen ailelerinin sayısını 

gösterir. Arabidopsis ve Populus dikotil, Sorghum ve Oryza monokotil 

bitkidir.  

Genlerin işlevlerini anlayabilmek için tercih edilen mutant taramaları, normalde referans 

(yabani tip) genotipi temsil eden bir kendileştirilmiş hat ile gerçekleştirilir. Arabidopsis için 

referans (yabani tip) olarak Columbia-0 (Col-0) ve Landsberg erecta (Laer-0) ve Wassilewskija 

(Ws) tercih edilir ve en yaygın kullanılanı ise Col-0 ekotipidir (Huala ve diğ., 2001; Passardi 

ve diğ., 2007).  
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2.2. BİTKİLERDE STRES 

Bitkinin büyümesini, hayatta kalabilmesini, devamlılığını sürdürebilmesini ve gelişimini 

olumsuz yönde etkileyen bu çevresel faktörler stres olarak tanımlanır. Abiyotik ve biyotik 

olarak iki gruba ayrılan bu stres faktörleri, bitki için tehdit oluşturabilmektedir (Osmond ve 

diğ., 1987; Fedoroff ve diğ., 2010; Hacquard ve diğ., 2017; Gong ve diğ., 2020). Bitkiler doğada 

bakteri, mantar gibi biyotik stres faktörlerine ya da soğuk, yüksek sıcaklık, tuzluluk, kuraklık, 

ağır metaller, besin eksikliği, radyasyon, sel gibi abiyotik stres faktörlerine maruz kalabilirler 

ve bu stresler tarla bitkilerinin büyümesini, gelişimini ve verimliliğini negatif yönde 

etkilemektedir  (Mahajan ve Tuteja, 2005; Fedoroff ve diğ., 2010; Hacquard ve diğ., 2017; 

Hussain ve diğ., 2018).  

Stres belli bir dinamiğe sahiptir; bitki stabilitesinin kaybedilmesi, strese karşı direnç ve 

iyileşmenin teşvik edilmesi aşamalarından oluşur. Bu stres dinamiği bitkide üç karakteristik 

fazın gelişimini içermektedir. Bu fazlar sırasıyla alarm aşaması, direnç aşaması ve son aşama 

olarak isimlendirilir. İlk aşama olan alarm aşamasında bitki stres faktörü ile karşılaşarak 

stabilitesini kaybeder, yaşamsal faaliyetlerini sürdürmesi engellenir. Stres faktörünün 

ortamdaki hızlı artışı, savunma mekanizmalarının bitkide o sırada aktif olmaması sebebiyle 

hücresel bütünlüğün çok hızlı bir şekilde zarar görmesine ve çöküşüne sebep olur. Bu durumda, 

alarm aşamasında katabolizma faaliyetleri anabolizma faaliyetlerine baskın gelerek stres 

cevabının başlamasına neden olur. Stres faktörünün yoğunluğu onarımda görevli olan 

proteinlerin sentezini etkilemezse, onarım işlemi hızlıca başlatılır. Direnç aşamasına geçiş, stres 

faktörüne maruz kalma süresi ile ilişkilidir. Sürekli strese maruz kalan bitki, ikinci aşama olan 

direnç aşamasına geçerek bu duruma adaptasyon sağlamaya başlar. Son aşamada, bitkinin 

maruz kaldığı stres faktörünün yoğunluğunda artış olursa ya da bu faktöre maruz kalma süresi 

çok uzunsa bu durum bitkide bitkinliğe sebep olarak savunmanın azalmasına ve ortaya çıkan 

enfeksiyonlara karşı duyarlı hale getirebilir. Duyarlı hale gelmiş olan bitkide, savunmanın 

azalması sebebiyle erken çökme ya da bitki ölümü görülebilir. Bununla birlikte, eğer stres 

faktörüne maruz kalınan süre ve yoğunluk az ise, durumun geçici olması sayesinde bitki eski 

işlevselliğini onarım mekanizmaları sayesinde geri kazanır (Etherington ve Larcher, 1996; 

Carmo ve diğ., 2012). 
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2.2.1. Kuraklık Stresi 

Kuraklık stresinin temel sebepleri, beklenen ortalama yağışın düşük olması veya hiç olmaması, 

normalin üzerinde buharlaşmanın olması sebebiyle oluşur (Praba ve diğ., 2009; Alghabari ve 

diğ., 2016). Araştırma sonuçları 21. yüzyılın başlarında toplam arazinin %10’unun kuraklık 

stresine maruz kaldığını ve bu oranın yüzyılın sonuna doğru %40 gibi endişe verici bir orana 

çıkacağını öngörmektedir (Burke ve diğ., 2006). Kuraklık bitkilerde fizyolojik, morfolojik ve 

moleküler değişikliklere neden olur. Ayrıca bitki biyokütlesinin ve mahsul veriminin topraktaki 

su miktarının sınırlı olmasından dolayı azalmasına sebep olur (Challinor ve diğ., 2004; 

Anithakumari ve diğ., 2012). Fotosentez, solunum, pigment içeriği, su alımı, zar bütünlüğü 

kuraklık stresinden etkilenmektedir (Praba ve diğ., 2009; Anjum ve diğ., 2016).  Bitkiler 

kuraklık stresine maruz kaldıklarında hayatta kalabilmek için büyüme hızlarını yavaşlatır, hücre 

ve dokulardaki su dengesini ayarlar, anti-oksidatif savunma sistemlerini aktif hale getirirler 

(Duan ve diğ., 2007; Praba ve diğ., 2009; Anjum ve diğ., 2011). Bitkinin sürgün kısmı ile kök 

büyümesi kıyaslandığında, sürgün büyümesinin daha fazla engellendiği görülmüştür 

(Anithakumari ve diğ., 2012). 

Bitkilerin kuraklık stresine duyarlılıkları türlerine, maruz kaldıkları stresin derecesine ve 

süresine, hangi gelişim aşamasında bulunduklarına bağlıdır (Demirevska ve diğ., 2009). 

Bitkilerin kuraklık stresine dayanıklılığını değerlendirmek için kök ve yaprak özellikleri, su 

potansiyeli, hücre zar stabilitesi ve absisik asit (ABA) içeriği gibi parametreler kullanılmıştır 

(Ha ve diğ., 2012). Bağıl su içeriği (RWC; “Relative Water Content”) bitki ile su arasındaki 

ilişkinin anlaşılması için stoma iletkenliği, terleme hızı, yaprak sıcaklığı ve yaprak su 

potansiyeli gibi karakteristik bir özelliktir. Bitkilerin çoğunluğu kuraklık stresine yanıt verirken 

RWC’de düşüş görülür (Ings ve diğ., 2013).  

Kuraklık stresi, ROS üretimiyle ilişkilidir ve oksidatif patlama olarak da bilinen ROS üretimi, 

bitkilerde su stresine karşı erken savunma yanıtıdır. ROS üretiminin artışı ikincil haberci görevi 

görür ve bitkinin savunma mekanizmasını tetikler (Miller ve diğ., 2010). Hücresel bileşiklerle 

etkileşime giren ROS, hücre ölümüne sebep olabilir (Scandalios, 2002). 
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2.2.2. Azot Açlığı Stresi 

Bitki büyümesi ve gelişimi için Azot (N), en önemli makro besin olmasının yanında, sudan 

sonra en önemli ikinci gereksinimdir. Proteinlerin, nükleik asitlerin, klorofillerin sentezi için 

azot gereklidir (Clarkson, 1996). Azotun bitki verimi için önemli olduğunun anlaşılmasının 

ardından N içeren sentetik gübre üretimi yaygın hale gelmiştir, optimum N koşulları sağlanarak 

bitkiler yetiştirilmiştir ve tarım arazilerinde verim artmıştır (Lu ve Tian, 2017). Azot içeren 

sentetik gübre uygulaması sonucunda, uygulanan azotun çoğunda buharlaşma, mikrobiyal 

tüketim, gaz halinde kayıplar meydana gelir. Toplam azot miktarının %40’ından daha azı 

buğday, pirinç, mısır gibi bitkiler tarafından alınabilir (Raun ve Johnson, 1999; Good ve Beatty, 

2011; Kant  ve diğ., 2011).  

Azot, nitrat (NO3ˉ), amonyum (NH4
+) gibi farklı formlarda bulunabilir (Kant ve diğ., 2011). 

Nitrat formu çoğu tarım toprağında bulunabilirliği bakımından sınırlıdır. Bu sebeple bitkiler N 

yakalama mekanizmalarını değişken toprak konsantrasyonlarına göre hızlıca adapte 

edebilmelidirler. Dolayısıyla nitrat elde etme süreci ve bu sürecin düzenlenme mekanizmalarını 

anlamak, bitkilere N içeren gübrelerin uygulanması sonucu verimi artırmak açısından önemlidir 

(Bouguyon ve diğ., 2012; Wang ve diğ., 2012).  

Bitkide azota karşı verilen tepkilerin anlaşılması düşük nitrat redüktaz (NR) aktivitesi gösteren 

genotiplerle yapılan çalışmalar sonucu keşfedilmiştir. NR enziminin eksikliği olan genotiplerin 

biriktirdiği nitrat seviyesinin yüksek olmasının yanında düşük seviyelerde amino asitler ve azot 

içeren diğer metabolitlerin olduğu, büyüme oranlarının ve protein miktarlarının az olduğu 

gösterilmiştir (Scheible ve diğ., 1997; Scheible, ve diğ., 1997; Wang ve diğ., 2004).  

Nitrat, bitki için besin molekülü olmasının yanında hücre içi taşıma ve asimilasyonda görevli 

genlerin anlatımlarını teşvik etme (Medici ve Krouk, 2014), yaprak gelişimi (Chiu ve diğ., 

2004), çiçeklenme zamanı (Marín ve diğ., 2011), yan kök gelişimi (Remans ve diğ., 2006) gibi 

süreçlerde bulunan önemli bir sinyal molekülüdür ve organik asit ve glikoz metabolizması başta 

olmak üzere bitki canlılığı için önemli olan mekanizmalarla ilişkili genlerin anlatımını etkiler 

(Scheible ve diğ., 1997; Wang ve diğ., 2004; Marín ve diğ., 2011). 
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2.3. MİKRORNA’LAR 

MikroRNA'lar (miRNA'lar), çok hücreli organizmalarda çoklu biyolojik yolları düzenleyen, 

kodlama yapmayan, tek iplikli, 20-24 nükleotit uzunluğunda endojen küçük RNA'lardır (Llave 

ve diğ., 2002; Dinger ve diğ., 2008; Bustin, 2015; Cheng ve diğ., 2017). miRNA’lar, 

hayvanlarda ve bitkilerde gen anlatımını post-transkripsiyonel olarak düzenlemekle görevli 

olan küçük RNA’lardır. İlk olarak 1993 yılında Lee ve diğ. tarafından bir nematod olan 

Caenorhabditis elegans’ta keşfedilmiş olan miRNA’ların gen anlatımını 

düzenleyebildiklerinin anlaşılmasıyla birlikte bu alanda çalışmalar artmıştır ve ilk bitki 

miRNA’ları Arabidopsis’te keşfedilmiştir (Lee ve diğ., 1993; Llave ve diğ., 2002; Reinhart ve 

diğ., 2002). RNA-İndüklenmiş Susturma Kompleksi (RISC; “RNA-Induced Silencing 

Complex”) olarak adlandırılan ve miRNA’lar tarafından etkilenen bu kompleksin önemli bir 

bileşeni olan ARGONAT (AGO) proteininin ago1 mutantındaki miRNA düzenlenmesinde 

meydana gelen eksiklik sebebiyle yapraklarında görülen şekil bozukluğu sayesinde ilk olarak 

Arabidopsis’te keşfedilmiştir (Bohmert ve diğ., 1998). 

2.3.1. Bitki miRNA Biyogenezi    

Bitkilerde bulunan miRNA’ların, RNA polimeraz II (Pol II) tarafından, olgun miRNA yapısını 

elde etmeden önce daha uzun transkriptleri yapılır (Achkar ve diğ. 2016; Yu ve diğ. 2017). 

miRNA’lar, bu birincil transkriptlerin kollarından birine gömülü şekilde bulunurlar ve birincil 

transkriptler miRNA/miRNA* baz eşleşmesi yapacak şekilde kusurlu bir geri katlama yapısı 

oluştururlar (Şekil 2.3). Bitkilerde miRNA öncülü içinde gömülü halde bulunan bu olgun 

miRNA’yı serbest bırakma işlemlerinin tamamı nukleus içinde ve DICER-LIKE1 (DCL1), 

HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1) ve SERRATE (SE) gibi proteinlerin yardımıyla 

oluşturulan kompleks tarafından gerçekleştirilir (Achkar ve diğ. 2016; Yu ve diğ., 2017). 

DCL1, olgun miRNA dizilerini çevreleyerek 2 nükleotitlik 3’ çıkıntılı kesim yapar. Bu sayede 

~21 nükleotitlik eşleştirilmiş iki RNA zinciri (miRNA/miRNA* dubleks yapı) serbest bırakılır. 

Bu küçük RNA’lardan biri, bir AGO proteinine dahil edilerek hedef RNA’ların tanımlanması 

için dizi özgüllüğü sağlar (Şekil 2.4) (Fang ve Qi, 2015; Ma ve Zhang, 2018). Arabidopsis 

genomu, on adet AGO proteini kodlamaktadır (Fang ve Qi, 2015; Ma ve Zhang, 2018). 
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Şekil 2. 3: Bitki miRNA öncülünün şematik gösterimi. Mavi renk miRNA/miRNA* dubleks 

yapısını, yeşil renk DCL1 kırpılma bölgelerini ifade etmektedir (Rojas ve diğ., 2020). 

Olgun miRNA’ların miRNA öncülünden kusursuz bir şekilde çıkarılması miRNA 

biyogenezinin belirleyici özelliğidir ve bu özellik hedef RNA’larla baz eşleşmesi yaparak 

spesifik olarak düzenlenmesi ile ilişkilidir (Bustin, 2015; Yu ve diğ., 2017). miRNA’ların çoğu 

evrimsel olarak iyi korunmuştur ve hormon sinyal iletimi, bitki gelişimi gibi bitki canlılığının 

devamı için önemli rollere sahip olan transkripsiyon faktörlerini düzenlemekle görevlidirler. 

Bu nedenle, miRNA biyogenez mekanizmasında meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon, 

bitki büyümesinde önemli bir hataya sebep olabilir, hatta öldürücü etki oluşturabilir  ve diğ. 

2017). Bitki miRNA öncüllerinin boyutları ve şekilleri önemli ölçüde değişkenlik gösterir, 

spesifik miRNA dizilerini doğru şekilde serbest bırakabilmeleri için işlenirler (Bologna ve diğ., 

2013; Zhu ve diğ., 2013; Moro ve diğ., 2018). 

Çoğu miRNA öncülünde, Şekil 2.3’teki miRNA/miRNA* dubleks yapısının sol tarafında 

şematize edilen ve 15-17 bç’lik dsRNA (çift iplikli RNA; “double stranded RNA”) segmentine 

sahip olan ilmek (“loop”) kısmı, DCL1 için kılavuz işlevi görür ve ilk ayrılma bu bölgeye yakın 

kısımdan başlar (Song ve diğ., 2010; Zhu ve diğ., 2013). Diğer miRNA öncüllerinde ise 

miRNA/miRNA* dubleks yapısının sağ tarafında şematize edilmiş ve dsRNA segmentine sahip 

olan terminal loop bölgesi aynı işlevi görür (Bologna ve diğ., 2013; Chorostecki ve diğ., 2017). 

Bu ikinci çeşit öncül grubunda kompleks yapı önce terminal loop bölgesini ayırır ve sonrasında 

miRNA/miRNA* dubleks yapısına doğru ilerleyerek ilk kesimi yapar (Addo-Quaye ve diğ., 

2009; Zhu ve diğ., 2013). Her iki durumda da, ilk kesimi yaptıktan sonra DCL1 
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miRNA/miRNA* dubleksini ayıracak şekilde ~21 bç uzaklıkta ikinci kesimi yapar (Zhu ve diğ., 

2013). 

 

Şekil 2. 4: miRNA biyogenezinin basitleştirilmiş taslağı ve bitkilerdeki etki mekanizması (Krishnatreya 

ve diğ., 2021). Siyah oklar, miRNA biyogenezi sürecine dahil olan sıralı adımları göstermektedir. 

RdRP (RNA’ya bağımlı RNA Polimeraz), pri-miRNA (birincil miRNA) transkriptlerini kopyalar. 

RNAz III aktivitesine sahip DCL (DICER-LIKE) proteini önce pri-miRNA’yı keserek pre-

miRNA (öncül miRNA) yapısının oluşumunu sağlar, daha sonra miRNA/miRNA* dubleksini 

serbest bırakmak için pre-miRNA’ları parçalar. Dubleksin her iki zincirinin de 3’ ucu bu uçlardaki 

son nükleotitin ribozunda HEN1 (HUA artırıcı 1) tarafından metillenir. Dubleks (mavi okla 

gösterildiği gibi) HASTY yardımıyla nukleustan sitoplazmaya doğru hareket eder. Sitoplazmaya 

geçen dubleks yapı, AGO (ARGONAT) proteinine sahip olan RISC’ye (RNA-indüklenmiş 

Susturma Kompleksi) yüklenir. Yolcu iplik (miRNA*) kompleksin dışına çıkar ve kılavuz iplik 

hedef mRNA’nın bölünmesini ya da tamamlayıcı olma derecesine bağlı olarak translasyonunun 

inhibisyonunu sağlar. 

 

 

 



13 

 

 

 

2.3.2. GEN ANLATIMININ miRNA ARACILI DÜZENLENMESİ 

Kodlama yapmayan RNA’lar (ncRNA; “noncoding RNA”) gen anlatım seviyesinin 

düzenlenmesinde, epigenetik, kırpılma ve translasyon ile ilişkilidir (Frith ve diğ., 2006; Dinger 

ve diğ., 2008). ncRNA’lar uzun kodlama yapmayan RNA’lar (lncRNA; “long noncoding 

RNA”) ve küçük kodlama yapmayan RNA’lar (sncRNA; small noncoding RNA”) olarak ikiye 

ayrılır. Nükleotid uzunlukları 200’den fazla olanlar lncRNA’lar, kısa olanlar ise sncRNA olarak 

sınıflandırılmışlardır (Tomari ve Zamore, 2005).  sncRNA’lar ise küçük interferans RNA’lar 

(siRNA; “small interfering RNA”) ve miRNA’lar olarak ayrılmaktadırlar. Diğer küçük 

RNA’lardan farklı olarak yalnızca miRNA’ların sap-ilmek (“stem-loop”) öncüllerinden 

transkripsiyonlarının yapıldığı tanımlanmış ve karakterize edilmiştir (Grimson ve diğ., 2008). 

miRNA ve siRNA’lar post-transkripsiyonel düzenlemelerde önemli role sahiptir. Bu küçük 

RNA’lar, sayıları türler arasında çeşitliliğe sahip olan genlerin transkripsiyon ürünleridir  ve 

aynı zamanda AGO ve Dicer (DCR) ailesine ait proteinlerin oluşturduğu kompleksleri 

tamamlayarak mRNA hedeflerine yönlendirir (Vaucheret ve diğ., 2004; O’Carroll ve diğ., 

2007). 

Gen anlatımının düzenlenmesinde miRNA’lar temel olarak iki farklı mekanizma ile çalışır: 

Eğer miRNA hedefle yüksek tamamlayıcılığa sahipse bölünme mekanizmasını, kısmi ya da 

küçük tamamlayıcılığa sahipse translasyonel baskılama yöntemini kullanır (Tan ve diğ., 2009). 

Bununla birlikte, AGO proteinleri, miRNA öncülü (pre-miRNA), uzun yapılandırılmamış tek 

sarmallı RNA ve DNA ile bir araya gelerek RISC’i oluşturabilir (Wang ve diğ., 2008; Janas ve 

diğ., 2012). Oluşturulan bu kompleks ile olgun miRNA mRNA’yı hedefleyerek sitoplazmada 

mRNA’nın degredasyonunu sağlar (Ledda ve diğ., 2020). 
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2.4. miRNA ANLATIMININ GZPZR İLE ANALİZLERİ 

Bitki miRNA’ları genellikle bitki gelişimi için önemli olan transkripsiyon faktörlerini (Llave 

ve diğ., 2002; Rhoades ve diğ., 2002) ve stres ile düzenlenen genleri hedefler (Sunkar ve Zhu, 

2004; Sunkar ve diğ., 2006). Bitki miRNA’ları hedef genlerin aktivitelerini ortadan tamamen 

kaldırmak yerine, bu hedef genleri baskılayarak işlevlerini yerine getirirler (Tang ve diğ., 2003; 

Mallory ve diğ., 2004). 

miRNA-aracılı gen düzenlenmesinin anlaşılabilmesi için anlatım analizlerinin güvenilir bir 

yöntem ile yapılması ihtiyacı doğmuştur. Bol miktarda transkript sınıfını temsil eden 

miRNA’lar, hücre ve doku farklılıklarına bağlı olarak ekspresyon seviyelerinde de değişiklikler 

göstermektedir. Hücre içinde az miktarda bulunan ve kısa dizilerden oluşan miRNA’ların 

anlatım analizlerinin yapılabilmesi için geleneksel teknolojiler arasında yer alan klonlama, 

Nothern hibridizasyonu, mikrodizileme (“microarray”) analizi gibi teknikler yeterli hassasiyete 

sahip olmayabilir. Bununla birlikte, bitki miRNA’ları, son derece karmaşık küçük RNA 

fraksiyonlarına sahiptir (Llave ve diğ., 2002; Lu ve diğ., 2005). 

Geleneksel teknolojilerin duyarlılığının zayıf oluşu, veriminin düşüklüğü gibi sorunların 

bulunması sebebiyle hassas bir yöntem olan Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(RTPZR) yöntemi kullanılabilir. miRNA’ların boyutunun küçük olması sebebiyle Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (PZR) ile miRNA’ları tespit etmek zordur, bundan dolayı miRNA’ların 

tespit edilebilmesi için kantitatif RTPZR (qRTPZR) tekniği geliştirilerek optimize edilmiştir 

(Chen ve diğ., 2005; Tang ve diğ., 2006). 
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Şekil 2. 5: “Stem-loop” RT-PZR miRNA analizinin şematik gösterimi (Varkonyi-

Gasic ve diğ., 2007). 

GZPZR, Higuchi ve diğ. tarafından 1992 yılında tanıtıldı ve kullanıma başlandı (Higuchi ve 

diğ., 1992). Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu, floresan boya teknolojisini 

kullanarak düşük konsantrasyonda bile nükleik asitlerin kesin olarak ölçümüne izin verir 

(Varkonyi-Gasic ve diğ., 2007).  

RNA’ların analizi için diziye özgü TaqMan gibi problar ya da spesifik olmayan SYBR Green 

gibi ışıma yapan boyalar kullanılır (Higuchi ve diğ., 1992; Livak ve Schmittgen, 2001; 

Varkonyi-Gasic ve diğ. 2007). Laboratuvarlarda maliyetinin düşük olması ve spesifik problara 

göre kullanımının daha kolay olması sebebiyle SYBR Green daha fazla tercih edilir (Fraga ve 

diğ., 2008). RTPZR ile sentezlenen cDNA’daki hedef bölgenin amplifikasyonuyla eş zamanlı 

üretilen floresan ışıma GZPZR ile saptanır (Higuchi ve diğ., 1992). Amplifikasyon ve ışıma eş 

zamanlı olarak gözlenebildiği için jel elektroforezine ihtiyaç kalmaması sayesinde de klasik 

PZR’ye göre avantajlı bir yöntemdir (Stanton, 2001).  

Amplifikasyon sonucu oluşan ürün miktarını görebilmek için ışımanın eşik döngüsünü (“cycle 

treshold”, Ct) geçmesi gerekir. Ct değeri arka plan floresans yoğunluğunu ifade eder. Arka plan 
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floresans yoğunluğunu geçtiği noktaya zaman noktası denir. Hedef kopya sayısı ne kadar 

fazlaysa Ct değeri o kadar düşüktür, bunun sebebi Ct değerinin PZR reaksiyonunun üssel fazında 

belirlenmesidir (Şekil 2.6). 

 

Şekil 2. 6: Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonunda amplifikasyon eğrisi 
(Bio-Rad Laboratories, 2006).  
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. BİTKİ MATERYALİ 

Bu tez çalışmasında, İstanbul Üniversitesi, Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı’ndan 

Prof. Dr. Neslihan Turgut Kara’nın Biefeld Üniversitesi, Biyoteknoloji Merkezi, Genom 

Araştırma Bölümü’nde görevli Dr. Ralf Stracke’ten temin ettiği Arabidopsis thaliana Columbia 

(Col-0) tohumları kullanıldı. 

Familya: Brassicaceae 

Cins: Arabidopsis 

Tür: Arabidopsis thaliana 

3.2. BİTKİ BESİYERİ VE DOKU KÜLTÜRÜ KOŞULLARI 

3.2.1. MS Besiyerinin Hazırlanması 

Arabidopsis thaliana tohumlarının çimlendirilmesinde, büyütülmesinde ve kallus kültürü 

çalışmalarında Murashige ve Skoog (MS) (Murashige ve Skoog, 1962) besiyeri kullanıldı. MS 

besiyeri temel tuz karışımı içeriği Tablo 3.1’de, MS besiyerinin hazırlanması için gerekli 

bileşenler ve konsantrasyonları ise Tablo 3.2’de verilmiştir. Besiyerleri hazırlanırken mikro ve 

makro elementlerin karışımından oluşan toz halindeki MS (Caisson, MSP09), sukroz (Sigma, 

84097) ve katılaştırıcı ajan olarak agar (Sigma, 05039) kullanıldı. 250 ml besiyeri hazırlamak 

için, yaklaşık 200 ml distile suya 7.5 g sukroz ve 1.1 g MS tozu ilave edildikten sonra manyetik 

karıştırıcıda tamamen çözdürüldü. Çözünmenin ardından 5 N NaOH (Merck, 1.06462.1000) ile 

pH’sı 5.7 olacak şekilde ayarlanıp çözeltinin hacmi distile su ile 250 ml’ye tamamlandı. Son 

olarak 2.25 g agar (Sigma, 05039) ilave edilerek hazırlanmış olan besiyeri otoklavda (Nüve, 

OT 012) 15 dakika boyunca 1.2 atm basınçta 121°C’de steril edildi. Steril edilmiş besiyerlerinin 

sıcaklığı 50-60°C’ye kadar düştükten sonra laminar hava akımlı steril kabinde (Telstar Bio II 

Advance, EN-12469) 1000X MS vitamin çözeltisinden (Sigma, M3900) 250 µl eklendi. 
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Tablo 3. 1: MS temel tuz karışımı bileşenleri (Murashige ve Skoog, 1962). 

Bileşenler Konsantrasyon (mg/L) 

KNO3 1900 

NH4NO3 1650 

MgSO4.7H2O 370 

CaCl2.2H2O 440 

KH2PO4 170 

MnSO4.4H2O 22.3 

Kl 0.83 

H3BO3 6.2 

ZnSO4.7H2O 8.6 

CuSO4.5H2O 0.025 

Na2MoO4.2H2O 0.25 

CoCl2.6H2O 0.025 

FeSO4.7H2O 27.8 

Na2EDTA 37.3 

Nikotinik Asit 0.5 

Pridoksin-HCl 0.5 

Thiamin-HCl 0.1 

myo-inositol 100 

Glisin 2.0 

Sakkaroz 30000 

 

 

 

 



19 

 

 

 

 

Tablo 3. 2: MS besiyeri bileşenleri ve konsantrasyonları. 

Bileşenler Miktar 

MS Temel Tuz Karışımı 4,4 g/L 

Sukroz  30 g/L 

Agar  9 g/L 

MS Vitamin Çözeltisi  1000X 

Kallus kültürü çalışmalarında kullanılan MS besiyerlerinde bitki büyüme düzenleyicisi olan 

2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit) (Sigma, D7299) kullanıldı. 1 mg/l 2,4-D hazırlamak için 

etil alkolle (Isolab, 920.026.2500) 2,4-D çözdürüldükten sonra distile su ile hacmi tamamlandı. 

250 ml MS besiyeri için 125 µl 2,4-D (1 mg/l) besiyerlerine eklendi ve karıştırıldı. Hazırlanan 

besiyerleri 9 cm çaplı petri kaplarına ve magentalara döküldükten sonra katılaşması beklendi. 

Tamamen katılaşmasının ardından parafilmle hava alması engellendi ve +4°C’de muhafaza 

edildi. 

3.2.2. Azot Açlığı Besiyerinin Hazırlanması 

Azot açlığı stres ortamının hazırlanması için MS Besiyeri hazırlanırken NH4NO3 içermeyen toz 

halindeki MS (Sigma, M2909) kullanıldı. 250 ml azot açlığı stres besiyerini hazırlamak için 7.5 

g sukroz ve 0.675 g NH4NO3 içermeyen MS tozu, manyetik karıştırıcıda çözdürüldü. Tamamen 

çözündüktükten sonra çözeltinin pH’sı 5.7 olacak şekilde 5 N NaOH ile ayarlandı ve distile su 

ile 250 ml’ye tamamlandı. 2.25 g agar eklendikten sonra besiyeri 15 dakika 1.2 atm basınçta 

121°C’de otoklavlanarak steril edildi. Steril edilmiş olan besiyerinin sıcaklığı 50-60°C’ye 

düştükten sonra 125 µl MS vitamini ve 250 µl 2,4-D eklendi. Petrilere aktarılan besiyerleri 

katılaştıktan sonra parafilm ile kapatıldı ve kullanılana kadar +4°C’de muhafaza edildi. 

3.2.3. Kuraklık Besiyerinin Hazırlanması 

Kuraklık stresi besiyeri protokolü (Van Der Weele ve diğ., 2000; Verslues ve Bray, 2004) 0.7 

Mpa (Ozmotik Potansiyel) olacak şekilde hazırlandı. Kuraklık ortamını oluşturmak için iki 

katmanlı besiyeri hazırlandı ve Polietilen Glikol 8000 (PEG 8000) (Sigma, P2139) kullanıldı.  
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250 ml kuraklık besiyerinin alt katmanı ½ MS besiyeri olarak hazırlandı. 200 ml distile su 

içerisinde 0.3 g MES (2-(N-morfolino) etansülfonik asit) (Sigma, M-8250), 0.55 g MS tozu ve 

7.5 g sukroz manyetik karıştırıcı yardımıyla sırayla çözdürüldü ve pH’sı 5.7 olacak şekilde 5 N 

NaOH ile ayarlandıktan sonra 250 ml’ye tamamlanıp 3.75 g agar eklendi. Hazırlanan besiyeri 

15 dakika 1.2 atm basınçta 121°C koşullarında otoklavlanarak steril edildi ve uygun sıcaklığa 

geldikten sonra 125 µl MS vitamini ve 250 µl 2,4-D eklendi. Hazırlanan ½ MS besiyeri 20 ml 

olacak şekilde steril mezür yardımıyla laminar hava akımlı kabin içinde 9 cm çaplı petri 

kaplarına dağıtıldı. 

250 ml PEG üst katmanının hazırlanmasında steril edilmiş beher kullanıldı. Beher içerisinde 

0.55 g MS ve 0.3 g MES 200 ml distile su içerisinde tamamen çözdürüldü. pH’sı 5.7 olacak 

şekilde ayarlandıktan sonra 250 ml’ye distile su ile tamamlandı ve alüminyum folyo ile iyice 

kapatılıp otoklavlanarak steril edildi. Steril edilen üst katmanın soğuması beklenmeden 0.7 Mpa 

olması için 100 g PEG 8000 kademeli olarak eklendi ve steril laboratuvar kaşığı ile hızlıca 

karıştırılarak çözdürüldü. Çözünen PEG üst katmanı tamamen donmuş olan 20 ml ½ MS 

besiyerlerinin her birine 30 ml olarak paylaştırıldı. Besiyerleri dikkatlice parafilm ile sarıldıktan 

sonra PEG üst solüsyonunun alt katmana difüze olması için oda sıcaklığında en az 12-15 saat 

bekletildi. Ardından üst solüsyon dikkatli bir şekilde döküldü ve parafilmlenerek +4°C’de 

saklandı. 

3.2.4. Azot Açlığı ve Kuraklık Kombine Besiyerinin Hazırlanması 

Azot açlığı ve kuraklık kombine stres besiyeri hazırlanırken kuraklık besiyeri protokolüne 

uygun olacak şekilde iki katmanlı besiyeri, NH4NO3 içermeyen MS tozu ve PEG 8000 ile 

hazırlandı. 

250 ml kombine besiyerinin alt katmanı ½ MS besiyeri olarak hazırlandı. 200 ml distile su 

içerisinde 0.3 g MES, 0.3375 g NH4NO3 içermeyen MS tozu ve 7.5 g sukroz manyetik 

karıştırıcı yardımıyla sırayla çözdürüldü ve pH’sı 5.7 olacak şekilde 5 N NaOH ile 

ayarlandıktan sonra 250 ml’ye tamamlanıp 3.75 g agar eklendi. Hazırlanan besiyeri 15 dakika 

1.2 atm basınçta 121°C koşullarında otoklavlanarak steril edildi ve uygun sıcaklığa geldikten 

sonra 125 µl MS vitamini ve 250 µl 2,4-D eklendi. Hazırlanan ½ MS besiyeri 20 ml olacak 

şekilde steril mezür yardımıyla laminar hava akımlı kabin içinde 9 cm çaplı petri kaplarına 

dağıtıldı. 
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250 ml PEG üst katmanının hazırlanmasında steril edilmiş beher kullanıldı. Beher içerisinde 

0.3375 g NH4NO3 içermeyen MS tozu ve 0.3 g MES 200 ml distile su içerisinde tamamen 

çözdürüldü. pH’sı 5.7 olacak şekilde ayarlandıktan sonra 250 ml’ye distile su ile tamamlandı 

ve alüminyum folyo ile iyice kapatılıp otoklavlanarak steril edildi. Steril edilen üst katmanın 

soğuması beklenmeden 0.7 Mpa olması için 100 g PEG 8000 kademeli olarak eklendi ve steril 

laboratuvar kaşığı ile hızlıca karıştırılarak çözdürüldü. Çözünen PEG üst katmanı tamamen 

donmuş olan 20 ml ½ MS besiyerlerinin herbirine 30 ml olarak paylaştırıldı. Besiyerleri 

dikkatlice parafilm ile sarıldıktan sonra PEG üst solüsyonunun alt katmana difüze olması için 

oda sıcaklığında en az 12-15 saat bekletildi. Ardından üst solüsyon dikkatli bir şekilde döküldü 

ve parafilmlenerek 4°C’de saklandı. 

3.3. Arabidopsis thaliana TOHUMLARININ YÜZEY STERİLİZASYONU 

Yüzey sterilizasyonu için 40 adet Arabidopsis thaliana Col-0 tohumlarına %70’lik 1 ml etil 

alkol eklendi ve 2 dakika 600 rpm’de (ScanSpeed Mini) santrifüj edilerek etil alkol uzaklaştırdı. 

Bu işlem 3 kez tekrarlandı. Ardından %100’lük 1 ml etil alkol eklendi ve 2 dakika 600 rpm’de 

santrifüj edilerek alkol uzaklaştırıldı. Steril edilmiş tohumlar laminar hava akımlı kabin 

içerisinde kuruyana kadar yaklaşık 20-25 dakika beklendi ve MS besiyeri içeren petrilere ekildi. 

Parafilm ile hava alması engellenerek bitki büyütme kabininde [25±2°C, 16 saat ışık/8 saat 

karanlık (Nüve, TK 252)] çimlenmeye bırakıldı.  

3.4. BİTKİLERİN ÇİMLENDİRİLMESİ 

MS besiyeri içeren petrilere ekilen tohumların çimlenmesi için dört hafta beklendi. Çimlenmiş 

olan A. thaliana bitkileri MS besiyeri içeren magentalara aktarılarak bitki büyütme kabininde 

14 gün boyunca boy uzaması için bırakıldı. 

3.5. KALLUS KÜLTÜRLERİNİN OLUŞTURULMASI 

In vitro kültürlenen 3 haftalık A. thaliana bitkilerinin kök kısımları eksplant olarak seçildi ve 

kallus kültürü kurmak için kullanıldı. Bitkinin kök kısımları bistüri yardımıyla 1’er cm’lik 

parçalara bölündü ve kallus oluşumunu teşvik etmek için kullanılan 1 mg/l 2,4-D içeren yeni 

MS besiyeri bulunduran petrilere aktarıldı. Bitki eksplantlarından kallus elde etmek için bitki 

büyütme kabininde bir ay bekletildikten sonra elde edilen kalluslar yeni 1 mg/l 2,4-D içeren 

MS besiyerlerine aktarıldı ve bu alt kültürleme işlemi ayda bir olacak şekilde devam ettirildi. 
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3.6. STRES UYGULAMASI 

1 mg/l 2,4-D içeren MS besiyerinde bulunan kalluslar stres uygulaması için 1 mg/l 2,4-D içeren 

kontrol, azot açlığı, kuraklık ve kombine MS besiyerlerine aktarıldı. Kalluslar bitki büyütme 

kabininde 7 ve 14 gün bekletilerek uygulama sonunda örnekler toplandı. Toplanan örnekler 

fizyolojik analizler için kullanıldı. Moleküler analizler için kullanılmak üzere toplanan kallus 

örnekleri 100 mg’lık porsiyonlara ayırılarak sıvı azot yardımıyla kullanılacak zamana kadar 

muhafaza etmek için donduruldu ve -80°C’de saklandı. 

3.7. FİZYOLOJİK VE MORFOLOJİK ANALİZLER 

3.7.1. Büyüme İndeksinin Belirlenmesi 

Farklı stres koşullarına maruz bırakılan A. thaliana kallus örneklerinin morfolojik olarak analizi 

kapsamında başlangıç ağırlıkları (IW) ile 7. gün ve 14. gün uygulama sonrası ağırlıkları (FW) 

tartıldı. Aşağıda verilen Denklem 3.1 ile büyüme indeksi yüzde değeriyle hesaplandı  

(Mendonça ve diğ., 2012). 

%Büyüme = ((FW-IW)/FW)) × 100                 (3.1) 

FW: Son ağırlık, IW: Başlangıç ağırlığı 

3.7.2. Hücre Zarı Hasarı Analizi 

Fizyolojik analiz kapsamında zar iyon sızıntısındaki değişimin ölçümüyle zar hasarı belirlendi. 

İyon sızıntısının ölçümünde iyon sızıntısı iletkenlik ölçer [“conductivity meter” (HORIBA B-

137)] kullanıldı. Azot açlığı, kuraklık ve kombine streslerine maruz bırakılan A. thaliana Col-

0 kök kallus örneklerinin iyon sızıntısı analizi için 7. gün ve 14. gün kallus örnekleri toplanarak 

belirtilen yönteme göre yapıldı ve aşağıda verilen denkleme göre hesaplandı (Wang ve diğ., 

2009).  

Farklı stres koşullarına maruz bırakılmış olan kallus örnekleri 0.5 g tartıldı ve 3 kez distile su 

ile yıkandı. Cam tüplere alınan her bir kallus örneğinin üstüne 10 ml distile su eklendi ve 25°C 

sıcaklıkta 2 saat bekletildi. İnkübasyon sonunda, yıkama solüsyonundan 100 µl örnek alınarak 

kondaktivite değeri (C1) ölçüldü. Solüsyon 95°C’de 30 dakika bekletildi ve 100 µl örnek 

alınarak kondaktivite tekrar ölçüldü (C2).  Zar hasarı yüzdesi Denklem 3.2’ye göre hesaplandı. 
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Zar Hasarı = (C1/C2) × 100                    (3.2) 

3.8. RNA İZOLASYONU 

RNA izolasyonu için -80°C’ye kaldırılmış kontrol grubu kallus örnekleri ile azot açlığı, 

kuraklık ve kombine stres koşullarına maruz bırakılan örnekler kullanıldı. 100 mg kallus örneği 

sıvı azot ile steril edilmiş soğuk havanda havan eli yardımıyla mekanik olarak parçalandı. 

Parçalanıp ezilmiş kallus örneklerine 1 ml Trizol (Hibrigen, Hibrizol) eklenerek homojenize 

edildi ve eppendorf tüplere aktarılarak 5 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Ardından 0.2 

ml kloroform (Isolab, 910.033.2500) eklenerek 15 saniye yavaşça ters düz edildi ve 3 dakika 

oda sıcaklığında bekletildi. Örnekler +4°C’de 12000 x g’de 20 dakika santrifüj edildi (Nüve, 

NF 800R). Santrifüj sonrası supernatant dikkatlice yeni bir tüpe aktarıldı ve üzerine 0.5 ml 

izopropanol (Sigma, 24137) eklendikten sonra 15 saniye yavaşça ters düz edilerek karıştırıldı. 

Oda sıcaklığında 10 dakika inkübasyonun ardından +4°C’de 12000 x g’de 10 dakika santrifüj 

edildi. Bu aşamadan sonra supernatant kısmı uzaklaştırılarak pelletler %75’lik etil alkol ile 

yıkandı. Örnekler +4°C’de 7500 x g’de 5 dakika santrifüj edildi ve supernatant yeniden 

uzaklaştırıldı. RNA pelletleri 35-45 µl DEPC’li su ile 37°C’de çözdürüldü (Biosan, TS-100 

Thermo Shaker).  

3.9. RNA’LARIN KONSANTRASYON VE SAFLIĞININ BELİRLENMESİ 

3.9.1. Spektrofotometre ile Ölçüm 

RNA örnekleri DEPC’li su ile çözdürüldükten sonra saflık ve konsantrasyonlarının 

belirlenmesi için 260 ve 280 nm dalga boylarındaki absorbans değerleri nanodrop 

spektrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000 Spectrophotometer) cihazı ile ölçüldü. 

RNA örneklerinin saflığının belirlenmesinde A260/A280 oranı kullanıldı. A260/A280 oranı ≈2.0 

olan RNA’lar saf kabul edildi ve konsantrasyonları Denklem 3.3’e göre hesaplandı. 

Konsantrasyonu ve saflık oranı uygun görülen RNA örnekleri -80°C’de saklandı. 

RNA (ng/µl) = A260 × sulandırma kat sayısı × 40            (3.3) 
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3.9.2. Agaroz Jel Elektroforezi 

RNA örneklerinin nanodrop spektrofotometre cihazı ile saflıklarının ve konsantrasyonlarının 

belirlenmesinin ardından bütünlüklerinin değerlendirilmesi için kalitatif analiz yöntemi olarak 

agaroz jel elektroforezi tercih edildi. Agaroz jel elektroforezi ve 50X Tris-asetat-EDTA 

tamponu Tablo 3.3’te belirtilen yönteme uygun olarak yapıldı (Koontz, 2013). 

Tablo 3. 3: 50X TAE hazırlanışı (Koontz, 2013). 

Bileşen Son Konsantrasyon Stok Miktar 

Tris-base 2 M N/A 242 g 

EDTA pH 8.0 1X 0.5 M 100 ml 

Glasiyel asetik asit N/A N/A 57.1 ml 

dH2O   1000 ml tamamlanır. 

Agaroz jelin hazırlanmasında ve yürütülmesinde kullanılacak olan 50X TAE tamponunu 

hazırlamak için 242 g Tris-base (Sigma, T-8524) yaklaşık 750 ml distile su içerisinde 

çözdürüldü. pH değeri 8.0 olan 0.5 M EDTA (Merck, 324503) eklenerek manyetik karıştırıcıda 

çözdürüldü ve 57.1 ml glasiyel asetik asit (Merck, 101830) eklenerek karıştırıldı. Solüsyonun 

hacmi 1000 ml’ye tamamlandı. Agaroz jel elektroforezi için 50X TAE tamponu 1X’e 

seyreltilerek kullanıldı. 1X TAE tamponundan 1000 ml hazırlamak için 20 ml 50X TAE 

tamponuna 980 ml distile su eklendi ve karıştırıldı.  

%1.2’lik agaroz jel, RNA örneklerini yürütmek amacıyla protokole uygun olarak hazırlandı. 

Agaroz jeli hazırlamak için 40 ml 1X TAE tamponuna 0.48 g agaroz (Sigma, A5073) eklendi 

ve mikrodalga fırında ısıtılarak çözdürüldü. Sıcaklığı 50-60°C’ye düştükten sonra çözeltiye 3 

µl Etidyum Bromür (EtBr) (10 mg/ml) (Sigma, E7637) dikkatlice eklendikten sonra karıştırıldı. 

Jelin döküleceği 6x9 cm boyutundaki agaroz jel kasetine (Thermo, EC 320) tarak ve lastik 

yerleştirildi, hava kabarcığı kalmayacak şekilde kasete agaroz jel döküldü ve polimerize olması 

için soğumaya bırakıldı. Soğuduktan sonra lastikler ve tarak çıkarılarak TAE tamponu ile 

doldurulan yürütme tankına yerleştirildi. 

RNA örnekleri ⁓200-300 ng/µl olacak şekilde DEPC’li su ile sulandırıldı. 0.7 µl 6X yükleme 

boyası (Thermo Fisher, R0611) ile 3.5 µl örnek karıştırılarak kuyulara yüklendi. 120 mA 70 
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Volt güçte 30 dakika boyunca yürütüldü ve UV görüntüleme cihazıyla (Avenegene-Xlite 30R) 

jelin fotoğrafı alındı. 

3.10. cDNA SENTEZİ 

Kallus örneklerinden izole edilen RNA’ların cDNA sentezi TaqMan™ MicroRNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystem, 00575529) kullanılarak Thermal Cycler (BIORAD, 

T100) cihazında yapıldı.  

miRNA cDNA sentezi için 10 µM Primer Havuzu miRNA “stem-loop” primerlerinden 

hazırlandı. Primer havuzunu hazırlamak için 10 µl hacimde 100 µM miRNA stem-loop 

primerleri ile 20 µl hacimde 50 µM oligodT23 eklendi ve primer havuzunun hacmi ddH2O ile 

100 µl’ye tamamlandı, cDNA sentezi için hazırlanan primer havuzları Tablo 3.4’te verilmiştir. 

Tablo 3. 4: cDNA sentezi için “stem-loop” primerleri ile hazırlanan primer havuzları. 

Primer Havuzu 1 Primer Havuzu 2 Primer Havuzu 3 Primer Havuzu 4 

ath-miR169b-5p 

ath-miR169c 

ath-miR165a-3p  

ath-miR165b 

ath-miR167c-5p ath-miR396b-5p 

ath-miR169d 

ath-miR169e 

ath-miR169f-5p 

ath-miR169g-5p 

ath-miR167a-5p  

ath-miR167b 

ath-miR167d ath-miR399f 

ath-miR169h  

ath-miR169i  

ath-miR169j  

ath-miR169k  

ath-miR169l  

ath-miR169m  

ath-miR169n 

ath-miR319a  

ath-miR319b 

ath-miR319c ath-miR827 

ath-miR396a-5p ath-miR399d ath-miR399e  

ath-miR399a 

ath-miR399b 
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Kitin protokolüne uygun olacak şekilde tüm RNA’ların konsantrasyonları 500 ng/µl’ye 

sabitlendi. Tablo 3.5’te yer alan bileşenler kullanılarak sentez için 15 µl son hacimli reaksiyon 

oluşturuldu. Buzda 5 dakika inkübasyonun ardından Tablo 3.6’da yer alan cDNA sentezi 

reaksiyon koşullarına uygun olarak cDNA sentezlendi. Sentezin ardından cDNA’lara 80 µl 

nükleaz içermeyen dH2O eklendi ve -20°C’de saklandı. 

Tablo 3. 5: cDNA sentez reaksiyon bileşenleri. 

cDNA Reaksiyon Bileşenleri 1 örnek için hacimleri 

RT Primer Pool (10 µM) 6.00 µl 

dNTPs with dTTP (100 mM) 0.30 µl 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/µl) 3.00 µl 

10X RT Buffer 1.50 µl 

Rnase Inhibitor (20 U/ µl) 0.20 µl 

Nuclease-free water 1.00 µl 

Toplam Hacim 15 µl 

Tablo 3. 6: cDNA sentezi reaksiyon koşulları. 

Zaman Sıcaklık 

30 dakika 16°C 

30 dakika 42°C 

5 dakika 85°C 

∞ 4°C 
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3.11. GERÇEK ZAMANLI POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU 

Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZPZR) analizi için BIORAD CFX96 cihazı 

kullanıldı. miRNA anlatımlarının analizleri için kontrol grubu, azot açlığı, kuraklık ve kombine 

stres uygulanan 7. ve 14. gün kallus örneklerinden elde edilen cDNA’lar kalıp olarak kullanıldı. 

GZPZR için kullanılan bileşenler ve miktarları Tablo 3.7’de, reaksiyon koşulları ise Tablo 

3.8’de verildi. 

Tablo 3. 7: Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu bileşenleri. 

Reaksiyon bileşenleri Hacimleri 

SYBR Green Master Mix (2X) 10 µl 

10 µM miRNA Forward Primer 1 µl 

10 µM miRNA Universal Reverse Primer 1 µl 

cDNA 2 µl 

Nükleaz içermeyen dH2O 6 µl 

Toplam Hacim 20 µl 

Tablo 3. 8: Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu koşulları. 

Aşamalar Sıcaklık Zaman 

İlk denatürasyon 95°C 10 dakika 

Denatürasyon 95°C 15 saniye 

Bağlanma 62°C 1 dakika 

Erime eğrisi 60°C 

95°C 

5 saniye 

GZ PZR ile cihazdan elde edilen Ct değerleri kullanılarak Denklem 3.4’e göre ∆∆Ct değerleri 

hesaplandı ve ardından 2-∆∆Ct formülü kullanılarak miRNA anlatım katsayıları belirlendi (Livak 

ve Schmittgen, 2001). 

∆∆Ct = [Ct (uygulama) – Ct (aktin)] – [Ct (kontrol) – Ct (aktin)]        (3.4) 

   45 

döngü 



28 

 

 

 

3.11.1. Gen Anlatımı Analizinde Kullanılan miRNA’lar, Genler ve Özellikleri 

GZPZR ile A. thaliana kallus örneklerinde, stres koşullarıyla ilişkili olan miRNA’ların anlatım 

analizleri gerçekleştirildi. Bu tez kapsamında anlatım analizinde kullanılan miRNA’lar ve 

erişim numaraları dizileriyle birlikte Tablo 3.9’da, “stem-loop” ve ileri primerleri evrensel geri 

primerle birlikte Tablo 3.10’da, anlatımları araştırılan miRNA’lar, etkilendikleri stres koşulları, 

potansiyel rolleri ve hedefleri Tablo 3.11’de verildi. Referans genin ileri ve geri primerleriyse 

Tablo 3.12’de verildi. İçsel kontrol için Aktin seçildi.  

Tablo 3. 9: GZPZR için anlatım analizi yapılmış olan miRNA’lar, erişim numaraları ve dizileri. 

miRNA Erişim numaraları miRNA Dizisi 

ath-miR165a-3p 

ath-miR165b 

MIMAT0000187 

MIMAT0000188 

TCGGACCAGGCTTCATCCCCC 

ath-miR167a-5p 

ath-miR167b 

MIMAT0000196 

MIMAT0000197 

TGAAGCTGCCAGCATGATCTA 

ath-miR167d MIMAT0000905 TGAAGCTGCCAGCATGATCTGG 

ath-miR167c-5p MIMAT0001018 TAAGCTGCCAGCATGATCTTG 

ath-miR319a 

ath-miR319b 

MIMAT0000511 

MIMAT0000512 

TTGGACTGAAGGGAGCTCCCT 

ath-miR319c MIMAT0001016 TTGGACTGAAGGGAGCTCCTT 

ath-miR396a-5p MIMAT0000944 TTCCACAGCTTTCTTGAACTG 

ath-miR396b-5p MIMAT0000945 TTCCACAGCTTTCTTGAACTT 

ath-miR399a MIMAT0000951 TGCCAAAGGAGATTTGCCCTG 

ath-miR399b MIMAT0000952 TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTG 

ath-miR399d MIMAT0000954 TGCCAAAGGAGATTTGCCCCG 

ath-miR399e MIMAT0000955 TGCCAAAGGAGATTTGCCTCG 

ath-miR399f MIMAT0000956 TGCCAAAGGAGATTTGCCCGG 

ath-miR827 MIMAT0004243 TTAGATGACCATCAACAAACT 

ath-miR169b-5p 

ath-miR169c 

MIMAT0000906 

MIMAT0000907 

CAGCCAAGGATGACTTGCCGG 
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Tablo 3.9  (devam): 

ath-miR169d 

ath-miR169e 

ath-miR169f-5p 

ath-miR169g-5p 

MIMAT0000908 

MIMAT0000909 

MIMAT0000910 

MIMAT0000911 

TGAGCCAAGGATGACTTGCCG 

ath-miR169h 

ath-miR169i 

ath-miR169j 

ath-miR169k 

ath-miR169l  

ath-miR169m 

ath-miR169n 

MIMAT0000913 

MIMAT0000914 

MIMAT0000915 

MIMAT0000916 

MIMAT0000917 

MIMAT0000918 

MIMAT0000919 

TAGCCAAGGATGACTTGCCTG 

Tablo 3. 10: cDNA sentezinde ve GZPZR’de kullanılacak olan miRNA stem-loop, ileri ve evrensel geri 

primerleri. 

miRNA “Stem-loop” ve İleri Primer Dizileri 

ath-miR165a-3p  

ath-miR165b 

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGG

GGGA 

F: GCGGCGGTCGGACCAGGCTTCATC 

ath-miR167a-5p  

ath-miR167b 

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTA

GATC 

F: GCGGCGGTGAAGCTGCCAGCATG 

ath-miR167d SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCC

AGAT 

F: GCGGCGGTGAAGCTGCCAGCATG 

ath-miR167c-5p SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCA

AGAT 

F: GCGGCGGTAAGCTGCCAGCATG 

ath-miR169b-5p 

ath-miR169c 

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCC

GGCA 

F:GCGGCGGCAGCCAAGGATGACTTG 

ath-miR169d  

ath-miR169e  

ath-miR169f-5p 

ath-miR169g-5p 

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCG

GCAA 

F:GCGGCGGTGAGCCAAGGATGAC 
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Tablo 3.10 (devam): 

ath-miR169h-n 

 
SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCA

GGCA 

F: GCGGCGGTAGCCAAGGATGACTTG 

ath-miR319a  

ath-miR319b 
SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAG

GGAG 

F: GCGGCGGTTGGACTGAAGGGAG 

ath-miR319c SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAA

GGAG 

F: GCGGCGGTTGGACTGAAGGGAG 

ath-miR396a-5p SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCA

GTTC 

F: GCGGCGGTTCCACAGCTTTCTTG 

ath-miR396b-5p SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAA

GTTC 

F: GCGGCGGTTCCACAGCTTTCTTG 

ath-miR399a SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCA

GGGC 

F: GCGGCGGTGCCAAAGGAGATTTG 

ath-miR827 SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAG

TTTG 

F: GCGGCGGTTAGATGACCATCAAC 

Evrensel geri 

primer 

5′ ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG ′3  
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Tablo 3. 11: Tez kapsamında, stres koşulları altında değişimleri incelenmiş olan miRNA aileleri, 

etkilendikleri stres faktörleri ve bitkideki potansiyel görevleri. 

miRNA Stres Koşulları Potansiyel Rolleri ve 

Hedefleri 

Referanslar 

miR165 Tuz, 

4°C 

Gelişim, 

HD-ZIP III 

(Liu ve diğ., 2008a) 

miR167 Kuraklık, 

NaCl 

Dişi ve erkek organ 

gelişimi, 

ARF6 ve ARF8 

(Jones-Rhoades ve Bartel, 2004) 

(Liu ve diğ. 2008a) 

(Covarrubias ve Reyes, 2010) 

miR169 Kuraklık Nitrojen Homeostazisi, 

NFYA5 

(Hsieh ve diğ., 2009) 

(Pegler ve diğ., 2019) 

(Liang ve diğ., 2012) 

mir319 Tuz, 

4°C 

Morfogenez ve kök 

lateral organlar, 

TCP TFs 

(Liu ve diğ., 2008a) 

(Covarrubias ve Reyes, 2010) 

miR396 Kuraklık, 

NaCl, 

4°C 

Çiçeklenme, 

GRL 

(Jones-Rhoades ve Bartel, 2004) 

(Liu ve diğ., 2008a) 

(Covarrubias ve Reyes, 2010) 

(Pegler ve diğ., 2019) 

mir399a-f Azot Açlığı Fosfat Homeostazisi, 

Ubikitin Konjugaz E2, 

PHO2 

(Jones-Rhoades ve Bartel, 2004) 

(Covarrubias ve Reyes, 2010) 

(Liang ve diğ., 2012) 

(Pegler ve diğ., 2019) 

miR827 Azot Açlığı Nitrojen/Fosfor 

Metabolizması, 

NLA 

(Arteaga-Vázquez ve diğ., 2006) 

(Liang ve diğ. 2012) 
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Tablo 3. 12: GZPZR için kullanılan Aktin referans geninin forward ve reverse primerleri (Sáenz-Mata 

ve diğ., 2014). 

Aktin 2/8 

AT1G49240 

AT3G18780 

İleri Primer 

Geri Primer 

5’GCCAGTGGTCGTACAACCG’3 

5’TCATGAGGTAATCAGTAAGGTCAC’3 

Ürün boyutu 142  

3.12. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

İstatistiksel analizler GraphPad 9.1.2 demo sürümü kullanılarak yapıldı. MiRNA anlatım 

analizlerinin istatistiksel olarak analizi için Tek Yönlü (“One Way”) ANOVA Tukey testi 

uygulandı ve p <0.05 olan değerler anlamlı olarak kabul edildi. miRNA anlatımı deneyleri 3 

biyolojik ve 3 teknik tekrar olacak şekilde yapıldı. miRNA anlatımlarıyla hazırlanan HeatMap 

için İki Yönlü (“Two Way”) ANOVA Tukey Testi yapıldı. Zar hasarının ve büyüme indeksinin 

analizi için Tukey analizi yapıldı ve p<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. Zar hasarı için 

2 biyolojik tekrar ve 3 teknik tekrar, büyüme indeksinin hesaplanması için 2 biyolojik tekrar 

olacak şekilde ölçüm alındı. 
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4. BULGULAR 

4.1. TOHUM ÇİMLENMESİ VE KALLUS KÜLTÜRLERİNİN ELDE EDİLMESİ 

A. thaliana Col-0 tohumları yüzey sterilizasyonlarının ardından MS besiyeri bulunan petri 

kaplarında 16 saat aydınlık, 8 saat karanlık periyotta bitki büyütme kabininde çimlendirildi. 

Bitkiler uygun büyüklüğe geldikten sonra (Şekil 4.1) kök ve boy uzamasını sağlamak için MS 

besiyeri içeren magentalara aktarıldı (Şekil 4.2). Bitki büyütme kabininde 14 gün büyümesi 

beklendikten sonra (Şekil 4.3) steril hava akımlı laminar kabinde bitkilerin kökleri 1’er cm 

olacak şekilde steril bistüri ucu ile parçalara ayrıldı. Bitki eksplantları, kallus oluşumunu teşvik 

eden ve bitki büyüme düzenleyicisi 2,4-D içeren MS besiyerlerine aktarıldı (Şekil 4.4).  

 

Şekil 4. 1: 3 haftalık A. thaliana bitkileri. 

 1 cm  
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Şekil 4. 2: Boy ve kök uzaması için MS besiyeri içeren magentalara aktarılan üç 

haftalık A. thaliana bitkileri. 

 

Şekil 4. 3: MS besiyeri içeren magentalarda 14 gün büyütülen 5 haftalık 

A. thaliana bitkileri. 

 

 1 cm  
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Şekil 4. 4: Bitki kök eksplantlarından kallus kültürlerinin kurulması. 

Kallus oluşumunun indüklenmesi için bir ay boyunca 2,4-D’li MS besiyerinde tutulan bitki 

eksplantları Şekil 4.5’teki gibi kallus oluşumu görüldükten sonra 2,4-D içeren MS besiyeri 

kullanılarak alt kültürleme işlemine ayda bir olacak şekilde devam edildi (Şekil 4.6).  

 

Şekil 4. 5: 1 mg/l 2,4-D içeren MS besiyerinde 30 günün sonunda 

gözlenen kallus oluşumu. 

 

 1 cm  

 1 cm  
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Şekil 4. 6: Alt kültürlenen kallusların 2,4-D içeren MS besiyerinde 30 günlük büyümesi. A: Kallus 

indüklemesi başlangıcı. B: 30 gün sonunda kalluslardaki değişim. 

4.2. STRES UYGULAMASININ MORFOLOJİK VE FİZYOLOJİK ETKİLERİ 

Deneyler için yeterli miktarda kallus alt kültürlendikten sonra kalluslar 7 gün ve 14 gün sonunda 

toplanmak üzere kontrol, azot açlığı, kuraklık ve kombine (azot açlığı ve kuraklık stres 

koşulunun sağlandığı) 1 mg/l 2,4-D içeren MS besiyerilerine aktarılarak bitki büyütme 

kabininde tutuldu (Şekil 4.7).  

Stres uygulaması yapılmış olan 7 ve 14 gün kallus örneklerinde kontrol grubuna göre renk 

değişimi gözlendi. Kombine stres uygulanmış olan kallusların renginin azot açlığı ve kuraklık 

uygulanmış olan kallus örneklerine kıyasla daha sarı renkli olduğu gözlendi. 7 ve 14 gün 

uygulamalarına bakıldığında 14 gün stres uygulaması yapılmış olan kallusların, 7 gün stres 

uygulaması yapılmış olan kallus örneklerine göre daha fazla sarı renkli olduğu gözlendi. 

Kombine ve kuraklık stresi uygulanmış 7 ve 14 gün kallus örnekleri, kontrol grubu ve azot 

açlığı stresi uygulanmış olan 7 ve 14 gün kallus örneklerine kıyasla daha kuru bir yapıya sahip 

oldukları ve bu kallus doku parçalarında kolaylıkla dağılmalar olduğu gozlendi. 

 

 1 cm  
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Şekil 4. 7: Stres besiyerlerine aktarılan kalluslar. A: 2,4-D MS kontrol besiyeri, B: 2,4-D Azot açlığı 

MS besiyeri, C: 2,4-D Kuraklık MS besiyeri, D: 2,4-D Kombine (Azot açlığı ve kuraklık) MS 

besiyeri. 

 

 

 

 1 cm  
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Şekil 4. 8: 7 gün stres uygulaması yapılmış kalluslar. A: 7 gün 2,4-D MS kontrol besiyeri, B: 7 gün 2,4-

D azot açlığı MS besiyeri, C: 7 gün 2,4-D kuraklık MS besiyeri, D: 7 gün 2,4-D kombine (azot 

açlığı ve kuraklık) MS besiyeri. 

 

 1 cm  
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Şekil 4. 9: 14 gün stres uygulaması yapılmış kalluslar, A: 14 gün 2,4-D MS kontrol besiyeri, B: 14 gün 

2,4-D azot açlığı MS besiyeri, C: 14 gün 2,4-D kuraklık MS besiyeri, D: 14 gün 2,4-D kombine 

(azot açlığı ve kuraklık) MS besiyeri. 

4.2.1. Kuraklık ve Azot Açlığının Büyüme İndeksine Etkisi 

Kallus örnekleri stres besiyerlerine ve kontrol besiyerine 0,5 g tartılarak aktarıldı. Örnekler 7 

ve 14 gün stres uygulamasının ardından tekrar tartıldı ve % Büyüme oranları hesaplandı. Stres 

uygulamaları kıyaslandığında 7 gün örneklerinin tamamında ağırlık azalması gözlendi, en fazla 

ağırlık düşüşünün kuraklık stresinde olduğu belirlendi. 14 gün uygulamalarında ise kontrol 

grubundaki ağırlık artışına kıyasla kuraklık uygulamasında artış, kombine stres uygulamasında 

ise başlangıç ağırlığına göre azalma olduğu belirlendi (Tablo 4.1). 

 1 cm  
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Tablo 4. 1: 7 ve 14 gün boyunca azot açlığı, kuraklık ve kombine stres uygulanmış 

olan kallus örneklerinin kontrol gruplarıyla birlikte ağırlıklarındaki değişim. 

Uygulamalar Başlangıç 

Ağırlığı (g) 

Son Ağırlık (g) % Büyüme 

7. Gün Kontrol 0,5 0,49 -2,04 

0,49 0,48 -2,08 

7. Gün Azot Açlığı 0,5 0,49 -2,04 

0,51 0,5 -2,00 

7. Gün Kuraklık 0,49 0,24 -104,17 

0,5 0,25 -100,00 

7. Gün Kombine 0,5 0,3 -66,67 

0,5 0,31 -61,29 

14. Gün Kontrol 0,5 0,65 23,08 

0,5 1,05 52,38 

14. Gün Azot Açlığı 0,5 0,49 -2,04 

0,5 0,5 0,00 

14. Gün Kuraklık 0,5 0,59 15,25 

0,5 0,61 18,03 

14. Gün Kombine 0,5 0,44 -13,64 

0,5 0,45 -11,11 

GraphPad programı ile yapılan Tukey testi sonucunda 7. gün kontrol örneği ile kuraklık 

(****p<0.0001) ve kombine (***p<0.0006) stres uygulamasında anlamlı bir farklılık olduğu, 

azot açlığı stres uygulaması sonucunda ağırlık değişiminin ise anlamlı olmadığı görüldü.  

Bununla birlikte, 14. gün kontrol örneği ile azot açlığı (*p<0.0124) ve kombine (**p<0.0024) 

stres uygulamaları arasında anlamlı bir fark olduğu görüldü. Örnekler 7. gün ve 14. gün olarak 

kıyaslandığında azot açlığı streslerinde anlamlı bir değişimin olmadığı, kontrol grupları, 

kuraklık grupları ve kombine grupları arasında anlamlı değişim olduğu gözlendi (Şekil 4.10). 
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Şekil 4. 10: 7 ve 14 gün stres uygulanmış olan kallus örneklerinin kontrol grubuyla 

birlikte ağırlıklarındaki değişimin grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), 

p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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4.2.2. Zar Hasarının Belirlenmesi 

Azot açlığı, kuraklık ve kombine stresine, 7 ve 14 gün maruz bırakılan kallus örneklerinde zar 

hasarı oluştuğu (Tablo 4.2), ancak 7. gün uygulamalarındaki zar hasarındaki değişim ile 14. 

günlerin uygulamalarındaki zar hasarı değişiminin anlamlı olmadığı belirlendi (Şekil 4.11). 

Tablo 4. 2: 7 ve 14 gün stres uygulanmış kallus örneklerinin kontrol grubuyla 

birlikte % Zar Hasarı değerleri. 

Uygulamalar C1(µs/cm) C2(µs/cm) % Zar Hasarı 

7. Gün Kontrol 126,5 164 77,13 

90,5 120,5 75,10 

7. Gün Azot Açlığı 86 118 72,88 

64,5 90 71,67 

7. Gün Kuraklık 150,3 200 75,15 

182 240 75,83 

7. Gün Kombine 136 165,5 82,18 

137,5 179,5 76,60 

14. Gün Kontrol 185 200 92,50 

156,5 171 91,52 

14. Gün Azot Açlığı 94 105 89,52 

115,5 126,5 91,30 

14. Gün Kuraklık 120,5 137,5 87,64 

80 92 86,96 

14. Gün Kombine 71 83 85,54 

134 154,5 86,73 
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Şekil 4. 11: 7 ve 14 gün azot açlığı, kuraklık ve kombine stres 

uygulanmış kallus örneklerinin kontrol gruplarıyla birlikte % Zar 

Hasarı grafiği. 

4.3. KURAKLIK VE AZOT AÇLIĞI STRESLERİNİN MİRNA ANLATIMLARINA 

ETKİSİ 

4.3.1. RNA İzolasyonu 

miRNA anlatım analizlerinin yapılabilmesi için azot açlığı, kuraklık ve kombine streslerine 7 

ve 14 gün maruz bırakılmış olan kallus dokuları ve kontrol örneklerinden RNA izolasyonu üç 

biyolojik tekrarlı olacak şekilde yapıldı. İzole edilen RNA’ların spektrofotometrik ölçümleri 

yapılarak konsantrasyon ve saflık değerleri incelendi ve Tablo 4.3’te verildi. A260/A280 oranı 

⁓2.0 olan RNA’ların saflığı uygun olarak kabul edildi. Uygun saflıkta olduğu kabul edilen 

RNA’ların bütünlüğünün tespiti için agaroz jel elektroforezi yöntemiyle RNA’lar gözlendi 

(Şekil 4.12). Agaroz jel elektroforezinde bütünlüğü belirlenen RNA’lar GZPZR 

reaksiyonlarında kullanılmak üzere primer havuzlarıyla hazırlanmış cDNA’lar sentezlendi. 
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Tablo 4. 3: Stres uygulaması yapılmış kallus örneklerinden izole edilen RNA'ların spektrofotometre 

değerleri. 

Deney Grupları Konsantrasyon (ng/µl) A260/A280 

 

7. Gün Kontrol 

1. Tekrar 1511,2 2,09 

2. Tekrar 1517,8 2,1 

3. Tekrar 171,1 1,94 

 

7. Gün Azot Açlığı 

1. Tekrar 4248 2,14 

2. Tekrar 917,8 2,09 

3. Tekrar 532,2 2,02 

 

7. Gün Kuraklık 

1. Tekrar 307,2 2 

2. Tekrar 266,5 1,9 

3. Tekrar 440,5 1,76 

 

7. Gün Kombine 

1. Tekrar 329,5 1,98 

2. Tekrar 219,5 1,82 

3. Tekrar 393,1 1,96 

 

14. Gün Kontrol 

1. Tekrar 6004,5 2,09 

2. Tekrar 371,4 2,08 

3. Tekrar 3888,8 2,09 

 

14. Gün Azot Açlığı 

1. Tekrar 403,6 1,87 

2. Tekrar 409 2 

3. Tekrar 998,3 2,08 

 

14. Gün Kuraklık 

1. Tekrar 583 1,99 

2. Tekrar 182,6 1,98 

3. Tekrar 2037 2,13 

 

14. Gün Kombine 

1. Tekrar 4634,9 2,09 

2. Tekrar 2117,9 2,1 

3. Tekrar 1339,5 2,13 
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Şekil 4. 12: Stres uygulaması yapılmış kallus örneklerinden izole edilen RNA'ların agaroz jel görüntüsü. 

4.3.2. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri  

Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarına 7 ve 14 gün boyunca maruz bırakılan 

Arabidopsis thaliana kallus dokularından izole edilen RNA’ların cDNA’ya çevriminin 

ardından, Tablo 3.10’da verilmiş olan miRNA’ların anlatım analizleri Tek-yönlü (“One Way”) 

ANOVA Tukey Testi ile analiz edildi ve p<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 
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miR165a-3p, miR165b’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 

4.13’te verildi. Kontrol grubuna kıyasla, 7 gün stres uygulaması yapılan örneklerin tümünde 

anlamlı bir azalma olduğu (****p<0.0001), 14 gün stres uygulamalarında ise kontrol grubuna 

göre azot açlığında (***p=0.0004), kuraklıkta (***p=0.0003) ve kombine streste 

(****p<0.0001) azalma olduğu görüldü (Şekil 4.13). 

 

Şekil 4. 13: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR165a-

3p, miR165b anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), 

<0.0001 (****). 
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miR167a-5p, miR167b’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 

4.14’te verildi. Kontrol grubuna kıyasla, 7 gün azot açlığı (**p=0.0055), kuraklık (**p=0.0010) 

ve kombine (**p=0.0018) stres uygulaması yapılan örneklerin tümünde anlamlı bir azalma 

olduğu görülürken, 14 gün stres uygulamalarında ise kontrol grubuna göre stres koşulları 

altında anlamlı bir değişim olmadığı görüldü (Şekil 4.14). 

 

Şekil 4. 14: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR167a-

5p, miR167b anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), 

<0.0001 (****). 
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miR167c-5p’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.15’te 

verildi. Kontrol grubuna kıyasla, 7 gün azot açlığı uygulamasında anlamlı bir değişim yokken, 

kuraklık (**p=0.0097) ve kombine (**p=0.0066) stres uygulaması yapılan örneklerin tümünde 

anlamlı bir azalma olduğu görüldü. Bununla beraber, 14 gün stres uygulamalarında ise kontrol 

grubuna göre azot açlığı stresinde anlamlı bir artış (**p=0.0018) olduğu, kuraklık (*p=0.0356) 

ve kombine (*p=0.0204) stres koşulları altında ise anlamlı bir azalma olduğu görüldü (Şekil 

4.14). miR167c-5p’nin 14 gün stres uygulamasında azot açlığının tek başına uygulandığı 

örneklerle kombine örneklerindeki anlatımları kıyaslandığında anlamlı şekilde (***p=0.003) 

azaldığı görüldü. 

 

Şekil 4. 15: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR167c-

5p anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR167d’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.16’da verildi. 

Kontrol grubuna kıyasla, 7 gün azot açlığı uygulamasında anlamlı bir (****p<0.0001) artış 

varken, kuraklıktaki azalmanın anlamsız ve kombine stres uygulaması yapılan örneklerdeki 

miR167d anlatımının anlamlı (*p=0.0191) bir azalma olduğu görüldü. Bununla beraber, 14 gün 

stres uygulamalarında ise kontrol grubuna göre azot açlığı stresinde anlamlı bir artış 

(***p=0.0001) olduğu, kuraklık (*p=0.022) ve kombine (*p=0.0025) stres koşulları altında ise 

anlamlı bir azalma olduğu görüldü. MiR167d’nin 7 ve 14 gün stres uygulamalarında azot 

açlığının tek başına uygulandığı örneklerle kombine örneklerindeki anlatımları kıyaslandığında 

her iki grupta da anlamlı şekilde (****p<0.0001) azaldığı görüldü (Şekil 4.16). 

 

Şekil 4. 16: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR167d 

anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR169b-5p, miR169c’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 

4.17’de verildi. Kontrol grubuna kıyasla 7 gün uygulanan streslerde kombinede anlamlı 

(*p=0.0138) azalma varken, diğer stres uygulamalarındaki azalmanın anlamlı olmadığı 

görüldü. Kontrol grubuyla kıyaslandığında 14 gün stres uygulanmış örneklerde ise 7 gün 

uygulanan stres koşulları ile paralellik gösterecek şekilde azaldığı, ek olarak kuraklıkta 

(*p=0.0317) ve kombinede (**p=0.0064) anlamlı olduğu görüldü (Şekil 4.17). 

 

Şekil 4. 17: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR169b-

5p, miR169c anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), 

<0.0001 (****). 
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miR169h, miR169i, miR169j, miR169k, miR169l, miR169m, miR169n grubunun azot açlığı, 

kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.18’de verildi. Bu miR169 ailesi 

üyelerinin anlatımlarındaki değişimin stres koşulları altında anlamlı olmadığı görüldü (Şekil 

4.18). 

 

Şekil 4. 18: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR169h, 

miR169i, miR169j, miR169k, miR169l, miR169m, miR169n anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), 

p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR169d, miR169e, miR169f-5p, miR169g-5p grubunun azot açlığı, kuraklık ve kombine stres 

koşullarında anlatımı Şekil 4.19’da verildi. Kotrol grubuna kıyasla 7 ve 14 gün stres uygulaması 

yapılmış kallus örneklerindeki miRNA anlatımlarında anlamlı bir değişimin olmadığı, 7 gün 

stres uygulaması yapılan örneklerde ise azot açlığı ve kombine stresleri arasında anlamlı bir 

(*p=0.0279) azalma olduğu görüldü (Şekil 4.19). 

 

Şekil 4. 19: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR169d, 

miR169e, miR169f-5p, miR169g-5p anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), 

p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR319a, miR319b’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 

4.20’de verildi. Kontrol grubuna kıyasla 7 gün stres uygulanan örneklerde azot açlığında 

(*p=0.101), kuraklıkta (**p=0.094) ve kombinede (**p=0.0010) azalma olduğu, 14 gün stres 

uygulamasında ise kontrol ve kuraklık arasında (*p=0.0488) yine bir azalma olduğu görüldü 

(Şekil 4.20). 

 

Şekil 4. 20: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR319a, 

miR319b anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 

(****). 
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miR319c’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.21’de verildi. 

Kontrol grubuna kıyasla 7 gün stres uygulaması yapılan kuraklık (*p=0.0010) ve kombinede 

(*p=0.0009) anlamlı bir azalma olduğu, 14 gün stres uygulamasının ardından ise kontrol 

grubuna kıyasla azot açlığında anlamlı (*p=0.0308) artış, kuraklıkta (*p=0.0028) ve kombine 

streste (**p=0.0018) anlamlı azalış görüldü (Şekil 4.21). Bu sonuçlara ek olarak, kombine 

stresin 7 ve 14 gün uygulamalarında kontrole göre azalmanın diğer streslere oranla daha fazla 

olduğu ancak 14 gün sonunda bu azalmanın 7 güne göre daha az olduğu görüldü. 

 

Şekil 4. 21: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR319c 

anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR396a-5p’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.22’de 

verildi. Kontrol grubuna kıyasla 7 gün stres uygulamasındaki değişimin anlamlı olmadığı, 14 

gün stres uygulamasında ise kontrol ile azot açlığı (*p=0.0443), kuraklık (*p=0.0466) ve 

kombine (**p=0.0070) stres uygulamalarında anlamlı bir düşüş olduğu görüldü (Şekil 4.22). 

 

Şekil 4. 22: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR396-

5p anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR396b’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.23’te verildi. 

Kontrol grubuna kıyasla 7 gün stres uygulaması yapılan azot açlığı (*p=0.0134), kuraklık 

(**p=0.0046) ve kombine (**p=0.0046) streste anlamlı azalma, 14 gün stres uygulaması 

sonunda ise kontrol grubu ile kombine arasında anlamlı (*p=0.0222) artma görüldü (Şekil 

4.23).  

 

Şekil 4. 23: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR396b 

anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR399a’nın azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.24’te verildi. 

Kontrol grubuna kıyasla 7 ve 14 günlerde azot açlığındaki değişimin anlamlı olmadığı, 7 gün 

stres uygulamasında kontrol ile kuraklık (*p=0.0191) ve kombine (**p=0.0060) arasında 

anlamlı düşüş, 14 gün stres uygulaması sonrasında kontrol ile kuraklık arasında amlamlı 

(*p=0.0430) artış olduğu görüldü (Şekil 4.24).  

 

Şekil 4. 24: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR399a 

anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR399b’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.25’te verildi. 

Kontrol grubuna kıyasla 7 gün stres uygulaması yapılan örneklerdeki miR399b anlatımındaki 

değişim anlamlı değilken, azot açlığı ile kombine arasında anlamlı azalma (*p=0.0478) olduğu 

görüldü. Uzun süreli yanıt incelendiğinde ise, 14 gün stres uygulaması sonucunda kontrol 

grubuna kıyasla azot açlığında (*p=0.0296), kuraklıkta (*p=0.0341) ve kombine streste 

(**p=0.0068) anlamlı düşüş olduğu görüldü (Şekil 4.25). 

 

Şekil 4. 25: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR399b 

anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR399d’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.26’da verildi. 

Kontrol grubuna kıyasla 7 ve 14 günlerdeki tüm stres koşullarında anlamlı (****p<0.0001) 

azalma olduğu görüldü (Şekil 4.26). 

 

Şekil 4. 26: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR399d 

anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR399e’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.27’de verildi. 

Kontrol grubuna kıyasla 7 gün stres uygulaması sonrası kuraklıkta (**p=0.0044) ve kombinede 

**p=0.0043) anlamlı bir azalma varken 14 gün stres uygulaması sonrası kontrole kıyasla azot 

açlığında anlamlı (**p=0.0047) artış, kuraklıkta (***p=0.0006) ve kombinede (***p=0.0007) 

ise anlamlı bir azalma olduğu görüldü (Şekil 4.27). 

 

Şekil 4. 27: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR399e 

anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR399f’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.28’de verildi. 

Kontrol grubuna kıyasla 14 gün sonrasındaki miR399f anlatımlarında anlamlı bir değişim 

gözlenmezken, 7 gün stres uygulaması sonrası azot açlığında (**p=0.0112) ve kombinede 

(**p=0.0049) düşüş görüldü (Şekil 4.28). 

 

Şekil 4. 28: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında miR399f 

anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****). 
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miR827’nin azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında anlatımı Şekil 4.29’da verildi. 

Kontrol grubuna kıyasla azot açlığında (**p=0.0025), kuraklıkta (***p=0.0003) ve kombinede 

(***p=0.0001) anlamlı bir azalma görülürken, 14 gün stres uygulaması yapılmış kallus 

örneklerinde kontrole kıyasla azot açlığında anlamlı (*p=0.0356) artış görüldü (Şekil 4.29). 

 

Şekil 4. 29: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarının 7 ve 14 gün uygulamalarında 

miR827 anlatım grafiği. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 

(****). 

miRNA anlatımlarına ait değişim katsayıları Tablo 4.4’te, bu değişim katsayıları ile hazırlanan 

HeatMap Şekil 4.30’da verildi. 
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Tablo 4. 4: miRNA anlatımlarının 7 ve 14 gün azot açlığı, kuraklık ve kombine stresleri uygulaması 

sonrası değişim katsayıları. (±SH): Standart hatayı göstermektedir. 

miRNA 7. Gün 14. Gün 

 
Azot açlığı Kuraklık Kombine Azot Açlığı Kuraklık Kombine 

miR165a-3p, 

miR165b 

0,19±0,023 0,12±0,081 0,08±0,006 0,31±0,147 0,3±0,147 0,14±0,096 

miR167a-5p, 

miR167b 

0,37±0,076 0,23±0,179 0,22±0,139 0,37±0,350 0,45±0,312 2,38±1,761 

miR167c-5p 0,73±0,360 0,27±0,169 0,12±0,021 1,87±0,097 0,57±0,263 0,5±0,229 

miR167d 4,27±0,275 0,38±0,389 0,07±0,030 1,92±1,032 0,48±0,214 0,5±2,928 

miR169b-5p, 

miR169c 

0,65±0,236 

 

0,3±0,231 0,1±0,046 

 

0,6±0,132 

 

0,42±0,146 0,15±0,138 

miR169d, 

miR169e, 

miR169f-5p, 

miR169g-5p 

4,13±1,867 0,35±0,150 0,19±0,066 0,44±0,312 0,82±0,211 0,31±0,292 

miR169h-n 0,64±0,210 0,95±0,315 0,17±0,050 1,65±0,162 1,04±1,480 0,44±0,425 

miR319a, 

miR319b 

0,43±0,068 0,42±0,245 0,05±0,003 0,29±0,112 0,35±0,146 0,42±0,503 

miR319c 0,65±0,249 0,04±0,036 0,01±0,003 1,4±0,233 0,34±0,035 0,22±0,019 

miR396a-5p 2,09±1,768 0,49±0,077 0,1±0,048 0,42±0,189 0,43±0,176 0,09±0,053 

miR396b-5p 0,33±1,873 

 

0,15±1,165 0,15±3,170 3,67±1,658 0,62±1,152 5,39±2,600 

miR399a 0,45±0,198 0,21±0,171 0,1±0,070 0,49±0,193 3,24±0,690 0,45±0,178 

miR399b 2,08±0,822 0,16±0,113 0,12±0,029 0,43±0,013 0,45±0,192 0,19±0,131 

miR399d 0,25±1,939 0,04±0,049 0,02±0,222 0,21±0,162 0,13±0,050 0,12±0,119 

miR399e 0,65±2,867 0,2±0,119 0,1±3,458 1,63±0,872 0,19±0,139 0,11±1,497 

miR399f 0,21±1,196 1,13±0,685 0,04±1,590 2,25±0,474 1,44±0,464 4,93±2,800 

miR827 0,51±2,830 0,24±1,076 0,09±2,191 5,84±3,142 1,22±2,246 3,67±3,282 
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Şekil 4. 30: Azot açlığı, kuraklık ve kombine stres koşullarında kontrol grubuna göre 7. ve 14. gün 

miRNA anlatımlarını ifade eden şematik gösterim. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bitkilerin maruz kaldığı ve abiyotik stres olarak isimlendirilen azot açlığı ve kuraklık stresleri 

bitkilerin gelişimini, büyümesini ve verimini önemli düzeyde etkiler (Clarkson, 1996; Wang ve 

diğ., 2004). Bitkilerdeki bu yaşamsal süreçlerin devam edebilmesi için nitrat önemli bir besin 

molekülü olmasının yanında hücrede farklı görevleri olan genlerin anlatımını teşvik eden 

önemli bir sinyal molekülüdür (Wang ve diğ., 2004; Marín ve diğ., 2011; Medici ve Krouk, 

2014). Bununla beraber, bitkiler kuraklık stresine maruz kaldıklarında fotosentez, solunum, 

pigment içeriği ve zar bütünlüğünü etkiler, hayatta kalabilmek için büyüme hızlarını 

yavaşlatırlar, anti-oksidatif savunma sistemlerini aktif hale getirirler (Duan ve diğ., 2007; Praba 

ve diğ., 2009; Anjum ve diğ., 2016). Bitkiler bu streslerle baş edebilmek için fizyolojik, 

morfolojik ve moleküler değişikliklerle stres yanıtı oluştururlar (Challinor ve diğ., 2004; 

Anithakumari ve diğ., 2012).  

Bu tez çalışmasında, Arabidopsis thaliana kallus örneklerine 7 ve 14. günlerdeki azot açlığı, 

kuraklık ve bu iki stresin birlikte uygulamasının büyüme indeksine etkisi, oluşturduğu zar 

hasarı ve stresle ilişkili miRNA’ların anlatımları değerlendirilmiştir. A. thaliana Col-0 

tohumlarının çimlendirilmesinin ardından MS besiyerlerinde büyümesi sağlanmış ve ardından 

1 mg/l 2,4-D içeren MS besiyerlerinde kök kallus kültürleri kurulmuştur. İlk alt kültürlemenin 

ardından kallus örnekleri azot açlığı stresini oluşturmak için NH4NO3 içermeyen 2,4-D’li MS 

besiyerine, 0.70 Mpa olacak şekilde kuraklık stresini oluşturmak için PEG 8000 içeren 2,4-D’li 

MS besiyerine aktarılmıştır. Kuraklık besiyeri hazırlanırken ozmatik potansiyeli stres ortamı 

oluşturmak için 0.70, 1.2, 1.7 Mpa değerleri arasından kuraklık stresi için çoğunlukla 

kullanılmış olan oran seçilmiştir (Van Der Weele ve diğ., 2000; Verslues ve Bray, 2004). 

Kombine stres uygulaması için 2,4-D’li MS besiyeri NH4NO3 içermeyen MS ve PEG 8000 ile 

hazırlanmıştır. Stres uygulamaları maruz kalınan süre ile kallus örneklerinin miRNA 

anlatımları üzerindeki etkileri ve değişimi görebilmek için uygulama yapılacak süreler 7 ve 14 

gün olarak seçilmiştir.  

Kuraklık stresi, tarımsal üretimi olumsuz etkileyen en önemli abiyotik stres faktörlerinden 

biridir. Haitao Shi ve diğ.’nin (2015) yaptığı çalışmada, kuraklık stresine maruz bırakılan 

Arabidopsis thaliana bitkilerinin yabani tipinde zar hasarında artış olduğu gösterilmiştir (Shi 

ve diğ., 2015). Bitkiler abiyotik stresle karşılaştıklarında stres yanıtı olarak ABA 
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biyosentezinde artış görülür. ABA biyosentezi için tanımlanmış olan ZEP geninin özellikle 

bitkilerin yapraklarında bulunduğu bilinmektedir (Xiong ve diğ., 2002). Zar hasarının 

belirlenmesinde iyon sızıntısı miktarının ölçümü önemlidir. İyon sızıntısında görülen artış 

hücre zarının geçirgenliğiyle ilişkilidir (Jiang ve diğ., 2014). Bu tez çalışmasında, uygulanan 

streslerin kontrol grubundaki zar hasarı yüzdesiyle anlamlı bir farklılık ortaya koymadığı 

görülmüştür. Zar hasarında anlamlı sonuç elde edilememesi, önceki çalışmalarla birlikte 

incelendiğinde bitki materyali olarak kallus dokusu kullanılmasından kaynaklanan farklılık ile 

ilişkili olduğunu düşündürmüştür. 

Bitkinin bulunduğu ortamda kuraklık stresine maruz kalması bitki büyümesini ve gelişimini 

etkiler, üretkenliği azaltır, dolayısıyla ekonomik olarak ciddi kayıplara neden olur. Kuraklık 

stresi ile mücadele edebilmek için fizyolojik ve gelişimsel adaptasyon sağlayan sinyal yolları 

aktive edilir (Roca Paixão ve diğ., 2019). Çevresel faktörlerin varlığındaki değişim bitkide ani 

ve geçici yanıt oluşturabilir. Bununla beraber, azot kaynağının az olması sürgün gelişimini 

etkilemektedir (Gastal ve Lemaire, 2002) 

Arabidopsis thaliana Col-0 kallus örneklerinde 7 ve 14 gün stres uygulaması sonucunda 7. gün 

kallus örneklerinde kontrol ve azot açlığı stresi arasında anlamlı bir değişiklik gözlenmezken, 

kuraklık stresinde ağırlık azalışının başlangıç ağırlığının yarısı olduğu ve kontrol grubuna göre 

büyüme indeksinde anlamlı bir azalma olduğu görülmüştür. Bu sonuç, Roca Paixão ve diğ.’nin 

2019’da yaptığı çalışmada ifade edilen kuraklık stresinin bitki büyümesine olan etkisini 

desteklediği görülmektedir. Aynı zamanda, kombine stres uygulanmış olan 7. gün kallus 

örneklerinde de %63,98 ± 3,80 azalma görülmesi, azot açlığı stresinin kallus büyümesine 

üzerindeki etkisinin kısa süreli yanıtta kuraklıktan daha az etkili olduğunu düşündürmüştür. 14. 

gün kallus örneklerinde ise kontrol grubunda büyüme gözlenirken, azot açlığı stresinde 

büyümenin olmadığı, kuraklık stresinde kontrole göre ağırlık artışının daha az olmasına rağmen 

artış olduğu ve kombine stres uygulamasında ise kallus örneklerinde uzun süresi stres altında 

%12,37 ± 1,78 oranında azalma olduğu gözlenmiştir. Bu sonuçlar, azot açlığı stresinin uzun 

süreli yanıtta etkili olduğunu kuraklık stresinin ise erken yanıtta bitki büyümesini etkilediğini 

düşündürecek niteliktedir. 

Arabidopsis thaliana moleküler modifikasyonlar için uygun olması yönüyle abiyotik stres 

toleransı fenotiplerinin gözlenebilmesi açısından genetik model bitkidir (Pegler ve diğ., 2019). 

Bitki miRNA’ları, ilk olarak Arabidopsis’te tanımlanmış ve protein kodlaması yapmayan bu 
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küçük düzenleyici RNA’ların bitki gelişiminde görevli gen anlatımlarının düzenlenmesinde 

kilit öneme sahip oldukları defalarca gösterilmiştir (Palatnik ve diğ., 2003; Chen, 2004). Bu 

miRNA’lar genlerin anlatımını düzenlemek için biyotik strese sebep olan viral, fungal ya da 

bakteriyel patojenlere karşı savunma yanıtı oluşturabildikleri gibi (Kasschau ve diğ., 2003; Yan 

Li ve diğ.,2010), abiyotik stres olan kuraklık, tuz, sıcaklık gibi faktörlere karşı da savunma 

yanıtını yönlendirebilirler (Sunkar ve Zhu, 2004; Liu ve diğ., 2008b). Her bir Arabidopsis 

miRNA’sı, RNA Polimeraz II (Pol II) tarafından özgül MİKRORNA (MIR) genlerinden kendi 

üzerine katlanarak “stem-loop” yapısı oluşturmuş olan öncül miRNA transkriptlerinden işlenir 

(Bartel, 2004; Vazquez ve diğ., 2004). Protein kodlaması yapan lokuslarda olduğu gibi, çoğu 

MIR geninin promotör bölgeleri abiyotik stres gibi hücre dışı sinyallerden etkilenerek gen 

anlatımının düzenlenmesinde etkili olan cis-elementlerini bulundurur (Megraw ve diğ., 2006; 

Zhao ve Li, 2013; Pegler ve diğ., 2018). MIR gen anlatımının değişmesi, olgun miRNA 

miktarının da değişimini sağlar. Bu değişim, miRNA-İndüklenmiş Susturma Kompleksine 

(miRISC; “miRNA-induced silencing complex”) yüklenen miRNA’nın hedeflediği genin 

mRNA’sını (haberci RNA; “messenger RNA”) keserek ya da RNA susturma mekanizmasının 

translasyonel baskılanmasıyla gerçekleşir (Baulcombe, 2004; Chen, 2004; Baumberger ve 

Baulcombe, 2005; Reis ve diğ., 2015). 

Arabidopsis’te miRNA/hedef gen anlatım modüllerinin abiyotik strese bağlı olarak değiştiğini 

ve bu sayede strese karşı uyum sağlayabildiği gösterilmiştir (Sunkar ve diğ., 2007; Khraiwesh 

ve diğ., 2012).  Pegler ve diğ. (2019), A. thaliana bitkisinde kuraklık, sıcaklık ve tuzluluk 

streslerinin belli miRNA’lar ve bu miRNA’ların hedeflediği genler üzerindeki etkisini Col-0 

ekotipi kullanarak incelemiştir. Tohumlar 8 gün besiyerinde çimlendirildikten sonra stres 

uygulaması yapılacak olanlar stres besiyerlerine aktarılarak 7 gün tutulmuş ve 15 günlük 

kontrol grubuna göre miRNA’lar ve hedeflerinin gen anlatımları GZPZR ile analiz edilmiştir. 

Kuraklık stresinin 111 miRNA üzerinde anlatımını artırıcı, 2 miRNA üzerinde ise azaltıcı etkisi 

olduğunu ortaya koymuşlardır. miR169g’nin tuz stresi altında 8,7 kat kontrole göre azaldığını 

göstermişlerdir. Ek olarak miR169f ve miR169h’nin uygulanan üç abiyotik strese karşı 

anlatımlarında azalma olduğu gözlenmiştir. Bu sonuç, miRNA’ların kodlama lokuslarında 

bulunan promotör bölgelerinin, farklı stres koşulları altında anlatım etkinliğini değiştirmesine 

neden olacak olan MIR gen anlatımlarını değişikliğe yönlendiren çoklu cis elementlerini 

içerdiğini göstermektedir (Megraw ve diğ., 2006; Zhao ve Li, 2013; Pegler ve diğ., 2018). 

GZPZR ile, miR169’un 7,4 kat azaldığı gösterilmiştir. miR169 seviyelerindeki düşüş 
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Arabidopsis’te daha önce yapılan çalışmalarda da raporlanmıştır (Li ve diğ., 2008; Zhao ve 

diğ., 2011). Kuraklık stresinde ise NFYA5 (“NUCLEAR FACTOR Y, SUBUNIT A5”; 

AT1G54160) anlatımının etkilendiği gösterilmiştir (Li ve diğ., 2008). NFYA5’in aşırı 

ekspresyonu, bitki hatlarında stoma açıklığının azaldığını ve yaprak su kaybına neden olduğu 

gösterilmiştir (Pegler ve diğ., 2019). Tez kapsamında 7 ve 14 gün olarak uygulanan üç farklı 

stres koşulunun etkileri miR169 ailesinde incelenmiştir. Aynı “stem-loop” ve ileri primerlere 

sahip olan miR169 ailesi üyesi miRNA’lar birlikte değerlendirilmiştir. miR169b-5p, miR169c 

anlatımlarına bakıldığında, 7. gün kontrol ve kombine örnekleri kıyaslandığında anlamlı bir 

azalma (*p<0.0138) olduğu görülmüştür. Uzun süreli etkisi incelendiğinde ise kontrol örnekleri 

ile kuraklık (*p<0.0317) ve kombine (**p<0.0064) stres uygulanmış 14. gün örnekleri arasında 

anlamlı bir düşüş olduğu görülmüştür. Pegler ve diğ. (2019) yaptığı çalışma ile bu açıdan 

paralellik gösteren bu miR169 ailesi miRNA’larının kuraklık stresinden etkilendiğini 

düşündürmektedir. miR169d, miR169e, miR169f-5p ve miR169g-5p grubuna 7 gün stres 

uygulanan örneklerde azot açlığı ile kuraklık ve kombine stresleri arasında anlamlı bir düşüş 

olduğu görülürken uzun süreli stres yanıtında anlamlı bir değişiklik gözlenmemiştir. 

miR169h,j,k,l,m,n miRNA’ları arasında ise herhangi bir anlamlı değişiklik gözlenememiştir. 

Arabidopsis’te miR169’un genel olarak kuraklık stresi (Yanjie Li ve diğ., 2010), fosfat 

koşullarının sınırlı olması (Hsieh ve diğ., 2009) ve azot açlığı (Li ve diğ., 2008) streslerinde 

azaldığı gösterilmiştir. Yapılan bu çalışmalar (Hsieh ve diğ., 2009; Yanjie Li ve diğ., 2010; 

Zhao ve diğ., 2011; Pegler ve diğ., 2019), Arabidopsis’in bütün fide, kök ve sürgün kısımlarında 

miR169 anlatımlarının azaldığını ve NFYA5 anlatımının baskılandığını göstermektedir. Bu 

veriler, miR169 ailesinin abiyotik stres yanıtı oluşturması ve karmaşık moleküler ağları 

bağlama bakımından potansiyel bağlantı noktası “crosstalk junction” olabileceği Pegler ve diğ. 

tarafından belirtilmiş, kilit bir rol oynadığını düşündürmüştür. Tez çalışmasında incelenen 

miR169 ailesi arasında anlamlı farklılık olmadığı görülen miR169h,j,k,l,m,n grubunun doku 

farklılığı ile ilişkili olabileceği düşünülebilir. 

miR319 A. thaliana’da kuraklık ve tuzluluk stresleriyle ilişkilendirilmiştir ve miR319 ailesi 

TCP transkripsiyon faktörlerini hedeflemektedir (Liu ve diğ., 2008b; Zhou ve Luo, 2014). Tez 

çalışmasında miR319a,b’nin GZPZR ile anlatım analizi yapıldığında 7 gün stres uygulaması 

yapılan örneklerde kontrole göre anlamlı bir azalma görülürken 14 gün uygulama yapılan 

örnekler arasında yalnız kontrol ve kuraklık arasında düşüş olduğu görülmüştür. miR319c’de 

ise 7 gün uygulamaları arasında azot açlığında anlamlı bir değişim yokken, uzun süreli stres 
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uygulaması sonucunda artış olmuştur. miR319’daki süreye bağlı olarak anlatım profilindeki bu 

değişiklik yanıtın erken ya da geç oluşmasıyla ilişkilendirilebileceğini düşündürmüştür. 

miR396 tuzluluk ve kuraklık streslerinden etkilenmektedir ve GRL (“GROWTH 

REGULATION FACTOR”) genlerini hedeflemektedir (Covarrubias ve Reyes, 2010). Pegler 

ve diğ. (2019) yapmış olduğu çalışmada, kuraklık stresi uygulanan Arabidopsis bitkilerinde 

GZPZR ile miR396’nın 2,9 kat arttığı gösterilmiştir (Pegler ve diğ., 2019). Bu tez çalışmasında 

7 gün stres uygulaması yapılmış olan kallus örneklerinde anlamlı bir değişim gözlenmemesine 

rağmen, uzun süreli etkide kontrol grubuna kıyasla uygulanan üç stres faktöründe de azalma 

olduğu görülmüştür ve azot açlığı ile kuraklık arasındaki azalma miktarı neredeyse eşittir. 

miR396b ise 7 gün stres uygulaması sonucunda anlamlı bir düşüş sergilemiştir. 

Arabidopsis’te, miR165/166 sürgün apikal meristemde (SAM) ve vasküler dokularda lokalize 

olmaktadır (Kidner ve Martienssen, 2004; Li ve diğ., 2005; Williams ve diğ., 2005) ve HD-ZIP 

III genlerini hedeflemektedir (Tang ve diğ., 2003; Kim ve diğ., 2005). HD-ZIP III genlerinde 

meydana gelecek fonksiyon kaybı mutasyonlarının bitkide büyüme ve gelişimini etkilediği 

gösterilmiştir (Caruana ve diğ., 2020). Caruana ve diğ.’nin yaptığı bu çalışmada, miR165’in 

fazla anlatımının bitki gelişimi, büyümesi, yaprak ve kökleri üzerindeki etkilerinin hedef 

genlerle birlikte araştırılması hedeflenmiştir. Çalışma verileri miR165’in anlatımının artışının 

bitki gelişimi için önemli olan genlerle ilgili olduğunu göstermiştir. Yapılan bu tez çalışmasında 

farklı stres koşullarına maruz bırakılan A. thaliana kallus örneklerinde kontrol gruplarıyla 

karşılaştırıldığında her bir stres grubunda anlamlı bir azalma olduğu gözlenmiştir. 

Azot açlığı stresi bitki köklerini etkilerken yan kök gibi daha güçlü bir kök sisteminin 

oluşmasına neden olur. miR167’nin kök sistemindeki değişim ile ilişkili olduğu düşünülmüştür 

ve sonrasında kök sistemi mimarisini, ARF6 (“AUXIN RESPONSE FACTOR6”) ve ARF8 

transkripsiyon faktörlerinin anlatımını değiştirdikleri gösterilmiştir (Caruana ve diğ., 2020). 

Liang ve diğ. (2012), azot açlığı stresinde 10 gün tuttukları bitkilerin yan köklerinde artış 

olduğunu ve azot eksikliğinde miR167’nin anlatımının azaldığını raporlamıştır  ve diğ., 2012). 

miR167’nin kuraklık stresine de yanıt oluşturduğu bilinmektedir (Covarrubias ve Reyes, 2010). 

Bu tez çalışmasında incelenen miR167 anlatım analizlerinde, miR167a-5p,b grubunun 14 gün 

stres uygulanmış örnekler arasında anlamlı bir sonuç görülmezken, 7 gün stres uygulamalarında 

azot açlığı stresine ek olarak kuraklık ve kombine streslerin de kontrol grubuna kıyasla anlamlı 

bir azalma gösterdikleri gözlenmiştir. miR167c-5p’de ise 7 gün stres uygulamalarında azot 
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açlığı ile kontrol arasında anlamlı bir sonuç görülmezken, kuraklık ve kombine streslerde 

miR167c-5p anlatımında kontrole göre azalma olmuştur. Bunlara ek olarak miR167c-5p 14 gün 

stres uygulaması sonucunda kontrol grubuna göre kuraklık ve kombine streslerde anlatımının 

azaldığı görülürken, azot açlığında anlamlı bir artış olduğu görülmektedir. Son olarak miR167d 

anlatımları değerlendirildiğinde ise her iki gündeki uygulama sonuçlarında da kontrol grubuna 

göre azot açlığı stresinde anlamlı bir artış görülmüştür ancak 14 gün uygulanan stres yanıtının 

7 güne göre nispeten daha az arttığı görülmektedir. Bu sonuçlar incelendiğinde, miR167a-

5p,b’nin 7 gün uygulamalarındaki değişim Liang ve diğ.’nin çalışması (2012) ve Covarrubias 

ve Reyes’in (2010) çalışmasıyla uyumlu olduğu söylenebilir. miR167c-5p ise, 7 gün stres 

uygulamasının ardından azot açlığındaki değişim anlamlı değilken 14 gün sonrasında artış 

gözlenmesi uzun süreli strese maruz kaldığında geç yanıt oluşturduğu, diğer stres koşullarında 

ise yine bu iki çalışmaya paralel sonuçların elde edildiği görülmüştür. miR167d’nin uygulanan 

stres koşulları altında 7 ve 14 gün uygulamalarında önceki çalışmalarla uyumlu olacak şekilde 

değişim olduğu gözlenmişken, 7 gün stres uygulaması sonrası kuraklık stresinin henüz yanıt 

oluşturmadığı düşündürmüş, uzun süreli strese maruz kalmanın ardından kontrole kıyasla 

azalma olduğu görülmüştür. miR167 ailesinin A. thaliana bitki materyali üzerindeki 

anlatımlarının, kallus dokularında da paralel sonuçların görülmesi sebebiyle kök sistemi 

üzerinde etkili olan ve bu ailenin hedeflediği ARF6 ve ARF8 transkripsiyon faktörlerinin 

anlatımlarında değişim oluşup oluşmayacağının görülmesinin ardından, başka sistemleri de 

etkileyip etkilemediği ile ilgili fikir verebileceğini düşündürmüştür. 

Azot açlığı stresinin Liang ve diğ. tarafından 2012’de yapılan çalışmada çeşitli miRNA 

anlatımları üzerimde etkili olduğu ve miR399 ve miR827’nin anlatımında azalma olduğunu 

göstermişlerdir ve azot açlığına yanıt veren miRNA’ları Azot Açlığı Bastırılmış (NSS; “N-

starvation-suppressed”) ve Azot Açlığı Uyarılmış (NSI; “N-starvation-induced”) olarak iki 

gruba ayırmışlardır (Liang ve diğ., 2012). Bitki miRNA’larının fonksiyonları, hedef genlerin 

anlatımında negatif yönde etkilemeleri nedeniyle miRNA/hedef gen ilişkisini ortaya koymak 

önemlidir. Bitki miRNA’ları hedef genleriyle tamamlayıcı baz eşleşmesi yaptıkları için 

belirlemek kolaydır (Liang, He ve Yu, 2012). miR399a-f Arabidopsis’te, ubikitin konjugaz E2 

ailesini hedefler ve bu aile fosfat homeostazisinde rol oynar. Fosfat açlığına maruz kalan 

bitkide, miR399 uyarılarak PHO2 transkriptlerini hedefler ve fosfat alımını destekler (Chiou ve 

diğ., 2006). 



71 

 

 

 

miR827 Arabidopsis’te Nitrojen/Fosfor Metabolizması ile ilişkilendirilmiş ve azot açlığı 

stresinden etkilenmektedir (Chiou ve diğ., 2006; Hsieh ve diğ., 2009; Kant ve diğ., 2011). Azot 

açlığı stresi altında miR827’nin NLA’yı (“NITROGEN LIMITATION ADAPTATION”) 

hedeflediği gösterilmiştir (Kant ve diğ., 2011). Yabani tip bitkiler azot eksikliğinde nla 

mutantları ile kıyaslandığında, nla mutantlarının daha fazla fosfat biriktirdiği, fosfat-toksik 

etkilerin gözlendiği ve antosiyanin sentezinin düştüğü gösterilmiştir. miR399 ve miR827’nin 

azot açlığı stresi altında anlatımlarında düşüş olduğu ve hedeflediği PHO2 ve NLA’da ise 

anlatımın arttığı ortaya konmuştur (Liang ve diğ., 2012). Ayrıca daha önceki çalışmalar, 

miR399 tarafından hedeflenen PHO2’nin tuz stresi altında kök sisteminde değişikliklere neden 

olduğu belirtilmiştir (Bari ve diğ., 2006; Kawa ve diğ., 2016). Tez çalışmasında, 7 ve 14 gün 

stres uygulanan miR399 ailesi ayrı ayrı incelenmiştir, azot açlığına ek olarak kuraklık stresinin 

ve kombine stres uygulamasının da anlatımlarına etkisi olduğunu düşündüren anlamlı sonuçlar 

elde edilmiştir. miR399a’nın kontrol grubuna kıyasla 7 gün stres uygulanan kuraklık ve 

kombine örneklerinde anlamlı bir azalma olduğu gözlenmiştir. Bununla birlikte 14 gün stres 

uygulanan örneklerde ise kontrol ve kuraklık stresi uygulaması arasında anlamlı bir artış olduğu 

gözlenmiştir. Bu durum, bitkilerin stres koşullarına karşı oluşturdukları savunma cevabının 

aşamalarındaki gen anlatımının değişimi ile ilişkilendirilebilir (Etherington ve Larcher, 1996; 

Carmo ve diğ., 2012). miR399b, 14 gün stres uygulaması yapılan örneklerde kontrol ile azot 

açlığı, kuraklık ve kombine stresleri arasında anlamlı bir düşüş olduğu görülmüştür. miR399d, 

miR399e ve miR399f’de 7 gün stres uygulaması sonucunda kontrol ile azot açlığı stres koşulu 

arasında anlamlı bir azalma olduğu ancak miR399e 14. gün örneklerinin kontrol ile azot açlığı 

stresi arasında anlamlı bir artış olduğu görülmüştür. PHO2 ve NLA genlerini hedefleyen 

miR827’nin, kısa süreli ve uzun süreli yanıtlarında azot açlığı profilinde farklılık gözlenmiştir. 

7 gün stres uygulaması yapılan örneklerde kontrol grubuna kıyasla miR827 anlatımında anlamlı 

bir azalma görülürken, 14 gün stres uygulamasında kontrol grubuna göre azot açlığı stres 

uygulamasında anlamlı bir artış olduğu görülmüştür. Bu durum, farklı stres sürelerinin 

araştırılması gerektiği ile ilgili görüş bildiren Liang ve diğ.’nin (2012) düşüncesini destekler 

nitelikte olduğu söylenebilir. 

Bitkilerde miRNA’lar gelişim, büyüme ve stres yanıtı gibi biyolojik süreçlerde etkili olan 

genleri düzenleyici moleküllerdir. Bu sebeple hücresel süreçlerde rol oynayan miRNA’ların 

stres koşullarına verdikleri yanıtların ve hedefledikleri genlerin belirlenmesiyle moleküler 

mekanizmaların aydınlatmasına katkı sağlayabilir. Bu çalışma ile elde edilen verilerin 
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bitkilerde kuraklık ve azot açlığı stres yanıtlarının açıklanmasında katkısı olacağı 

düşünülmektedir. Doğada bitkiler aynı anda birden fazla strese maruz kalabilirler ve bunun 

sonucunda miRNA anlatımlarında değişim gözlenebilir. Bu çalışmada kuraklık ve azot açlığı 

streslerinin kombine uygulanması sonucunda bitkilerin bu iki stres koşulu altında verdikleri 

moleküler yanıtlardaki farklılıklar bu görüşü destekleyici niteliktedir. Buna ek olarak, bitkilerin 

stres koşuluna maruz kalma süresinin erken ve geç yanıt üzerinde etkili olduğu ve ilerleyen 

çalışmalarda stres koşulunun uygulama süresindeki değişim ile hedeflenen genlerin moleküler 

mekanizmalar üzerindeki etkilerinin aydınlatılması açısından önemli olduğunu 

düşündürmektedir. 
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